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I. Cil metodiky

Metodika je zamérena na rychlou detekci ribonukleové kyseliny (RNA) viru praseci
hemaglutinujici encefalomyelitidy (PHEV) ve vzorcich vytérud sliznic hornich cest dychacich.
PHEV se stava jednim z nové detekovanych plvodcd infekénich onemocnéni prasat. Lze jej
zjistovat ve vytérech z hornich cest dychacich u zdravych prasat a pfitomnost PHEV byla touto
metodikou potvrzena i v ¢eskych chovech (Moutelikova a kol. 2017). Metodika pro detekci
PHEV proto predstavuje vhodny ndstroj pro diferencidlni diagnostiku pfi komplexni
virologickém vysetfeni nebo pro ptipad, Ze by doslo kvyskytu klinického onemocnéni

zplGsobeného PHEV v nasich chovech.

Il. Vlastni popis metodiky

1. Uvod

PHEV byl poprvé izolovan v roce 1962 v Kanadé z mozku sajiciho selete s priznaky neurologické
infekce (Greig et al. 1962), nicméné onemocnéni samotné bylo popsano jiz na podzim roku
1957 (Roe and Alexander 1958). V roce 1969 byl antigenné identicky virus potvrzen jako
pri¢ina zvraceni a chrfadnuti sajicich selat ve Velké Britanii. Vtomto pfipadé nebyly
zaznamenany pfiznaky encefalomyelitidy (Cartwrighr et al. 1969). Virus byl v Evropé poprvé
izolovan vroce 1972 v Belgii z tonzil prasete, u kterého pfiznaky onemocnéni zahrnovaly
zvraceni a vyCerpdani bez encefalomyelitidy (Pensaert 2006). Na zakladé sekvenacnich dat Ize
usuzovat, Ze PHEV zUstava geneticky stabilni od prvniho zachytu viru v roce 1962 (Dong et al.
2014). Zejména v 70. letech minulého stoleti pak probéhlo nékolik epizootologickych studii,
které odhalily, Ze PHEV se v populaci prasat vyskytuje béziné a s nejvétsi pravdépodobnosti
celosvétové. V evropskych zemich byla zjisténa znacna séropozitivita u vykrmovych prasat
v Anglii (49%), Severnim Irsku (43%) a Némecku (75%). Vysoké hladiny protilatek byly
detekovany také v chovech v Dansku, Francii, Belgii a Rakousku. Oproti tomu ve Finsku byla
testovand zvifata negativni (Pensaert 2006). Oproti tomu klinickd onemocnéni zpUsobena
PHEV jsou popisovana sporadicky, protoZe ve vétsiné pripadl a predevsim u starSich selat
onemocnéni probihda subklinicky (Chen et al. 2011). V chovech, ve kterych se PHEV vyskytuje

endemicky, je vétsina selat chranéna kolostralnimi protilatkami, které pretrvavaji v priiméru



deset az jedendct tydn(. Presto se vsak klinickd onemocnéni zplsobené PHEV vyskytuji.
V Kanadé byla v roce 2000 popsana epidemie PHEV, béhem které dosahla mortalita u sajicich
selat s paralyzou zadnich koncetin az 100% (Sasseville et al. 2001). Epidemie encefalomyelitidy
postihla v roce 6000 prasnic v Argentiné s mortalitou sajicich selat dosahujici témér 17%
(Quiroga et al. 2008). Vroce 2015 byla v USA popsana atypickd infekce se
zavaznymi respiracnimi pfiznaky u vystavnich prasat ve véku 6-8 mésic(ll (Lorbach et al. 2017).
V soucasnosti je PHEV klasifikovan jako zastupce rodu Betacoronavirus vramci celedi
Coronaviridae. Jedna se o obaleny virus s pozitivni jednofetézcovou RNA (+ssRNA) (de Groot
et al. 2012). Vzhledem ke genetické stabilité PHEV se jako optimalni nabizi metoda pfimého
prikazu virového genomu metodou end-point reverzné transkripcni polymerdzové retézové

reakce.

