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PREDMLUVA

Rotaviry se fadi do celedi Reoviridae, konkrétné do rodu Rotavirus. Jednad se
o neobalené viry, jejichZ genom je v podobé dvoutetézcové RNA rozdélené do 11 segmentt
kédujicich 6 strukturdlnich (VP1-VP4, VP6 and VP7) a 5-6 nestrukturélnich proteinti. Velikost
genomu se pohybuje okolo 18,5 kb. Genom je uzavien v proteinové kapsidé o velikosti 60-80
nm. Rod se dile déli do 10 skupin (A aZ J), infekci ¢lovéka zpusobuji rotaviry A-C a H.
V ptipad¢ rotavirti vSak jiz byl prokdzan i zoonoticky potencidl (Desselberger 2014; Sadiq et
al. 2018; Yeargin and Gibson 2019). Rotaviry ze skupiny A (RVA) maji nejveétsi
epidemiologicky a klinicky vyznam (Matthijnssens et al. 2009; Matthijnssens and Van Ranst
2012).

Rotaviry jsou nejcastéjsi etiologi¢ti ptivodci virovych gastroenteritid u malych déti.
Celosvétove jsou evidovany asi 2 miliardy piipadil akutnich gastroenteritid ro¢né, z toho asi
umrti (Liu et al. 2016; Wang et al. 2014; Widdowson et al. 2009). Inkuba¢ni doba onemocnéni
je v rdmci 24-48 hodin. Samotné onemocnéni pak trvd asi 3 az 8 dni (Yeargin and Gibson 2019).
U dospélych jedinci ma onemocnéni rotaviry povétSinou asymptomaticky priabéh, u mladsich
zpusobuje akutni prijmy, které vétSinou samy odezni, nicméné u nich hrozi velké nebezpeci
dehydratace (Lundgren and Svensson 2001; Morris and Estes 2001).

Predkladand metodika nabizi standardizovany postup detekce piitomnosti viru,
respektive jeho nukleové kyseliny, v klinickych vzorcich, v tkanich ¢i trusu zvitat, ve vzorcich

z prostiedi, v pitné vod¢ nebo v potravinich rostlinného a Zivocisného ptivodu.



I) CiL. METODIKY

Predkladand metodika nabizi rychly a standardizovany postup detekce piitomnosti
RVA, respektive jeho nukleové kyseliny (RNA), ve vzorku. Tato metodika mliZze byt soucasti
komplexni multiplexni detekce patogent, kterd umoziiuje detekovat v jedné reakci az nékolik
desitek riznych patogenu, pficemz jako templaitovdi DNA/RNA mitiZze byt pouzita izolovana
nukleova kyselina rizného ptivodu, napf. z klinickych vzorkd, z tkanf a trusu zvitat, z prostiedi,
z pitné vody nebo surovin a potravin ZivociSného i rostlinného ptivodu. Metodika je vyuZzitelna

jako vhodny komplexni ndstroj pro skrininkové testy na Siroké spektrum patogenti.

IT) VLASTNI POPIS METODIKY

1 Popis MOL-PCR systému s predchazejicim krokem RT

Priikkaz pfitomnosti RVA je zaloZzen na detekci specifické sekvence vyskytujici se

v genomu tohoto viru. Prvnim krokem analyzy je provedeni reverzni transkripce (RT) za
vyuziti specifického primeru. Poté nédsleduje multiplexni MOL-PCR systém (Reslova et al.
2019), kde detekce probihd prostiednictvim hybridizace dvou specifickych modulédrnich
detek¢nich sond neboli MOLig bezprostiedné vedle sebe k cilové sekvenci a jejich nasledné
ligace v jednu komplexni sekvenci; ta je amplifikovdna a specificky vychytdna 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
MOLig (Obr. 1) spociva v tom, Ze kromé cilové specifické sekvence nesou také sekvenci pro
vazbu univerzdlnich PCR primeri a TAG sekvenci pro vazbu k anti-TAGu
na povrchu magnetickych mikrosfér. Jednotlivé sety mikrosfér (dostupnych 50 setil) se odliSuji
koncentraci dvou vnitinich fluorofort, cozZ umoziuje jejich vzdjemné rozliSeni a tak identifikaci
specifického cile vyvazaného na jejich povrchu. Samotné kvalitativni vyhodnoceni probiha
prostiednictvim odecteni fluorescencniho signdlu mikrosfér a na jejich povrchu ptichycenych

fluorescenéné¢ znacenych produkti MOL-PCR.

