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Predmluva

Reprodukéni a respiraéni syndrom prasat (PRRS) je chronické virové onemocnéni, které
je Siroce rozsifeno ve vSech chovatelsky vyspélych zemich svéta a zpisobuje v soucasnosti
jedny z nejvysSich ekonomickych ztrat v oblasti produkce vepfového masa (Done and Paton,
1995). Puvodcem nemoci je obaleny RNA virus, oznacovany jako PRRSV ftazeny do ¢eledi
Arteriviridae (Faabeg et al., 2012). Genom tohoto viru je tvofen jednovlaknitou RNA
s pozitivni polaritou. Virus se vyskytuje ve dvou typech — Betaarterivirus suid 1(evropsky,
PRRSV1) a Betaarterivirus suid 2 (severoamericky, PRRSV2). Ackoliv oba typy zptsobuji
stejné onemocnéni, existuji rozdily naptiklad v misté virové replikace nebo afinité
monoklonélnich a polyklonalnich protilatek hostitele vic¢i virovym proteinim (Wensvoort et
al. 1992; Zhang et al. 1998; Shi et al. 2010).

K ptenosu viru dochazi nejcastéji aerosolem pies respiracni systém. Pienos je mozny i
vertikalni cestou. Virus je mozné prokazat v krvi, semeni, slindch, trusu, v matefském mléce
(Bloemraad et al., 1994).

Infekce biezich prasnic virem PRRSV vyvolava zmetani ¢aste¢né autolyzovanych nebo
mumifikovanych plodd, pfipadné se pied¢asné rodi mrtva nebo malo Zivotna selata. U starSich
jedinctl, predev§im v obdobi intenzivniho rlstu, zpisobuje PRRSV piedevSim respiracni
potize. Typickymi klinickymi piiznaky jsou zvySena teplota, anorexie, dychaviénost,

tachypnoe. Zaroven se mohou projevit sekundarni bakterialni infekce (Rossow, 1998).

Hlavnim obalovym proteinem viru je glykoprotein (GP5), kédovany otevienym Ctecim
ramcem ORF5, ktery obsahuje imunologicky dilezit¢é domény, které stimuluji tvorbu virus
neutralizaénich protilatek (Faaberg, et al.,2006; Fan, et. al 2015). Ac¢koliv je tento glykoprotein
vysoce variabilni, ¢ehoz lIze vyuZit pii fylogenetickych analyzach, jeho soucasti je i vysoce
konzervovana doména obklopena konzervovanymi glykosylacnimi oblastmi. Prav¢ tato oblast
je pro svou konzervovanost vhodnym cilem detek¢énich souprav napt. Vv nékterych

typech ELISA testd (Sattler, et al 2015).



)] Cil Metodiky

Piedkladana metodika nabizi rychly a standardizovany postup detekce pritomnosti obou
typt Vviru reprodukéniho a respira¢niho syndromu prasat, respektive jeho nukleove kyseliny
(RNA), ve vzorku. Tato metodika mize byt soucasti komplexni multiplexni detekce patogend,
ktera umoznuje detekovat v jedné reakci az nc¢kolik desitek riiznych patogenti, pficemz jako
templatova DNA/RNA muze byt pouzita izolovana nukleova kyselina (NK) rizného pivodu,
napft. z tkani a krve zvitat, z prostfedi, vody nebo surovin a masnych vyrobka uréenych pro
lidskou spotiebu popt. krmné smési pro zvirata. Metodika je vyuzitelnd jako vhodny komplexni

néstroj pro skrininkové testy na $iroké spektrum patogend.

)  Vlastni popis metodiky

1 Popis MOL -PCR systému
Prikaz ptitomnosti PRRSV1 a PRRSV2 je zaloZen na detekci specifické sekvence

vyskytujici se v genomu téchto virti. Prvnim krokem analyzy je provedeni reverzni transkripce
(RT) za vyuziti specifického primeru. Poté nasleduje multiplexni MOL-PCR systém (Reslova
et al. 2019), kde detekce probiha prosttednictvim hybridizace dvou specifickych modularnich
detekénich sond neboli MOLig bezprostiedné vedle sebe k cilové sekvenci a jejich nasledné
ligace v jednu komplexni sekvenci; ta je amplifikovana a specificky vychytana na povrch
magnetickych mikrosfér prostiednictvim hybridizace TAG/anti-TAG sekvenci (syntetické
sekvence obsahujici pouze baze 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 univerzalnich PCR primeri a TAG sekvenci pro vazbu kanti-TAGu
na povrchu magnetickych mikrosfér. Jednotlivé sety mikrosfér (dostupnych 50 settt) se odlisuji
koncentraci dvou vnitinich fluoroford, coz umoziuje jejich vzajemné rozliseni a tak identifikaci
specifického cile vyvazaného na jejich povrchu. Samotné kvalitativni vyhodnoceni probiha
prostfednictvim odecteni fluorescencniho signalu mikrosfér a na jejich povrchu pfichycenych

fluorescen¢né znacenych produkti MOL-PCR.



