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1. Uved
V roce 1992 vyzkumny tym v Bradfordu (Velkéd Britanie) izoloval z vody z chladici

véze mikroorganismus, ktery pod svételnym mikroskopem vypadal jako grampozitivni kokova
bakterie. Po dobu deseti let byl nové izolovany mikrob infikujici prvoky rodu Acanthamoeba
neuspeésné zkouman jako intracelularni parazitickd bakterie, jelikoz se vymykal svymi
vlastnostmi, které byly do té doby povazovany pro viry za charakteristické. (Abergel et al.,
2015). Velikostné byl na tirovni malych bakterii a na rozdil od dfive identifikovanych virti ho
bylo mozné vidét za pomoci svételného mikroskopu. Ve skutecnosti vSak védci objevili pro tu

dobu nejvetsi virus na svété — Acanthamoeba polyphaga mimivirus (APMV).

Po objevu APMV byly, s ohledem na neobvyklé vlastnosti objeveného viru, upraveny
detek¢éni metody, coz zpusobilo prillom na poli izolace novych mimivir z nejrizngjSich typt
prostfedi. Vétsina z nich byla izolovdna z vodniho prostiedi — z vod sladkych, brakickych, i
slanych (Wommack and Colwell, 2000), ale také z pidy (Schulz et al. 2018), z Siroké Skaly
druhti fytoplanktonu (Claverie and Abergel, 2018), ¢i byla objevena ve spojeni s mikrobioty
mnohobunéénych organismt (Abeles and Pride, 2014). Béhem nasledujicich let tak byla
izolovana cela tada ptibuznych virti a vytvorila z Celedi Mimiviridae jednu z nejvétSich a
nejrozmanitéjsich rodin eukaryotickych virti. Radi se mezi tzv. ,,0b¥i viry*, které jsou sou¢asti
skupiny nukleocytoplazmatickych velkych viri (NCLVD), jejichZ velikost, struktura, délka
genomu a komplexita virovych ¢astic jsou vétsi neZ u standardni rodiny virt. Viry, které do této

skupiny spadaji, obsahuji rozsahlé genomy dvoufetézcové DNA a zcela se replikuji uvnitf

hostitelské cytoplazmy.

Kapsida AMPV je ikosahedralni krom¢ jednoho vrcholu, ktery je pokryt jedinecnou
strukturou ve tvaru hvézdice s péti vétvemi (nazyvanou ,,stargate*) (Zauberman et al., 2008).
APMYV ma dvouvlaknity genom DNA (dsDNA) o délce 1,2 Mb a obsahuje 979 genti (Raoult
et al., 2004). Genom je z 28 % sloZeny z nukleobaz GC (Silva et al., 2015). Kapsida APMV ma
velikost ~ 500 nm a témét cely ho pokryvaji fibrily, které jsou dlouhé ~ 120-140 nm a o
priméru 1,4 nm. V oblasti ,stargate” fibrily chybi. Tyto vladknité utvary jsou mezi viry
morfologicky jedinecné, a ackoliv jejich struktury nebyly zcela objasnény, tvoii hustou vrstvu,
jsou znacné glykosylované a umoziuji piipojeni APMV k amébam, bakteriim, clenovcim, a

houbam prostiednictvim glykanii (Rodrigues et al., 2015).



Na zéklad¢ dosavadnich studii je pokladéno za mozné, ze se APMV muze podilet na
vzniku pneumonie u lidi (La Scola et al., 2005). Protilatky proti APMV byly v minulosti
detekovany jak v lidskych krevnich sérech (La Scola et al., 2005; Berger et al., 2006), tak byla
z lidského materialu izolovana i samotnd DNA (Saadi et al., 2013). Studie také prokazaly
asociaci mezi obfimi viry a nékterymi obratlovci (Dornas et al., 2014) a bezobratlymi (Andrade

et al., 2015). V]Iiv mimivir na organismus zivoc¢ichil vSak doposud neni zcela objasnén.

Do jist¢ miry neni zndm také vzajemny vztah jednobunécnych fas, ménavkovitych
prvokt z rodu Acanthamoeba a virt, jez je infikuji. Pro vegetativni stddium acanthamoeby tfasy
predstavuji zdroj vyzivy. Lze tak piedpokladat, ze mimiviry pfedstavuji dalsi skupinu
mikroorganismil, ktera potencialné ovlivituje biodiverzitu ve vodnim prostredi a dostava se do

potravniho fetézce ryb a jinych zivocicht.