1. Ligace 2. Singleplexni PCR 3. Hybridizace k mikrosféram 4. MagPix analyza
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Obr. 1: Schéma prubéhu MOL-PCR reakce a MAGPIX analyzy. setumikrosfer



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

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

vysledek v disledku pfitomnosti inhibitorti ovliviiujicich prabéh reakce.

11 Cil

Na zdklad€ srovnani v soucasnosti dostupnych sekvenci celého genomu RVA byl jako
nejvhodnéjsi zvolen konzervativni tsek leZici na 7 segmentu. Tato oblast patii NSP3 genu,

jehoz produkt je zesilovac translace (Gratia et al. 2015).

Sekvence primeru pro reverzni transkripci
Sekvence reverzniho primeru byla navrZena dle analyzy celého genomu RVA. Byl zvolen
konzervativni usek predchazejici ¢asti genomu, na kterou jsou navrZzeny specifické modularni

detek¢ni sondy.

RVA_RT _primer: 5°- GTCCCCAATTTAGACTCCTACAGCT - 3" (25)

Sekvence MOLig:
Tuéné = sekvence pro vazbu univerzalnich PCR primerti; podtrZzené = sekvence specifickd pro
RVA; mald pismena = TAG sekvence MTAG-A028 umoZznujici specifickou vazbu

k mikrosféram; PHO = fosfatova skupina.

RVA_MI1: 5°-PHO-
CTCAAGATGGAGTCTACGCAACATCTCACTTCTTACTACCGCG -37 (43)

RVA_M2:
5- ACTCGTAGGGAATAAACCGTgatagatttagaatgaattaagte ATTTAATGCTTTT
CAGTGGTTGATG - 37 (69)

Délka specifické sekvence modularnich sond pro genom RVA =48 bp. Celkova délka produktu
ligace detek¢nich sond = 112 bp.



1.2 Interni kontrola

Interni kontrola (IC) je pfiddvdna do kazdé reakce. Slouzi nejen k odhaleni faleSné
negativnich vysledkti v disledku 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 stejnd sada univerzdlnich PCR primert; jednd se tedy o univerzalni IC. Pti pfipravé IC byla
pouzita nekompetitivni syntetickd sekvence zaloZend na DNA sekvencich dvou vyhynulych
druhti; konkrétné¢ se jednd o mitochondridlni DNA vakovlka tasmanského (Thylacinus
cynocephalus, Acc. No. FJ515781.1) a ptidka moa (Dinornis struthoides, Acc. No.
AY326187.1). Tato kontrolni syntetickd sekvence byla pievzata z Mikel et al. (2016),
syntetizovana de novo a klonovdna do plazmidu. Nasledné byl pfipraven in vitro transkript
(RNA). Takto ptipravend kontrola je zcela arteficidlni a podobnd sekvence se nevyskytuje
v Zddném zndmém ZivociSném, rostlinném, ¢i bakteridlnim druhu. IC je tedy moZné pouZit pro
jakykoliv templét ¢i matrici. IC v podobé RNA je skladovéna v alikvotech pro jedno pouZiti pti

teploté -70°C % 4°C do vypotiebovdni.

Sekvence primeru pro reverzni transkripci
Sekvence reverzniho primeru pro IC je navrZena pro usek predchazejici tiseku sekvence

RNA interni kontroly, na ktery jsou navrzeny specifické modularni detek¢ni sondy.

