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1. UvoD

Akutni prljmovda onemocnéni patfi mezi nejcastéjsi pricinu umrti u malych déti a kojencl na
celém svété. Kromé bakteridlnich plvodcl gastroenteritid jsou zavazné prijmy zplsobovany
virovymi agens, z nichZ k nejvyznamné;jsim patfi pfedevsim rotaviry.

Rod Rotavirus z Celedi Reoviridae je ¢lenén na druhy (také nazyvany skupiny) Rotavirus A az
Rotavirus | (RVA-RVI). Skupiny rotavirGd A, B, C a H mohou nakazit jak ¢lovéka, tak zvifata,
zatimco skupiny D, E, F, G a | byly nalezeny pouze u zvifat. Nejvyznamnéjsi skupinou infikujici
Clovéka jsou RVA, které zpUsobuji rocné vice nez 215 000 umrti u déti mladsich 5 let, cozZ
predstavuje vice neZ 33 % umrti nasledkem préjmového onemocnéni [1]. V Ceské republice
jsou RVA v soucasnosti podle oficidlnich uUdaji z databdze Epidat tretim nejcastéjsim
pUvodcem gastroenteritid - 11,2 % prijmovych onemocnéni celkem (u déti do 5 let 23,0 %).
Skutecny vyskyt je vsak pravdépodobné nékolikanasobné vyssi, nebot vétsina ndkaz je
hlasena na zakladé laboratorniho vysetfeni hospitalizovanych pacientl a pfi objasfiovani
epidemickych vyskytl [2].

Rotaviry skupiny B (RVB) se u lidi doposud vyskytly pouze v asijskych zemich. Poprvé byly
popsany v souvislosti s rozsdhlou epidemii gastroenteritidy vroce 1982 v Ciné [3] a v
neddvné dobé byl RVB popsan jako plivodce prlijmovych onemocnéni u dospélych i u déti
v Bangladési a v Barmé [4,5].

Rotavirus C (RVC) byl naproti tomu prokdazan v mnoha zemich Evropy, Asie, Ameriky i v
Australii. Podle dostupnych studii se RVC podili na vSech gastroenterdlnich onemocnénich
0,4 % v Madarsku, 4,4 % ve Spanélsku, 10,2 % v Japonsku a aZ 16,1 % v USA [6-9]. Soustavné
sledovani vyskytu RVC u lidi neni provddéno, udaje o podilu RVC na pfipadech onemocnéni
GIT se lisi v zavislosti na pouzité metodice a vychozim souboru vzork( (déti, dospéli). Obecné
se predpoklada, Zze RVC zplsobuje méné nez 10% vsech pripadl gastrointestinalnich infekci,
coz je srovnatelné s poctem infekci zplisobenych astroviry ¢i adenoviry.

Rotavirus H (RVH) prozatim zahrnuje virus NADRV, ktery byl popsdn jako plivodce epidemie
gastroenteritidy dospélych v Ciné roku 1997 a déle kmen B219, ktery byl izolovan pfi vyskytu
prajmového onemocnéni v Bangladési v roce 2002 [10,11].

Rutinni laboratorni diagnostika je provadéna pomoci prikazu virového antigenu ve stolici
metodou ELISA ¢i imunochromatografickymi a latexaglutinacnimi rychlymi testy. Tyto

diagnostické testy jsou zaméreny na virovy strukturdlni protein VP6, ktery je specificky pro



jednotlivé skupiny (druhy) rotavir(. Proto také bézné pouZivanymi diagnostickymi kity neni
mozné odhalit infekci jinym druhem rotavir(i, nez je RVA. Oproti tomu reverzné transkripcni
polymerazova fetézova reakce (RT-PCR), at uz v klasickém formatu nebo v redlném case (RT-
gPCR), je vysoce specificka a citlivd metoda, kterou je moiné vyuZit k soucasné detekci

rdznych druh( enterdlnich patogend.

2. CiL METODIKY FUNKCNIHO VZORKU

Cilem metodiky bylo zavést a ovéfit metodu zaloZzenou na RT-gqPCR pro detekci genomové

RNA rotavir(i skupin A a C (RVA a RVC) ve vzorcich lidské stolice.

