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Predmluva

Prase¢i chiipka (SIV) patii mezi respiraéni nemoci postihujici prasata doméci (Sus scrofa
domestica). Piivodcem onemocnéni je chiipkovy virus typu A (Influenza A virus, FLUAV-A).
Prvni zminka o SIV pochazi z roku 1918-1919, tedy z obdobi probihajici pandemie Spanélské
chiipky. Piavodce byl poprvé izolovan a identifikovan v roce 1930 (Shope et al. 1931).
Typickymi symptomy praseé¢i chiipky jsou kaSel, kychani, ryma, teplota, inava, respiracni
problémy, pokles apetitu.

SIV je obaleny RNA virus z ¢eledi, Orthomyxoviridae (Palese et al., 2007) pii¢emz genom je
kodovan jednovlaknitou RNA s negativni polaritou, ktera je rozdélena na osm RNA segmentd,
které koduji okolo 10 — 17 virovych proteini. Kazdy jeden segment utvaii virovy
ribonukleotidovy komplex, ktery obsahuje nukleoprotein (NP) a 3 polymerdzové proteiny
(PB2, PB1 a PA). Ve virovém obale jsou lokalizovany 2 hlavni glykoproteiny, hemmaglutinin
(HA) a neuroimidaza (NA) (Gamblin et al. 2010).

Samotny virus influenzy A muZe byt vzajemné pienesen z prasat na lidi nebo ptaky a naopak.
FLUAV-A se na zaklad€é kombinaci HA a NA d¢li na subtypy, pficemz jednotlivych HA je 18
(H1-H18) a NA je 11 (N1-N11). Jednotlivé subtypy vznikaji pfi pfenosu mezi jednotlivymi
druhy hostiteld (Gamblin et al. 2010; Tong et al., 2012; Tong et al., 2013) vyménou RNA
segmentd, k ni mize dochazet pii infekci bun€k hostitele vice typy viru zaroven (geneticky
shift) nebo bodovymi mutacemi (geneticky drift) (Kuntz et al., 2009; Van Reeth et al., 2012;
Zell et al., 2013; Cheung et al., 2007; Vincent et al. 2014). Pravé praseci chtipka hraje
vyznamnou roli v ekologii chiipkového viru A. NejcastéjSimi subtypy SIV jsou HIN1, HIN2
a H3N2 (Van Reeth et al., 2012). DalSimi proteiny jsou membranovy (M1) a matrixovy (M2)
protein. M1 protein zabezpecuje zabaleni viru do kapsidového obalu a M2 umoznuje jeho
odbaleni po vstupu do hostitelské buiiky (Furuse et al. 2009).

Molekularni diagnostika FLUAV-A vyuZiva reverzn¢ transkripéni qPCR, pficemz je zaméfena
na matrixovy protein M2 a HA. Identifikace NA nasledné umoznuje ur¢eni subtypu (Bonin et
al. 2018).



)] Cil Metodiky

Predkladana metodika nabizi rychly a standardizovany postup detekce piitomnosti viru
praseci chiipky, respektive jeho nukleové kyseliny (RNA), ve vzorku. Tato metodika muze byt
soucasti komplexni multiplexni detekce patogend, ktera umoziuje detekovat v jedné reakci az
nékolik desitek riznych patogenii, pficemz jako templatova DNA/RNA miize byt pouzita
izolovana nukleové kyselina (NK) rizného ptvodu, napt. z tkani a krve zvifat, z prostiedi, vody
nebo surovin a masnych vyrobka urcenych pro lidskou spotiebu, ptipadné krmné smési pro
zvitata. Metodika je vyuZitelnd jako vhodny komplexni nastroj pro skrininkové testy na Siroké

spektrum patogent.