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

Ligovana MCLiga Fluorescenéné znaéeny fluorescence raportaru
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Obr. 1: Schéma prubéhu MOL-PCR reakce a MAGPIX analyzy.

Pho = fosfatova skupina umoziujici ligaci; ¢erné = sekvence specifickd pro zachycovany cil; Sedé¢ = vazebna
sekvence pro univerzélni PCR primery; TAG = sekvence komplementarni k anti-TAGu na mikrosférach; ¢ervené
= fluorescenéni reportér.

Do kazdé reakce je pfidana interni kontrola, kterd upozorni na faleSné negativni

vysledek v dasledku pfitomnosti inhibitort ovliviijicich pribéh reakce.

Cil ¢.1 - ORF5_PRRSV1
ORF5 koduje hlavni obalovy glykoprotein GP5 PRRSV1.

Sekvence primeru pro reverzni transkripci
Sekvence primeru pro reverzni transkripci byla navrzena dle analyzy genu kdédujiciho
GP5 PRRSVI. Byl zvolen konzervativni usek ptfedchazejici ¢asti genomu, na kterou jsou

navrzeny specifické modularni detekéni sondy.

PRRSV1_GP003:
5 - TGATGGTGACGAGGTTGCCATCGACT - 3 (26)

Sekvence MOL.ig:

Tucné = sekvence pro vazbu univerzalnich PCR primeri; podtrzené¢ = sekvence specificka pro
PRRSV1; mald pismena = TAG sekvence MTAG-A026 umoziujici specifickou vazbu
k mikrosféram; PHO = fosfatovéa skupina.

PRRSV1 GP5 06_M1:

5"-PHO - GCAGTCGAGACCTTTGTGCTTCTCACTTCTTACTACCGCG-3" (40)

PRRSV1 GP5 06_M2:

5-ACTCGTAGGGAATAAACCG T TtttgatttaagagtgtigaatgtaT TGTCCAGCCATTTTGGT
TGG- 3 (65)




Cil ¢.2 - ORF5_PRRSV2
ORF5 koduje hlavni obalovy glykoprotein GP5 PRRSV2.

Sekvence primeru pro reverzni transkripci
Sekvence primeru pro reverzni transkripci byla navrZena dle analyzy genu kddujiciho
GPS5 PRRSV2. Byl zvolen konzervativni Gsek piedchdzejici ¢asti genomu, na kterou jsou

navrzeny specifické modularni detek¢ni sondy.

PRRSV2_GP5_R: 5’-TCTATGATGACAGGCGACCG-3* (20)

Sekvence MOL.ig:

Tuc¢né = sekvence pro vazbu univerzalnich PCR primert; podtrzené = sekvence specificka pro
PRRSV2; mald pismena = TAG sekvence MTAG-A022 umoziujici specifickou vazbu
k mikrosféram; PHO = fosfatovéa skupina.

PRRSV2_GP5 01_M1:

5-PHO - TTCTTCTGGACACTAAGGGCATCTCACTTCTTACTACCGCG-3" (41)

PRRSV2_GP5 01_M2:

5 -ACTCGTAGGGAATAAACCG TgattgatatttgaatgtttgtttgCTACGCTTGTACCAGATA
TACCAACT-3 (70)