Tato metodika vznikla jako jeden z planovanych vysledkl projektu MZe NAZV QJ1510108 ve
spoluprdci Vyzkumného Ustavu veterindrniho |ékafstvi, v.v.i.,, Veterindrni a farmaceutické
univerzity v Brné a Agrofarm a.s.

Vlastni metodické postupy pro PCR detekci RNA viru porcinni hemaglutinujici
encefalomyelitidy (PHEV), vybrané publikované postupy byly ovéfeny na sbirkovych kmenech
virll a nasledné na souboru terénnich vzorkd (Moutelikova et al. 2017). Metodicky postup byl
testovan na vzorcich vytérd z rypdku. Pfitomnost viru v krvi zvifat pozitivnich na pfitomnost
virové RNA ve vytérech z rypdku nebyla testovana. Vzniku metodiky predchdzelo zverejnéni

vysledk( v odbornych ¢asopisech (viz kapitola VI. Seznam publikaci pfedchazejicich metodice).

2.  Detekce nukleové kyseliny viru porcinnni hemaglutinujici encefalomyelitidy metodou

end-point reverzné transkripcni polymerazové retézové reakce

2.1 Predmét plisobnosti a podstata metody

Tato metodika popisuje systém slouzici k identifikaci viru hemaglutinujici encefalomyelitidy
prasat ve vzorcich stér ze sliznic hornich cest dychacich na zakladé detekce ¢asti strukturnich
genld pro hemaglutinin-esterazu (HE) a S protein (S). Metoda je zaloZena na end-point
reverzné transkripéni polymerazové retézové reakci (RT-PCR). Uvedené oligonukleotidové

primery jsou vhodné pro jednokrokovy i dvoukrokovy format reakce.



2.2 Potfeby a pomlcky

2.2.1 Oligonukleotidové primery

Pro potfeby metodiky byly pouZity oligonukliotidové primery publikované Dong et al. (2014).

Oznaceni primerd, jejich sekvence a parametry reakce jsou uvedeny v Tabulce 1.

Tabulka 1: Sekvence primer(i a parametry amplifikacni reakce.

Oznaceni | Sekvence primeru (5 - 3) Teplota annealingu* | Délka produktu
P3 gtttgg cct ctt ttt cct ttt g 51°C 322 bp
P4 tca gag cta ata gat ggc aca cc

*V zavislosti na pouzivané Taq polymeraze. . Uvedend teplota byla pouZita s nasledujicimi
produkty: Aptamer Hot Start Mastermix (Top-Bio, s.r.0.) — pouziti tohoto produktu
pfedchdzela reverzni transkripce s hexamery a oligo (dT)20 pomoci Transcriptor First Strand
cDNA Synthesis Kit (Roche), HyperScript™ One-step RT-PCR Premix (Geneall Biotechnology
Co., Ltd.).

2.2.2 Kontrolni kmen

Jako pozitivni kontrola pro reverzné transkripéni polymerazovou fetézovou reakci byl pouzit
sbirkovy kmen CAPM V-167 (Sbirka zoopatogennich mikroorganismd, Vyzkumny Ustav

veterinarniho lékarstvi, v.v.i., Hudcova 296/70, 621 00 Brno).

2.2.3 Ostatni potreby a pomucky specifické pro metodicky postup

e odbérové tampony FLOQSwabs Regular sterile in dry tube Molded Break point 80 mm
(Copan Flock Technologies, s.r.l)

e pufrovany fyziologicky roztok (napr. Dulbecco's Phosphate Buffered Saline w/o
Calcium w/o Magnesium, BIOSERA)

e High Pure Viral Nucleic Acid Kit (Roche)

e variantné (viz kapitola 2.3.3) HyperScript™ One-step RT-PCR Premix (Geneall
Biotechnology Co., Ltd.) nebo Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche) a

Aptamer Hot Start Mastermix (Top-Bio, s.r.o.)