)  Vlastni popis metodiky
1 Popis MOL-PCR systému s piredchazejicim krokem RT
Prikaz piitomnosti SIV je zaloZen na detekci specifické sekvence vyskytujici se

v genomu tohoto viru. 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 prostfednictvim 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 prostfednictvim hybridizace TAG/anti-TAG sekvenci (syntetické sekvence
obsahujici pouze baze T, A a G, specifické pouze pro dany typ mikrosfér). Modularita MOL.ig
(Obr. 1) spociva v tom, ze kromé cilove specifické sekvence nesou také sekvenci pro vazbu
univerzalnich PCR primeri a TAG sekvenci pro vazbu k anti-TAGu na povrchu magnetickych
mikrosfér. Jednotlivé sety mikrosfér (dostupnych 50 seti) se odliSuji koncentraci dvou
vnitfnich fluoroford, coz umozinuje presnou identifikaci jednotlivych setti mikrosfér a tak i
identifikaci specifického cile vyvéazaného na jejich povrchu. Samotné kvalitativni vyhodnoceni
probiha prostfednictvim odecteni fluorescenéniho signalu mikrosfér, které je pfimo umérné

mnoZzstvi na jejich povrchu pfichycenych fluorescen¢né znac¢enych produkti MOL-PCR.

1. Ligace 2. Singleplexni PCR 3. Hybridizace k mikrosféram 4, MagPix analyza
Zelena dioda = cdeéteni
B Ligovana MOLiga Fluorescenéné znaéeny fluorescence raportaru
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Obr. 1: Schéma pribéhu MOL-PCR reakce a MAGPIX analyzy. Corvipkdicda= utdend



Pho = fosfatova skupina umoznujici ligaci; ¢ern¢ = sekvence specificka pro zachycovany cil; Sedé = vazebna
sekvence pro univerzalni PCR primery; TAG = sekvence komplementéarni k anti-TAGu na mikrosférach; éervené
= fluorescencni reportér.

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

vysledek v disledku pfitomnosti inhibitorti ovliviiujicich prubéeh reakcee.

Cil — M2_SIV
Protein M2 (matrixovy protein) patii mezi minoritni obalové proteiny. Utvaii protonovy

kanal, ktery je potfebny pro odbaleni viru z kapsidy po vstupu do hostitelské buriky.

Sekvence primeru pro reverzni transkripci
Sekvence primeru pro reverzni transkripci byla navrzena dle analyzy oblasti kodujici
protein M2 SIV. Byl zvolen konzervativni usek pfedchazejici ¢asti genomu, na kterou jsou

navrzeny specifické modularni detekéni sondy.

R_SIV_M: 5 -TTGTATATGAGGCCCATRCAACTGGC - 3 (26)

Sekvence MOL.ig:

Tucné = sekvence pro vazbu univerzalnich PCR primert; podtrzené = sekvence specificka pro
SIV; mald pismena = TAG sekvence MTAG-A045 umoznujici specifickou vazbu
k mikrosféram (set A045); PHO = fosfatova skupina.

SIV_A_MO01_M1:

5 - PHO -CCTWAACGGRAAYGGKGACCCTCTCACTTCTTACTACCGCG -3" (41)

SIV_A_MO01_M2:

5'- ACTCGTAGGGAATAAACCGTgttagttatgatgaatattgigtaRCGTAGACGCTTTGTYCA
AAATGC - 3° (68)

1.1 Interni kontrola

Interni kontrola (IC) je pfidavana do kazdé reakce. Slouzi nejen k odhaleni faleSné
negativnich vysledku v dusledku inhibice MOL-PCR reakce, ale také jako pozitivni kontrola.
IC byla navrZena tak, aby pro vSechny MOL-PCR systémy mohl byt pouZit stejny par IC MOlig
a stejna sada univerzalnich PCR primert; jedna se tedy o univerzalni IC. Pii ptipravé IC byla

pouZzita nekompetitivni syntetickd sekvence zaloZena na DNA sekvencich dvou vyhynulych



druhti; konkrétn¢ 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 prevzata z Mikel et al.
(2016), syntetizovana de novo a klonovana do plazmidu. Takto ptipraveny konstrukt je zcela
arteficidlni a podobna sekvence se nevyskytuje v zddném znamém Zzivoc¢iSném, rostlinném,
bakterialnim ¢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 zkumavkach se Sroubovacim vickem do

vypotiebovani.

