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PREDMLUVA

Africky mor prasat (AMP) patii mezi vyznamné virové onemocnéni domadcich
i divokych prasat (Sus scrofa domestica, Sus scrofa ). Pivodcem onemocnéni je dvouvldknovy
DNA virus fazeny do rodiny Asfarviridae (Dixon et al., 2003), ktery je jeji jedinym ¢lenem.
Virus je pfenosny na obratlovce, ale neni pfenosny na ¢lovéka. Pfenos onemocnéni je mozZny
piimou cestou - kontaktem zdravych zvitat s nakazenymi. AMP je virus schopny perzistovat i
po smrti nakaZeného zvifete v jeho krvi a tkdnich. Timto se otevird moZnost pfenosu viru
prostiednictvim krmnych smési obsahujicich podil tepelné¢ neupraveného veprového masa
(Wilkinson 1989). Ptenos je také mozny sylvatickou (lesni) cestou - prostfednictvim kliStat

z rodu Ornithodors (Guinat et al., 2016).

AMP zptisobuje vysoké procento umrtnosti u nakazenych zvitat. Na onemocnéni doposud
neexistuje u¢innd 1écba ani o¢kovani. O to vetsi je socio-ekonomicky dopad ndkazy na chov

prasat (Tulman E.R..et al., 2001; EFSA).

Doposud bylo identifikovano 24 genotypt, které je mozné nalézt v subsaharské Africe, avSak
jenom genotyp I a I najdeme i na ostatnich kontinentech (Lubisi et al., 2005). Genotyp I se
dostal na Pyrenejsky poloostrov v roce 1957 a 1960, pozdéji byl detekovén 1 v jinych Castech
Evropy, v Karibiku, v Brazilii, pficemz je stale pfitomny na Sardinii. V roce 2007 se genotyp
IT dostal z vychodni Afriky na Kavkaz a §if{ se velmi rychle do ostatnich zemi (Rusko, Ukrajina,

Bélorusko, Litva, Polsko, Estonsko, LotySsko, Mad’arsko).

Prvnim cilem, na ktery byly navrzené specifické modularni detekéni sondy v metodé Mol-PCR
byla oblast genu p72. Pii navrhu diagnostickych metod zaloZenych na molekulérni biologii se
vyuziva pravé vysokd konzervovanost oblasti tohoto genu (Yu et al. 1996). Diagnostika je
zaloZena na konvencni PCR a real-time PCR (Aguero M. et al., 2003; King D.P. et al., 2003;
Zsak L. et al., 2005), ob¢é metodiky jsou doporu€eny v rdmci Svétové organizace pro zdravi
zvitat. PCR test je schopen identifikovat AMP izolaty z 22 genotypt — na zdklad¢€ porovnani
sekvenci kédujicich p72.

Druhym cilem, na ktery je zaméfend diagnostika MOL-PCR je Centrdlni variabilni region,

CVR, oblast genu B602L je hypervariabilni geneticky marker, ktery je daleZity pfi identifikaci



resp. porovndni vicero genotypu — detekuje konkrétni rozdil mezi genotypy, které maji

identické oblasti p72 a pS4 (Bastos et al., 2003).
I) CIL METODIKY

Ptredkladand metodika nabizi rychly a standardizovany postup detekce pfitomnosti viru
Afrického moru prasat, respektive jeho nukleové kyseliny (DNA), ve vzorku. Tato metodika
muze byt soucasti multiplexni detekce patogenti, kterd umozinuje detekovat v jedné reakci az
n¢kolik desitek riznych patogent, pficemz jako templatovda DNA miiZe byt pouzita izolovana
DNA rtzného ptivodu, napt. z tkdni a krve zvitat, z prosttedi, z vody nebo ze surovin a masnych
vyrobkil ur€enych pro lidskou spotfebu nebo pro krmné smesi zvitat. Metodika je vyuzitelnad

jako vhodny komplexni ndstroj pro skriningové testy na Siroké spektrum patogent.