IC_RT_primer: 5- GGTTTAGAATGTTTTCTCCCGT - 37 (22)

Sekvence MOLig:
Tucné = sekvence pro vazbu univerzdlnich PCR primerti; podtrZzen¢ = sekvence specificka pro
IC; mal4 pismena = TAG sekvence MTAG-A014 umoZnujici specifickou vazbu

k mikrosféram; PHO = fosfatov4 skupina.

IC_2 M1 5°- PHO-
ATTAGCACAATGAATAATCATCGTCTCACTTCTTACTACCGCG- 37 (43)

IC_2_M2 5%-
ACTCGTAGGGAATAAACCGTattgtgaaagaaagagaagaaatt TATACACACGCAATCACCA
C-37(64)




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

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

1.3  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 reportérova molekula znacici

vysledny produkt.

uni FW: 5'- CGCGGTAGTAAGAAGTGAGA -37(20)
uni REV: 5" —=BODIPY-TMRX - ACTCGTAGGGAATAAACCGT -3"(20)

Tato sada univerzdlnich primert amplifikuje vSechny produkty ligace. Vysledna délka

amplikonu odpovida délce jednotlivych produktu ligace (~ 110 bp).

2 Predmét a pusobnost

Tato metodika slouzi ke kvalitativni detekci RV A na zédkladé€ cilové konzervativni sekvence
pfi komplexni analyze vzorkii pochdzejicich z klinickych vzorkd, tkdni a trusu zvitat,
z prostfedi, z pitné vody nebo surovin a potravin Zivo¢isSného i rostlinného puvodu

prostiednictvim metody MOL-PCR s ptedchazejicim krokem RT.

3 Podstata zkousky

Multiplexni oligonukleotidova liga¢ni polymerdzovd fetézova reakce (MOL-PCR), které
pfedchdzi RT, sinterni kontrolou (IC). Komplexni a simultidnni detekce demonstrovina
v multiplexu ¢itajicim 7 virovych systému a systém interni kontroly (8-plex) — virus hepatitidy
A, virus hepatitidy E (jeden cil pro genotyp 1 a jeden cil pro genotyp 3). norovirus (jeden cil
pro genogroups I ajeden cil pro genogroups II, adenoviry (sérotypy 40 a 41), rotavirus
(rotavirus A). Kvalitativni detekce probihd prostfednictvim odecteni fluorescencniho signdlu

vzorku oproti negativni kontrole.



4 Pristroje a pomicky

= 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, Cesk4 republika)

= Sada pipet:
s rozsahem nastavitelnym od 1000 — 5000 pul (s chybou do 5%)
s rozsahem nastavitelnym od 200 — 1000 ul (s chybou do 5%)
s rozsahem nastavitelnym od 20 — 200 ul (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 Chemikalie a roztoky

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

Virus; 200 U/ul; Takara), katalogové Cislo 2680A. RNase Inhibitor (40 U/ul; New England
Biolabs), katalogové ¢islo MO307L. ANTP PCR Mix (solution 10 mM, Serva), katalogové ¢islo
3971202. Reverzni transkriptdzu, inhibitor RN4z a ANTP mix je nutné skladovat pfti teploté -

20 °C. Za normélnich podminek stabilni do data exspirace.



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

USA), katalogové cislo M0647 S. Ligazu s pufrem je nutné skladovat pii teploté -20 °C. Za

normdlnich podminek stabilni do data exspirace.

5.3 Master Mix
2X EliZyme™ HS Robust MIX (Elisabeth Pharmacon, Cesk4 republika), katalogové &islo

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

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

5.4 Voda pro RT a MOL-PCR

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

5.5 Redéni MOLig a primeri

Specifickd MOLiga, univerzalni PCR primery a primery pro reverzni transkripci se dodavaji
v lyofilizovaném stavu od firmy Generi-Biotech (Cesk4 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 i primery jsou
evidovéany a uloZeny v mraznicce pii teploté cca -20°C + 4°C. Pii ptipravé ligacniho premixu
se pouziva pracovni roztok o koncentraci MOLig 1 pmol/ul, jak je uvedeno v odstavci 5.7. Pfi
piipravé premixu pro RT a PCR se pouziva pracovni roztok o koncentraci univerzalnich