3. VLASTNIi POPIS FUNKCNIHO VZORKU

3.1. Priprava suspenze stolice a izolace RNA

Vzorky stolice pro ucely virologického vysSetfeni byly odebirany na klinickych pracovistich
pomoci komercéné dostupnych odbérovych nadobek bez pouziti transportniho média. Vzorek
stolice byl uchovavan pfi -70 °C az do doby zpracovani. Pro pfipravu 10% suspenze bylo
pouzito 100 mg (nebo 100 ul) odebrané stolice a 900 ul PBS (Biosera, Francie). Ke smési byly
pridany dvé sterilni sklenéné kulicky (pridmér 1 mm) a vSe bylo umisténo na trepacku (10
min/2100 rpm), poté centrifugovdno 1 min/12000 rpm. Supernatant byl dale poufZit
k extrakci virové RNA pomoci TRl Reagent (Sigma Aldrich, USA) podle navodu vyrobce.
Izolovand RNA byla rozpusténa ve 100 pl sterilni vody bez RN4z a skladovana pfi teploté

<-70°C.

3.2. Postup provedeni RT-qPCR

Pro provedeni jednokrokové reverzné-transkripéni PCR vredlném case (RT-gPCR) ke
specifické detekci casti virového genomu rotavirl byla pouZita souprava Luna Universal
Probe One-Step RT-gqPCR Kit (New England Biolabs, USA) dle navodu vyrobce. Pro detekci

RVA byly vybrany dva cile zamérené na vysoce konzervované oblasti nestrukturniho proteinu



NSP3, které byly jiz dfive publikovany [12,13]. Pro ucely nasi studie byly primery i sondy
mirné modifikovany a pouZity v systému duplexni reakce. PFi vyuziti dvou cili pro detekci
jednoho organismu se pravdépodobnost Uspésné detekce vyrazné zvysSuje. Pro detekci RVC
byly pomoci verejné dostupného programu Primer3web, verze 4.1.0 (dostupny na

http://primer3.ut.ee) navrieny primery detekujici konzervovanou oblast strukturniho

virového proteinu VP6 spolu se sondou zna¢enou BHQ1-HEX. Sekvence pouZzitych primerd a

TagMan sond jsou uvedeny v Tabulce 1.

Tabulka 1. Sekvence primerl a sond pouzitych pro detekci RVA a RVC pomoci RT-qPCR a
jejich umisténi v oblasti genomu (RVA — segment NSP3, pfistupovy kéd GenBank LC477619,
RVC — segment VP6, pristupovy kdd X59843).

Primery a proby Sekvence nukleotidl (5" = 3°) Umisténi
RVA-JVK-Fd CAGTKGTTGMTGCTCAAGATG 13-33
RVA-JVK-Rd TCATTGTAATCATAYTGAATWCCCA 143-119

RVA-JVK-P (FAM-BHQ1) ACAACTGCAGCTTCAAAAGAAGWGT 92-68
huRVA-gF ACCATCTWCACRTRACCCTC 984 - 1003
huRVA-gR CACATAACGCCCCYATAGCC 1067 - 1048

huRVA-gP (HEX-BHQ1)) ATGAGCACAATAGTTAAAAGCTAACACTGTCAA | 1005 -1037

RVC-VP6-gF CYGTGAAGAGAATGGTRWTGTAGA 1188-1211
RVC-VP6-gR CCCTAYGCAAGCRTGGACTA 1297-1278
RVC-VP6-gP (BHQ1-FAM) | CATGTAGCATGAATCACGACTGGGTT 1252-1277

Jednokrokova RT-qPCR pro detekci RVA je provadéna ve formatu duplex, kdy jsou oba cile

detekovany soucasné. Slozeni reakéni smési je uvedeno v Tabulce 2.