II) VLASTNI POPIS METODIKY

1 Popis MOL-PCR systému

Prikaz pfitomnosti AMP je zalozen na detekci specifické sekvence vyskytujici se

v genomu tohoto druhu. Jedna se o multiplexni MOL-PCR systém (Reslova et al. 2018), kde
detekce probihd prostifednictvim hybridizace dvou specifickych moduldrnich detekénich sond,
neboli MOLig, bezprostiedn¢ vedle sebe, k cilové sekvenci a jejich nasledné ligaci 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
univerzalnich PCR primert a TAG sekvenci pro vazbu k anti-TAGu na povrchu magnetickych
mikrosfér. Jednotlivé sety mikrosfér (dostupnych 50 setti) se odliSuji koncentraci dvou
vnitinich fluoroforti, coZ umoziiuje jejich vzajemné rozliseni a tak identifikaci specifického cile
vyvazaného na jejich povrchu. Samotné kvalitativni vyhodnoceni probiha prostfednictvim
odecteni fluorescencniho signdlu mikrosfér a na jejich povrchu pfichycenych fluorescencné

znacenych produkti MOL-PCR.

1. Ligace 2. Singleplexni PCR 3. Hybridizace k mikrosféram 4. MagPix analyza
Zelena dioda = odecteni
Ligovana MOLiga Fluorescenéné znaceny fluorescence reportéru
R MOLigo2 MOLigo1 e — produkt MOL-PCR
I €«—— IﬁG \
r4G Pho = FW primer *7 m
— —> — I ]
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Denaturovany cil (DNA nebo RNA) - primer__ —_ “/ W
Obr. 1: Schéma pribéhu MOL-PCR reakce a MAGPIX analyzy. Cervana dloda < gl

setumikrosfér




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

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

vysledek v disledku pfitomnosti inhibitori ovliviiujicich prub¢h reakce.

1.1 Cil ¢.1-VP72
Gen p72 koéduje hlavni strukturdlni protein AMP, ktery je duleZitou soucdsti pti formovani
virového kapsidu. Oblast tohoto genu je vysoce konzervovand a je ji mozné najit ve vSech 24

genotypech. C koncova oblast p72 se pouziva na rozliSeni genotypu.

Sekvence MOLig:
Tucné = sekvence pro vazbu univerzalnich PCR primerti; podtrZzen¢ = sekvence specifickd pro
AMP; mala pismena = TAG sekvence MTAG-A064 umoziujici specifickou vazbu

k mikrosféram; PHO = fosfatov4 skupina.

p72_01_M1:5"- PHO -

TTAAAAACATTTCCGTAACTGCTTCTCACTTCTTACTACCGCG -3 (43)

p72_01_M2: 5™

ACTCGTAGGGAATAAACCGTatgatgtgtttgatttgaattgaaCGTATCCGATCACATTACCTATTA — 37 (68)

1.2  Cil¢. 2-B602L (CVR)
B602L (Centralni variabilni region, CVR) je hypervariabilni geneticky marker, ktery se ukazal
jako klicovy pfi identifikaci konkrétnich genotypti (Bastos et al., 2003).

Sekvence MOLig:
Tucné = sekvence pro vazbu univerzalnich PCR primerti; podtrZzen¢ = sekvence specifickd pro
AMP; mala pismena = TAG sekvence MTAG-A067 umoZziujici specifickou vazbu

k mikrosféram; PHO = fosfatov4 skupina.

pCVR_04_M1: 5"~ PHO -

ATGTGTGCAGATACCAATGTAGATTCTCACTTCTTACTACCGCG - 37 (45)




pCVR_04_M2:5°

ACTCGTAGGGAATAAACCGttttgtgtgttattgtaattgagat TGTAGACACCTGTGCAAGC -3~
(63)

