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Predmluva

V prosinci roku 2019 se v Ciné objevilo nové onemocnéni znidmé jako COVID-19.
Pivodcem tohoto onemocnéni je novy koronavirus oznacovany Mezindrodnim vyborem pro
klasifikaci viri jako Severe acute respiratory syndrome-related coronavirus 2
(SARS-CoV-2). SARS-CoV-2 spadd mezi obalené viry sgenomem kddovanym
jednovlaknitou RNA s pozitivni polaritou. Z taxonomického hlediska patii do fadu Nidovirales,
celedi Coronaviridae, podc¢eled” Coronavirinae, rodu betacoronavirus (Richman et al, 2016).
SARS-CoV-2 patii do stejné Celedi jako cCtyfi plvodci leh¢tho a dva ptivodci tézkého
respiratniho onemocnéni MERS (Middle East respiratory syndrome) a SARS (Severe Acute
Respiratory Syndrome) (Lake 2020). Pivodce SARS onemocnéni, které se Sitilo v letech 2002
az 2003 v Asii, je koronavirus ozna¢ovany jako SARS-CoV. Na zdklad€ porovnani sekvenci
SARS-CoV2 s timto virem byla zjisténa 79% shoda (Wu et al., 2020; Zhou et al., 2020; Lu et
al., 2020). SARS - CoV-2 se v porovnani s SARS-CoV vyznacuje niZsi patogenitou, ale vyssi
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kontagiozitou a sndze se prenasi z ¢lovéka na ¢loveéka (Li et al, 2020).

Podobné jako nékteré dalsi koronaviry 1 SARS-CoV2 byl na ¢lovéka zfejmé pienesen ze
zvitat. V soucasnosti se md za to, Ze k prenosu pravdépodobn¢ doslo na trhu Huan s motskymi

plody ve mé&sté Wuhan, provincie Hubei v Cing, odkud se poté dél rozsiiil do celého svéta

(Wang et al. 2020).

Typické klinické symptomy onemocnéni jsou zvySend teplota, suchy kasel, problémy
s dychdanim, tnava, bolest svalli, ryma, bolest hrdla nebo ztrata Cichu. Pii t€ZSim prabchu se
objevuji zndmky intersticidlni pneumonie, kterd v kritickych piipadech mize vést az
k respiracnimu selhdni. Virus je pfenosny z ¢lovéka na ¢lovéka zejména kapénkovou cestou —
prostrednictvim kaSlani, kychani apod. (Rothe et al., 2020). K jeho Siteni pfispivaji zejména
jedinci s klinickymi pfiznaky, nicméné pienos mohou zprostfedkovat i jedinci zcela
asymptomati¢ti. V rdmci pfenosu infekce timto virem byla zaznamendna i role tzv. super-
pfenasecti (Zou et al. 2020).

Dalsim aspektem pfispivajicim k pfenosu onemocnéni je pomérné znacnd schopnost viru
piezit ve vnéjsim prostiedi, at’ jiZ v podob¢ aerosolu ve vzduchu ¢i na riznych typech povrchi.
Kromé¢ tkani a sekretl infikovanych lidi je virus mozné detekovat v dalSich typech matric napf.

ve stolici, nebo ve vodé (v piipadé kontaminace vodniho zdroje). Prenos ze stolice nebo

kontaminované vody je pravdépodobné moZny prostfednictvim aerosolu (WHO 2020).



Molekularni diagnostika nemoci spoc¢ivd v reverzné transkripni —qPCR (RT- qPCR),
kterd je cilend na rizné geny kddujici virové proteiny - napf. N, E, S, nebo na vysoce

konzervovanou UTR oblast.

I Cil Metodiky

Predkladand metodika nabizi rychly a standardizovany postup detekce piitomnosti viru
SARS-CoV-2, respektive jeho nukleové kyseliny (RNA), ve vzorku. Tato metodika mtize byt
soucdsti komplexni multiplexni detekce patogentl, kterd umoziiuje detekovat v jedné reakci az
nékolik desitek riznych patogent, pficemZ jako templitovi DNA/RNA miiZe byt pouzita
izolovana nukleové kyselina (NK) riizného ptivodu, napt. z tkani a krve lidi, zvitat, z prostiedi,
vody nebo surovin a masnych vyrobki urcenych pro lidskou spotiebu, ptipadné¢ krmné smési
pro zvitata. Metodika je vyuZzitelnd jako vhodny komplexni ndstroj pro skrininkové testy na

Siroké spektrum patogent.

II) Vlastni popis metodiky
1 Popis MOL-PCR systému

Prikaz ptitomnosti SARS-CoV-2 je zaloZen na detekci specifické sekvence vyskytujici

se v genomu tohoto vird. Prvnim krokem analyzy je provedeni reverzni transkripce (RT) za
vyuziti specifického primeru. Poté nasleduje multiplexni MOL-PCR systém (Reslova et al.
2019), kde detekce probihd prostiednictvim hybridizace dvou specifickych modulédrnich
detek¢énich sond neboli MOLig bezprostfedné vedle sebe k cilové sekvenci a jejich nasledné
ligace v jednu komplexni sekvenci; ta je amplifikovana a specificky vychytdna na povrch
magnetickych mikrosfér prostfednictvim hybridizace TAG/anti-TAG sekvenci (syntetické
sekvence obsahujici pouze bize T, A a G, specifické pouze pro dany typ mikrosfér). Modularita
MOLig (Obr. 1) spociva v tom, Ze kromé cilove specifické sekvence nesou také sekvenci pro
vazbu univerzdlnich PCR primeri a TAG sekvenci pro vazbu kanti-TAGu
na povrchu magnetickych mikrosfér. Jednotlivé sety mikrosfér (dostupnych 50 settt) se odliSuji
koncentraci dvou vnitinich fluoroforii, coZ umoziuje ptresnou identifikaci jednotlivych setl
mikrosfér a tak i1 identifikaci specifického cile vyvdzaného na jejich povrchu. Samotné
kvalitativni vyhodnoceni probiha prostfednictvim odecteni fluorescen¢niho signdlu mikrosfér,
které je pfimo imérné mnoZstvi na jejich povrchu piichycenych fluorescenéné znacenych

produktit MOL-PCR.



