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1. Uvod

Adenoviry (AdV) jsou fazeny do celedi Adenoviridae. Jedna se o stfedné velké
neobalené¢ ikosahedralni virové castice s genomem Vv podobé linedrni nesegmentované
dvouretézcové DNA o velikosti od 26 do 45 kb. Velikost virové kapsidy se pohybuje v rozsahu
od 65 do 80 nm. AdV zptisobuji infekce jak u lidi, tak i u fady vnimavych zvitat (napf. prasata,
skot, psy, kon&, mysi, ptaky). Lidské adenoviry se tiidi do 7 skupin (A-G) a dale do 67 odlisnych
typt (Barnadas et al. 2018; Buckwalter et al. 2012; Davison et al. 2003; Ghebremedhin 2014).
Jsou pivodci druhové specifickych onemocnéni respiracniho i traviciho traktu, zanéta c¢i
onemocnéni o¢i (Gonzales-Gustavson et al. 2019).

Virova agens jsou ¢asto detekovana ve vzorcich, které spliuji kritéria ur¢end na zaklade
bakteriologickych rozbort. Z tohoto divodu je nutno zvolit vhodnégjsi indikatory fekéalniho
znecisteni, které 1épe koresponduji s vyskytem patogennich virt. Vzhledem ke svému Sirokému
roz$iteni jsou AdV fazeny mezi viry, jejichz prikaz ve sledovanych vzorcich lze spojit s
indikaci vyskytu fekalniho znecisténi a tak pritomnosti dal$ich patogennich vira (Wyn-Jones et
al. 2011). Pfedkladany funkéni vzorek proto nabizi multiplexni standardizovany postup detekce
ptitomnosti AdV (respektive jejich genomu) ve vzorcich prosttedi (napft. pitné 1 uzitkové vodé
¢1 potravinach rostlinného a zivoc¢isného puvodu). Diky druhové specifité téchto virti lze

stanovit ptivod fekalniho znecisténi analyzovanych vzorkd.

2. Predmét funkéniho vzorku

Funkéni vzorek nabizi rychly a standardizovany systém k detekci pfitomnosti
humannich (hAdV), bovinnich (bAdV), porcinnich (pAdV), psich (cAdV) a ptacich (fAdV),
respektive jejich genomu (DNA), ve vzorku. Popsany systém mize byt soucasti komplexni
multiplexni detekce patogent, kterd umoziuje detekovat v jedné reakci az nckolik desitek
ruznych agens, pfi¢emz jako templatovda DNA miiZe byt pouzita izolovana nukleova kyselina
rizného plvodu, napt. prostfedi, pitnd ¢i uzitkova voda, suroviny a potraviny Zivo€isného i
rostlinného ptivodu. Systém je vyuzitelny jako vhodny komplexni nastroj skriningovych testl

pro Siroké spektrum agens.



3. Vlastni popis metodiky funk¢niho vzorku

3.1. Popis MOL-PCR systému

Prikaz pritomnosti AdV je zalozen na detekci specifické sekvence vyskytujici se
v genomu téchto virl. Prvnim krokem analyzy je multiplexni MOL-PCR systém (Reslova et al.
2019), kde detekce probiha prostiednictvim hybridizace dvou specifickych moduldrnich
detek¢nich 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 prostiednictvim 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 primert a TAG sekvenci pro vazbu k anti-TAGu
na povrchu magnetickych mikrosfér. Jednotlivé sety mikrosfér (dostupnych 50 setit) se odlisuji
koncentraci dvou vnitinich fluoroforti, coz umoziuje presnou identifikaci jednotlivych setii
mikrosfér a tak 1 identifikaci specifického cile vyvazaného na jejich povrchu. Samotné
kvalitativni vyhodnoceni probihd prostfednictvim odecteni fluorescenéniho signalu mikrosfér,
které je pfimo umérné mnozstvi na jejich povrchu ptichycenych fluorescenéné znacenych

produktit MOL-PCR.

1. Ligace 2. Singleplexni PCR 3. Hybridizace k mikrosféram 4. MagPix analyza

Zelena dioda = odeéteni
Ligovana MOLiga Fluorescenéné znageny fluorescence reportéru

MOLigo2 MOLigo1 e —— produkt MOL-PCR
7. €«—— e X
Jdo Pho o ‘L FW primer §
e —_—  —
] ti-TAG anti-TAG
Denaturovany cil (DNA nebo RNA) w > (
EV primer

+
Cervena dioda = uréeni
setumikrosfér

Obr. 1: Schéma prabéhu MOL-PCR reakce a MAGPIX analyzy.