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

5.6 Priprava RT premixu
Pro reprodukovatelnou kvantitativni detekci pomoci MOL-PCR s predchazejicim krokem

reverzni transkripce je doporuceno pfipravit si alikvoty premixti pro 100 reakci. Pro reverzni
transkripci je zapotiebi dvou smési. Prvni smés se skladd z reverznich primert pro detekované
cile a interni kontrolu, dNTP a RNA interni kontroly. Tento premix je mozné pfipravit predem
a uchovdvat v alikvotech pro jednu reakci pii cca -70°C % 4°C. Pred pouZitim se k 5 pl tohoto

premixu piida 5 pl templatové izolované RNA.



5.6.1 Prvni RT mix
Jednotlivé sloZky je doporuceno piiddvat podle uvedeného poradi:

Slozka 1 reakce 100 reakci Vysledna
koncentrace

RNase-free voda doplnit objem | 100 x doplnit objem

dNTP mix (10 nmol/ pl) 1wl 100 pl 0,5 nmol/pl

RVA_RT_primer (10 pmol/ul) pro cil 0,2 ul 20 ul 0,1 pmol/ul

IC R (10 pmol/ pul) pro IC 0,2 ul 20 ul 0,1 pmol/ul

Smés reverznich primert (10 pmol/ pul)|  x x 0,2 pl X X 20 ul 0,1 pmol/pul

IC RNA (1 fg/ ul) 1 ul 100 pl 50 ag/ wl

Templatovd RNA Sul 100 x 5 pl

Celkem 10 pl 1000 pl

x = pocet dalSich reverznich primerti v multiplexni reakci
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 ptipravit pfedem tésné pred pouZitim na

dany pocet vzork.

5.6.2 Druhy RT mix
Jednotlivé sloZky je doporuceno ptidavat podle uvedeného poradi:

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

5.7 Priprava liga¢niho premixu

Pro reprodukovatelnou kvantitativni detekci pomoci MOL-PCR je doporuceno pfipravit si
alikvoty premixti pro 100 reakci. Pokud neni liga¢ni premix pouZzit okamzité, je zapotiebi jej
uchovavat rozdélen na dvé Casti, jedna obsahuje pouze MOLiga 1 (M1) a druhd pouze MOLiga
2 (M2). Ob¢ tyto smési obsahuji krom¢ MOLig i pfislusné mnozstvi vody, liga¢niho pufru.
Pted pouzitim se tyto dvé smési smichaji dohromady a k vyslednému roztoku se ptida pouze
dané mnozstvi ligazy a templdtové DNA, respektive cDNA. Premixy se skladuji pfi cca -20°C

+ 4°C. Alikvoty premixt lze opakované zamrazovat a rozmrazovat, maximaln¢ vSak 5x.



Jednotlivé sloZky je doporuceno piiddvat podle uvedeného poradi:

Slozka 1 reakce 100 reakci Vysledna
koncentrace

PCR voda doplnit objem 100 x doplnit objem

10X Hifi Tag DNA Ligase 2,5u 250 wl 1X

Reaction Buffer

MOLigo sondy RVA_MI1 2% 0,125 pl 2% 12,5 ul 5 nM kazda

a RVA_M2 pro cil

(1 pmol/ul kazda)

MOLigo sondy IC_2_M1 2% 0,125 pul 2% 12,5 ul 5 nM kazda

alC_2_M2 pro IC

(1 pmol/ul kazda)

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

(1 pmol/ul kazda)

Hifi Tag DNA Ligase 0,5 ul 50 ul

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

Celkem 25 ul 2500 pl

x1 = pocet dal§ich MOLigo sond v multiplexnfi reakci

5.8 Priprava PCR premixu

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

alikvoty premixti pro 100 reakci sklddajici se ze v§ech komponent kromé produktii ligace, které

je vzdy nutno vyuZzit Cerstvé. Premixy se skladuji pfi cca -20°C + 4°C. Alikvoty premixu 1ze

opakovan¢ zamrazovat a rozmrazovat maximalné vSak 5x.