1. Ligace 2. Singleplexni PCR 3. Hybridizace k mikrosféram 4. MagPix analyza

Zelena dioda = odecteni
Ligovana MOLiga Fluorescenéné znaéeny fluorescence reportéru
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Obr. 1: Schéma pribéhu MOL-PCR reakce a MAGPIX analyzy.

Pho = fosfatova skupina umoZziujici ligaci; ¢erné = sekvence specifickd pro zachycovany cil; Sedé¢ = vazebnd
sekvence pro univerzalni PCR primery; TAG = sekvence komplementarn{ k anti-TAGu na mikrosférich; ervené
= fluorescencni reportér.

Do kazdé reakce je piidana interni kontrola, kterd upozorni na faleSn¢ negativni vysledek

v disledku pfitomnosti inhibitori ovliviiujicich prabéh reakce.

Cil ¢. 1 — Nukleokapsidovy protein (N)

Hlavnim dkolem nukleokapsidového (N) proteinu je zabaleni virového RNA genomu do
virové kapsidy. Dosavadni zjisténi naznacuji také jeho ptisobeni na funkce hostitelské buriky.
Podili se rovnéZ na regulaci virového cyklu. Region N proteinu je jednou z oblasti, na kterou je

cilend molekuldrni diagnostika.

Sekvence primeru pro reverzni transkripci
Sekvence primeru pro reverzni transkripci byla navrZena dle analyzy genu N
SARS-CoV-2. Byl zvolen konzervativni tsek ptedchazejici ¢asti genomu, na kterou jsou

navrzeny specifické modularni detekéni sondy.

Covid_19_N_R_V1 5°‘-CTTTGTTAGCACCATAGGGAA -3 (21)

Sekvence MOLig:
Tucné = sekvence pro vazbu univerzalnich PCR primeri; podtrZen¢ = sekvence specificka pro
Covid_19_N; mala pismena = TAG sekvence MTAG-A021 umoznujici specifickou vazbu

k mikrosféram; PHO = fosfatov4 skupina.

Covid_19_N_02 M1:

5”- PHO - GTATTTCTACTACCTAGGAACTGGTCTCACTTCTTACTACCGCG -3’
(44)




Covid_19_N_02M2:

5.
ACTCGTAGGGAATAAACCGTattaagtaagaattgagagtttgalGAAAGATCTCAGTCCAAG
ATG - 37 (66)

Cil ¢.2 - UTR_Covid_19

Druhy cil je zaméfen na konzervovanou oblast untranslated region (UTR oblast), ktera
je podobné jako oblast N genu vyuZivand jako cil v molekuldrni diagnostice SARS-CoV-2.
Zminénd oblast se ve vyznamné mite podili na regulaci virové replikace, syntéze RNA a spolu

s proteinem N zajist'uje zabaleni RNA genomu do virové kapsidy.

Sekvence primeru pro reverzni transkripci
Sekvence primeru pro reverzni transkripci byla navrzena dle analyzy useku UTR
SARS-CoV-2. Byl zvolen konzervativni tsek ptfedchazejici ¢asti genomu, na kterou jsou

navrzeny specifické modularni detekéni sondy.

COVID_UTR_RT_V1,2 5= TGATGATCGGCTGCAACACG -3 (20)

Sekvence MOLig:
Tucné = sekvence pro vazbu univerzalnich PCR primeri; podtrZen¢ = sekvence specifickd pro
Covid_19_UTR; mald pismena = TAG sekvence MTAG-A013 umoznujici specifickou vazbu

k mikrosféram; PHO = fosfatov4 skupina.

COVID_UTR_V2_M1I:

5”- PHO - GAACTTTAAAATCTGTGTGGCTGTCTCACTTCTTACTACCGCG -3’
(43)

COVID_UTR_V2_M2:

5°%-
ACTCGTAGGGAATAAACCGTagtgaatgtaagattatgtatttgTCTCTTGTAGATCTGTTCTCT
AAAC -37(69)

1.1 Interni kontrola

Interni kontrola (IC) je pfidavdna do kazdé reakce. Slouzi nejen k odhaleni faleSné
negativnich vysledkl v disledku inhibice MOL-PCR reakce, ale také jako pozitivni kontrola.
IC byla navrzena tak, aby pro vS§echny MOL-PCR systémy mohl byt pouzit stejny par IC MOlig



a stejnd sada univerzalnich PCR primert; jednd se tedy o univerzalni IC. Pfi ptipravé IC byla
pouzita nekompetitivni syntetickd sekvence zaloZend na DNA sekvencich dvou vyhynulych
druhti; konkrétné¢ se jednd o mitochondridlni DNA vakovlka tasmédnského (Thylacinus
cynocephalus, Acc. No. FJ515781.1) a ptdka moa (Dinornis struthoides, Acc. No.
AY326187.1). Tato kontrolni syntetickd sekvence o délce 150 bp byla pievzata z Mikel et al.
(2016), syntetizovana de novo a klonovana do plazmidu. Takto pfipraveny konstrukt je zcela
arteficidlni a podobnd sekvence se nevyskytuje v Zddném zndmém ZivociSném, rostlinném, ¢i
bakteridlnim, ¢i virovém druhu. IC je tedy moZné pouzit pro jakykoliv templat ¢i matrici. IC je
skladovana pfi teploté -20 °C + 4 °C ve 2 ml zkumavkich se Sroubovacim vickem do

vypotiebovani.