Sekvence MOL.ig:
Tucné = sekvence pro vazbu univerzalnich PCR primert; podtrzen¢ = sekvence specificka pro
IC; mald pismena = TAG sekvence MTAG-A014 umoznujici specifickou vazbu

k mikrosféram; PHO = fosfatova skupina.

IC_2 M1

5- PHO- ATTAGCACAATGAATAATCATCGTCTCACTTCTTACTACCGCG- 3" (43)

IC_2 M2
5-ACTCGTAGGGAATAAACCGTattgtgaaagaaagagaagaaattTATACACACGCAATCA
CCAC- 3 (64)

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

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

Sekvence univerzalnich primerii:
Univerzalni primery byly pfevzaty z publikace Thierry et al. (2013). Reverzni primer je zna¢en
fluoroforem BODIPY-TMRX, ktery vreakci slouzi jako reportérova molekula znacici

vysledny produkt.

uni FW: 5 - CGCGGTAGTAAGAAGTGAGA -3 (20)
uniREV: 5 —BODIPY-TMRX - ACTCGTAGGGAATAAACCGT - 3" (20)

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



2 Predmét a puasobnost

Tato metodika slouzi ke kvalitativni detekci SIV pomoci konzervovaného cilového genu M2
pii komplexni analyze vzorkl pochazejicich z prostredi, trusu ¢i potravin zivo¢iSného ptivodu

prostfednictvim MOL-PCR.

3 Podstata zkousky

Z&kladem je multiplexni oligonukleotidova liga¢ni polymerazova tetézova reakce (MOL-
PCR) s interni kontrolou (IC). Komplexni a simultanni detekce demonstrovana v multiplexu
Citajicim 4 virové systémy — virus reproduk¢éniho a respira¢niho syndromu prasat 1 a 2
(PRRSV1 a PRRSV2), prase¢i chiipky, SARS-CoV-2. Kvalitativni detekce probiha

prostiednictvim odecteni fluorescenéniho signéalu 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%)

= Spigky s filtrem k pipetam s piislusnym rozsahem

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

Nizozemsko)

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

= Chladni¢ka (do 5 °C)

= Mrazici box (-20 °C)

= Centrifuga MiniSpin

= Vortex V-1 Plus



5 Referen¢ni kmeny

Systém byl testovan na referen¢nim kmenu Influenza A virus (CAPM V-1, kmen:
A/sw/M¢érotin/57), ktery byl ziskan ze Sbirky zoopatogennich mikroorganismii (CAPM),

Vyzkumny ustav veterinarniho 1ékafstvi, v.v.i..

6 Chemikalie a roztoky

6.1 Reverzni transkriptéza, 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 M0307L. ANTP PCR Mix (solution 10 mM, Serva), katalogové ¢islo
3971202. Reverzni transkriptazu, inhibitor RNaz a ANTP mix je nutné skladovat pfti teploté -
20 °C. Za normalnich 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 spufrem 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, Cesk4 republika), katalogové &islo

EZ6060. Master Mix je doporuceno skladovat pii teploté -20 °C a nemél by byt dlouhodobé
vystavovan svétlu. V piipad¢ skladovani Master Mixu pii teploté 4 °C je stabilita deklarovana
po dobu jednoho mésice. Pfi dodrzeni zminénych podminek je Master Mix stabilni do data

exspirace.

6.4 VodaproRTaMOL-PCR

Pro fedéni vech komponent MOL-PCR reakce se pouziva voda PCR H,O (Top-Bio, Ceské
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 teploté.



6.5 Redéni MOLig a primeri

Specifickd MOLiga, univerzalni PCR primery a primery pro reverzni transkripci se dodavaji
v lyofilizovaném stavu od firmy Generi-Biotech (Ceska republika). Podle navodu uvedeného
vyrobcem jsou na pracoviiti rozpustény v PCR H,0 & PCR Ultra H20 (Top-Bio, Ceska
republika) tak, aby vysledna zasobni koncentrace byla 100 pmol/ul. Sondy i primery jsou
evidovany a uloZeny v mrazniéce pii teploté cca -20 °C + 4 °C. Pii ptiprave ligaéniho 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 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 pfedchazejicim krokem

RT je doporuCeno pfipravit si alikvoty premixii 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. Pred 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 primera v reakci.