Jednotlivé sloZky je doporuceno ptidavat podle uvedeného poradi:

Slozka 1 reakce 100 reakci Vysledna
koncentrace

PCR voda 5,25 ul 525 ul

2X EliZymeTM HS Robust MIX 12 wl 1200 pl 1X

Primer uni FW (10 pmol/ul) 0,15 pl 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 wl

5.9 Magnetické mikrosféry

s ws

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

MCI100XX-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 chrénit pied

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

mikrosféry fadn¢ vortexovat a sonifikovat asi 30 s.

5.10 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 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 488 g 4,5 4°C
(USA)

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

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

5.11 Priprava kuli¢kového mixu

Kuli¢kovy mix se pfipravuje ¢erstvy pro konkrétni pocet vzorkl v reakci a ihned upotiebi

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

nepfipravuje a neuchovava ve formé premixu. Podle poctu MOLig v reakci (o¢ekavanych cilit)

se pridava pfislusny pocet specifickych setth mikrosfér.

Jednotlivé sloZky je doporuceno piiddvat podle uvedeného poradi:

Slozka 1 reakce 100 reakci Vysledna
koncentrace
0,1 M MES 2,5ul 250 ul 0,05 M




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

Smés potazenych MagPlex® 1 250 mikrosfér/set | 125 000 mikrosfér/set
Microspheres
1X TE pufr doplnit objem 100 x doplnit objem

Celkem 5ul 500 pl

5.12 Priprava hybridiza¢ni reakce

Hybridiza¢ni reakce se pfipravuje Cerstvd pro konkrétni pocet vzorkl v reakci aihned
probiha specificka hybridizace MOL-PCR produktii k povrchu mikrosfér; hybridiza¢ni reakce

se nepfipravuje a neuchovava ve form¢ premixu.

Jednotlivé sloZky je doporuceno ptiddvat podle uvedeného poradi:

Slozka 1 reakce 100 reakci
Kuli¢kovy mix Sul 500 pl
MOL-PCR produkt 10 pl 100 x 10 pl
celkem 15l 1500 pl

5.13 Analyzacni pufr

Roztok se ptipravuje 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

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

SloZeni a ptfiprava analyza¢niho 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 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 H,O Millipore 242.9 ml

= zdsobni Trizma base neobsahuje CI, ten je doplnén béhem dpravy pH pomoci HCI kyseliny

5.14 Kalibra¢ni a verifikac¢ni kity pro MAGPIX

Kalibra¢ni kit MAGPIX® Calibrator Kit, RUO, 25 Uses (Luminex Corp., USA),
katalogové ¢islo MPX-CAL-K25 a verifikacni 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 chranit pfed svétlem. Za normalnich podminek jsou



kity stabilni do data exspirace. Pfed kaZdym pouZitim je nutno vSechny slozky kit fddné
vortexovat a sonifikovat asi 30 s. xPONENT 4.2. ® SOFTWARE sdm naznaci, kdy je tfeba
provést kalibraci a verifikaci pfistroje; kalibrace a verifikace se provadi dle individudlniho

nastaveni (standardné kazdych 60 dni).

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

exspirace.

5.16 Roztoky pro udrzbu piistroje MAGPIX
Udrzbové rutiny piistroje i samotnd analyza vyzaduji doplnéni dH20, 70% isopropanolu, 0,1
N NaOH. Roztoky se ptipravuji za pouZiti ultracisté vody. Vysledné roztoky se skladuji pii

pokojové teploté a uzivaji se az do tplné 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.IN 0.1'g teplota

6 Postup zkousky

6.1 Bezpecfnostni opatieni

Provedeni metody nevyZzaduje zaddné zvlasStni bezpecnostni opatieni.

6.2 Okolni podminky zkousky

Provedeni metody nevyZaduje kontrolu Zadnych limitnich podminek.