1.1 Interni kontrola

Interni kontrola (IC) je ptidavana do kazdé reakce. Slouzi nejen k odhaleni falesné
negativnich vysledku v dusledku inhibice MOL-PCR reakce, ale také jako pozitivni kontrola.
IC byla navrzZena tak, aby pro vsechny MOL-PCR systemy mohl byt pouZit stejny par IC MOlig
a stejna sada univerzalnich PCR primert; jedna se tedy o univerzalni IC. Pti ptipravé IC byla
pouZita nekompetitivni synteticka sekvence zaloZend na DNA sekvencich dvou vyhynulych
druh®i; konkrétné¢ se jednd o mitochondridlni DNA vakovlka tasmanského (Thylacinus
cynocephalus, Acc. No. FJ515781.1) a ptaka moa (Dinornis struthoides, Acc. No.
AY326187.1). Tato kontrolni synteticka sekvence o délce 150 bp byla pievzata z Mikel et al.
(2016), syntetizovana de novo a klonovana do plazmidu. Takto ptipraveny konstrukt je zcela
arteficidlni a podobna sekvence se nevyskytuje v Zadném znamém Zivo¢isném, rostlinném,

bakterialnim ¢i virovém druhu. IC je tedy mozné pouzit pro jakykoliv templat ¢i matrici. IC je
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skladovéana pii teploté¢ -20 °C £ 4 °C ve 2 ml zkumavkach se Sroubovacim vickem do

vypotitebovani.

Sekvence MOL.ig:

Tuc¢né = sekvence pro vazbu univerzalnich PCR primert; podtrzené = sekvence specificka pro
IC; mald pismena = TAG sekvence MTAG-A014 umoznujici specifickou vazbu
k mikrosféram; PHO = fosfatovéa skupina.

IC_2 M1:
5'- PHO- ATTAGCACAATGAATAATCATCGTCTCACTTCTTACTACCGCG- 3° (43)

IC_2 M2:

5-ACTCGTAGGGAATAAACCGTattgtgaaagaaagagaagaaatt TATACACACGCAATCACCAC-3
(64)

Tyto sondy jsou komplementarni k iseku kontrolni synteticke sekvence o délce 43 bp. Celkova

délka produktu ligace detekénich sond, a tim i amplikonu = 107 bp.

Sekvence univerzalnich primerii:

Univerzalni primery byly pievzaty z publikace Thierry et al. (2013). Reverzni primer je znacen
fluoroforem BODIPY-TMRX, ktery vreakci slouzi jako reportérova molekula znacici

vysledny produkt.

uni FW: 5 - CGCGGTAGTAAGAAGTGAGA -3 (20)
uni REV: 5 - BODIPY-TMRX - ACTCGTAGGGAATAAACCGT -3 (20)

Tato sada univerzalnich primert amplifikuje produkty ligace o vysledné délce 106 bp.

2 Predmét a pusobnost

Tato metodika slouzi ke kvalitativni detekci PRRSV1 a PRRSV2 pomoci cilovych genia GP5
(konzervovana oblast pro oba typy) pii komplexni analyze vzorkd pochazejicich ze zvirat,

Z prostiedi, trusu ¢i potravin ZivociSného ptivodu prostfednictvim MOL-PCR.



3 Podstata zkousky

Zakladem je multiplexni oligonukleotidova ligaéni polymerazova fetézova reakce (MOL-

PCR) s interni kontrolou (IC). Komplexni a simultanni detekce demonstrovana v multiplexu

Citajicim 4 virové systémy — virus reprodukéniho a respira¢niho syndromu prasat 1 a 2
(PRRSV1 a PRRSV2), prase¢i chiipku, SARS-CoV-2. Kvalitativni detekce probiha

prostiednictvim odecteni fluorescen¢niho signalu 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, Ceska republika)
Sada pipet:
s rozsahem nastavitelnym od 1000 — 5000 pl (s chybou do 5%)
s rozsahem nastavitelnym od 200 — 1000 pl (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%)
Spic¢ky s filtrem k pipetam s pfislu$nym rozsahem
Sterilni mikrozkumavky o objemu 0,2 ml x 96 se separatnimi vi¢ky (Bioplastics,
Nizozemsko)
PCR deska s jamkami na objem 0,2 ml (Bioplastics, Nizozemsko)
Chladnicka (do 5 °C)
Mrazici box (-20 °C)
Centrifuga MiniSpin
Vortex V-1 Plus

5 Referen¢ni kmeny

Systéemy byly testovany na referencnich kmenech Porcine reproductive and

respiratory syndrome virus 1 (CAPM V-502, kmen: Nem/96) a Porcine reproductive and

respiratory syndrome virus 2 (CAPM V-536, kmen: Mn 1b), které byly zisk&ny ze Sbirky

zoopatogennich mikroorganismt (CAPM), Vyzkumny ustav veterinarniho 1ékafstvi, v.v.i..