Slozka 1 reakce 100 reakci Vysledna

koncentrace
RNase-free voda dopocitany 100 x dopocitany

objem do 10ul objem do 10pl

dNTP mix (10 nmol/pul) 1ul 100 ul 0,5 nmol/ul
R_SIV_M_primer (10 pmol/ul) pro 0,2 ul 20 ul 0,1 pmol/ul
cil
IC_RT_primer (10 pmol/ ul) pro IC 0,2 ul 20 ul 0,1 pmol/ul
Smés reverznich primera (10 pmol/ X % 0,2 ul X % 20 pl 0,1 pmol/ul
pl)
IC RNA (1 fg/ ul) 1pl 100 pl 50 ag/ ul
Templatova RNA S5ul 100 x 5 pl
Celkem 10 pl 1000 pl

x = pocet dalSich reverznich primera v multiplexni reakci
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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 vzorkda.

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

Slozka 1 reakce Vysledna koncentrace
RNase-free voda 5ul

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 dv¢ ¢asti, jedna obsahuje pouze MOLiga 1 (M1) a druha pouze MOLiga
2 (M2). Ob¢ tyto smesi obsahuji kromeé¢ MOLig i pfislusné mnozstvi vody a ligacniho pufru.
Pted pouzitim se tyto dvé smési smichaji dohromady a k vyslednému roztoku se pfida pouze
dané mnozstvi ligazy a templatové DNA, respektive cDNA. Premixy se skladuji pfi cca -20 °C

+ 4 °C. Alikvoty premixi 1ze opakované zamrazovat a rozmrazovat, maximaln¢ 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 Vysledna
koncentrace

PCR voda dopocitany 100 x dopocitany

objem do 25pl objem do 2500ul
10X Hifi Tag DNA Ligase 2,5 ul 250 ul 1X
Reaction Buffer
MOLigo sondy SIV_A M01 M1 | 2 x 0,125 pl 2x12,5ul 5 nM kazda

aSIV_A_MO01_M2 pro cil
(1 pmol/ul kazda)

MOLigo sondy IC_2 M1 2 x 0,125 pl 2x125ul 5nM kazda
alC_ 2 M2prolC
(1 pmol/ul kazda)
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Smés MOLig X1 % 0,125 pl X1 % 12,5l 5 nM kazda
(1 pmol/ul kazda)

Hifi Tag DNA Ligase 0,5 ul 50 pl
Templatova DNA/cDNA 2,5ul 100 x 2,5 ul
Celkem 25 pl 2500 pl

X1 = pocet dalsich MOLigo sond v multiplexni reakci

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

alikvoty premixt pro 100 reakci skladajici se ze vSech komponent kromé produktt ligace, které
je vzdy nutno vyuzit Cerstvé. Premixy se skladuji pfi cca -20 °C + 4 °C. Alikvoty premixi 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 EliZzymeTM HS Robust MIX 12 ul 1200 pl 1x

Primer uni FW (10 pmol/ul) 0,15 pl 15 pl 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 nl 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 setii od firmy Luminex Corp.). Potazené
mikrosféry v 1X TE pufru je nutno skladovat v chladni¢ce pii teploté 4 °C a chranit pied
svétlem. Za normalnich podminek jsou stabilni déle nez 1 rok. Pied kazdym pouzitim je nutno

mikrosféry fadné vortexovat a sonifikovat 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

11



zkumavek o objemu 50 ml. Z divodu ptfedchazeni kontaminaci je pak vhodné pouZzivane

roztoky ménit kazdé 3 mésice.
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Ptiprava hybridiza¢nich roztoki a jejich skladovani:

Slozka Katalog. ¢. Vysledna Mnozstvi/250 ml | pH | Skladovani
koncentrace
MES Sigma-Aldrich 01M 4,88 ¢ 45 4°C
M2933 (USA)

NaCl Carl-ROTH 3957 5M 73,059 pokojova
(Némecko) teplota

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

6.11 Priprava kulickového mixu

Kulickovy mix se piipravuje Cerstvy pro konkrétni pocet vzorki a ihned upotiebi

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

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

se pridava ptislusny pocet specifickych setii mikrosfeér.