2. Cil metodiky funkéniho vzorku
Cilem bylo pfipravit v§echny nezbytné komponenty pro sestrojeni a naslednou validaci ELISA

testu, ktery bude umoziiovat detekci protilatek proti L725 proteinu APMV v séru ryb, ale 1
jinych obratlovcl. Vysledky monitoringu pak osvétli ndkazovou situaci APMV napfi€ riznymi
zivociSnymi skupinami a umozni podrobnéjs$i vyzkum téchto virti a miry ptipadného vlivu
infekce na organismus vybranych druht Zivocicha.

3. Vlastni popis metodiky

3.1. Pfiprava rekombinantniho L725 proteinu APMYV viru
e [Extrakce virové DNA

— Pouzity kmen viru: izolat Acanthamoeba polyphaga mimivirus (GeneBank
Cislo: AY653733.1). Izolat byl ziskdn z univerzity Aix-Marseille Université,
Francie.

— Kultivace izolatu na kultivaénim modelu Acanthamoeba polyphaga
(Puschkarew) (ATCC® 30871TM).

— Extrakce virové DNA byla provedena pomoci kitu NucleoSpin Blood kit
(Macherey-Nagel) dle instrukci vyrobce.

— Amplifikace pomoci specifickych primert, které byly navrZeny tak, aby
umoznovaly klonovani do pCR™S8/GW/TOPO plazmidového vektoru
(Invitrogen).

— Sekvence primert pouzita k amplifikaci genu L725 byla:

Primer Sekvence Poloha v genomu
Forward GCAAATAATTTGGTGCAACTTATCT 959877




Reverse ‘ ATGAGCACAATTACATTTCTTGGAT 959233

e Klonovani genu do plazmidového vektoru

Provedeno dle instrukci vyrobce (Invitrogen).

Transformace vzniklé DNA konstrukce do kompetentnich bun¢k Escherichia
coli, kmen TOP10 (Invitrogen).

Nésledné  klonovani  genového  fragmentu  rekombinanéni  reakci
zprostfedkované enzymem LR Clonase™ II Enzyme Mix (Invitrogen). DNA
inzert byl umistén v kontextu T7 transkripénich a translacnich signalt a

specifické sekvence kodujici N-terminalni polyhistidin.

e Exprese rekombinantniho proteinu L725

Pouzity bakterialni buniky E. coli pLysS (Invitrogen).

Noc¢ni kultura byla nafedéna 1:50 ve 2 1 LB média obohaceného ampicilinem
(100 pg/ml) a kultivovana pii teploté 27 °C za neustalého michani (250 rpm) az
do dosazeni denzity ODeoo 0,5.

Indukce exprese proteinu byla uskute¢néna ptidanim 0,1 mM IPTG (Izopropyl
B-D-1-tiogalaktopyranozid) a nasledné kultivace pti 37 °C po dobu 3 hodin.

e Purifikace rekombinantniho proteinu

Pouzita chromatografie IMAC (Immobilized metal affinity chromatography)

K bunéénému peletu z predchoziho kroku bylo ptfidano 20 ml navazujiciho
roztoku (20mM fosfat sodny, 300mM chlorid sodny, 0,1 % Tween 20, 10mM
Imidazol, 8M mocovina, pH 7,8) a nasledn¢ byl pelet pomoci sonikace pfi
teploté 4 °C rozrusen.

Rekombinantni protein byl oddélen od kontaminujicich proteini
metalochelatacni afinitni chromatografii s Ni2.

Kolona s 1 ml Ni-NTA agarozy (Qiagen) byla ekvilibrovdna navazovacim
roztokem.

Kolona byla zatizena pritokem 1 ml/min po dobu 1 h a promyta stejnym
fosfatovym pufrem obsahujicim 10 mM Imidazol.

K eluaci navazaného proteinu byl pouzit vytésiiovaci roztok (20mM fosfatovy
pufr pH 7, 300mM chlorid sodny, 0,1 % Tween 20, 8M mocovina a 250 mM

Imidazol) v celkovém objemu 15 ml.



— Alikvoty frakci byly podrobeny 12 % SDS-PAGE a obarveny Coomassie
brilantni modfi pro analyzu jejich Cistoty. Koncentrace rekombinantniho

proteinu byla stanovena spektrofotometricky (OD).