6 Chemikalie a roztoky

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

Virus; 200 U/ul; Takara), katalogové ¢islo 2680A. RNase Inhibitor (40 U/pl; New England
Biolabs), katalogové ¢islo M0O307L. ANTP PCR Mix (solution 10 mM, Serva), katalogové Cislo
3971202. Reverzni transkriptazu, inhibitor RN4z a ANTP mix je nutné skladovat pfi teploté

-20 °C. Za normélnich 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 pii teploté -20 °C. Za

normalnich podminek je stabilni do data exspirace.

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

EZ6060. Master Mix je doporuceno skladovat pti teploté -20 °C a nem¢l by byt dlouhodobé
vystavovan svétlu. V ptipadé 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 VodaproRT a MOL-PCR

Pro fedéni viech komponent MOL-PCR reakce se pouzivdi PCR H,0O (Top-Bio, Ceska
republika), katalogové ¢islo P242. Pro slozky RT se pouziva RNase-free voda - PCR Ultra H20
(Top-Bio, Ceska republika), katalogové &islo P240. Skladuje se pii pokojové teplots.

6.5 Redéni MOLig a primeri

Specifickd MOL.iga, univerzalni PCR primery a primery pro reverzni transkripci se dodavaji
v lyofilizovaném stavu od firmy Generi-Biotech (Ceské republika). Podle navodu uvedeného
vyrobcem jsou na pracovisti rozpustény v PCR H20 & PCR Ultra H20 (Top-Bio, Ceska
republika) tak, aby vysledna zasobni koncentrace byla 100 pmol/ul. Sondy i primery jsou
evidovany a uloZeny v mraznicce pii teploté cca -20 °C + 4 °C. Pti piipravé ligacniho premixu
se pouziva pracovni roztok o koncentraci MOLig 1 pmol/ul, jak je uvedeno v odstavci 5.7. Pti
ptipravé prvniho premixu pro RT a PCR premixu se pouZziva pracovni roztok o koncentraci

univerzalnich a reverznich primera 10 pmol/ul, jak je uvedeno v odstavci 5.6.1 a 5.8.



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

RT je doporueno ptipravit si alikvoty premixi pro 100 reakci. Pro reverzni transkripci je
zapotiebi dvou smési. Prvni smés se sklada z reverznich primert pro detekované cile a interni
kontrolu, INTP a RNA interni kontroly. Tento premix je mozné pfipravit pfedem a uchovavat
v alikvotech pro jednu reakci pii cca -70 °C £ 4 °C. Ptfed pouzitim se k 5 pl tohoto premixu

ptida 5 pl templatové izolované RNA.

6.6.1 Prvni RT mix
Jednotlivé slozky je doporuceno ptidavat podle uvedeného potadi:

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

reverznich primert v reakci.

Slozka 1 reakce 100 reakci Vysledna
koncentrace

dopocitany 100 x dopocitany

RNase-free voda objem do 10yl objem do 10pl

dNTP mix (10 nmol/pl) 1ul 100 pl 0,5 nmol/ul
PRRSV1_GP5_003R_primer 0.2 ul 20 ul
(10 pmol/pl) pro cil H H 0,1 pmol/ul

PRRSV2_GP5_R_primer
(10 pmol/ul) pro cil

IC_RT_primer (10 pmol/ ul) pro IC 0,2 ul 20 pl 0,1 pmol/ul
Smés reverznich primert X x 0.2 ul % x 20 ul

(10 pmol/ul) H H 0,1 pmol/pl
IC RNA (1 fg/ ul) 1pl 100 ul 50 ag/ pl
Templatova RNA 5ul 100 x 5 pul

Celkem 10 pl 1000 pl

x = pocet dalSich reverznich primera v multiplexni reakci

Po provedeni denatura¢niho kroku se smési templatové RNA a prvniho RT mixu se ke
vzorku piidd 10 pl druhého RT mixu, ktery je nutné pfipravit predem tésné pied pouzitim na

dany pocet vzork.

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

Slozka 1 reakce Vysledna koncentrace
RNase-free voda 5ul
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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/l
Celkem 10 pl

6.7 Priprava ligacniho premixu

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

alikvoty premixt pro 100 reakci. Pokud neni liga¢ni premix pouZit okamzitg, je zapotiebi jej

uchovavat rozd¢len na dvé €asti, jedna obsahuje pouze MOLiga 1 (M1) a druhd pouze MOLiga

2 (M2). Obé tyto smési obsahuji kromé MOLig i ptislusSné mnozstvi vody, liga¢niho pufru. Pied

pouzitim se tyto dvé smési smichaji dohromady a k vyslednému roztoku se ptida pouze dané

mnozstvi ligdzy a templatové DNA, respektive cDNA. Premixy se skladuji pfi cca -20 °C +

4 °C. Alikvoty premixt lze opakované zamrazovat a rozmrazovat, maximalné vsak 5x.