6.3 Mnozstvi vzorku

Do kazdé jamky je napipetovdno 5 pl prvniho premixu pro RT a pfida se 5 pl templatové
RNA. Po provedeni denaturace se ke vzorku pifidd 10 pl druhého premixu pro RT. Po RT je
2,5 ul templatové DNA, respektive cDNA, pteneseno do 22,5 ul liga¢niho premixu. Po ligaci
se 6 ul produktu ptenese k 18 pl PCR premixu. Déle je 10 pl vysledného MOL-PCR produktu



pfidano k 5 pl kulickového mixu pro hybridizaci a pted samotnou analyzou je cely objem reakce

navySen 45 ul analyza¢niho pufru na vyslednych 60 pl.

6.4 Slepy pokus

6.4.1 Negativni kontrola

Jako negativni kontrola (no template control, NTC) je do RT ptiddna PCR Ultra H2O (Top-
Bio, Ceskd republika) v ekvivalentnim mnoZstvi k templitové RNA, tedy 5 pl. Negativni

kontrola musi byt pouzita v kazdém experimentu.

6.4.2  Pozitivni kontrola
Jako pozitivni kontrola slouzi IC. RNA i MOLiga pro IC se ptiddvaji do kazdého vzorku

a musi byt pouzity v kazdém experimentu.

6.5 Replikaty

Kazdy vzorek se analyzuje nejméné v duplikatu a piipravuji se alesponn dvé NTC na jeden
multiplexni ligani mix.
6.6 Kalibrace mériciho prostiredku pied zkouskou

Po spusténi piistroje je tfeba vzdy provést nékolik ikontl. Nejprve se saci jehla promyje
a sonifikuje v destilované vodé (dH»0). Zkontroluje se naplnéni kontejnerti 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 piistroje vZzdy provadi rutina Shut Down.



6.7 Provedeni zkousky

6.7.1

6.7.2

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

Liga¢ni protokol

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

6.7.3

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

PCR protokol

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

6.7.4

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

Hybridizacni protokol

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

6.7.5

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

pii pokojové teploté a méteni 96-ti jamkové desky trva asi 45 minut. Nameétené hodnoty jsou

1 cyklus

Uvodni denaturace

96 °C (90 s)

1 cyklus

Hybridizace

37 °C (30 min)

Pozn.: doporuceno okamzité zpracovani

Analyza



zobrazeny v XxPONENT 4.2. ® SOFTWARE (Luminex, USA), odkud jsou hruba data

exportovdna do Excelu, kde jsou jednoduchym vypoctem vyhodnocena.

7 Vypocet a vyjadreni vysledku

7.1 Hodnoceni vystupu
Od namétfenych hodnot medidnu 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.

Pvzorku = MFIvzorku - MFINTC

7.1.1 Kbvalitativni hodnoceni

Kvalitativni hodnoceni se provadi podle nésledujici tabulky:

Cil IC Celkovy vysledek
Pozitivni (+) Pozitivni (+) Vzorek je pozitivni na pfitomnost RVA
Pozitivni (+) Vzorek je pozitivni na pfitomnost RVA?*
Pozitivni (+) Vzorek je negativni na pfitomnost RVA
Vzorek je inhibovéan®

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

*Vzorek je pozitivni na piitomnost detekovaného cile, nicmén¢ je negativni v piipad¢ interni
kontroly. V tomto ptipad¢ neprobéhla reakce idedlnim zplisobem. MuZe se jednat o inhibici
reakce nebo nedokonalé provedeni izolace nukleové kyseliny (NK). V tomto pfipadé je nutné
izolovanou NK 5x a 10x nafedit, piipadné zopakovat izolaci NK ze zdsobniho duplikéatu.

Redéni je tfeba vzit v potaz v rdmci vyhodnocovani vysledkt celého analytického postupu.

®Vzorek je negativni v pifpadé interni kontroly. V tomto pifpadé neprobéhla reakce idedlnim
zpusobem. MuZe se jednat o inhibici reakce nebo nedokonalé provedeni izolace NK. V tomto
piipadé€ je nutné izolovanou NK 5x a 10x nafedit, pfipadné zopakovat izolaci NK ze zdsobniho
duplikdtu. Redénf je tieba vzit v potaz v rdmci vyhodnocovani vysledkt celého analytického

postupu.