Jednotlivé slozky je doporuc¢eno piidavat podle uvedeného potadi:

Slozka 1 reakce 100 reakci Vysledna
koncentrace

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

5 M NacCl 0,8 ul 80 pul 0,8 M

Smés potazenych MagPlex®
Microspheres

1 250 mikrosfér/set

125 000 mikrosfér/set

1X TE pufr

doplnit objem

100 x doplnit objem

Celkem

Spul

500 pl

6.12 Priprava hybridiza¢ni reakce

Hybridiza¢ni reakce se pfipravuje Cerstva pro konkrétni pocet vzorka v reakci aihned

probiha specificka hybridizace MOL-PCR produkti k povrchu mikrosféer; hybridiza¢ni reakce

se nepfipravuje a neuchovava ve forme premixu.

Jednotlivé slozky je doporuceno ptidavat podle uvedeného potadi:

Slozka 1 reakce 100 reakci
Kulickovy mix Sul 500 pl
MOL-PCR produkt 10 pl 100 x 10 pl
Celkem 15 pl 1500 pl
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6.13 Analyzac¢ni pufr
Roztok se pfipravuje za pouziti ultracisté vody. Vysledny roztok analyza¢niho pufru je tfeba
prefiltrovat 0,22 um filtrem a rozalikvotovat do zkumavek o objemu 5 ml, které slouzi na jedno

pouZziti. Nutno skladovat v chladni¢ce pii teploté 4 °C.

Slozeni a ptiprava analyza¢niho pufru:

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

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

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 HoO Millipore 242,9 ml

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

6.14 Kalibrac¢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 chranit pted svétlem. Za normalnich podminek jsou kity stabilni do
data exspirace. Pied kazdym pouzitim je nutno vSechny slozky kitd fadné vortexovat a
sonifikovat asi 30 s. xPONENT 4.2. ® SOFTWARE sam naznaci, kdy je tieba 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 pii pokojové teploté. Za normdlnich podminek je stabilni do data

exspirace.

6.16 Roztoky pro udrzbu pristroje MAGPIX
Udrzbové rutiny piistroje i samotna analyza vyzaduji doplnéni dH,O, 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 Gplné spotieby.
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Slozka Katalog. ¢. kVys'ed”a MnoZstvi/250 ml | Skladovani
oncentrace
100% PENTA 17510-20005 ) pokojova
isopropanol (Ceska republika) 0% 180 ml teplota
PENTA 15760-31000 pokojova
NaOH (Ceska republika) 0.1M 0.1g teplota

7 Postup zkousky

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 kazdé jamky je napipetovano 5 pl prvniho premixu pro RT a piida se 5 pl templatové
RNA. Po provedeni denaturace se ke vzorku piida 10 pl druhého premixu pro RT. Po RT je
2,5 ul templatové DNA, respektive cDNA, pieneseno 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
ptridano k 5 pl kulickového 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 pfidavaji do kazdého 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.
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7.6 Kalibrace mériciho prostiedku pi‘ed zkouskou

Po spusténi pfistroje je tfeba vzdy provést n¢kolik ukonl. Nejprve se saci jehla promyje
a sonifikuje v destilované vodé (dH20). Zkontroluje se naplnéni kontejneri 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 pied vypnutim pfistroje vZdy provadi rutina Shut Down.

7.7 Provedeni zkousky

7.7.1  Protokol reverzni transkripce
Piistroj: 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

& uchovéni do dalSiho zpracovani; doporuceno zpracovat béhem jednoho dne

7.7.2  Ligacni 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

2 uchovani do dalsiho zpracovani; nutno zpracovat béhem jednoho dne

7.7.3 PCR protokol

Piistroj: 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

& uchovéni do dal$iho zpracovani
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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 méfeni 96-ti jamkové desky trva asi 45 minut. Namétené hodnoty jsou
zobrazeny v XPONENT 4.2. ® SOFTWARE (Luminex, USA), odkud jsou hruba data

exportovana do Excelu, kde jsou jednoduchym vypocétem vyhodnocena.

