Piiloha ¢. 3 — Detekce a kvantifikace externi kontroly procesu analyzy vzorku
odpadnich vod metodou RT-qPCR s nasledujicim stanovenim ucinnosti

celého procesu

Virus transmisivni gastroenteritidy prasat (TGEV) je spole¢né se SARS-CoV-2 klasifikovan do
Celedi Caliciviridae. Tyto viry jsou fazeny mezi sférické, obalené viry, jejichz velikost se
pohybuje okolo 120 nm. Genom Kaliciviri je tvofen jednim fetézcem RNA s pozitivni
polaritou. Velikost jejich genomu v rozmezi 27-32 kb z nich ¢ini viry s nejdel$im genomem,
ktery je tvofen RNA. TGEV napada predevsim prasata domaci i divoka, u kterych zpisobuje
prujmy. V 80. letech se chovy zacal §ifit jeho mutantni kmen, ktery vSak nezplsobuje zavazné
prijmy, ale leh¢i onemocnéni dychacich cest. Promofenim chovii doSlo k jakési ptirozené
vakcinaci a v dne$ni dob€ se transmisivni gastroenteritida prasat povazuje za ojediné¢lé
onemocnéni prasat s mirnéjsim priabéhem. S ohledem na bezpecnost laboratornich postupti
a dle predpokladu podobnych strukturalnich vlastnosti TGEV a SARS-CoV-2 byl tento virus
zvolen jako externi kontrola celého procesu analyzy odpadnich vod na ptitomnost specifickych
oblasti genomu SARS-CoV-2. Detekéni systém (RT-gPCR) byl s drobnymi modifikacemi
ptevzat z publikace Vemulapalli et al., 2009.

SloZzky reakce:

e Ribonuclease Inhibitor (RNase Inhibitor, 10 000U; New England BioLabs)

e PrimeScript Reverze Transcriptase (Moloney Murine Leukemia Virus; 200 U/ul; Takara)

e dNTP PCR Mix (solution 10 mM, Serva)

e Carrier RNA (1 pug/ul, Ambion)

e RNase-free voda (Ultra pure PCR H20, napt. TopBio)

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/pl) ve form& umélého RNA
konstruktu (in vitro transkript specifické oblasti genomu TGEV)*

e Interni amplifika¢ni kontrola ve formé& umélého RNA konstruktu (in vitro transkript)*



Oligo

Sekvence

TGEV F
TGEV R
TGEV P
IACF
IACR
IACP

5'-TCTGCTGAAGGTGCTATTATATGC -3°
5'-CCACAATTTGCCTCTGAATTAGAAG -3’

5-FAM - YAAGGGCTCACCACCTACTACCACCA -BHQ-3"
5'—- AGAGGACCGGGATATTCGAC -3°

5'—- AGGTAGTCCGAGGAAAACTCTAAAC-3’

5-Cy5 - AGGCTCTTCTATGTTCTGACCTTGTTGGA — BHQ-3’

Piiprava pracovnich roztoku specifickych oligonukleotidi

e Primery a sondy jsou dodavény v lyofilizovaném stavu. Podle ndvodu uvedeného vyrobcem

jsou na pracovisti rozpustény v PCR vodé¢ tak, aby vysledna zasobni koncentrace byla 100

pmol/ul. K omezeni moznosti kontaminaci jsou tyto zasobni roztoky pouzity k ptipravé tzv.

pracovnich roztokd, které slouzi k jednodussi ptiprave reakénich smési.

Popis zkumavky

Slozka Zasobni roztok (pl) Voda (ul) Koncentrace (pmol/ul)

Primer TGEV R TGEVR 50 450 10
Primer IAC R IACR 50 450 10
Sonda TGEV TGEVP 50 450 10
Sonda IAC IAC P 50 450 10

. TGEVF 50 10
Primery TGEV TGEVR 50 400 10

. IAC F 50 10
Primery IAC IAC R 50 400 10




Priprava reakcnich smési a provedeni reverzni transkripce (prepisu RNA TGEV do
cDNA)

e Na chlazeném stojanku ptipravit reak¢éni smeés | o nasledujicim slozeni

Slozka Ix (pl) Kone¢na koncentrace (20 pul rce) 100 rei (ul)
dNTP mix (10 nmol/ul) 1,0 0,5 nmol/ul 100