1.3  Interni kontrola

Interni kontrola (IC) je pfiddvdna do kazdé reakce. SlouZi nejen k odhaleni falesn¢
negativnich vysledkl v disledku inhibice MOL-PCR reakce, ale také jako pozitivni kontrola.
IC byla navrzena tak, aby pro vSechny MOL-PCR systémy mohl byt pouZzit stejny par IC MOlig
a stejnd sada univerzalnich PCR primert; jednd se tedy o univerzalni IC. Pfi ptipravé IC byla
pouzita nekompetitivni syntetickd sekvence zaloZend na DNA sekvencich dvou vyhynulych
druhli; konkrétné se jednd o mitochondridlni DNA vakovlka tasmédnského (Thylacinus
cynocephalus, Acc. No. FJ515781.1) a ptdka moa (Dinornis struthoides, Acc. No.
AY326187.1). Tato kontrolni synteticka sekvence o délce 150 bp byla prevzata z Mikel et al.
(2016), syntetizovana de novo a klonovana do plazmidu. Takto pfipraveny konstrukt je zcela
arteficidlni a podobnd sekvence se nevyskytuje v Zddném zndmém ZivociSném, rostlinném, ¢i
bakteridlnim druhu. IC je tedy moZné pouZit pro jakykoliv templat ¢i matrici. IC je skladovédna

pii teploté -20°C + 4°C ve 2 ml zkumavkéch se Sroubovacim vickem do vypotfebovéani.

Sekvence MOLig:
Tuéné = sekvence pro vazbu univerzdlnich PCR primerti; podtrzen¢ = sekvence specificka pro
AMP; mala pismena = TAG sekvence MTAG-A014 umoZziujici specifickou vazbu

k mikrosféram; PHO = fosfatova skupina.

IC_2_Ml1 5°- PHO-
ATTAGCACAATGAATAATCATCGTCTCACTTCTTACTACCGCG- 37 (43)

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

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

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



1.4  Sekvence univerzalnich primeri:
Univerzalni primery byly pfevzaty 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 - 3" (20)
uni REV: 5" —=BODIPY-TMRX - ACTCGTAGGGAATAAACCGT -3" (20)

Tato sada univerzalnich primerti amplifikuje vSechny produkty ligace. Vysledna délka

amplikonu odpovidé délce jednotlivych produkti ligace (~ 110 bp).

2 Predmét a pusobnost

Tato metodika slouZi ke kvalitativni detekci AMP na zdkladé cilovych gent (zastupujicich
vysoko konzervovanu oblast p72 genu a hypervariabilni geneticky marker (CVR) pii
komplexni analyze vzorkii pochézejicich z prostiedi, trusu ¢i potravin rostlinného ptivodu

prostiednictvim MOL-PCR.

3 Podstata zkousky

Multiplexni oligonukleotidova ligacni polymerazova fetézova reakce (MOL-PCR) s interni
kontrolou (IC). Komplexni a simultdnni detekce demonstrovana v multiplexu ¢itajicim 2 virové
systémy — Africky mor prasat, Suid herpesvirus 1. Kvalitativni detekce probihd prosttednictvim

odecteni fluorescen¢niho signédlu vzorku oproti negativni kontrole.

4 Pristroje a pomucky

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

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

= XPONENT 4.2.° SOFTWARE (Luminex, USA)

= Ultrasonic Cleaning Bath (BioTech, Ceskd republika)

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



s rozsahem nastavitelnym od 5 — 50 ul (s chybou do 5%)
s rozsahem nastavitelnym od 0,5 — 10 ul (s chybou do 5%)
= Spicky s filtrem k pipetdm s piislu§nym rozsahem
= Sterilni mikrozkumavky o objemu 0,2 ml x 96 se separdtnimi vicky (Bioplastics,
Nizozemsko)
= PCR deska s jamkami na objem 0,2 ml (Bioplastics, Nizozemsko)
= Chladnicka (do 5 °C)
= Mrazici box (-20 °C)
= Centrifuga MiniSpin
= Vortex V-1 Plus

5 Chemikalie a roztoky

5.1 Ligaza
Hifi Tag DNA Ligase a 10X Hifi Tag DNA Ligase Reaction Buffer (New England

BioLabs, USA), katalogové ¢islo M0647 S. Ligdzu s pufrem je nutné skladovat pii teploté

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

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

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

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

5.3 Voda pro MOL-PCR
Pro fedéni viech komponent MOL-PCR reakce se pouZivd voda PCR H>O (Top-Bio, Cesk4
republika), katalogové ¢islo P242. Skladovat pii pokojové teplote.