Obrazek ¢. 1. SDS-PAGE analyza rekombinantniho proteinu

3.2. Provedeni ELISA testu

e Vazba antigenu
— Purifikovany rekombinantni L.725 protein nafedény na koncentraci 20 pg/ml ve
vazném pufru o pH 9,6 byl napipetovan do jamek mikrotitra¢ni destick Maxisorp II
® Immunoplates (Nunc) v objemu 100 pl na jamku.
— Vazba ptes noc pti 4 °C
— 1x promyti v roztoku PBS (fosfatovy pufr)
¢ Blokovani nespecifickych vazebnych mist
— Roztok PBS + 2 % BSA v objemu 300 pl na jamku
— 60 min inkubace pii 37 °C
— 1x promyti roztokem PBS
e Aplikace vysetfovaného vzorku sér
— Naredéni sér 1:100 (roztok fosfatového pufru + 0,4 M chlorid sodny + 0,1 % Tween
20 + 2 % hovezi sérovy albumin) aplikace 100 pl na jamku (v duplikatech)



— Inkubace 60 min pii 37 °C
— 3x promyti v roztoku PBS
e Aplikace sekundarni protilatky
— Aplikace krali¢i protilatky proti IgG protilatce pstruha fedéné 10 000 x v roztoku
0,4 M chlorid sodny + 0,1 % Tween 20 + 2 % BSA
— Aplikace 100 pl na jamku
— 3x promyti v roztoku PBS + 0,4 M chlorid sodny + 0,1 % Tween 20
— 1x promyti v roztoku PBS
e Vizualizace reakce
— Aplikace substratu TMB-Complete (TestLine) v objemu 100 pl na jamku
— Doba plisobeni 5-7 min pii laboratorni teploté
— Zastaveni reakce pfiddnim zastavovaciho roztoku pro ELISA (TestLine) v objemu
100 pl na jamku
—  Mgfeni vysledné absorbance pii 450 nm pomoci ELISA readeru Infinite® M200 PRO
(Tecan)

3.3. Validace metody

e Virus neutraliza¢ni test

Jednou z pouzitych valida¢nich metod byl virus neutraliza¢ni test. Protokol byl prevzat
od Dornas et al. (2014). Vzhledem k absenci pfedem zndmych pozitivnich a negativnich
APMV sér bylo pro pokus pouzito 50 ndhodné vybranych pstruzich sér. Jako kultivaéni
model byly pouzity Acanthamoeba polyphaga (ATCC® 30871™). K infekci améb byl
pouzit izolat Acanthamoeba polyphaga mimivirus (GeneBank: AY653733.1), ziskany z
univerzity Aix-Marseille Université, Francie.

Vysledky VNT prokézaly pfitomnost virus neutralizacnich protilatek u 25 sér. U
zbylych krevnich sér a dvou negativnich kontrol (ddH20) pak dochazelo k mnoZeni APMV

a cytopatickému efektu — k vakuolizaci a postupnému rozpadu acanthamoeb.

Obrazek ¢. 2. Vysledky Virus neutralizacniho testu 72 hodin po infekci.
A — vzorek s prokdzanymi virus neutralizanimi protilatkami; B — negativni kontrola; C —

vzorek bez virus neutralizacnich protilatek



3.4. Standardizace ELISA testu

3.4.1. Homogenita potazené desticky
Homogenita byla provedena na jedné mikrotitracni desti¢ce v 96 jamkéch s jednim

sérem v fedéni 1:100. Byl proveden standardni test podle pracovniho postupu uvedeného
vyse a byly vypocteny hodnoty priméru absorbanci, smérodatné vybérové odchylky a

varia¢niho koeficientu.

Vypocet:
e Primérna hodnota absorbance vzorec €. 1
¥ x; kde  x... hodnota absorbance vzorku
x= —

n n ... pocet vzorki

e smeérodatna vybérova odchylka — vzorec €. 2



5 2?2 kde X ... hodnota absorbance vzorku
— f ".i - x -
b= = 1 X ... prumérna hodnota absorbance

\J
n ... poéet vzorki

e variacni koeficient — vzorec ¢. 3

sD kde SD ... smérodatna vybérova odchylka
cV (%) = — .100 ) Lo
X X ... primérna hodnota absorbance

Tabulka ¢. 2. Vysledky méfeni absorbance. Pro vypocet byly vynechany hodnoty z jamek

na okraji desticky a bylo tak pocitano pouze s hodnotami z 60 jamek.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