Sekvence MOLig:
Tucné = sekvence pro vazbu univerzalnich PCR primerii; podtrZen¢ = sekvence specificka pro
IC; mald pismena = TAG sekvence MTAG-A014 umoZiujici specifickou vazbu

k mikrosféram; PHO = fosfatov4 skupina.

IC_2 M1
5°- PHO- ATTAGCACAATGAATAATCATCGTCTCACTTCTTACTACCGCG- 3" (43)

IC_2_M2

57

ACTCGTAGGGAATAAACCGTattgtgaaagaaagagaagaaatt TATACACACGCAATCACCA
C-37(64)

Tyto sondy jsou komplementarni k tseku kontrolni syntetické sekvence o délce 43 bp. Celkova

délka produktu ligace detek¢nich sond, a tim i amplikonu = 107 bp.

Sekvence univerzalnich primeru:
Univerzalni primery byly pievzaty z publikace Thierry et al. (2013). Reverzni primer je znacen
fluoroforem BODIPY-TMRX, ktery v reakci slouzi jako reportérovd molekula znacici

vysledny produkt.

uni FW: 5'- CGCGGTAGTAAGAAGTGAGA - 37 (20)
uni REV: 5"-BODIPY-TMRX - ACTCGTAGGGAATAAACCGT -3" (20)
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Tato sada univerzalnich primerti amplifikuje produkty ligace o vysledné délce 106 bp.

2 Predmét a pusobnost

Tato metodika slouzi ke kvalitativni detekci SARS-CoV-2 na zdkladé cilovych genli pfi
komplexni analyze vzorkii pochazejicich z prosttedi, trusu, humédnnich vzorka ¢i potravin

Zivoc¢iSného a rostlinného piivodu prostiednictvim MOL-PCR.

3 Podstata zkousky

Zakladem je multiplexni oligonukleotidova ligacni polymerdzova fetézova reakce (MOL-
PCR) s interni kontrolou (IC). Komplexni a simultdnni detekce demonstrovana v multiplexu
Citajicim 4 virové systémy — virus reprodukcéniho a respiratniho syndromu prasat 1 a 2
(PRRSV1 a PRRSV2), prase¢i chifipky a SARS-CoV-2. Kvalitativni detekce probiha

prostrednictvim odecteni fluorescencniho signélu vzorku oproti negativni kontrole.

4 Pristroje a pomucky

= DNA Engine Dyad Peltier Thermal Cycler (Bio-Rad, USA)

= Bio-Plex MAGPIX Multiplex Reader (Bio-Rad, USA)

= xPONENT 4.2. ® SOFTWARE (Luminex, USA)

= Ultrasonic Cleaning Bath (BioTech, Ceskd republika)

= Sada pipet:
s rozsahem nastavitelnym od 1000 — 5000 pl (s chybou do 5%)
s rozsahem nastavitelnym od 200 — 1000 ul (s chybou do 5%)
s rozsahem nastavitelnym od 20 — 200 pl (s chybou do 5%)
s rozsahem nastavitelnym od 5 — 50 ul (s chybou do 5%)
s rozsahem nastavitelnym od 0,5 — 10 ul (s chybou do 5%)

= Spicky s filtrem k pipetdm s piislu§nym rozsahem

= Sterilni mikrozkumavky o objemu 0,2 ml x 96 se separdtnimi vicky (Bioplastics,

Nizozemsko)

= PCR deska s jamkami na objem 0,2 ml (Bioplastics, Nizozemsko)

= Chladnic¢ka (do 5 °C)

= Mrazici box (-20 °C)

= Centrifuga MiniSpin



=  Vortex V-1 Plus

5 Referenéni kmeny

Systémy byly testovany na redlnych vzorcich (jednotlivé izolaty z klinickych terénnich

piipadi), které byly poskytnuty z Biologického centra AV CR, v.v.i. v Ceskych Budg&jovicich.

6 Chemikalie a roztoky

6.1 Reverzni transkriptaza, inhibitor RNaz, ANTP
PrimerScript Reverze Transcriptase a 5X PrimeScript buffer (Moloney Murine Leukemia

Virus; 200 U/ul; Takara), katalogové ¢islo 2680A. RNase Inhibitor (40 U/ul; New England
Biolabs), katalogové ¢islo MO307L. dNTP PCR Mix (solution 10 mM, Serva), katalogové Cislo
3971202. Reverzni transkriptdzu, inhibitor RNdz a ANTP mix je nutné skladovat pii teploté

- 20 °C. Za normdlnich podminek jsou stabilni do data exspirace.

6.2 Ligaza
Hifi Tag DNA Ligase a 10X Hifi Tag DNA Ligase Reaction Buffer (New England BioLabs,

USA), katalogové ¢islo M0647 S. Ligazu s pufrem je nutné skladovat pfti teploté -20 °C. Za

normdlnich podminek je stabilni do data expirace.