Pho = fosfatova skupina umoznujici ligaci; ¢erné = sekvence specifickd pro zachycovany cil;
Sedé = vazebnd sekvence pro univerzalni PCR primery; TAG = sekvence komplementarni
k anti-TAGu na mikrosférach; ¢ervené = fluorescencni reportér.

Do kazdé reakce je pfidana interni kontrola, ktera upozorni na faleSné negativni vysledek

v disledku ptfitomnosti inhibitort ovlivitujicich prabéh reakce.

Cile ¢.1,2 ,3,5 jsou navrzeny pro oblast kodujici hexon protein AdV, cil ¢.4 je detekuje

specifickou oblast genomu kodujici penton protein AdV. Hexon protein patii mezi hlavni
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kapsidové proteiny. Spole¢né s penton proteinem hraji klicovou roli v uvodnich fazich infekce;
podileji se na bunécné receptorové interakci s hostitelskou bunkou. Hexonovy protein je

hlavnim stavebnim ,,blokem* proteinového obalu (Zubieta et al. 2005)

Cil ¢. 1 — Hexon protein — Human mastadenovirus F (hAdV)

Sekvence MOLig:

Tucné = sekvence pro vazbu univerzalnich PCR primerti; podtrzen¢ = sekvence specificka pro
hAdV_v2; mala pismena = TAG sekvence MTAG-A062 umoziujici specifickou vazbu

k mikrosféram (set A062); PHO = fosfatova skupina.

hAdV_v2_ MI:

5" -PHO - CACATCKCSGGNCAGGAYGCTCTCACTTCTTACTACCGCG - 3’ (40)

hAdV v2 M2:

5"~ ACTCGTAGGGAATAAACCG Ttgaaatgtgtatttetatetttag TGCCSCARTGGKCKTACATG — 3'
(64)

Cil ¢.2 — Hexon protein — Bovine atadenovirus E (bAdV)

Sekvence MOLig:

Tuéné = sekvence pro vazbu univerzalnich PCR primert; podtrzené = sekvence specificka pro
bAdV_vl; malé pismena = TAG sekvence MTAG-A072 umoziujici specifickou vazbu

k mikrosféram (set A072); PHO = fosfatova skupina.

bAdV_vl MI:

5" -PHO - CGAGGGAATATCTGTCTGAATCTCACTTCTTACTACCGCG -3’ (40)

bAdV_vl M2:

5-CTCGTAGGGAATAAACCGTaattgagaaagagataaatgatagT CACATTGCGGGTAGAAATG - 3’
(64)

Cil ¢.3 — Hexon protein — Porcine mastadenovirus A (pAdV)

Sekvence MOLig:

Tuéné = sekvence pro vazbu univerzalnich PCR primert; podtrzené = sekvence specificka pro
pAdV_v2; mald pismena = TAG sekvence MTAG-A063 umoziujici specifickou vazbu

k mikrosféram (set A063); PHO = fosfatova skupina.

pAdV_v2 MI:

5" - PHO - TTGCCCTCAAGAGCCTGCTGTCTCACTTCTTACTACCGCG -3’ (40)
pAdV_v2 M2:

5'- ACTCGTAGGGAATAAACCGTttgttgttaagtatgtgatttag ATCCAGGTGCCGCAAAAGTTCT —
37 (66)

Cil ¢.4 — Penton protein — Canine mastadenovirus A (cAdV)



Sekvence MOLig:

Tuéné = sekvence pro vazbu univerzalnich PCR primert; podtrzené = sekvence specificka pro
cAdV_v2; mala pismena = TAG sekvence MTAG-A073 umoziujici specifickou vazbu

k mikrosféram (set A073); PHO = fosfatova skupina.

cAdV_v2 Ml:

5" - PHO - CCTACGTGTACAAAAGCTTGGTCTCACTTCTTACTACCGCG —3" (41)
cAdV_v2 M2:

