Priloha ¢. 2 — Detekce indikatoru fekalniho znelisténi — humannich

adenovira metodou gPCR

Adenoviry se fadi mezi stredné velké (90 nm - 100 nm), neobalené viry, jejichz genom
adenovirl je nesegmentovany a je tvoien jedinou linearni, dvoutetézcovou molekulou DNA o
velikosti pohybujici se v rozmezi 35-36 kb. Tyto viry jsou Siroce rozsifené nejenom u ¢loveka,
ale také u ostatnich druhd vnimavych zvitat, a jsou puvodci riznych druhii onemocnéni, mezi
které se fadi zejména respira¢nimi infekce, keratokonjunktividy a gastroenteritidy. V soucasné
dobé¢ se rozlisuje celkem 51 rozdilnych sérotypi huménnich adenovirt, které jsou na zaklade
imunologickych vlastnosti fazeny do celkem Sesti podskupin oznacovanych jako séroskupiny
A-F. Vzhledem K jejich ¢astému vyskytu v lidské populaci jsou fazeny mezi viry, jejichz prukaz
ve sledovanych vzorcich 1ze spojit s indikaci vyskytu fekalniho znecisténi a tak pfitomnosti
dalsich pro ¢lovéka patogennich vira (Farkas et al., 2020). Specifické oligonukleotidy (primery
a sondy) byly pfevzaty z publikace Wong et al. (2008).

SloZzky reakce:

e LightCycler 480 Probes Master 2% (Roche)

e Uracil-DNA Glycosylase (UNG, 1 U/ul; Roche)

e Specifické oligonukleotidy (primery a sondy; Genery biotech, Eurofins)

e Pozitivni kontrola/kvantifikaéni standard (1x10° az 1x10* kopii/ul) ve formé umé&lého DNA
konstruktu (plazmidova DNA)*

e Interni amplifika¢ni kontrola ve formé umélého DNA konstruktu (plazmidova DNA)*

e PCR voda

Oligo Sekvence

hex2 F 5~ CCAGGACGCCTCGGAGTA -3’

hex2 R 5—-AAACTTGTTATTCAGGCTGAAGTACGT -3°

hex3 F 5~ GGACAGGACGCTTCGGAGTA -3’

hex3 R 5~ CTTGTTCCCCAGACTGAAGTAGGT -3’

hex2 P 5~ FAM - AGTTTGCCCGCGCCACCG - BHQ-3")

hex3 P 5~ FAM - CAGTTCGCCCGYGCMACAG -BHQ-3"

IACF 5~ AGAGGACCGGGATATTCGAC -3’

IACR 5~ AGGTAGTCCGAGGAAAACTCTAAAC -3’

IACP 5~ Cy5 - AGGCTCTTCTATGTTCTGACCTTGTTGGA - BHQ-3’




Piiprava pracovnich roztoki specifickych oligonukleotidi

e Primery a sondy jsou dodavany v lyofilizovaném stavu. Podle navodu uvedeného vyrobcem
jsou na pracovisti rozpustény v PCR vodé¢ tak, aby vysledna zasobni koncentrace byla 100
pmol/ul. K omezeni moznosti kontaminaci jsou tyto zdsobni roztoky pouzity k piipravé tzv.

pracovnich roztoki, které slouzi k jednodussi ptipraveé reakcnich smési.

Popis zkumavky Slozka Zasobni roztok (nl) Voda (nl)  Koncentrace (pmol/ul)
Sondy Hex Sonda hex2 P 50 400 10
Sonda hex3 P 50 10
Sonda IAC IACP 50 450 10
Primer Fib R 50 10
Primery Hex Primer hex 2 F 50 300 10
Primer hex 2 R 50 10
Primer hex 3 F 50 10
Primer hex 3R 50 10
Primery IAC IACF 50 400 10
IACR 50 10

Piiprava reakéni smési k prikazu genomu humannich adenoviri
e Reakéni smés Ize pripravit ve vétsim objemu dle nésledujici tabulky, jeji pomérné vzorky
lze uskladnit pfi -20 °C = 4 °C po dobu nejdéle 6 mésicii a opakované rozmrazovat

a zamrazovat, max. vsak 5x.