6.3 Master Mix
2X EliZyme™ HS Robust MIX (Elisabeth Pharmacon, Ceska republika), katalogové &islo

EZ6060. Master Mix je doporuceno skladovat pfi teploté -20 °C a nemél by byt dlouhodobé
vystavovan svétlu. V piipad¢ skladovani Master Mixu pfi teploté 4 °C je stabilita deklarovana

po dobu jednoho mésice. Za normalnich podminek je Master Mix stabilni do data exspirace.

6.4 Voda pro RT a MOL-PCR

Pro fedéni viech komponent MOL-PCR reakce se pouZivd voda PCR H>O (Top-Bio, Cesk4
republika), katalogové ¢islo P242. Pro slozky RT se pouzivd RNase-free voda - PCR Ultra H20
(Top-Bio, Cesk4 republika), katalogové &islo P240. Skladuje se pii pokojové teploté.

6.5 Redéni MOLig a primeri
Specifickda MOLiga, univerzalni PCR primery a primery pro reverzni transkripci se dodavaji

v lyofilizovaném stavu od firmy Generi-Biotech (Ceské republika). Podle ndvodu uvedeného



vyrobcem jsou na pracovisti rozpustény v PCR H,O & PCR Ultra H2O (Top-Bio, Ceskd
republika) tak, aby vyslednd zdsobni koncentrace byla 100 pmol/ul. Sondy i1 primery jsou
evidovéany a uloZeny v mraznicce pii teploté cca -20 °C + 4 °C. Pfi piipravé ligacniho premixu
se pouziva pracovni roztok o koncentraci MOLig 1 pmol/ul, jak je uvedeno v odstavci 5.7. Pti
piipravé prvniho premixu pro RT a PCR premixu se pouziva pracovni roztok o koncentraci

univerzdlnich a reverznich primerti 10 pmol/pl, jak je uvedeno v odstavci 5.6.1 a 5.8.

6.6 Priprava RT premixu
Pro reprodukovatelnou kvantitativni detekci pomoci MOL-PCR s pfedchazejicim krokem

RT je doporuceno pfipravit si alikvoty premixti pro 100 reakci. Pro reverzni transkripci je
zapotiebi dvou smé&si. Prvni smés se sklddd z reverznich primert pro detekované cile a interni
kontrolu, dNTP a RNA interni kontroly. Tento premix je mozné pfipravit pfedem a uchovdvat
v alikvotech pro jednu reakci pii cca -70 °C £ 4 °C. Pted pouzitim se k 5 pl tohoto premixu

piida 5 pl templatové izolované RNA.

6.6.1 Prvni RT mix
Jednotlivé sloZzky je doporuceno ptiddvat podle uvedeného potadi:

Objem RNase-free vody je nutno nejprve dopocitat v zdvislosti na mnozstvi pouZitych

reverznich primert v reakci.

Slozka 1 reakce 100 reakci Vysledna
koncentrace

RNase-free voda dopocitany 100 x dopocitany

objem do 10ul objem
dNTP mix (10 nmol/pl) 1 ul 100 pl 0,5 nmol/pl
COVID_UTR_RT_V1,2_primer (10 0,2 pl 20 ul 0,1 pmol/ul
pmol/pl) pro cil
COVID_N_R_VI1_primer (10 pmol/pn 0,2 ul 20 ul 0,1 pmol/ul
1) pro cil
IC_RT_primer (10 pmol/ pul) pro IC 0,2 ul 20 ul 0,1 pmol/ul
Smés reverznich primert (10 pmol/ x % 0,2 pul x X 20 ul 0,1 pmol/pul
1))
IC RNA (1 fg/ pl) 1 ul 100 pl 50 ag/ ul
Templatovda RNA Sul 100 x 5 ul
Celkem 10 pl 1000 pl

x = pocet dalSich reverznich primerti v multiplexni reakci
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Po provedeni denatura¢niho kroku se smési templatové RNA a prvniho RT mixu se ke
vzorku ptidd 10 pl druhého RT mixu, ktery je nutné pfipravit pfedem tésné pfed pouZitim na

dany pocet vzorkd.

6.6.2 Druhy RT mix
Jednotlivé slozky je doporuceno ptiddvat podle uvedeného potadi:

Slozka 1 reakce Vysledna koncentrace
RNase-free voda Sul

Primescript reaction buffer 4 ul 1X
PrimeScript enzyme (200 U/ul) 0,5 ul 5 U/ul

RNase Inhibitor (40 U/ul) 0,5 ul 1 U/ul
Celkem 10 pl

6.7 Priprava liga¢niho premixu

Pro reprodukovatelnou kvantitativni detekci pomoci MOL-PCR je doporuceno piipravit si
alikvoty premixti pro 100 reakci. Pokud neni liga¢ni premix pouZit okamzité, je zapotiebi jej
uchovavat rozdélen na dvé€ Casti, jedna obsahuje pouze MOLiga 1 (M1) a druhd pouze MOLiga
2 (M2). Obe¢ tyto smési obsahuji kromé MOLig i ptislusné mnoZstvi vody, liga¢niho pufru. Pfed
pouzitim se tyto dvé smesi smichaji dohromady a k vyslednému roztoku se pfidd pouze dané
mnozstvi ligazy a templatové DNA, respektive cDNA. Premixy se skladuji pii cca -20 °C +

4 °C. Alikvoty premixi lze opakované zamrazovat a rozmrazovat, maximalné vSak 5x.