Tabulka 2. SloZeni reakéni smési pro detekci RVA pomoci RT-qPCR

Slozka Objem pro 1 reakci (20 ul) | Vysledna koncentrace
H,0 bez nukleaz 0,4 ul
Luna Universal Probe One-Ste
Reaction Mix (2x) i 10w 1x
Luna WarmStart RT Enzyme Mix 14l 1x
(20x)
RVA-JVK-Fd (10 uM) 0,8 ul 0,4 uM
RVA-JVK-Rd (10 uM) 0,8 ul 0,4 uM
RVA-JVK-P (10 uM) 0,4 pl 0,2 uM
huRVA-gF (10 uM) 0,8 ul 0,4 uM
huRVA-gR (10 uM) 0,8 ul 0,4 uM
huRVA-gP (10 uM) 0,4 ul 0,2 uM
Templat — celkova RNA 5ul



http://primer3.ut.ee/

Rotaviry C je mozné detekovat v reakci formatu duplex, kdy je misto prvni sady primer0 pro
RVA (RVA-JVK-Fd+RVA-JVK-Rd) a sondy s FAM fluoroforem (RVA-JVK-P) pfidana sada primeru
pro RVC (RVC-VP6-gF+RVC-VP6-qR) a sonda (RVC-VP6-gP) ve stejnych objemech.

Nebo je mozné detekovat RVC v samostatné reakci RT-qPCR, potom je sloZeni reakéni smési

nasledujici:

Tabulka 3. SloZeni reakéni smési pro detekci RVC.

Slozka Objem pro 1 reakci (20 pl) | Vysledna koncentrace
H20 bez nukleaz 2 ul
Luna Universal Probe One-Step
Reaction Mix (2x) ou Ix
Luna WarmStart RT Enzyme Mix 1l 1x
(20x)
RVC-VP6-qF (10 pM) 0,8 ul 0,4 uM
RVC-VP6-gR (10 uM) 0,8 ul 0,4 uM
RVC-VP6-gP (10 puM) 0,4 pl 0,2 uM
Templat — celkova RNA 5ul

Po smichani viech sloZek podle poctu analyzovanych vzorkd + potfebné mnozstvi kontrol je
reakéni smés dikladné promichana (vortex) a kratce stocena na stolni centrifuze. Reak¢ni
smés (15 ul/1 jamka) je poté prenesena na 96-jamkovou desticku pro gPCR (Roche,
Némecko), je pfidana extrahovana RNA vzorku (5 pl/1 jamka), negativni a pozitivni kontroly
(viz nize) a desticka je prekryta folii. Po centrifugaci (2 min/2000 rpm) je desticka vloZena do

cykleru. Teplotni profil amplifikaéni reakce je uveden v Tabulce 3.

Tabulka 4. Teplotni profil reakce v pfistroji LightCycler® 480.

Krok Teplota Cas Poéeﬂt
cyklt
Reverzni transkripce 55°C 10 minut 1
Uvodni denaturace 95 °C 1 minuta 1
Denaturace 95 °C 10 sekund 45
Extenze 60 °C 30 sekund (+ odecet fluorescence)
Chlazeni 40 °C 15 sekund 1

3.2.1. Kontroly reakce

Jako negativni kontrola reakce bez templatu je pouZita H,0 bez nukledz (5 pl).




Jako pozitivni kontrola reakce byla pouZita RNA obsahujici cilovou sekvenci reakce
pfipravend reverzné genetickou metodou. V pfipadé RVA byl pouZit PCR produkt
z pozitivniho vzorku pfipraveny s primery pro RT-qPCR, ktery byl dle ndvodu vyrobce
zaklonovan do plazmidu (TOPO TA Cloning® Kit, Invitrogen, USA) a pomoci T7 polymerazy
pfepsan do RNA (MEGAscript® RNAi Kit, Ambion, USA). Koncentrace vysledného RNA
transkriptu byla zmérena fluorometricky (AccuBlue® Broad Range RNA Quantitation Kit,
Biotium, USA) na pfistroji DeNovix DS-11FX+ (DeNovix, USA) a ndsledné byla prepocitana na
pocet kopii genomu v 1 pl. Byla pfipravena fada desetinnych fedéni RNA transkriptu, které
byly pouzity v RT-gPCR reakci pro sestaveni kalibraéni kfivky a nasledné pro urceni
koncentrace cilové sekvence ve vzorku.