5.4 Redéni MOLig a PCR primeri

Specifickd MOLiga a univerzalni PCR primery se dodavaji v lyofilizovaném stavu od firmy
Generi-Biotech (Ceskd republika). Podle nidvodu uvedeného vyrobcem jsou na pracoviti
rozpusStény v PCR vod¢ tak, aby vysledna zdsobni koncentrace byla 100 pmol/ul. Sondy 1
primery jsou evidovany a uloZeny v mraznicce pfi teploté cca -20°C + 4°C. Pfi pfipravé

liga¢niho premixu se pouZziva pracovni roztok o koncentraci MOLig 1 pmol/ul, jak je uvedeno



v odstavci 5.5. Pfi pfipravé PCR premixu se pouzivd pracovni roztok o koncentraci

univerzdlnich primert 10 pmol/pul, jak je uvedeno v odstavci 5.6.

5.5 Priprava liga¢niho premixu

Pro reprodukovatelnou kvantitativni detekci pomoci MOL-PCR je doporuceno pfipravit si
alikvoty premixti pro 100 reakci sklddajici se ze vSech komponent kromé ligdzy a templdtové
DNA. Premixy se skladuji pfi cca -20°C £ 4°C. Alikvoty premix lze opakované zamrazovat

a rozmrazovat maximaln€ vsak 5x.

Jednotlivé sloZzky je doporuceno ptiddvat podle uvedeného potadi:

Slozka 1 reakce 100 reakci (96 + 4 Vysledna
rezerva) koncentrace

PCR voda doplnit objem 100 x doplnit objem

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

Reaction Buffer

MOLigo sondy p72_01_MI1 2x0,125 ul 2x12,5ul 5 nM kazda

ap72_01_M2 pro cil
(1 pmol/ul kazda)

MOLigo sondy CVR_04_MI1 2% 0,125 pul 2% 12,5 ul 5 nM kazda
a CVR_04_M2 pro cil
(1 pmol/ul kazda)

MOLigo sondy IC_2_M1 2 x 0,125 pl 2x12,5ul 5 nM kazda
alC_2_M2 pro IC
(1 pmol/ul kazda)

Smés MOLig x1 % 0,125 pul X1 % 12,5 pl 5 nM kazda
(1 pmol/ul kazda)

IC plazmid 10%/ul 0,1 pul 10,0 pul 1x10°* kopif
Hifi Tag DNA Ligase 0,5 ul 50 ul

DNA 2,5ul 100 x 2,5 ul

celkem 25 ul 2500 wl

x1 = pocet dal§ich MOLigo sond v multiplexn{ reakci

5.6 Priprava PCR premixu

Pro reprodukovatelnou kvalitativni detekci pomoci MOL-PCR je doporuceno pfipravit si
alikvoty premixt pro 100 reakci sklddajici se ze vSech komponent kromé produktii ligace,
které je vZdy nutno vyuZit Cerstvé. Premixy se skladuji pfi cca -20°C £ 4°C. Alikvoty premixi

1ze opakované zamrazovat a rozmrazovat maximalné vSak 5x.

Jednotlivé slozky je doporuceno ptiddvat podle uvedeného potadi:




Slozka 1 reakce |100 reakci (96 +4| Vysledna
rezerva) koncentrace

PCR voda 5,25 ul 525 ul

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

Primer uni FW 0,15 ul 15 ul 0,0625 uM

(10 pmol/pl)

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

Produkt ligace 6 ul 100 x 6 pl

celkem 24 ul 2400 wl

5.7 Magnetické mikrosféry

s ws

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

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

Potazené mikrosféry v 1X TE pufru je nutno skladovat v chladnicce pfi teploté 4 °C a chrénit

pied svétlem. Za normadlnich podminek jsou stabilni déle nez 1 rok. Pied kazdym pouZitim je

nutno mikrosféry fadné vortexovat a sonifikovat asi 30 s.