Jednotlivé slozky je doporuceno ptiddvat podle uvedeného potadi:

Objem RNase-free vody je nutno nejprve dopocitat v zdvislosti na mnozstvi pouzitych MOLig

v reakci.
Slozka 1 reakce 100 reakei Visledna
koncentrace
dopocitany | 100 x dopocitany objem
PCR voda objem do 25u1 do 2500ul
10X Hifi Tag DNA Ligase 2,5 ul 250 pl IX

Reaction Buffer

MOLigo sondy

Covid_19_N02_MI 2 x 0,125 pl 2x12,5ul 5 nM kazdé
a Covid_19_N02_M2 pro cil 1

(1 pmol/ul kazda)
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MOLigo sondy

COVID_UTR_ML_V1 2%0,125 ul 2% 12,5 pl 5 nM kazdd
a COVID_UTR_M2_VI1 procil 2

(1 pmol/ul kazda)

MOLigo sondy IC_2_M1

aIC_2_M2 pro IC 2x0,125 ul 2x12,5pl 5 nM kazda
(1 pmol/ul kazda)

Smés MOLig X1 % 0,125 pl X% 12,5 pl 5 nM kazdd
(1 pmol/ul kazda)

Hifi Tag DNA Ligase 0,5 ul 50 ul

Templatovd DNA/cDNA 2,5ul 100 x 2,5 ul

Celkem 25 ul 2500 pl

x1 = pocet dal§ich MOLigo sond v multiplexni reakci

6.8 Piiprava PCR premixu

Pro reprodukovatelnou kvalitativni detekci pomoci MOL-PCR je doporuceno pfipravit si

alikvoty premixu pro 100 reakci sklddajici se ze vSech komponent kromé& produktt ligace, které

je vzdy nutno vyuZzit Cerstvé. Premixy se skladuji pii cca -20 °C £ 4 °C. Alikvoty premixt lze

opakované zamrazovat a rozmrazovat, maximalné vS§ak 5x.

Jednotlivé sloZky je doporuceno piidavat podle uvedeného potadi:

Slozka 1 reakce 100 reakci Vysledna
koncentrace

PCR voda 5,25 ul 525 ul

2X EliZymeTM HS Robust MIX 12 ul 1200 pl 1x

Primer uni FW (10 pmol/ul) 0,15 ul 15 ul 0,0625 uM

Primer uni REV-BODIPY (10 pmol/ul) 0,6 ul 60 ul 0,25 uM

Produkt ligace 6 ul 100 x 6 ul

Celkem 24 ul 2400 pl

6.9 Magnetické mikrosféry

MagPlex® Microspheres (12,5 x 10° mikrosfér/ml; Luminex Corp., USA), katalogové &islo

MC100XX-01 (XX = 12-78, dle seznamu dostupnych setl od firmy Luminex Corp.). Potazené

mikrosféry v 1X TE pufru je nutno skladovat v chladnicce pfi teploté¢ 4°C a chranit pred

svétlem. Za normalnich podminek jsou stabilni déle nez 1 rok. Pfed kazdym pouZitim je nutno

mikrosféry fadné vortexovat a sonikovat asi 30 s.
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6.10 Roztoky pro hybridizaci

Roztoky, které jsou soucasti kulickového mixu (odstavec 5.11) se pfipravuji za pouZziti

ultracisté vody. Vysledné roztoky je tfeba piefiltrovat 0,22 um filtrem a rozalikvotovat do

zkumavek o objemu 50 ml. Z divodu piedchazeni kontaminaci je pak vhodné pouZivané

roztoky meénit kazdé 3 mésice.

Ptiprava hybridiza¢nich roztoki a jejich skladovani:

Slozka Katalog. ¢. Vysledna Mnozstvi/250 ml | pH | Skladovani
koncentrace
MES Sigma-Aldrich M2933 0,1 M 4,88 ¢ 4,5 4°C
(USA)

NaCl Carl-ROTH 3957 5SM 73,05 ¢ pokojova
(Némecko) teplota

100X TE pufr SERVA 39799.02 1X 2,5 ml 8,0 | pokojova
(Némecko) teplota

6.11 Piiprava kulickového mixu

Kulickovy mix se pfipravuje Cerstvy pro konkrétni poCet vzorki a ihned upotiebi

k hybridizaci MOL-PCR produktii k povrchu magnetickych mikrosfér; kulickovy mix se

nepfipravuje a neuchovava ve formé premixu. Podle poctu MOLig v reakci (oekdvanych cili)

se pridava prislusny pocet specifickych setti mikrosfér.

Jednotlivé sloZzky je doporuceno ptiddvat podle uvedeného potadi:

Slozka 1 reakce 100 reakci Vysledna
koncentrace

0,1 M MES 2,5 250 ul 0,05 M

5 M NaCl 0,8 ul 80 ul 0,8 M

Smés potazenych MagPlex® | 1250 mikrosfér/set | 125 000 mikrosfér/set

Microspheres

IX TE pufr doplnit objem 100 x doplnit objem

Celkem Sul 500 pl

6.12 Priprava hybridiza¢ni reakce

Hybridiza¢ni reakce se pfipravuje Cerstvd pro konkrétni pocet vzorkl v reakci aihned

probiha specificka hybridizace MOL-PCR produktli k povrchu mikrosfér; hybridizacni reakce

se nepripravuje a neuchovava ve form¢ premixu.
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Jednotlivé slozky je doporuceno ptiddvat podle uvedeného potadi:

Slozka 1 reakce 100 reakei
Kuli¢kovy mix Sul 500 ul
MOL-PCR produkt 10 ul 100 x 10 pul
Celkem 15 pl 1500 pl

6.13 Analyzacni pufr
Roztok se pripravuje za pouziti ultracisté vody. Vysledny roztok analyzac¢niho pufru je tieba
piefiltrovat 0,22 um filtrem a rozalikvotovat do zkumavek o objemu 5 ml, které slouZi na jedno

pouziti. Nutno skladovat v chladnicce pii teploté 4 °C.

