STRESZCZENIE

Streszczenie

Afrykanski pomor $win (ASF) jest zakazng, wirusowa chorobg $swin 1 dzikow,
stanowigcg obecnie najwigksze zagrozenie dla $wiatowej produkcji trzody chlewne;.
Od 2007 r. choroba w sposob niekontrolowany szerzy si¢ w Europie WSschodniej.
ASF w Polsce stwierdzono po raz pierwszy w 2014 r., a zasieg wystgpowania choroby
oraz liczba potwierdzanych zachorowan ulegaja systematycznemu powigkszeniu. Skutkiem
tego, do konca 2019 r. w kraju udokumentowano tacznie 261 ognisk w stadach $win
oraz 5824 przypadki u dzikéw, co spowodowato trudne do oszacowania straty ekonomiczne.

Rezerwuar wirusa w srodowisku stanowig szczatki padtych dzikow.

W zwigzku z dotychczasowym brakiem danych dotyczacych kompleksowej
charakterystyki molekularnej izolatéw wirusa ASF izolowanych na terenie kraju na podstawie
jego kompletnych genomdéw oraz niepelne informacje dotyczace wpltywu czynnikow
srodowiskowych na przezywalno$¢ ASFV, celem podjetej rozprawy doktorskiej bylo
okreslenie zaréwno szczegdtowych wiasciwosci molekularnych krajowych izolatow ASFV

oraz poznanie czynnikoéw wptywajacych na jego przezywalnosc.

W celu realizacji pierwszego etapu rozprawy zastosowano technike sekwencjonowania
nastgpnej generacji (NGS). Podczas proby izolacji 1 namnazania krajowych izolatow ASFV
wykazano, ze jest to mozliwe wytgcznie w komorkach pierwotnych makrofagow ptucnych swin
(PPAM), a ciggta linia unie$miertelnionych makrofagéw plucnych $win (IPAM) nie pozwala
ani na izolacj¢ wirusa, ani na namnazanie wirusOw wczesniej] wyizolowanych w PPAM.
Wspotczynnik sukcesu izolacji wirusa w badanych probkach wynidst 25%. Sposrod 12
izolatow poddanych NGS, otrzymano 7 kompletnych sekwencji o pokryciu na poziomie
20-40-krotnym. Otrzymane sekwencje wirusow krazacych w Polsce w latach 2016-2017
wykazaly bardzo wysoki stopien podobienstwa do genomu referencyjnego i innych
spokrewnionych szczepow z Eurazji wynoszacy ponad 99,9%. Wiekszos¢ mutacji stanowity
polimorfizmy pojedynczych nukleotydow (SNP), jednakze zidentyfikowano rowniez
nieopisang dotychczas insercj¢ o dtugosci 14 nt w obrgbie genu O174L, stanowigcg tandemowe

powtorzenie (TRS) ciggu nukleotyddw.

W zwigzku z tym, iz podobne powtdrzenia sa z powodzeniem stosowane
W badaniach filogeograficznych nad ASFV jako ,,molekularne odciski palca” $wiadczace
0 pochodzeniu geograficznym, kolejnym celem pracy byla analiza uzytecznoSci wykrytej

mutacji w charakterze markera molekularnego. W tym celu badano obecno$¢ nietypowe;j
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sekwencji nukleotydowej w 46 probkach DNA z lat 2014-2018 z wybranych regiondéw
wystepowania ASF w Polsce metoda sekwencjonowania Sangera. Wykazano, ze dodatkowa
insercja w sekwencji nukleotydowej genu O174L jest obecna w 25% krajowych izolatow
wirusa, pochodzagcych w wigkszo$ci z regionu potozonego na styku wojewodztw podlaskiego,
mazowieckiego, lubelskiego i Biatorusi. Stwierdzona mutacja moze by¢ uzytecznym
narzgdziem w kontek$cie markera molekularnego umozliwiajacego $ledzenie szerzenia si¢
wirusa na terenie kraju. Ponadto wykazano, iz mutacja pojawia si¢ réwniez w duzych
odlegtosciach od najwickszych skupisk przypadkéw ASF, w ktérych potwierdzono obecnos¢
nietypowej sekwencji wirusa, co $wiadczy¢ moze o udziale czynnika ludzkiego
w rozprzestrzenianiu si¢ choroby w kraju. Wyniki pierwszego etapu badan pozwolity
na wybodr reprezentatywnego izolatu ASFV do dalszych badan na jego przezywalno$¢

w r6znych warunkach srodowiska.