Jednotlivé slozky je doporuceno ptidavat podle uvedeného potadi:

Objem RNase-free vody je nutno nejprve dopocitat v zavislosti na mnoZstvi pouzitych MOLig

v reakci.

Slozka 1 reakce 100 reakci k(\)/r?z:selﬁ(tjrnae::e
dopocitany 100 x dopocitany

PCR voda objem do 25ul | objem do 2500l

10X Hifi Tag DNA Ligase 2,5 ul 250 pl 1X

Reaction Buffer

MOL.igo sondy

PRRSV1_GP5_06_M1 | 2x0,125pl 2x 12,5l 5 nM kazda

a PRRSV1 _GP5 06_M2 procil 1

(1 pmol/ul kazda)

MOL.igo sondy

PRRSV2_GP5_01_M1 | 2x0,125ul 2x 125l 5 nM kazda

a PRRSV2_GP5_01_M2 pro cil 2

(1 pmol/ul kazda)

MOLigo sondy IC_2_M1 o

alC_2 M2prolC 2 x 0,125 pl 2x12,5ul 5 nM kazda

(1 pmol/ul kazda)

Smés MOLig X1 % 0,125 pl x1% 12,5 ul 5 nM kazda

(1 pmol/ul kazda)

Hifi Taq DNA Ligase 0,5 pl 50 pl

Templatova DNA/CDNA 254l 100 2,5 pl

Celkem 25l 2500 pl

X1 = pocet dalsich MOLigo sond v multiplexni reakci
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6.8 Priprava PCR premixu

Pro reprodukovatelnou kvalitativni detekci pomoci MOL-PCR je doporuceno pfipravit si
alikvoty premixu pro 100 reakci skladajici se ze vSech komponent kromé produktt ligace, které
je vzdy nutno vyuzit Cerstvé. Premixy se skladuji pti cca -20 °C + 4 °C. Alikvoty premixt lze

opakované zamrazovat a rozmrazovat, maximalng vSak 5x.

Jednotlivé slozky je doporuceno ptidavat 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/pl) 0,15 pl 15 pl 0,0625 uM

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

Produkt ligace 6 ul 100 x 6 ul

Celkem 24 pl 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 seti od firmy Luminex Corp.). Potazené
mikrosfery v 1X TE pufru je nutno skladovat v chladniéce pii teploté 4 °C a chranit pied
svétlem. Za normalnich podminek jsou stabilni déle nez 1 rok. Pfed kazdym pouzitim je nutno

mikrosféry fadn¢ vortexovat a sonikovat asi 30 s.

6.10 Roztoky pro hybridizaci

Roztoky, které jsou soucasti kulickového mixu (odstavec 5.11) se pfipravuji za pouziti
ultracisté¢ vody. Vysledné roztoky je tfeba prefiltrovat 0,22 um filtrem a rozalikvotovat do
zkumavek o objemu 50 ml. Z divodu ptedchazeni kontaminaci je pak vhodné pouzivané

roztoky ménit kazdé 3 mésice.

Ptiprava hybridiza¢nich roztoki a jejich skladovani:

Slozka Katalog. ¢. Vysledna Mnozstvi/250 ml | pH | Skladovani
koncentrace
Sigma-Aldrich o
MES M2933 (USA) 0,1 M 4,88 ¢ 4,5 4°C
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Carl-ROTH 3957 pokojova
NaCl (Némecko) >M 73059 teplota
100X TE | SERVA 39799.02 pokojova
pufr (Némecko) X 25ml 8,0 teplota

6.11 Priprava 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 forme premixu. Podle po¢tu MOLig v reakcei (o¢ekévanych cili)

se piidava prislusny pocet specifickych setii mikrosfér.

Jednotlivé slozky je doporuceno ptidavat podle uvedeného potadi:

Slozka 1 reakce 100 reakci kVysIedna
oncentrace

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

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

Smés potazenych MagPlex® | 1 250 mikrosfér/set | 125 000 mikrosfér/set
Microspheres

1X TE pufr doplnit objem 100 x doplnit objem

Celkem Sul 500 pl

6.12 Priprava hybridiza¢ni reakce
Hybridiza¢ni reakce se pfipravuje Cerstva pro konkrétni pocet vzorka v reakci aihned
probiha specifickd hybridizace MOL-PCR produktii k povrchu mikrosfér; hybridiza¢ni reakce

se nepfipravuje a neuchovava ve forme premixu.