SloZeni a ptiprava analyzacniho pufru:

Slozka Katalog. ¢. Vysledna MnoZstvi/250 ml | pH
koncentrace

1 M Tris-Cl Sigma T1503% 10 mM 2,5 ml 8,0
0,5M EDTA Amresco E522 0,1 mM 50 wl

5 M NaCl Carl ROTH 3957 90 mM 4,5 ml

100% Tween 20 | Alpha Diagnostic Intl 0,02 % 50 ul

Inc TW-100100
ultracista H,O Millipore 242 .9 ml

4 = zasobni Trizma base neobsahuje CI, ten je doplnén béhem tpravy pH pomoci HCI kyseliny

6.14 Kalibradni a verifika¢ni kity pro MAGPIX

Kalibra¢ni kit MAGPIX® Calibrator Kit, RUO, 25 Uses (Luminex Corp., USA), katalogové
¢islo MPX-CAL-K?25 a verifikaéni kit MAGPIX® Performance Verification Kit, RUO, 25
Uses (Luminex Corp., USA), katalogové cislo MPX-PVER-K25. Oba kity je doporuceno
skladovat pfi teploté 4 °C a chrénit pfed svétlem. Za normalnich podminek jsou kity stabilni do
data exspirace. Pred kazdym pouzitim je nutno vSechny slozky kiti faddné vortexovat
a sonikovat asi 30 s. xPONENT 4.2. ® SOFTWARE sam naznacf, kdy je tfeba provést kalibraci
a verifikaci pfistroje; kalibrace a verifikace se provadi dle individudlniho nastaveni (standardné

kazdych 60 dni).

6.15 Drive fluid
MAGPIX® Drive Fluid (Luminex Corp., USA), katalogové ¢islo MPXDF-4PK. Drive fluid
je doporuceno skladovat pti pokojové teploté. Za normdlnich podminek stabilni do data

exspirace.
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6.16 Roztoky pro udrzbu pristroje MAGPIX
Udrzbové rutiny piistroje i samotnd analyza vyzaduji doplnéni dH.O, 70%
isopropanolu, 0,1 M NaOH. Roztoky se piipravuji za pouziti ultracisté vody. Vysledné roztoky

se skladuji pti pokojové teploté a uzivaji se az do Gplné spotieby.

Slozka Katalog. ¢. Vysledna Mnozstvi/250 ml | Skladovani
koncentrace
100% PENTA 17510-20005 pokojova
isopropanol (Cesk4 republika) 0% 180 ml teplota
PENTA 15760-31000 pokojova
NaOH (Cesk4 republika) 0.1M 0.l'g teplota

7 Postup zkousky

7.1 Bezpec¢nostni opatieni

Provedeni metody nevyzaduje Zadné zvlastni bezpecnostni opatteni.

7.2 OKolni podminky zkousky

Provedeni metody nevyzaduje kontrolu Zadnych limitnich podminek.

7.3 Mnozstvi vzorku

Do kazdé jamky je napipetovano 5 pl prvniho premixu pro RT a ptida se 5 pl templatové
RNA. Po provedeni denaturace se ke vzorku ptidd 10 pl druhého premixu pro RT. Po RT je
2,5 ul templatové DNA, respektive cDNA, pfeneseno do 22,5 pl liga¢niho premixu. Po ligaci
se 6 ul produktu prenese k 18 pl PCR premixu. Déle je 10 pl vysledného MOL-PCR produktu
pridano k 5 pl kulickového mixu pro hybridizaci a pfed samotnou analyzou je cely objem reakce

navySen o 45 pul analyza¢niho pufru na vyslednych 60 pl.

7.4 Slepy pokus

7.4.1 Negativni kontrola

Jako negativni kontrola (no template control, NTC) je do RT ptiddna PCR Ultra HoO (Top-
Bio, Ceské republika) v ekvivalentnim mnoZstvi k templatové RNA, tedy 5 ul. Negativni

kontrola musi byt pouZzita v kaZdém experimentu.

7.4.2  Pozitivni kontrola
Jako pozitivni kontrola slouzi IC. RNA i MOLiga pro IC se pfidavaji do kazdého vzorku

a musi byt pouzity v kazdém experimentu.
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7.5 Replikaty

Kazdy vzorek se analyzuje nejméné¢ v duplikatu a pfipravuji se alespon dvé NTC na jeden
multiplexni ligani mix.
7.6 Kalibrace mériciho prostiredku pied zkouskou

Po spusténi piistroje je tfeba vZdy provést nékolik tkonu. Nejprve se saci jehla promyje
a sonikuje v destilované vod¢ (dH»O). Zkontroluje se naplnéni kontejnertt pro Drive fluid
a odpad (waste container). V programu xPONENT 4.2. ® SOFTWARE se postupné navoli
udrzbové rutiny: Calibration and Verification, Verification a Prime aj. (dle potieby). Po

skonceni analyz se pfed vypnutim piistroje vzdy provadi rutina Shut Down.