W drugim etapie badan wyznaczono okres pottrwania (T'2) oraz wskaznik redukcji
dziesi¢tnej (D-value) wirusa ASF w wybranych temperaturach (-20, +4, +23°C).
Materiat do badan stanowily zamieszczone wirusem tkanki ($ledziona, nerki, ptuca),
ktore zostaty pobrane od swin padtych z powodu ASF. Ponadto wyznaczono nieliniowy model
regresji pozwalajacy przewidywaé TY. w zaleznosci od temperatury. Zgodnie z danymi
literaturowymi, ASFV okazat si¢ patogenem wysoce stabilnym w temperaturze ponizej 0°C,
jednakze jej wzrost, powoduje znaczny wzrost tempa inaktywacji wirusa. Wykazano,
iz T% w temperaturze 4°C waha si¢ miedzy 1,94 (95% ClI, 1,42-3,08), a 6,3 (95% CI, 5,00—
8,55) dnia, za$ D-value migdzy 6,46, a 20,95 dnia. W temperaturze zblizonej do pokojowe;j,
wirus ulegat szybkiej inaktywacji i juz po 7 dniach miano ASFV w badanych tkankach spadto
ponizej granicy wykrywalnosci. Wyniki real-time PCR nie byly zgodne z wynikami analiz
wirusologicznych, i pomimo uptywu czasu wskazywaly na wysoka zawarto$¢ wirusowego
DNA w badanych probkach. W drugiej czgsci doswiadczenia, analizowano wplyw otoczenia
na tempo inaktywacji wirusa w tkankach swin lub dzikéw w temperaturach powyzej +4°C.
Podobnie jak poprzednio, temperatura +23°C spowodowata szybki rozktad tkanek prowadzacy
do inaktywacji wirusa, tak wigc w 7 dniu inkubacji miano wirusa we wszystkich probach byto
nizsze od granicy wykrywalnosci, za§ obliczone wartosci T’z oraz D-value wynosity
odpowiednio 0,44 i 1,48 dnia. Temperatura 4°C okazala si¢ by¢ wystarczajaca
do utrzymania zakazno$ci tkanek przechowywanych w stomie, sianie i ziarnie przez
przynajmniej 56 dni, ponadto zanotowano znaczny spadek stabilno$ci wirusa

w tkankach przechowywanych w glebie, wodzie i $cidtce lesnej w porownaniu do kontroli, zas
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wyniki badan molekularnych, podobnie jak w pierwszej czesci doswiadczenia, wskazywaty na
wysoka zawarto$¢ wirusowego DNA we wszystkich analizowanych probkach. Podjete badania
jako pierwsze pozwolily na wyznaczenie matematycznego modelu inaktywacji ASF podczas
rozktadu tkanek, ktory w przysztosci moze by¢ przydatnym czynnikiem w ocenie ryzyka.
Otrzymane wyniki podwazajg dotychczasowe poglady dotyczace wysokiej opornosci ASFV na
warunki $rodowiska, 1 dowodza szybkiego tempa inaktywacji wirusa w naturalnie

rozktadajacych si¢ tkankach padtych zwierzat.
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Summary

African swine fever (ASF) is an infectious viral disease of swine and wild boar, which
nowadays poses a threat for worldwide pig production. The disease has been uncontrollably
spread in Eastern Europe since 2007. ASF was confirmed in Poland in 2014, and since then the
affected area as well as the number of confirmed cases have consequently increased. Until the
end of 2019, in total 261 outbreaks in domestic pigs and 5824 cases in wild boar have been
notified, which caused severe economic loss. Wild boar carcasses play a crucial role

in disease transmission being the main source of pathogen in the environment.