5.8 Roztoky pro hybridizaci

Roztoky, které jsou soucasti kulickového mixu (odstavec 5.9) se pfipravuji za pouZziti

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

zkumavek o objemu 50 ml. Z diivodu ptfedchdzeni kontaminaci je pak vhodné pouZzivané

roztoky ménit kazdé 3 mésice.

Ptiprava hybridiza¢nich roztoku a jejich skladovani:

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

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

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

5.9 Priprava kuli¢kového mixu

Kuli¢kovy mix se piipravuje Cerstvy pro konkrétni pocet vzorki v reakci a ihned upotiebi

k hybridizaci MOL-PCR produktii k povrchu magnetickych mikrosfér; kuli¢kovy mix se

nepiipravuje a neuchovéava ve formeé premixu. Podle poctu MOLig v reakci (ocekdvanych

cili) se pridava ptislusny pocet specifickych setti mikrosfér.




Jednotlivé sloZzky je doporuceno ptiddvat podle uvedeného potadi:

Slozka 1 reakce 100 reakci (96 + 4 Vysledna
rezerva) koncentrace

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

5 M Na(Cl 0,8 ul 80 ul 0,8 M

Smés potazenych MagPlex® | 2 500 mikrosfér/set | 250 000 mikrosfér/set

Microspheres

1X TE pufr doplnit objem 100 x doplnit objem

celkem Sul 500 pl

5.10 Priprava hybridiza¢ni reakce

Hybridiza¢ni reakce se ptipravuje Cerstva pro konkrétni pocet vzorkt v reakci a ihned

probiha specifickd hybridizace MOL-PCR produktti k povrchu mikrosfér; hybridiza¢ni reakce

se nepripravuje a neuchovava ve form¢ premixu.

Jednotlivé sloZky je doporuceno piidavat podle uvedeného potadi:

Slozka 1 reakce 100 reakci (96 + 4
rezerva)
Kuli¢kovy mix Sul 500 pl
MOL-PCR produkt 10 pul 100 x 10 pl
celkem 15l 1500 pl

5.11 Analyzacni pufr

Roztok se pfipravuje za pouZiti ultracisté vody. Vysledny roztok analyza¢niho pufru je

treba 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 analyzacniho pufru:

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

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

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

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

Inc TW-100100
ultracistd H.O Millipore 242.9 ml




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

5.12 Kalibradni a verifika¢ni 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 cislo MPX-PVER-K25. Oba kity je doporuceno

skladovat pfi teploté 4 °C a chrénit pted svétlem. Za normdlnich podminek jsou kity stabilni do

data exspirace. Pfed kazdym pouzitim je nutno vSechny slozky kiti fddné vortexovat a

sonifikovat asi 30 s. XPONENT 4.2.® SOFTWARE sam naznaci, kdy je tfeba provést kalibraci

a verifikaci pfistroje; kalibrace se provadi dle individudlniho nastaveni (standardné kazdych 60

dni).

5.13 Drive fluid

MAGPIX® Drive Fluid (Luminex Corp., USA), katalogové ¢islo MPXDF-4PK. Drive

fluid je doporuceno skladovat pti pokojové teploté. Za normélnich podminek stabilni do data

exspirace.

5.14 Roztoky pro udrzbu pristroje MAGPIX

Udrzbové rutiny piistroje i samotn4 analyza vyzaduji doplnéni dH,0, 70% isopropanolu

a 0,1 N NaOH. Roztoky se ptipravuji za pouZiti ultracisté vody. Vysledné roztoky se skladuji

pii pokojové teploté a uzivaji se az do uplné 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 (Ceskd republika) O.IN O.1'g teplota

6 Postup zkousky

6.1 Bezpecnostni opatieni

Provedeni metody nevyzaduje Zadné zvlastni bezpecCnostni opatieni.

6.2 Okolni podminky zkousky

Provedeni metody nevyZzaduje kontrolu Zadnych limitnich podminek.




6.3 Mnozstvi vzorku

Do kazdé jamky je napipetovano 22,5 pl ligacniho premixu a 2,5 pl templatové DNA. Po
ligaci se 6 ul produktu pienese k 18 pul PCR premixu. Déle je 10 ul vysledného MOL-PCR
produktu ptidano k 5 pl kulickového mixu a pied samotnou analyzou je cely objem reakce

navysen 45 pl analyza¢niho pufru na 60 pl.