SloZzka 1 reakce (ul) 100 reakcei (ul) Koneéna koncentrace
LightCycler 480 Probes Master 2x 10 1000 1x

Primery Hex (10 pmol/ul) 1 100 0,50 pmol/pl

Primery TAC (10 pmol/pl) 1 100 0,50 pmol/pl

Sondy Hex (10 pmol/ul) 0,1 10 0,05 pmol/ul

Sonda IAC (10 pmol/ul) 0,4 40 0,20 pmol/pl

UNG (1 u/pnl) 0,2 20 0,01 U/ul

IAC plazmid (1x10*kopii/ul) 0,1 10 50 kopii/ul

PCR voda 2,2 220

Celkovy objem 15




Postup pripravy qPCR reakce

e Pomérny vzorek reakéni smési nechat samovolné rozpustit a promichat

e Rozplnit 15 pl reakéni smési do 96-jamkové desticky ¢i jinych, patfiénych zkumavek

e Piidat 5 ul DNA podle nasledujiciho v potadi:1) analyzované vzorky (vzdy analyzovat

Vv duplikatu), 2) kvantifika¢ni standard, 3) negativni kontrola izolace nukleovych kyselin,

4) negativni kontrola gPCR

e Prelepit 96-jamkové desticku specialni kryci folii ¢i zaviit patficné zkumavky

e QOdstredit pti cca 2 000 g/2 min

e Vlozit 96-jamkovou desticku/zkumavky do pfistroje (napt. LightCycler 480) a spustit

program dle nasledujiciho protokolu gPCR

Protokol gPCR (nastaveni pro LightCycler 480, Roche)

Krok gPCR Teplota/Cas Ramp Rate Aquisition mode
Uvodni denaturace 95 °C/7 min 4,4°C/s
Denaturace 95°C/10°s 4,4°C/s
Annealing 45 cykli 60 °C/30 s o .
Extenze 72°C/10s 2:2°Cls Single
Chlazeni 40°C/10 s 2,2°C/s

Analysis mode: Quantification

Detection format: 3 Color Hydrolysis Probe

Hodnoceni qPCR reakce a interpretace vysledki
Fluorescence DNA hAdV Fluorescence IAC Celkovy vysledek
(Kanal FAM) (Kanil Cy5) yvy
Pozitivni Pozitivni DNA hAdV pozitivni
Pozitivni Negativni DNA hAdV pozitivni
Negativni Pozitivni DNA hAdV negativni
Negativni Negativni Inhibice gPCR

Pokud je vzorek inhibovan, je nutné izolovanou DNA 5% a 10x nafedit, pfipadné zopakovat izolaci
nukleovych Kyselin z uskladnéného pomérného vzorku.
Vzorek je povazovan za pozitivni, pokud je pozitivni alespon v jednom opakovani.
hAdV — humanni adenoviry; IAC — interni amplifika¢ni kontrola.



Doporucené schéma rozmisténi vzorki na 96 jamkové desti¢ce

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A | C6 | vzl | Dvzl |vz9 D.vz.9 vz.17 | D.vz.17 | vz.25 | D.vz.25 | vz.33 | D.vz.33 | NIC1
B |C5 |vz2 |Dvz2 |vz10 | D.vz.10 | vz.18 | D.vz.18 | vz.26 | D.vz.26 | vz.34 | D.vz.34 | NIC2
C|C4 |vz3 |Dwvz3 |vz1l | D.vz.11 | vz.19 | D.vz.19 | vz.27 | D.vz.27 | vz.35 | D.vz.35 | NIC3
D|C3 |vz4 | Dvz4 |vz12 | D.vz.12 | vz.20 | D.vz.20 | vz.28 | D.vz.28 | vz.36 | D.vz.36 | NIC4
E |C2 |vz5 | Dwvz5 |vz13 | D.vz.13 |vz.21 | D.vz.21 |vz.29 | Dvz.29 | vz.37 | D.vz.37 | NIC5-
F |Cl1 |vz6 | Dvz6 |vz.1l4 | D.vz.14 |vz.22 | Dvz.22 |vz.30 | D.vz.30 | vz.38 | D.vz.38
G vz.7 | Dvz.7 | vz.15 | D.vz.15 | vz.23 | D.vz.23 | vz.31 | D.vz.31 | vz.39 | D.vz.39 | K-
H vz.8 | D.vz.8 | vz.16 | D.vz.16 | vz.24 | D.vz.24 | vz.32 | D.vz.32 | vz.40 | D.vz.40 | K-

Vzorky oznagené C6 — C1 piedstavuji kvantifika¢ni gradient v rozsahu 10°
— 5 x 10" kopii DNA kvantifikaéniho gradientu na qPCR reakci). Vzorky oznaené jako vz.1 — 40
predstavuji analyzované vzorky; oznaceni D znaci duplikat analyzovaného vzorku, NIC znaci negativni

kontrolu izolace nukleovych kyselin a K- negativni kontrolu qPCR.
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