Pro pripravu RNA transkriptu RVC nebylo mozné pouZit pozitivni vzorek (nebyl k dispozici),
proto byl pFipraven oligonukleotid (Generi-Biotech, CR) o délce 110 bp podle sekvence
typového kmene lidského RVC (kmen Bristol, pfistupovy kdd GenBank X59843). Dalsi postup
pfipravy transkriptu byl shodny jako u RVA.

3.2.2. Vyhodnoceni funkénosti systému
Funkénost pripravenych primerl a sondy pro detekci RVA byla vyhodnocena na souboru
klinickych vzorkd soubéiné testovanych komer¢né dostupnou soupravou (Primerdesign™
Genesig® Kit, Primerdesign Ltd., UK). Ob& metody RT-qPCR vykazaly velmi dobrou shodu [14].
Systém primerd a sondy pro detekci RVC byl schopen detekovat cilovou sekvenci ve vzorcich
odpadnich vod, které byly odebirdany opakované v obdobi 11/2017 az 11/2018 na dvou
méstskych Cistickach odpadnich vod. Tyto vzorky byly podrobné charakterizovany pomoci
sekvenovani pristi generace (NGS) (SEQme, CR), které prokdzalo sekvence specifické pro

lidsky RVC.
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4. SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

Systém pro detekci RVA a RVC ve vzorcich stolice metodou RT-qPCR poskytuje ndstroj pro
citlivou detekci vyznamnych enteralnich patogen( lidi. RVA je sice v klinickych laboratofich
béZné detekovanym patogenem, nicméné citlivost pouzivanych metod muze byt limitujicim
faktorem jejich Uspésného pouziti. Obzvlast v prfipadech zjistovani nosokomidlnich infekci na
jednotkach intenzivni péce ¢i v domovech pro seniory, kde rotavirova gastroenteritida muze
mit fatalni ndsledky, je vysoka citlivost RT-qPCR velkou vyhodou.

RVC neni v klinickych laboratofich bézné zjistovan, testy na principu imunoenzymatickych ¢i
imunochromatografickych metod nejsou pro detekci RVC k dispozici. Pfitomnost RVC v lidské
populaci v Ceské republice byla viak prokazana opakované detekci RVC v odpadni vodé na
vtoku do dvou raznych méstskych Cisticich stanic. RVC vétSinou zplUsobuje ojedinélé pripady
gastroenteritidy, muze vsak vyvolat i lokalni epidemie [15,16].

Vyvoj nového systému pro detekci RVA a RVC ve vzorcich stolice reaguje na aktualni trendy
pouziti molekularné-biologickych metod v diagnostice infekénich nemoci a pfindsi novy
diagnosticky nastroj, ktery mize v soucasnosti dostupnym podobnym vyrobkiim konkurovat
vysokou citlivosti, specificitou a soucasné nizSimi naklady, nez vyZaduje pouziti komercnich

diagnostickych RT-qPCR kit(.

5. POPIS UPLATNENI FUNKCNIHO VZORKU

Funkéni vzorek je na pracovistich autord zaveden a je vyuzivan pro vyzkumné ucely. Mozné

SirSi vyuziti detekéniho systému zavisi na zajmu diagnostickych pracovist o tento typ analyzy.



6. EKONOMICKE ASPEKTY

V soucasné dobé neni mozné presné urcit ekonomické aspekty funkéniho vzorku. Je nicméné
mozné srovnat naklady na 1 reakci za pouZiti komeréné dostupného kitu pro detekci RVA
nebo RVC, které se pohybuji okolo 100,- K¢ za stanoveni 1 vzorku. Stejnou castku je pfi
analyze vzorkd pacientll nutné pfiCist za stanoveni vSech negativnich a pozitivnich kontrol.
Pri vyuziti systému funkéniho vzorku a soubéiné detekci RVA a RVC v jedné reakci cini
naklady na pouzité chemikalie pfiblizné 35,- K¢ za vySetfeni 1 vzorku, coZ je témér 3x méné,

nez pfi pouziti komercni sady.
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