5’- ACTCGTAGGGAATAAACCGTgttgagaattagaatttgataaagGATGCAAGAAGAAGAGTGTGTC
—37(66)

Cil ¢.5 — Hexon protein — Fowl aviadenovirus A (fAdV)

Sekvence MOLig:

Tuéné = sekvence pro vazbu univerzalnich PCR primeri; podtrzen¢ = sekvence specifickd pro
fAdV_vl; mald pismena = TAG sekvence MTAG-A055 umoziujici specifickou vazbu

k mikrosféram (set A056); PHO = fosfatova skupina.

fAdV_vl _MI:

5" - PHO - ATGGGRGCSACCTACTTCGATCTCACTTCTTACTACCGCG -3’ (40)

Fadv_vl _M2:

5"- ACTCGTAGGGAATAAACCGTgaagatattgaaagaatttgatgt GSGACAGYTGGGTKYTGGAC —
37 (64)

3.2 Interni kontrola
Interni kontrola (IC) je ptfidavana do kazdé reakce. Slouzi nejen k odhaleni falesné

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 pouzit stejny par IC MOlig
a stejna sada univerzalnich PCR primert; jedna se tedy o univerzalni IC. Pii ptipravé IC byla
pouzita nekompetitivni unikatni synteticka sekvence, kterd je sloZena z mitochondridlni DNA
vakovlka tasmanského (Thylacinus cynocephalus, Acc. No. FI515781.1) 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 klonovdna do plazmidu. Takto
ptipraveny konstrukt je zcela arteficialni a podobna sekvence se nevyskytuje v Zadném zndmém
ZivociSném, rostlinném, ¢i bakteridlnim druhu. IC je tedy moZné pouZit pro jakykoliv templat

¢1 matrici. IC je skladovana pii teploté -20°C + 4°C do vypottebovani.

Sekvence MOLig:
Tuéné = sekvence pro vazbu univerzalnich PCR primerti; podtrzené = sekvence specificka pro
IC; malé pismena = TAG sekvence MTAG-A014 umoziujici specifickou vazbu

k mikrosféram; PHO = fosfatova skupina.



IC_ 2 MI:

5’- PHO- ATTAGCACAATGAATAATCATCGTCTCACTTCTTACTACCGCG-3" (43)
IC 2 M2:

5"-CTCGTAGGGAATAAACCGTattgtgaaagaaagagaagaaatt TATACACACGCAATCACCAC- 3’
(64)

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

Celkova délka produktu ligace detekcnich sond, a tim i amplikonu = 107 bp.

3.3 Sekvence univerzalnich primeri:
Univerzalni primery byly ptevzaty 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 univerzalnich primert amplifikuje vSechny produkty ligace. Vysledna délka

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

3.4 Hodnoceni vystupu
Od naméfenych hodnot medidnu intenzity fluorescence (MFI) se odecte hodnota MFI

ptislusné negativni kontroly NTC pro dany region mikrosfér. Je-li vysledna hodnota (P) vyssi

nez 100, vzorek je vyhodnocen jako pozitivni.

Pvzorku = MFIvzorku - MFINTC

3.5. Kvalitativni hodnoceni

Kvalitativni hodnoceni se provadi podle nésledujici tabulky:

Cil &.1 Ciiez [cile3 [cied [ciaes [ o Celkovy visledek
(hAdV) | (bAdV) | (pAdV) | (cAdV) | (fAdV) yvy

o o, o, o, o ..., | Vzorek je pozitivni na pfitomnost
Pozitivni | Pozitivni | Pozitivni | Pozitivni | Pozitivni | Pozitivni AdV (hAdV, bAdV, pAdV, cAdV,

) *) D) ) () ) fAdV)

Pozitivni | Pozitivni | Pozitivni | Pozitivni | Pozitivni ;ldze(:s]\fii'g I()}?:g:/tllt)lrdgjtgzng{)/ft




Vzorek je pozitivni na pfitomnost
hAdV, bAdV, pAdV, cAdV a
negativni na pfitomnost fAdV

Pozitivni | Pozitivni | Pozitivni | Pozitivni Pozitivni

(+) () (+) () ()

Vzorek je fale$né negativni ®

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

?Vzorek je pozitivni na pritomnost detekovaného cile, nicméné je negativni v piipadé interni
kontroly. V tomto piipad¢ neprobéhla reakce idealnim zptisobem a je nutné izolovanou DBA
5% a 10x natedit, pfipadné zopakovat izolaci DNA ze zasobniho duplikatu, a detekéni reakci

zopakovat. Redéni je tfeba vzit v potaz v ramci vyhodnocovéni vysledka celého analytického

postupu.