6.4 Slepy pokus

6.4.1 Negativni kontrola

Jako negativni kontrola (no template control, NTC) je do MOL-PCR reakce ptidina PCR
voda v ekvivalentnim mnoZzstvi k templatové DNA, tedy 2,5 ul. Negativni kontrola musi byt

pouzita v kazdém experimentu.

6.4.2 Pozitivni kontrola

Jako pozitivni kontrola slouzi IC. Plazmid i MOLiga pro IC se piiddvaji do kazdého

liga¢niho premixu a musi byt pouZita v kazdém experimentu.

6.5 Replikaty
Kazdy vzorek se analyzuje nejméné¢ v duplikatu a pfipravuji se alespon dvé NTC na jeden

multiplexni ligacni mix.

6.6 Priprava mériciho pristroje pired zkouskou

Po spusténi pfistroje je tfeba vzdy provést nékolik ukond. Zkontroluje se naplnéni
kontejnert 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 potfeby). Po skonceni analyz se pied vypnutim pftistroje vZdy provadi rutina

Shut Down.

6.7 Provedeni zkousky

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

1 cyklus Uvodni denaturace 95 °C (10 min)

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




#uchovani do dalsiho zpracovani; nutno zpracovat béhem jednoho dne

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

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

Hold? 10 °C

#uchovani do dalsiho zpracovani

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

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

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

probihd pfi pokojové teploté a méteni 96-ti jamkové desky trvd asi 45 minut. Namétené
hodnoty jsou zobrazeny v softwaru xPONENT 4.2. ® SOFTWARE (Luminex, USA), odkud

jsou hrubd data exportovédna do Excelu, kde jsou jednoduchym vypoctem vyhodnocena.

7 Vypocet a vyjadreni vysledku

7.1 Hodnoceni vystupu
Od naméienych hodnot medidnu intenzity fluorescence (MFI) se odecte hodnota MFI

pfisluSné negativni kontroly NTC pro dany region mikrosfér. Je-1i vysledna hodnota (P) vys$

nez 100, vzorek je vyhodnocen jako pozitivni.

Pvzorku = MFIvzorku - MFINTC



7.1.1 Kbvalitativni hodnoceni

Kvalitativni hodnoceni se provadi podle nasledujici tabulky:

Cil¢. 1 Cil¢. 2 IC Celkovy vysledek
Vzorek je pozitivni na AMP a
Pozitivni (+) Pozitivni (+) Pozitivni (+)
obsahuje oblasti p72 a CVR

Vzorek je pozitivni na AMP, ale

Pozitivni (+) Pozitivni (+)
neobsahuje oblast CVR

Vzorek je pozitivni na AMP, ale

Pozitivni (+) Pozitivni (+)

neobsahuje oblast p72

Vzorek je pozitivni na AMP a

Pozitivni (+) bsahic CVR®
obsahuje

Vzorek je pozitivni na AMP a

Pozitivni (+) Pozitivni (+) .
obsahuje oblasti p72 a CVR

Pozitivni (+) Vzorek je negativni na AMP

Vzorek je inhibovan™

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

*Vzorek je pozitivni na piitomnost detekovaného cile. V piipadé interni amplifika¢ni kontroly
je vzorek negativni. Znamena to, Ze reakce neprob¢hla idedlnim zpisobem. Muze se jednat o
inhibici reakce nebo nedokonalé provedeni izolace nukleové kyseliny (NK). V tomto piipadé
je nutné izolovanou NK 5x a 10x nafedit, piipadné¢ zopakovat izolaci NK ze zdsobniho
duplikdtu. Redén{ je tfeba vzit v potaz v rdmci vyhodnocovani vysledki celého analytického

postupu.

" KdyZ je vzorek negativni v piipadé interni kontroly, reakce neprobéhla idedlnim zptisobem.
Muze se jednat o inhibici reakce nebo nedokonalé provedeni izolace NK. V tomto piipad¢ je
nutné izolovanou NK 5x a 10x natedit, ptipadné€ zopakovat izolaci NK ze zasobniho duplikétu.