Jednotlivé slozky je doporuceno ptidavat podle uvedeného potadi:

SloZzka 1 reakce 100 reakci
Kuli¢kovy mix 5ul 500 pl
MOL-PCR produkt 10 pl 100 x 10 pl
Celkem 15 pl 1500 pl

6.13 Analyzaéni pufr

Roztok se pripravuje za pouziti ultracisté vody. Vysledny roztok analyzac¢niho pufru je tieba
prefiltrovat 0,22 um filtrem a rozalikvotovat do zkumavek o objemu 5 ml, které slouzi na jedno
pouziti. Nutno skladovat v chladnicce pfi teploté 4 °C.

Slozeni a ptiprava analyza¢niho pufru:
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Slozka Katalog. ¢. kVysIedna Mnozstvi/250 ml | pH
oncentrace

1 M Tris-Cl Sigma T1503? 10 mM 2,5ml 8,0

0,5MEDTA Amresco E522 0,1 mM 50 ul

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

100% Tween 20 | AIPNaDIBgROStie Intl | g0 05 50 pl

ultracistd H,O Millipore 242,9 ml

& = zasobni Trizma base neobsahuje CI, ten je dopIlnén béhem tpravy pH pomoci HCI kyseliny

6.14 Kalibra¢ni a verifikacni kity pro MAGPIX

Kalibra¢ni kit MAGPIX® Calibrator Kit, RUO, 25 Uses (Luminex Corp., USA), katalogové
¢islo MPX-CAL-K25 a verifika¢ni kit MAGPIX® Performance Verification Kit, RUO, 25
Uses (Luminex Corp., USA), katalogové ¢islo MPX-PVER-K25. Oba kity je doporuceno
skladovat pfi teploté 4 °C a chrénit pfed svétlem. Za normélnich podminek jsou kity stabilni do
data exspirace. Pred kazdym pouzitim je nutno vSechny slozky kiti fadn¢ vortexovat a soni

kovat asi 30 s. xPONENT 4.2. ® SOFTWARE sam nazna¢i, 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 doporuéeno skladovat pti pokojové teploté. Za normdlnich podminek je stabilni do data

exspirace.

6.16 Roztoky pro udrZzbu pristroje MAGPIX
Udrzbové rutiny piistroje i samotna analyza vyzaduji doplnéni dH.0, 70%
isopropanolu, 0,1 N NaOH. Roztoky se pfipravuji za pouziti ultracisté vody. Vysledné roztoky

se skladuji pfi pokojové teploté a uzivaji se az do uplné spotieby.

Slozka Katalog. ¢. Vysledna MnozZstvi/250 ml | Skladovani
koncentrace
100% PENTA 17510-20005 0 pokojova
isopropanol (Ceska republika) 70% 180 ml teplota
PENTA 15760-31000 pokojova
NaOH (Ceska republika) 0.1M 0.l9g teplota

7 Postup zkousky
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7.1 Bezpecnostni opatieni

Provedeni metody nevyzaduje zadné zvlastni bezpecnostni opatieni.

7.2 Okolni podminky zkousky
Provedeni metody nevyZaduje kontrolu Zadnych limitnich podminek.

7.3 Mnozstvi vzorku

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

navysen o 45 ul 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 ptidana PCR Ultra H2O (Top-
Bio, Ceska republika) v ekvivalentnim mnoZstvi k templatové RNA, tedy 5 pl. Negativni

kontrola musi byt pouzita v kazdém experimentu.

7.4.2  Pozitivni kontrola
Jako pozitivni kontrola slouzi IC. RNA i MOLiga pro IC se ptfidavaji do kazdé¢ho vzorku

a musi byt pouzity v kazdém experimentu.

7.5 Replikaty
Kazdy vzorek se analyzuje nejméné v duplikatu a ptipravuji se alespoit dvé NTC na jeden

multiplexni liga¢ni mix.