12

0,192 0,18510,179 0,183 | 0,198 | 0,181 { 0,178 | 0,173 | 0,182 | 0,190 | 0,192

0,192

0,197 10,192 | 0,184 | 0,183 | 0,190 | 0,191 | 0,185 | 0,162 | 0,168 | 0,197 | 0,207

0,197

0,183 0,181]0,179 0,180 | 0,176 | 0,197 | 0,208 | 0,179 | 0,162 | 0,181 | 0,219

0,183

0,189 10,189 0,184 | 0,189 | 0,172 | 0,178 | 0,225 | 0,184 | 0,174 | 0,186 | 0,204

0,187

0,1710,180 0,172 0,171 | 0,179 | 0,182 | 0,198 | 0,172 | 0,178 | 0,199 | 0,196

0,190

0,17510,176 | 0,179 | 0,185 | 0,198 | 0,193 | 0,192 | 0,179 | 0,160 | 0,183 | 0,191

0,171

0,180 0,172 0,181 0,191 | 0,191 | 0,221 | 0,194 | 0,188 | 0,182 | 0,179 | 0,208

0,176

==l [alissllesliwii@livelieg

0,196 | 0,183 1 0,198 | 0,197 | 0,212 | 0,201 | 0,200 | 0,178 | 0,181 | 0,175 | 0,195

0,180

Vypoctené hodnoty:
e priamérnd hodnota absorbance 0,1863
e smérodatna vybérova odchylka 0,0135

e variacni koeficient (%) 7,25

3.4.2. Stanoveni cut off hodnoty
Hodnota cut off pro ELISA test byla ur¢ena definovanim horni hranice distribuce OD
negativnich sér pii hladin€é vyznamnosti 99,5 %. Tato hodnota byla vypoctena podle

nasledujiciho vzorce:

cut off =X +3 x SD

kde X je primér OD negativnich kontrolnich sér a SD je smérodatnd odchylka tohoto souboru

negativnich sér.

Vzhledem k absenci pfedem znamych negativnich sér bylo pro toto stanoveni pouzito
25 krevnich sér pstruha, ktera dle vysledkli Virus neutraliza¢niho testu nevykazovala

pfitomnost neutraliza¢nich protilatek. Pro ELISA test zaloZeny na L725 proteinu byla




stanovena cut off hodnota 0,117. Pozitivni vzorek s absorbanci odpovidajici vypoctené cut off

hodnoté byl zahrnut jako kontrola ke kazdému ELISA testu.

3.4.3. Cohenovo kappa
Pro vypocet shody hodnot ziskanych z ELISA testu a Virus neutralizacniho testu,

ktery v tomto ptipad¢ plnil validacni funkei, byla pouzita Cohenovo kappa hodnota.

e Cohenovo kappa — vzorec €. 5

Pr(a) — Pr (e)

1 -Pr(e)

Vypocet ukazal maximalni moznou hodnotu 1, ktery vyjadiuje perfektni shodu mezi vysledky

obou testl.
3.4.4. Opakovatelnost — intra-assay

Provédéla se na jedné mikrotitracni desti¢ce minimalné se 4 vzorky v zastoupeni 2 vzorky
s nizkou absorbanci a 2 vzorky s vysokou absorbanci v 16 jamkach od kazdého vzorku. Pro
kazdy vzorek byla vypocétena primérnd hodnota absorbance, smérodatna odchylka a variaéni
koeficient (viz. vzorec €. 1, 2, 3). Pro cely rozsah byla nasledné vypoctena smérodatné odchylka

a variacni koeficient, které vyjadiuji pfesnost a relativni pfesnost pro cely rozsah.

e Presnost pro cely rozsah — vzorec €. 6

(7 — Dsy? + (g — D5y (g — Dsy? kde s ... smérodatna vybérova odchylka vzorku
N D) n ... podet vzorkl

SD=

e Relativni pfesnost pro cely rozsah — vzorec ¢. 7

[ty — 10,2 + (my — Do (- D2 kde v ... variaéni koeficient vzorku

= m-D+m—1) (-1

N

n ... poéet vzorki

Tabulka €. 3. Vysledky méfeni absorbance.