8 Vypocet a vyjadieni vysledku

8.1 Hodnoceni vystupu
Od nameétfenych hodnot medianu intenzity fluorescence (MFI) se odecte hodnota MFI
ptislusné negativni kontroly NTC pro dany region mikrosfér. Je-li vyslednd hodnota (P) vyssi

nez 100, vzorek je vyhodnocen jako pozitivni.

Pvzorku = MFlyzorku - MFINTC

8.1.1 Kuvalitativni hodnoceni

Kvalitativni hodnoceni se provadi podle nésledujici tabulky:
Cil IC Celkovy vysledek

Pozitivni (+) | Pozitivni (+) | Vzorek je pozitivni na pfitomnost SIV

Pozitivni (+) Vzorek je pozitivni na pfitomnost SIV?

Pozitivni (+) | Vzorek je negativni na ptitomnost SIV

Vzorek je inhibovan®

Vzorek je povaZovan za pozitivni, pokud je pozitivni alespoil v jednom opakovani.
&V zorek je pozitivni na piitomnost detekovaného cile, nicméné je negativni v pfipadé interni

kontroly. V tomto piipadé neprobéhla reakce idealnim zpisobem a je nutné izolovanou NK 5x

a 10x natedit, pfipadn¢ zopakovat izolaci NK ze zasobniho duplikatu, a detekéni reakci
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zopakovat. Redéni je tieba vzit v potaz v rdmci vyhodnocovani vysledkt celého analytického

postupu.

b\/zorek je negativni v piipads interni kontroly. V tomto piipadé neprobéhla reakce idealnim
zpusobem a je nutné izolovanou NK 5x a 10x nafedit, pfipadné zopakovat izolaci NK ze
zasobniho duplikéatu, a detekéni reakci zopakovat. Redéni je tieba vzit v potaz v ramci

vyhodnocovani vysledkli 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 referennimi sekvencemi zastoupenymi v databazi a soucasné nevykazovaly identitu s jinymi
organismy. Specificita pfevzatych univerzalnich primerti byla ovéfena na 13-ti genotypech
Bacillus anthracis v pfipadé Thierry et al. (2013), ale mimo jiné take 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 MOLIigy v multiplexni ligaci a zaroven vznikalo co nejvice
liga¢nich produkti. Koncentrace univerzalnich primert byla optimalizovana tak, aby
nedochézelo k amplifikaci jednoho cile na tkor druhého a aby zaroven vznikal fluorescenéné
znaceny produkt ve zvySené mife. IC byla optimalizovdna tak, aby byly piednostné
amplifikovany a detekovany cilové sekvence. Tvorba primer-dimeri a nespecifickych produkti
byla zkontrolovina pomoci meltingové analyzy.

Funkénost optimalizovanych reakénich podminek byla ovéfena v monoplexnich
I multiplexnich formatech reakce, pfiCemz nejvyss$i testovand uroven multiplexu Cditala

8 systému.

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).
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MOL-PCR s piedchazejicim krokem RT i analyza byly provedeny a vyhodnoceny podle
postupu popsaného v této certifikované metodice. Hodnota SM (stopové mnozstvi) piedstavuje
koncentraci cilové NK na hranici limitu detekce.

Vzorek po izolaci Kvalitativni detekce SIV
Vzorek | a reverzni transkripci i VVetU
vUVelL VFU Brno CBO
(cDNA) Hludin Téchonin
Z Netedény + + + +
5X 5X fedény + + + +
10X 10X fedény + + + +
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 feSeno:
1) pomoci negativni kontroly
2) interni kontrolou (IC)

I1I) SROVNANi NOVOSTI POSTUPU

Predstavena metodika je oproti diive publikovanym postupim inovativni svym
vysokym stupném multiplexu, schopného kombinovat detekci nékolika nezédvislych cila
a interni kontroly. Tato kombinace tak umoziiuje rychly skrinink vySetfovaného vzorku na
predpokladané spektrum patogenti, jejichz vyskyt je vazany na danou matrici a soucasné
umoziuje vyloucit faleSn€ negativni vysledek v diisledku pritomnosti inhibitorii. Zaroven jsou
pro tuto metodiku stanoveny parametry limitu detekce. Na zdklad¢ 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.