8 Validace

8.1 Specificita
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 soucasn€ nevykazovaly identitu s jinymi
organismy. Specificita pievzatych univerzdlnich primerti byla ovéfena na 13-ti genotypech
Bacillus anthracis v piipadé Thierry et al. (2013), ale mimo jiné také na 11-ti sérotypech

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

8.2 Optimalizace reakénich podminek

Koncentrace jednotlivych MOLig byla optimalizovdna tak, aby nedochézelo
k nespecifickym reakcim s jinymi MOLigy v multiplexni ligaci a zaroven vznikalo co nejvice
ligacnich produkti. Koncentrace univerzdlnich primert byla optimalizovdna tak, aby
nedochdzelo k amplifikaci jednoho cile na tkor druhého a aby zdrovein vznikal fluorescencné
znaCeny produkt ve zvySené mife. IC byla optimalizovdna tak, aby byly pfednostné
amplifikovany a detekovény cilové sekvence. Tvorba primer-dimert a nespecifickych produktii
byla zkontrolovdna pomoci meltingové analyzy.

Funkc¢nost optimalizovanych reak¢nich podminek byla ovéfena v monoplexnich
1 multiplexnich formatech reakce, pfi¢emZ nejvysSi testovand uroven multiplexu citala

8 systému.

8.3  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 ptedchédzejicim krokem RT i analyza byly provedeny a vyhodnoceny podle
postupu popsaného v této certifikované metodice. Hodnota SM (stopové mnoZstvi) predstavuje

koncentraci cilové NK na hranici limitu detekce.



Vzorek po izolaci Kbvalitativni detekce RVA
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 pouZzitelnost metodiky v rutinni laboratorni praxi.

9 Operativni Fizeni jakosti

Je fesSeno:
1) pomoci negativni kontroly

2) interni kontrolou (IC)

III) SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

Predstavend metodika je oproti diive publikovanym postupim inovativni svym
vysokym stupném multiplexu, schopného kombinovat detekci nékolika nezdvislych cilii
a interni kontroly. Tato kombinace tak umoZziuje rychly skrinink vySetfovaného vzorku na
predpokladané spektrum patogend, jejichZz vyskyt je vazany na danou matrici a soucasné
umoziuje vyloucit faleSné negativni vysledek v disledku pfitomnosti inhibitorii. Zaroven jsou
pro tuto metodiku stanoveny parametry limitu detekce. Na zdkladé rychlé a spolehlivé
kvalitativni detekce je pak mozno vybrané vzorky vykazujici pozitivitu podrobit kvantifikacni
analyze pomoci real time PCR, a determinovat tak infek¢ni davku.

Predlozend metodika byla vyvinuta s ohledem na jeji budouci diagnostické uplatnéni.
Proto u ni byla provedena kompletni optimalizace, otestovdna specificita a citlivost,
propracovén systém kontrol a hodnoceni. Funk¢nost byla ovéfena pro monoplexni i vysoce
multiplexni ucely. Piredlozeny MOL-PCR systém s pfedchazejicim krokem RT umoziiuje
komplexni ptistup k detekci RVA a je pouzitelny pro Siroké vyuziti ve veterindrni i humanni

oblasti.



IV) POPIS UPLATNENI CERTIFIKOVANE METODIKY

Metodika je urc¢ena k rychlému skrininku a monitoringu vyskytu rotavird A v riznych
typech vzorka (klinické vzorky, veterindrni vzorky, vzorky prostiedi). UZzivatel vyuZije
vysledkli metodiky k posouzeni nutnosti zavedeni preventivnich a kontrolnich opatfeni.
UZivatelem metodiky/vysledkii ziskanych jejim uplatnénim budou laboratofe zabyvajici se
diagnostikou onemocnéni zvitat, pfipadné lidi, pfipadné¢ dalSi laboratofe zabyvajici se

vySetfovanim surovin a potravin zZivo¢isného a rostlinného ptivodu.
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