0,056 0,070 0,071 0,078 0,178 0,195 0,213 0,253
0,058 0,057 0,068 0,064 0,152 0,164 0,200 0,289
0,050 0,055 0,056 0,060 0,143 0,171 0,221 0,271
0,053 0,065 0,061 0,064 0,151 0,184 0,223 0,254
0,055 0,061 0,063 0,069 0,171 0,192 0,297 0,214
0,065 0,059 0,072 0,065 0,164 0,223 0,277 0,185
0,069 0,051 0,075 0,070 0,201 0,240 0,250 0,275
0,052 0,063 0,079 0,073 0,211 0,252 0,280 0,261

Q| m g0 |w >




Vypoctené hodnoty:

® piesnost pro cely rozsah: 0,024

® relativni pfesnost pro cely rozsah (%): 13,049

3.4.5. Opakovatelnost — inter-assay

Provadéla se jako 10 samostatnych analyz. Testovaly se 4 vzorky — 2 s nizkou a 2 s vysokou
absorbanci, kazdy vzorek ve 4 jamkach. Pro kazdy vzorek byla vypoctena primérna hodnota
absorbance, smérodatna vybérova odchylka a variacni koeficient a pro cely rozsah soupravy

piesnost a relativni piesnost (viz vzorce €. 1,2, 3,4 a 5).

Tabulka €. 5. Hodnoty absorbance dvou vzorkl s nizkou absorbanci (A a B) a dvou vzorka

s vysokou absorbanci (C a D).

A B C D
0,053 0,078 0,171 0,245
0,063 0,082 0,162 0,204
0,059 0,085 0,160 0,232
0,058 0,069 0,145 0,243
0,067 0,079 0,194 0,293
0,070 0,079 0,136 0,285
0,068 0,068 0,137 0,265
0,061 0,074 0,148 0,274
0,052 0,071 0,131 0,236
0,054 0,090 0,154 0,256
0,057 0,089 0,163 0,227
0,058 0,078 0,167 0,261
0,056 0,083 0,145 0,230
0,075 0,089 0,147 0,225
0,073 0,087 0,162 0,219
0,062 0,074 0,159 0,198
0,059 0,089 0,210 0,191
0,049 0,065 0,194 0,246
0,057 0,092 0,198 0,282
0,052 0,096 0,201 0,241
0,058 0,088 0,174 0,262
0,069 0,075 0,180 0,247
0,063 0,096 0,192 0,239
0,062 0,093 0,187 0,198
0,067 0,098 0,183 0,187
0,080 0,074 0,165 0,199
0,079 0,072 0,163 0,214
0,071 0,069 0,193 0,251
0,065 0,089 0,221 0,211
0,066 0,076 0,211 0,201
0,062 0,073 0,196 0,271
0,072 0,080 0,198 0,243
0,072 0,086 0,175 0,271




0,052 0,079 0,174 0,201
0,053 0,067 0,189 0,201
0,058 0,061 0,181 0,235
0,067 0,078 0,188 0,242
0,066 0,085 0,195 0,251
0,068 0,082 0,193 0,247
0,071 0,074 0,181 0,242

Vypoctené hodnoty:

® piesnost pro cely rozsah: 0,019

® relativni pfesnost pro cely rozsah (%): 12,098

4. Srovnani ,,novosti postupi
ELISA metoda pro detekci specifickych protilatek proti Acanthamoeba polyphaga

mimiviru neni komeréné dostupna.

5. Uplatnéni funkéniho vzorku
ELISA test pro detekci protilatek proti L725 proteinu APMV je moZno vyuzit

v diagnostickych laboratofich k analyze ndkazové situace v chovech ryb, ale i jinych zivocicht.

Dalsi uplatnéni funkéniho vzorku je ve vyzkumné oblasti.

6. Ekonomické aspekty
Komer¢ni vyuziti metody zavisi na zdjmu diagnostickych laboratofi. Metoda je vyuzivana

na pracovisti autorli pro ucely rutinnich vySetfeni, ale i za ucelem védeckych experimenti.

Podle soucasného stupné poznani neni mozné ekonomické aspekty urcit.
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8. Dedikace
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polyphaga mimiviru v séru ryb byl vytvofen v radmci projektu PROFISH
CZ.02.1.01/0.0/0.0/16_019/0000869 financovan ERDF v opera¢nim programu VVV
MSMT.


https://doi.org/10.1038/s41467-018-07335-2
https://doi.org/10.1128/MMBR.64.1.69-114.2000
https://doi.org/10.1371/journal.pbio.0060114

Vyzkumny tstav veterinarniho 1ékatstvi, v.v.i.
Hudcova 296/70
621 00 Brno
Czech Republic
Tel.: +420 5 3333 1111; www.vri.cz; e-mail: vri@vri.cz




	Stránky 1
	Stránky 2