Ptedlozend metodika byla vyvinuta s ohledem na jeji budouci diagnostické uplatnéni.

Proto u ni byla provedena kompletni optimalizace, otestovana specificita a citlivost,
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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 SIV a je pouzitelny pro Siroké vyuZiti ve veterinarni i humanni

oblasti.

IV) POPIS UPLATNENI CERTIFIKOVANE METODIKY

Metodika je urcena k rychlému skrininku a monitoringu vyskytu plivodce Praseci
chiipky v riznych typech vzorkl (klinické vzorky, veterinarni vzorky, vzorky prostiedi).
Uzivatel vyuzije vysledkt metodiky k posouzeni nutnosti zavedeni preventivnich a kontrolnich
opatfeni. UZzZivatelem metodiky/vysledkli ziskanych jejim uplatnénim budou laboratote
zabyvajici se diagnostikou onemocnéni zvifat, ptipadné lidi, pfipadn¢ dalsi laboratofe

zabyvajici se vySetfovanim surovin a potravin zivocisného ptvodu.

20



V) SEZNAM POUZITE LITERATURY

Bonin E., Quéguiner S., Woudstra C., Gorin S.,Barbier N., Harder T.C., Fach P., Hervé S.and
Simon G., 2018, Molecular subtyping of European swine influenza viruses and scaling
to high- throughput analysis Viro. J. 15:7 DOI 10.1186/s12985-018-0920-z

Furuse Y., Suzuki A., Kamigaki T. and Oshitani H. (2009) Evolution of the M gene of influenza
A virus in different host species: large-scale sequence analysis. Virology Journal 6: 67
https://doi.org/10.1186/1743-422X-6-67

Gamblin SJ, Skehel JJ. Influenza hemagglutinin and neuraminidase membrane glycoproteins.
J Biol Chem. (2010) 285:28403-9. doi: 10.1074/jbc.R110.129809

Cheung TK, Poon LL (2007) Biology of influenza A virus. Ann N Y Acad Sci 1102: 1-25.

Kuntz-Simon G, Madec F (2009) Genetic and Antigenic Evolution of Swine Influenza Viruses
in Europe and Evaluation of Their Zoonotic Potential. Zoonoses and Public Health 56:
310-325.

Mikel P, Vasickova P, Tesarik R, Malenovska H, Kulich P, Vesely T, Kralik P (2016)
Preparation of MS2 Phage-Like Particles and Their Use As Potential Process Control
Viruses for Detection and Quantification of Enteric RNA Viruses in Different Matrices.
Frontiers in Microbiology 7 doi:10.3389/fmicb.2016.01911

Palese P, Shaw M. Orthomyxoviridae: the viruses and their replication. In: Knipe DM and
Howley PM, editors. Fields Virology. Philadelphia, PA: Lippincott Williams &Wilkins
(2007). p. 1647-90.

Reslova N, Huvarova V, Hrdy J, Kasny M, Kralik P (2019) A novel perspective on MOL-PCR
optimization and MAGPIX analysis of in-house multiplex foodborne pathogens
detection assay. Sci Rep 9(1):2719 doi:10.1038/s41598-019-40035-5

Shope R.E (1931) Swine Influenza: Ill. Filtration Experiments and Etiology. Journal of
Experimental Medicine 3: 373-385

Stucki, D., Malla, B., Hostettler, S., Huna, T., Feldmann, J., Yeboah-Manu, D., Borrell, S.,
Fenner, L., Comas, I., Coscolla, M., Gagneux, S. 2012. Two New Rapid SNP-Typing
Methods for Classifying Mycobacterium tuberculosis Complex into the Main
Phylogenetic Lineages. Plos One 7, doi:10.1371/journal.pone.0041253.