7.6 Kalibrace mériciho prostiedku pred zkouskou

Po spusténi piistroje je tfeba vzdy provést nékolik tikona. Nejprve se saci jehla promyje
a sonikuje v destilované vodé (dH20). Zkontroluje se naplnéni kontejnertit pro Drive fluid
a odpad (waste container). V programu XPONENT 4.2. ® SOFTWARE se postupné navoli
udrzboveé rutiny: Calibration and Verification, Verification a Prime aj. (dle potieby). Po

skonceni analyz se pied vypnutim pfistroje vZzdy provadi rutina Shut Down.
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7.7 Provedeni zkousky

7.7.1  Protokol reverzni transkripce
Pfistroj: 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; doporué¢eno zpracovat béhem jednoho dne

7.7.2  Ligacni protokol

Pristroj: 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 zpracovani; nutno zpracovat béhem jednoho dne

7.7.3 PCR protokol

Pristroj: DNA Engine Dyad Peltier Thermal Cycler (Bio-Rad, California, USA)

1 cyklus Uvodni denaturace 95 °C (2 min)
40 cykla Denaturace 95 °C (155)
Annealing/ Elongace 60 °C (15 s)
72 °C (155)

Hold? 10°C

2 uchovani do dalSiho zpracovani

7.7.4  Hybridizac¢ni protokol

Pfistroj: 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.: doporu¢eno okamzité zpracovani

7.75 Analyza

Piistroj: Bio-Plex MAGPIX Multiplex Reader (Bio-Rad, California, USA). Analyza probiha

pii pokojové teploté a mefeni 96-ti jamkové desky trva asi 45 minut. Namétené hodnoty jsou
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zobrazeny v XPONENT 4.2. ® SOFTWARE (Luminex, USA), odkud jsou hruba data

exportovana do Excelu, kde jsou jednoduchym vypocétem vyhodnocena.

8 Vypocdet a vyjadieni vysledku

8.1 Hodnoceni vystupu

Od nameétfenych hodnot medianu intenzity fluorescence (MFI) se odecte hodnota MFI

piislusné negativni kontroly NTC pro dany region mikrosfér. Je-li vysledna hodnota (P) vyssi

nez 100, vzorek je vyhodnocen jako pozitivni.

8.1.1

Kvalitativni hodnoceni

Pvzorku = MFlyzorku - MFINTC

Kvalitativni hodnoceni se provadi podle nésledujici tabulky:

Cil1 Cil 2 o
IC Celkovy vysledek
(PRRSV1) (PRRSV2)
L L L Vzorek je pozitivni na pfitomnost PRRSV1 i
Pozitivni (+) Pozitivni(+) Pozitivni (+)
PRRSV?2
Pozitivni (+) Pozitivni (+) | Vzorek je pozitivni na pfitomnost PRRSV1
Pozitivni (+) | Pozitivni (+) | Vzorek je pozitivni na pfitomnost PRRSV?2
L L Vzorek je pozitivni na pfitomnost PRRSV1 i
Pozitivni (+) | Pozitivni (+)
na PRRSV2?
Pozitivni (+) Vzorek je pozitivni na pfitomnost PRRSV1?
Pozitivni (+) Vzorek je pozitivni na ptitomnost PRRSV2?
o Vzorek je negativni na pfitomnost PRRSV1 i
Pozitivni (+)
PRRSV2
Vzorek je inhibovan®

Vzorek je povaZovan za pozitivni, pokud je pozitivni alespoil v jednom opakovani.

a\/zorek je pozitivni na piitomnost detekovaného cile, nicméné je negativni v pfipadé interni
kontroly. V tomto pfipadé neprobéhla reakce idealnim zpisobem a je nutné izolovanou NK 5x
a 10x natedit, ptipadné zopakovat izolaci NK ze zasobniho duplikatu, a detekéni reakci
zopakovat. Redéni je tieba vzit v potaz v ramci vyhodnocovani vysledki celého analytického

postupu.
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b\/zorek je negativni na piitomnost detekovaného cile i v ptipadé interni kontroly. V tomto
ptipadé neprobé¢hla reakce idealnim zptisobem a je nutné izolovanou NK 5% a 10x nafedit,
ptipadné zopakovat izolaci NK ze zasobniho duplikétu, a detekéni reakci zopakovat. Redéni je

tteba vzit v potaz v ramci vyhodnocovani vysledkt celého analytického postupu.

9 Validace

9.1 Specificita
NavrZzené sekvence MOLig byly porovnany pomoci algoritmu  BLAST

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/). Sekvence specifické pro cilové geny byly 100% identické

s referen¢nimi sekvencemi zastoupenymi v databazi a sou¢asné nevykazovaly identitu s jinymi
organismy. Specificita pfevzatych univerzalnich primerti 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 optimalizovana tak, aby nedochazelo
k nespecifickym reakcim s jinymi MOLigy v multiplexni ligaci a zaroven vznikalo co nejvice
specifickych liga¢nich produktii. Koncentrace univerzalnich primert byla optimalizovana tak,
aby nedochdzelo k amplifikaci jednoho cile na ukor druhého a aby zaroven vznikal
fluorescenéné znaceny produkt v maximalni mozné miie. IC byla optimalizovana tak, aby byly
pfednostné amplifikovany a detekovany cilové sekvence. Tvorba primer-dimert a
nespecifickych produktl byla zkontrolovana pomoci meltingové analyzy.