7.7 Provedeni zkousky

7.7.1  Protokol reverzni transkripce
Ptistroj: DNA Engine Dyad Peltier Thermal Cycler (Bio-Rad, California, USA)

95 °C (3 min)
1 cyklus Denaturace 65 °C (5 min)
Chlazeni led (5 min)
. . 42 °C (60 min)
1 cyklus Reverzni transkripce 70 °C (15 min)
Hold? 10 °C

#uchovani do dalsiho zpracovani; doporuceno zpracovat béhem jednoho dne

7.7.2  Ligaé¢ni protokol
Ptistroj: DNA Engine Dyad Peltier Thermal Cycler (Bio-Rad, California, USA)

1 cyklus Uvodni denaturace 95 °C (10 min)

20 cykla Denaturace 95 °C (30 s)
Ligace 59 °C (1 min)
Hold?* 10 °C

#uchovani do dalsiho zpracovéni; nutno zpracovat béhem jednoho dne

16




7.7.3  PCR protokol
Ptistroj: DNA Engine Dyad Peltier Thermal Cycler (Bio-Rad, California, USA)

1 cyklus Uvodni denaturace 95 °C (2 min)
40 cykla Denaturace 95 °C (15 s)
Annealing/ Elongace 60 °C (15 s)
72 °C (15s)

Hold* 10 °C

#uchovani do dalsiho zpracovani

7.7.4  Hybridiza¢ni protokol
Ptistroj: DNA Engine Dyad Peltier Thermal Cycler (Bio-Rad, California, USA)

1 cyklus Uvodni denaturace 96 °C (90 s)
1 cyklus Hybridizace 37 °C (30 min)
Pozn.: doporuc¢eno okamzité zpracovani

7.7.5 Analyza
Pfistroj: Bio-Plex MAGPIX Multiplex Reader (Bio-Rad, California, USA). Analyza probih&

pii pokojové teplot€ a metfeni 96-ti jamkové desky trva asi 45 minut. Naméfené hodnoty jsou
zobrazeny v xPONENT 4.2. ® SOFTWARE (Luminex, USA), odkud jsou hruba data

exportovana do Excelu, kde jsou jednoduchym vypoc¢tem vyhodnocena.

8 Vypodet a vyjadreni vysledku

8.1 Hodnoceni vystupu

Od namétfenych hodnot medidnu intenzity fluorescence (MFI) se odecte hodnota MFI
prislusné negativni kontroly NTC pro dany region mikrosfér. Je-li vysledna hodnota (P) vyssi

nez 100, vzorek je vyhodnocen jako pozitivni.

Pvzorku = MFIvzorku - MFINTC
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8.1.1 Kbvalitativni hodnoceni

Kvalitativni hodnoceni se provadi podle nasledujici tabulky:

Cil1 Cil 2
IC Celkovy vysledek
(gen N) (UTR)
Vzorek je pozitivni na pfitomnost
Pozitivni (+) Pozitivni (+) Pozitivni (+)
SARS-CoV-2
Vzorek je pozitivni na pfitomnost
Pozitivni (+) Pozitivni (+)
SARS-CoV-2
Vzorek je pozitivni na pfitomnost
Pozitivni (+) Pozitivni (+)
SARS-CoV-2
Vzorek je pozitivni na pfitomnost
Pozitivni (+) Pozitivni (+)

SARS-CoV-2*

Vzorek je pozitivni na pfitomnost

Pozitivni (+) SARS.CoV.0"
- O - a

Vzorek je pozitivni na pfitomnost

Pozitivni (+) SARS-CoV-2
-CoV-2%

Vzorek je negativni na pfitomnost

Pozitivni (+) SARS.CoV.2
- O -

Vzorek je inhibovan®

Vzorek je povazovan za pozitivni, pokud je pozitivni alespon v jednom opakovani.

4 Vzorek je pozitivni na piitomnost detekovaného cile, nicmén¢ je negativni v piipadé interni
kontroly. V tomto ptipadé neprobéhla reakce idedlnim zpiisobem a je nutné izolovanou NK 5x
a 10x nafedit, pfipadné zopakovat izolaci NK ze zdsobniho duplikdtu, a detekéni reakci
zopakovat. Redéni je tieba vzit v potaz v ramci vyhodnocovani vysledki celého analytického

postupu.

®Vzorek je negativni na piitomnost detekovaného cile i v ptipadé interni kontroly. V tomto
piipadé neprobéhla reakce idedlnim zpusobem a je nutné izolovanou NK 5x a 10x nafedit,
piipadné zopakovat izolaci NK ze zdsobniho duplikdtu, a detekéni reakci zopakovat. Redéni je

tfeba vzit v potaz v ramci vyhodnocovani vysledki celého analytického postupu.
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9 Validace

9.1 Specificita

Systém byl testovan na piibuznych izolatech koronavirii a izolatech zpisobujicich respiracni
nemoci u lidi a zvitat: Alphacoronavirus 1 (CAPM V-346, TGEV), Canine coronavirus
(CAPM V-485), Avian coronavirus (CAPM V-440), Betacoronavirus 1 (Bovine coronavirus
CAPM V 326), Porcine hemagglutinating Encephalomyelitis virus (CAPM V-316), Human
adenovirus 2 (CAPM V-665), Human respiatory syncytial virus (NCPV, Catalogue No.
0012031v), Human rhinovirus (NCPV, Catalogue No 930), Influenza A (NCPV, Catalogue No
878), Influenza B (NCPV, Catalogue No 797). Viry byly ziskany ze Sbirky zoopatogennich
mikroorganismti (CAPM) Vyzkumni ustav veterindrniho 1ékatstvi, v.v.i., ptipadn¢ z National

Collection of Pathogenic Viruses (NCPV,UK).