Thierry S, Hamidjaja RA, Girault G, Lofstrom C, Ruuls R, Sylviane D (2013) A multiplex
bead-based suspension array assay for interrogation of phylogenetically informative
single nucleotide polymorphisms for Bacillus anthracis. J Microbiol Methods
95(3):357-65 doi:10.1016/j.mimet.2013.10.004

Tong S, Li Y, Rivailler P, Conrardy C, Castillo DA, Chen LM, et al. A distinct lineage of

influenza A virus from bats. Proc Natl Acad Sci USA. (2012) 109:4269-74. doi:
10.1073/pnas.1116200109

21


https://doi.org/10.1186/1743-422X-6-67

Tong S, Zhu X, Li Y, Shi M, Zhang J, Bourgeois M, et al. New world bats harbor diverse
influenza A viruses. PL0S Pathog. (2013) 9:e1003657. doi:
10.1371/journal.ppat.1003657

Van Reeth K, Brown IH, Olsen CW (2012) Swine influenza. In:, Zimmerman J, Karriker L,
Ramirez A, Schwarz KJ, Stevenson G, editors. Diseases of Swine. 10th edition ed.
Hoboken NJ: Wiley-Blackwell Publishing Company pp. 557-571.

Vincent A, Awada L, Brown I, Chen H, Claes F, et al. (2014) Review of influenza A virus in
swine worldwide: a call for increased surveillance and research. Zoonoses Public Health
61: 4-17.

Woods TA, Mendez HM, Ortega S, Shi X, Marx D, Bai J, Moxley RA, Nagaraja TG, Graves
SW, Deshpande A (2016) Development of 11-Plex MOL-PCR Assay for the Rapid
Screening of Samples for Shiga Toxin-Producing Escherichia coli. Front Cell Infect
Microbiol 6:92 doi:10.3389/fcimb.2016.00092

Zell R, Scholtissek C, Ludwig S (2013) Genetics, evolution, and the zoonotic capacity of
European Swine influenza viruses. Curr Top Microbiol Immunol 370: 29-55.

22



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




	Stránka 1
	Stránka 2
	ADPAE5C.tmp
	1 Popis MOL-PCR systému s předcházejícím krokem RT
	Sekvence primeru pro reverzní transkripci
	1.1 Interní kontrola

	2 Předmět a působnost
	3 Podstata zkoušky
	4 Přístroje a pomůcky
	5 Referenční kmeny
	6 Chemikálie a roztoky
	6.1 Reverzní transkriptáza, inhibitor RNáz, dNTP
	6.2 Ligáza
	6.3 Master Mix
	6.4 Voda pro RT a MOL-PCR
	6.5 Ředění MOLig a primerů
	6.6 Příprava RT premixu
	6.6.1 První RT mix
	6.6.2 Druhý RT mix

	6.7 Příprava ligačního premixu
	6.8 Příprava PCR premixu
	6.9 Magnetické mikrosféry
	6.10 Roztoky pro hybridizaci
	6.11 Příprava kuličkového mixu
	6.12 Příprava hybridizační reakce
	6.13 Analyzační pufr
	6.14 Kalibrační a verifikační kity pro MAGPIX
	6.15 Drive fluid
	6.16 Roztoky pro údržbu přístroje MAGPIX

	7 Postup zkoušky
	7.1 Bezpečnostní opatření
	7.2 Okolní podmínky zkoušky
	7.3 Množství vzorku
	7.4 Slepý pokus
	7.4.1 Negativní kontrola
	7.4.2 Pozitivní kontrola

	7.5 Replikáty
	7.6 Kalibrace měřícího prostředku před zkouškou
	7.7 Provedení zkoušky
	7.7.1 Protokol reverzní transkripce
	7.7.2 Ligační protokol
	a uchování do dalšího zpracování; nutno zpracovat během jednoho dne
	7.7.3 PCR protokol
	7.7.4 Hybridizační protokol
	Pozn.: doporučeno okamžité zpracování
	7.7.5 Analýza


	8 Výpočet a vyjádření výsledku
	8.1 Hodnocení výstupu
	8.1.1 Kvalitativní hodnocení


	9 Validace
	9.1 Specificita
	9.2 Optimalizace reakčních podmínek
	9.3 Kruhový test

	10 Operativní řízení jakosti