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

8 Validace



8.1 Specificita
Navrzené sekvence MOLig byly porovniany 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 souc¢asn¢ nevykazovaly identitu s jinymi
organismy. Specificita pfevzatych univerzalnich primer 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).

8.2 Optimalizace reakénich podminek

Koncentrace jednotlivych MOLig byla optimalizovdna tak, aby nedochézelo
k nespecifickym reakcim s jinymi MOLigy v multiplexni ligaci a zdroven vznikalo co nejvice
liga¢nich produktii. Koncentrace univerzdlnich primert byla optimalizovdna tak, aby
nedochdzelo k amplifikaci jednoho cile na tkor druhého a aby zdroven vznikal fluorescencné
znaceny produkt ve zvySené mife. IC byla optimalizovdna tak, aby byly piednostné
amplifikovany a detekovéany cilové sekvence. Tvorba primer-dimera a nespecifickych produktt
byla zkontrolovdna pomoci meltingové analyzy.

Funk¢nost optimalizovanych reakénich podminek byla ovéfena v monoplexnich 1
multiplexnich formdatech reakce, pfiCemZ nejvysSi testovand udrovenl multiplexu citala

2 systému.

8.3  Kruhovy test
Vzorky pro kruhovy test byly pfipraveny na VUVeL v podobé& koncentraéniho gradientu
izolované DNA s ohledem na empiricky stanovenou citlivost multiplexni MOL-PCR reakce
1 - 0,1 ng templatové DNA pro dany cil (Stucki et al., 2012; Thierry et al., 2013).
MOL-PCR i analyza byly provedeny a vyhodnoceny podle postupu popsaného v této
certifikované metodice. Hodnota S (stopové mnozstvi) predstavuje koncentraci cilové DNA

na hranici limitu detekce.

Kvalitativni detekce AMP oblast p72

Vzorek Vzorek po izolaci DNA , VVetU VFU CBO
VUVeL
Hlucin Brno Téchonin
V/ Nefedény + + + +
5X 5X fedény + + + +




10X 10X fedény + + + +
10X 10X fedény + + + +
S 40X fedény + - - +
Negativni + 10X fedénd
Ex - - - -
DNA S. aureus

K+ IC (1 ng/pl) + + + +
NTC Negativni - - - -

Vysledky kruhového testu potvrdily pouZitelnost metodiky v rutinni laboratorni praxi.

Kvalitativni detekce AMP oblast CVR

Vzorek | Vzorek po izolaci DNA , , CBO
VUVeL | VVetU Hluéin | VFU Brno
Téchonin
Z Netfedény + + + +
5X 5X tedény + + + +
10X 10X tedény + + - +
10X 10X fedény + + - +
S 40 X fedény + + - +
Negativni + 10X fedéna
Ex - - - -
DNA S. aureus

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

Vysledky kruhového testu potvrdily pouZitelnost metodiky v rutinni laboratorni praxi.

2 M2

9 QOperativni Fizeni jakosti

Je feSeno:
1) pomoci negativni kontroly

2) interni kontrolou (IC)

I1II) SROVNANI NOVOSTI POSTUPU




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

Pfedlozend 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. PfedloZeny MOL-PCR systém umoznuje komplexni piistup k detekci AMP

a je pouzitelny pro Siroké vyuziti ve veterinarni oblasti.

IV) POPIS UPLATNENI CERTIFIKOVANE METODIKY

Metodika je urcena k rychlému skrininku a monitoringu vyskytu afrického moru prasat
v riznych typech vzorki (klinickych vzorcich, masnich vyrobcich, vzorcich tkdné, prostiedi).
UZivatel vyuzije vysledkli metodiky k posouzeni nutnosti zavedeni preventivnich a kontrolnich
opatieni laboratofe zabyvajici se diagnostikou onemocnéni zvitat, piipadné lidi, pfipadné dalsi

laboratoie zabyvajici se vySetfovanim surovin a potravin ZivocisSného ptivodu.
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