2.3 Postup

2.3.1 Odbér vzork

Pro ziskani vytérd z rypaku je optimalni pouzit odbérové tampony FLOQSwabs Regular sterile
in dry tube Molded Break point 80 mm (Copan Flock Technologies, s.r.l). Materidl odbérového
tamponu umozni oproti tradi¢nimu vatovému tamponu efektivnéjsi vymyti vzorku, tampon
nenasakne roztok pouzivany pro vymyti vzorku, coz se u vatovych tamponl stava. Tampon
s odebranym vzorkem se vymyje do 200 pl pufrovaného fyziologického roztoku. Takto
pfipraveny vzorek se pfimo pouZzije k extrakci nukleovych kyselin, ptipadné jej Ize uchovat pfi

-80 °C.

2.3.2 Extrakce RNA
Pro extrakci RNA byla dle navodu vyrobce pouzita souprava High Pure Viral Nucleic Acid Kit
(Roche) umoziujici soubéznou extrakci RNA a DNA. Ziskana smés nukleovych kyselin byla

uchovana pfi-80 °C k dalSimu pouZiti.

2.3.3 Provedeni reverzni transkripce a polymerazové retézové reakce

Popisovany metodicky postup poskytuje ovérené sekvence primer( testované v RT-PCR
v jednokrokovém i dvoukrokovém formatu a vyuzitim kontrolnim kmenu virtl (CAPM V-167 a
CAPM V-316) a terénnich vzork(. Pro detekci virové RNA byly pouzity nasledujici soupravy dle
navodu vyrobce: pro jednokrokovou RT-PCR HyperScript™ One-step RT-PCR Premix (Geneall
Biotechnology Co., Ltd.), pro dvoukrokovou RT-PCR Transcriptor First Strand cDNA Synthesis
Kit (Roche) a Aptamer Hot Start Mastermix (Top-Bio, s.r.o.). SloZzeni reakénich smési pro
jednotlivé soupravy jsou uvedeny v Tabulce 2. Teplotni profily pro jednotlivé soupravy jsou
uvedeny v Tabulce 3. Ziskany amplifikacni produkt Ize v pfipadé potifeby pfimo sekvenovat
s uvedenymi oligonukleotidovymi primery. Pro pouziti metody v laboratofi uzivatele vysledku

Ize optimalizovat metodicky postup s vlastnimi chemikaliemi pouzivanymi v dané laboratofi.



Tabulka 2: SloZzeni reakénich smési

HyperScript™ One-step RT-PCR Premix (Geneall Biotechnology Co., Ltd.)*

Komponenta Koncentrace | MnoZstvina 1 vzorek

RT-PCR premix 1x 10 pl (baleno ve stripech 8x0,2 pl zkumavky)
primer F—P3 [10 pmol/ ul] | 0,5 uM 1ul

primer R —P4 [10 pmol/ ul] | 0,75 uM 1,5 ul

voda bez nukleaz** - 2,5 ul

RNA max. 2 ug 5ul

Celkovy objem reakéni smési 20 ul

Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche)

RNA premix:

Komponenta MnoZstvi na 1 vzorek
oligo (dT)1s 1ul

smés hexamerd( 2 ul

voda 5ul

RNA (max. 100 mg) 5ul

Objem reakcni smési: 13 ul

RT premix:

Komponenta MnoZstvi na 1 vzorek
reakcni pufr 4 pul

inhibitor RNaz 0,5 ul

dNTP mix 2 ul

Transcriptor reverzni transkriptaza 0,5 ul

7 ul RT premixu pridat k 13 ul RNA premixu

Celkovy objem reakéni smési:

20 pl

Aptamer Hot Start Mastermix (Top-Bio, s.r.o.)