Funk¢nost optimalizovanych reakénich podminek byla ovéfena v monoplexnich
I multiplexnich formatech reakce, pfiCemz nejvyss$i testovand uroven multiplexu Ccitala

8 systémtl.

9.3  Kruhovy test

Vzorky pro kruhovy test byly piipraveny na VUVeL v podobé 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 piedchazejicim krokem RT i analyza byly provedeny a vyhodnoceny podle
postupu popsaneho v této certifikované metodice. Hodnota SM (stopové mnozstvi) predstavuje

koncentraci cilové NK na hranici limitu detekce.
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Vzorek po izolaci

Kvalitativni detekce PRRSV 1

Vzorek | areverzni transkripci i i
(¢DNA) VUVeL | VVetU Hluéin | VFU Brno Téfl'igl o
Z Netedény + + + +
5X 5X fedény + + + +
10X 10X fed&ny + + + +
SM stopové mnoZstvi + + + +
Negativni + 10X fedéna
= DNA S. aureus . - - -
K+ IC + + + +
NTC Negativni - - - -
Vzorek po izolaci Kvalitativni detekce PRRSV 2
Vzorek | areverzni transkripci 3 i
(DNA) VUVeL | VVetU Hluéin | VFU Brno Téfl?gl o
Z Netedény + + + +
5X 5X fedény + + + +
10X 10X fedsny + + + +
SM stopoveé mnozstvi + + + +
Negativni + 10X fedéna
= DNA S. aureus _ _ _ _
K+ IC + + + +
NTC Negativni - - - -

Vysledky kruhového testu potvrdily pouZitelnost metodiky v rutinni laboratorni praxi.

10 Operativni rizeni jakosti

Je reSeno:

1) pomoci negativni kontroly
2) interni kontrolou (IC)

IIT) SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

Predstavend metodika je oproti diive publikovanym postuplim inovativni svym

vysokym stupném multiplexu, schopného kombinovat detekci nékolika nezavislych cila
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a interni kontroly. Tato kombinace tak umoziuje rychly skrinink vySetfovaného vzorku na
pfedpokladané spektrum patogent, jejichz vyskyt je vdzany na danou matrici a soucasné
umoziuje vyloucit faleSné negativni vysledek v dusledku pfitomnosti inhibitorti. Zaroven jsou
pro tuto metodiku stanoveny parametry limitu detekce. Na zéklad¢ rychlé a spolehlivé
kvalitativni detekce je pak mozno vybrané vzorky vykazujici pozitivitu podrobit kvantifika¢ni
analyze pomoci RT-gPCR, a determinovat tak infek¢ni davku.

Ptedlozena metodika byla vyvinuta s ohledem na jeji budouci diagnostické uplatnéni.
Proto u ni byla provedena kompletni optimalizace, otestovana specificita a citlivost,
propracovan systém kontrol a hodnoceni. Funk¢nost byla ovéfena pro monoplexni i vysoce
multiplexni Gcely. Piedlozeny MOL-PCR systém s piedchazejicim krokem RT umoziuje
komplexni piistup k detekci PRRSV1 a PRRSV2 a je pouZitelny pro Siroké vyuZiti ve

veterinarni oblasti.

IV) POPIS UPLATNENI CERTIFIKOVANE METODIKY

Metodika je ur¢ena k rychlému skrininku a monitoringu vyskytu viru reprodukéniho a
respiracniho syndromu prasat (PRRSV1, PRRSV2) v ruznych typech vzorku (klinické vzorky,
veterinarni vzorky, vzorky prostiedi). Uzivatel vyuzije vysledki metodiky k posouzeni nutnosti
zavedeni preventivnich a kontrolnich opatieni. Uzivatelem metodiky/vysledka ziskanych jejim
uplatnénim budou laboratofe zabyvajici se diagnostikou onemocnéni zvifat, pfipadné dalsi

laboratofe zabyvajici se vySetifovanim surovin a potravin zivo¢iSného pivodu.
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