Navrzené sekvence MOLig byly porovndny pomoci algoritmu BLAST
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/). Sekvence specifické pro cilové geny byly 100% identické

s referen¢nimi sekvencemi zastoupenymi v databdzi a soucasné nevykazovaly identitu s jinymi
organismy. Specificita prevzatych univerzdlnich primerii byla ovéfena na 13-ti genotypech
Bacillus anthracis v ptipad¢ Thierry et al. (2013), ale mimo jiné také na 11-ti sérotypech

Escherichia coli (STEC) v publikaci Woods et al. (2016).

9.2 Optimalizace reakénich podminek

Koncentrace jednotlivych MOLig byla optimalizovdna tak, aby nedochazelo
k nespecifickym reakcim s jinymi MOLigy v multiplexni ligaci a zaroven vznikalo co nejvice
specifickych ligacnich produkti. Koncentrace univerzalnich primera byla optimalizovéna tak,
aby nedochdzelo k amplifikaci jednoho cile na dkor druhého a aby zaroven vznikal
fluorescenéné€ znacCeny produkt v maximdlni mozné mite. IC byla optimalizovana tak, aby byly
pfednostné amplifikovdny a detekovany cilové sekvence. Tvorba primer-dimert a
nespecifickych produktl byla zkontrolovana pomoci meltingové analyzy.

Funkc¢nost optimalizovanych reak¢nich podminek byla ovéfena v monoplexnich
i multiplexnich formétech reakce, pficemZ nejvyssi testovand uroven multiplexu citala

8 systémdl.
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9.3  Kruhovy test

Vzorky pro kruhovy test byly piipraveny na VUVeL v podob& koncentraéniho gradientu
izolované NK s ohledem na empiricky stanovenou citlivost multiplexni MOL-PCR reakce 1 —
0,1 ng templatové NK pro dany cil (Stucki et al. 2012; Thierry et al. 2013).

MOL-PCR s ptedchazejicim krokem RT i analyza byly provedeny a vyhodnoceny podle
postupu popsaného v této certifikované metodice. Hodnota SM (stopové mnoZstvi) pfedstavuje

koncentraci cilové NK na hranici limitu detekce.

Vzorek po izolaci Kbvalitativni detekce SARS-CoV-2
Vzorek | areverzni transkripci , ,
VUVeL | VVetU Hlu¢in | VFU Brno CBO
(cDNA) Téchonin
Z Netedény + + + +
5X 5X tedény + + + +
10X 10X tedény + + + +
SM stopové mnoZzstvi + - + +
Negativni + 10X fedéna
Ex - - - -
DNA S. aureus

K+ IC + + + +
NTC Negativni - - - -

Vysledky kruhového testu potvrdily pouZitelnost metodiky v rutinni laboratorni praxi.

10 Operativni Fizeni jakosti

Je feSeno:
1) pomoci negativni kontroly

2) interni kontrolou (IC)

I1II) SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

Predstavend metodika je oproti diive publikovanym postupiim inovativni svym
vysokym stupném multiplexu, schopného kombinovat detekci nékolika nezdvislych cila
a interni kontroly. Tato kombinace tak umoZiuje rychly skrinink vySetfovaného vzorku na
predpokladané spektrum patogenti, jejichZz vyskyt je vdzany na danou matrici a soucasné
umoziuje vyloucit faleSné negativni vysledek v disledku pfitomnosti inhibitorti. Zaroven jsou

pro tuto metodiku stanoveny parametry limitu detekce. Na zdklad¢ rychlé a spolehlivé
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kvalitativni detekce je pak mozno vybrané vzorky vykazujici pozitivitu podrobit kvantifikacni

analyze pomoci RT-qPCR, a determinovat tak infekéni davku.

PtredloZend metodika byla vyvinuta s ohledem na jeji budouci diagnostické uplatnéni.
Proto u ni byla provedena kompletni optimalizace, otestovdna specificita a citlivost,
propracovan systém kontrol a hodnoceni. Funk¢nost byla ovéfena pro monoplexni i vysoce
multiplexni tcely. Predlozeny MOL-PCR systém s piedchazejicim krokem RT umoZiiuje
komplexni ptistup k detekci SARS-CoV-2 a je pouzitelny pro Siroké vyuziti ve veterindrni 1

humanni oblasti.

IV) POPIS UPLATNENI CERTIFIKOVANE METODIKY

Metodika je uréena krychlému skrininku a monitoringu vyskytu plivodce
SARS- CoV-2 v raznych typech vzorkti (klinické vzorky, veterindrni vzorky, vzorky
prostiedi). Uzivatel vyuzije vysledkii metodiky k posouzeni nutnosti zavedeni preventivnich
a kontrolnich opatfeni. Uzivatelem metodiky/vysledkli ziskanych jejim uplatnénim budou
laboratofe zabyvajici se diagnostikou onemocnéni zvifat, pfipadné lidi, pfipadn& dalsi

laboratoie zabyvajici se vySetfovanim surovin a potravin ZivociSného a rostlinného piivodu.
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