®Vzorek je negativni na piitomnost detekovaného cile i v piipadé interni kontroly. V tomto
ptipadé neprobéhla reakce idedlnim zpisobem a je nutné izolovanou DNA 5% a 10x nafedit,
piipadné zopakovat izolaci DNA ze zasobniho duplikatu, a detekéni reakci zopakovat. Redéni

je tieba vzit v potaz v ramci vyhodnocovani vysledku celého analytického postupu.

3.6. Specificita

Systém byl testovdn na piibuznych izolatech AdV zplsobujicich respiracni nemoci i
gastrointestinalni nemoci u lidi a zvifat: Human mastadenovirus F (CAPM V-662; hAdV;
kmen: Dugan (79-18025)), Bovine atadenovirus (CAPM V-397; bAdV; kmen: 671130),
Porcine mastadenovirus A (CAPM V-308; pAdV; kmen: neznamy), Canine mastadenovirus A
(CAPM V-478; cAdV; kmen: Utrecht), Fowl aviadenovirus A (CAPM V-135; fAdV; kmen:
Ote). Viry byly ziskany ze Sbirky zoopatogennich mikroorganismii (CAPM), piipadné z
National Collection of Pathogenic Viruses (NCPV, UK).

Navrzené sekvence

MOLig byly porovnany pomoci algoritmu BLAST

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/). Sekvence specifické pro cilové geny byly 100% identické

s referen¢nimi sekvencemi zastoupenymi v databazi a soucasné nevykazovaly identitu s jinymi

organismy.

Tabulka €.2 Detekce adenoviri na pribuznych izoliatech

Agens Cil¢. 1 Cil¢. 2 Cil¢. 3 Cil¢c. 4 Cil¢é. S
hAdV 0/4 4/4 0/4 0/4 0/4
bAdV 0/4 0/4 0/4 4/4 0/4



http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/

pAdV 0/4 0/4 4/4 0/4 0/4
cAdV 0/4 0/4 0/4 0/4 4/4
fAdV 4/4 0/4 0/4 0/4 0/4

3.7. Citlivost/limit detekce (LOD)
LOD je urcena jako koncentrace, kterou je pomoci dané¢ho testu mozné detekovat

s 95% mirou pravdépodobnosti. Dle téchto parametr byl LOD vySe uvedeného systému

stanoven na 1 x 10° genomovych ekvivalentii cilovych agens/ul izolované DNA.

Tabulka €.3 Stanoveni limitu detekce systému

Uméla kontaminace (mnoZstvi stanoveno dle Pocet pozitivnich vzorkid/ celkovy pocet
qPCR) analyzovanych vzorku
10° 8/8
10* 8/8
10° 8/8
10? 8/8
10! 8/8
10° 8/8

4. Srovnani ,novosti postupi

Uvedeny systém je oproti diive publikovanym inovativni svym vysokym stupném
multiplexu, schopného kombinovat detekci n€kolika nezavislych cila a interni kontroly. Tato
kombinace tak umoziiuje rychly skrining vySetfované¢ho vzorku na pfedpokladané spektrum
patogend, jejichZ vyskyt je vazany na danou matrici a souasné¢ umoziuje vyloucit faleSné

negativni vysledek v disledku ptitomnosti inhibitorg.

5. Uplatnéni funk¢niho vzorku

Funkéni vzorek je ur€en krychlému skriningu a monitoringu vyskytu indikatort
fekalniho znecisténi s pfihlédnutim na potencialni vyskyt dalSich patogennich virovych agens
v riznych typech vzorki (vzorky prostredi). Vysledky lze vyuzit k posouzeni nutnosti zavedeni
preventivnich a kontrolnich opatteni. UZivatelem systému/vysledkt ziskanych uplatnénim
budou laboratotfe zabyvajici se diagnostikou onemocnéni zvifat, lidi, pfipadné dalsi laboratote

zabyvajici se vySetfovanim surovin a potravin zivo€isného a rostlinného ptivodu.
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