Komponenta Koncentrace MnoZstvi na 1 vzorek
master mix 1x 10

voda - 6 ul

primer F—P3 [10 pmol/ ul] | 0,5 uM 1l

primer R—P4 [10 pmol/ ul] | 0,5 uM 1l

cDNA 2 ul

Celkovy objem reakéni smési 20 pl

*produkt je dodavan ve zkumavkach po jednotlivych reakcich pro celkovy objem reakéni smési

20 ul

** napt. PCR Ultra H,0 (Top-Bio, s.r.0.)




Tabulka 3: Teplotni profily amplifika¢nich reakci

HyperScript™ One-step RT-PCR Premix (Geneall Biotechnology Co., Ltd.)

reverzni transkripce reverzni transkripce 55 °C/45 min | 1 cyklus
inaktivace/denaturace | 94 °C/4 min
polymerazova rfetézova reakce denaturace 94 °C/30s 35 cyklG*
nasednuti primer( 51°C/30s
syntéza 72 °C/30s
zavérecna syntéza 72 °C/5 min 1 cyklus
chlazeni 12 °C -

Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche)
denaturace smési RNA s primery | 65 °C/10 min

(RNA premix) zkumavku se vzorkem neprodlené umistit na led
reverzni transkripce 25 °C/10 min
55 °C/30 min
85 °C/5 min
chlazeni zkumavku se vzorkem neprodlené umistit na led
Aptamer Hot Start Mastermix (Top-Bio, s.r.o.)
polymerazova retézova reakce pocatecni denaturace 94 °C/1 min 1 cyklus
denaturace 94 °C/15 s 35 cykla*
nasednuti primer( 51°C/15s
syntéza 72°C/30s
zavérecna syntéza 72 °C/7 min 1 cyklus
chlazeni 12 °C -

*v pripadé negativniho vysledku doporu€ujeme provést reamplifikaci se stejnym parem
primer0 a soupravou Aptamer Hot Start Mastermix (Top-Bio, s.r.0) a totoznym teplotnim
profilem, se snizenym poctem cykll (tj. 30 cykld) u polymerdzové retézové reakce

lll. Srovnani novosti postupli

Diagnostika PHEV neni vzhledem k absenci klinického onemocnéni v Ceské republice béiné
provadéna. PredloZzeny metodicky postup umoziuje primou detekci RNA viru praseci
hemaglutinujici encefalomyelitidy ve vzorku wvytéru zrypdku. Pouzité detekéni
oligonukleotidové primery byly ovéreny s pozitivhim vysledkem pfi detekci kmen( aktudlné
cirkulujicich v chovech prasat v Ceské republice a metoda je proto vyuzitelna k diagnostickym

uceldm.



IV.Popis uplatnéni metodiky

Certifikovana metodika je urcena veterinarnim diagnostickym laboratofi vSech typ( (Statni
veterinarni Ustavy, soukromé veterinarni laboratore atd.) v€etné pracovist ve Vyzkumném
ustavu veterinarniho lékarstvi a Veterinarni a farmaceutické univerzity Brno. Pfedpokladame,
Ze chovatelé prasat a veterindrni Iékafi — specialisté v chovech prasat si budou zadavat
vydetieni v téchto typech laboratofi (véetné VUVel). Metodika je fedena v Uzké spolupraci se
Svazem chovatel( prasat v Cechach a na Moravé, zejména jeji zdravotni komisi. Chovateléim

se tak nabizi prohloubeni diagnostiky o dalsi vyznamné infekéni agens.

V. Ekonomické aspekty

Ekonomicky pfinos spocivd v moznosti prohloubeni diagnostiky vyznamnych infekénich
patogenud v chovech prasat. Bez spravné diagnostiky, zaloZzené na dikazech nejsou mozna
zadnd dalsi profylakticka opatfeni. Odhaduje se, Ze spravnd diagnostika se podili na
ekonomickém efektu zdravotnich opatfeni nejméné 30 %.. Hlavni prinos, ackoliv nepfimy,
spociva v prohloubeni znalosti o infekéni situaci v chovech prasat a tim v lepSi moZnosti
nastaveni ozdravovacich postupl. Ty, samoziejmé, vedou ke zvysSeni produkénich a

reprodukcnich ukazatell a ve svém konecném dusledku k dosazeni rentability chovu.
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