In view of lack of knowledge regarding in-depth molecular characterisation of Polish
ASFV isolates based on their complete genomic seugences, as well as limited knowledge
regarding ASFV persistence in different environmental conditions, the goal of this thesis was
to determine the detailed molecular properties of ASFV isolates from Poland,

as well as to estimate the environmental conditions which may affect the virus survivability.

In order to cope with the first part of this dissertation, the next generation sequencing
(NGS) technique has been applied. During virus isolation attempts, it has been shown that
porcine primary alveolar macrophages (PPAM) are exclusively permissive for replication of
ASFV. Inversely, the continuous cell line of immortalized porcine alveolar macrophages
(IPAM) provided no efficient virus isolation, nor propagation of the ASFV prior their isolation
in PPAM cells. The rate of successfully isolated viruses reached up to 25 percent of samples.
Seven complete genomic sequences with coverage from 20 to 40 times were obtained from 12
virus isolates which were subjected to NGS sequencing. It has been found, that the sequences
of Polish ASFV isolates collected between 2016 and 2017, showed over 99.9% genomic
nucleotide similarity to the reference Georgia 2007/1 strain and other related Eurasian strains.
Most of the identified variations were represented by single nucleotide polymorphisms (SNP),
however the previously unreported 14-nt long insertion representing tandem repeated sequence
(TRS) was detected within O174L gene.

Tandem repeats are successfully applied in phylogeographical analyses of ASFV
as the ‘molecular fingerprints’ reflecting its geographical origin. Therefore the analysis
of variation usefulness in context of molecular marker was assumed as the next goal of this
dissertation. For this purpose, the presence of the non-typical O174L nucleotide sequence
pattern has been examined by Sangers’ conventional sequencing technique using forty-six DNA

samples collected from infected wild boar and pigs from various regions in Poland between
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2014 and 2018. The non-typical nucleotide insertion was present in 25 percent
of samples, originated mostly from the location neighbouring the borders of Podlaskie,
Mazowieckie, Lubuskie voivodships as well as the Belarus. The discovered variation may be
applied as a useful tool, providing the potential possibility of ASFV tracking in Poland.
Moreover, it has been shown, that this specific mutation appears also in the areas distanced
from its primary cluster, what may suggest involvement of human-mediated spread of ASF
in Poland. The results obtained in the first stage of this PhD thesis facilitated the selection
of representative ASFV isolate for further research focused on virus persistence in different

environmental conditions.

During the subsequent part of the studies, the half-life (T'2) and decimal reduction value
(D-value) of ASFV in tissues collected from infected pigs were calculated for
the selected temperature conditions (20, +4, +23°C). Moreover, a non-linear regression model
was developed to predict T2 in dependence of the temperature. Accordingly
to the literature records, ASFV shows high stability in the temperatures below 0°C, nevertheless
higher temperatures leads to quicker inactivation of the virus. It was demonstrated, that T' at
4°C ranged from 1.94 (95% CI, 1.42-3.08) to 6.3 (95% CI, 5.00-8.55) days, while D-value
from 6.46 to 20.95 days. At +23°C, ASFV was inactivated rapidly, thus the virus titer in
examined samples decreased below the limit of detection after 7 days
of incubation. The results of molecular analysis performed by real-time PCR
did not correspond to virus titration, and showed high concentration of viral DNA

in most of examined samples.

Within the second part of the studies on ASFV persistence, the influence of the
environmental conditions on virus survival in temperature above +4°C was analysed.
As previously investigated, the temperature of +23°C caused quick decomposition of tissue.
Therefore, the ASFV was inactivated during the first 7 days of incubation. The calculated TV
and D-values reached 0.44 and 1.48 days, respectively. At +4°C, the tissues incubated
in matrices represented by straw, hay and grain were infectious for at least 56 days. Moreover,
the considerable decrease of infectious virus stability was noted in tissues stored in matrices as:
a soil, water and leaf litter. Similarly to the previous findings, the results obtained
by real-time PCR indicated high content of viral DNA in all samples. This is the first report
regarding ASFV persistence in putrefying tissues, thus may be valuable for future risk

assessment studies. The obtained results are shedding new light on the current opinion regarding
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very high resistance of ASFV to different environmental factors, and demonstrated relatively

quick rate of ASFV inactivation during infected carcass decomposition process.