TGEV R (10 pmol/ul) 0,2 0,1 pmol/ul 20

IAC R (10 pmol/ul) 0,2 0,1 pmol/ul 20

IAC RNA (1 fg/ul) 1,0 50 ag/ul 100
RNase-free voda 2,6

Celkovy objem 5

e Reak¢ni smés I promichat
e Rozplnit po 5 ul do stripu ¢i jinych vhodnych zkumavek (v této fazi je mozno zkumavky

popsat a zamrazit na -70°C+ 4°C po dobu nejdéle 6 mésicti)
e Piidat 5 ul RNA
e Kiratce stocit
e Inkubace pii 65 °C/5 min (cycler)
e Zkumavky ochladit na ledu (cca 5 min)
e Kratce stocit

e Pridat 10 pl reakéni smési II (kone¢ny objem reakce 20 pl):

SloZka 1x (ul) Konefna koncentrace  x reakei (ul)
RNase-free voda 5

Primescript reaction buffer 4,0

PrimeScript enzyme (200 U/ul) 0,5 5 U/ul

RNase Inhibitor (40 U/ul) 05 1 U/ul

Konec¢ny objem reakcéni smesi 10

e Jemné promichat
e Kratce stocit
e Protokol reakce (cycler): 50 °C/60 min
75 °C/15 min
10 °C/forever
e Piipravenou cDNA nasledné pouzit jako templat do qPCR, jinak mozno skladovat pfi -

20°C+4 °C.



Piiprava reak¢ni smési a detekce genomu TGEV pouzZitim qPCR
e Reakéni smés lze piipravit ve vétsim objemu dle nasledujici tabulky, jeji pomémé vzorky
lze uskladnit pti -20°C £ 4°C po dobu nejdéle 6 mésici a opakované rozmrazovat a

zamrazovat, max. vSak 5x.

Slozka 1 reakce (ul) 100 reakci (ul) Konecna koncentrace
LightCycler 480 Probes Master 2x 10 1000 1%

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

Primery IAC (10 pmol/pl) 0,5 50 0,25 pmol/pl

Sonda TGEV P (10 pmol/pl) 0,2 20 0,10 pmol/ul

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

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

PCR voda 2,7 270

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, patfi€énych zkumavek

e Ptidat 5 pl cDNA podle nasledujiciho v pofadi:1) analyzované vzorky (vzdy analyzovat
v duplikatu), 2) kvantifika¢ni standard, 3) negativni kontrola izolace nukleovych kyselin,
4) negativni kontrola RT, 5) negativni kontrola g°PCR

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

e Odstiedit 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/10 min 4,4 °Cls

Denaturace 95°C/10 s 4,4 °Cls

Annealing 45 cykla 55 °C/30's o .

Extenze 72 °C/10 s 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 TGEV Fluorescence IAC

(Kanal FAM) (Kanil Cy5) Celkovy vysledek
Pozitivni Pozitivni RNA TGEV pozitivni
Pozitivni Negativni RNA TGEV pozitivni
Negativni Pozitivni RNA TGEV negativni
Negativni Negativni Inhibice RT-gPCR

Pokud je vzorek inhibovan, je nutné izolovanou RNA 5x a 10x nafedit, ptipadné zopakovat izolaci
nukleovych kyselin z uskladnéného pomérného vzorku.

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

TGEV - virus transmisivni gastroenteritidy prasat; |AC — interni amplifika¢ni kontrola.

Kvantifikace TGEV (resp. genomovych ekvivalenti1) v analyzovaném vzorku a stanoveni
ucinnosti procesu analyzy

Experimentalné bylo stanoveno nejvhodngjsi mnozstvi TGEV &astic (5%10°), kterym je uméle
kontaminovan kazdy vzorek. Kvantifikace RNA TGEV probihda podle kalibraéni kiivky
desetinasobnych fedéni koncentra¢niho gradientu RNA TGEV (in vitro transkriptu specifické
oblasti genomu TGEV) v prostiedi programu piislusného k danému cycleru metodou absolutni
kvantifikace (kanal FAM). V pfipadé inhibice RT-qPCR a nasledujiciho fedéni RNA, je toto
fedéni nutno zohlednit pii prepoctech. Uréeni mnozstvi TGEV (resp. genomovych ekvivalentt)

ve vySetfovanych vzorcich se provadi podle nasledujiciho vzorce:

TGEV = ((x/5) x y) x 14,29

X - pocet kopii cile v reakci (stanoveno RT-qgPCR)
y —mnozstvi, do kterého je eluovana izolovana nukleova kyselina (udavano v ul), v popsané
metodice je tato hodnota 100

Stanoveni u¢innosti celého (kompletniho) postupu analyzy kazdého jednoho vzorku se provadi

ptepoctem podle nasledujiciho vzorce:

ucinnost procesu (%) = (stanovené mnozstvi TGEV ve vzorku/ 5x108) x 100

5x10° - mnozstvi TGEV, které bylo artificialné dodano ke kazdému jednomu vzorku

Tato ucinnost je zohlednéna pii stanoveni mnozstvi SARS-CoV-2 (resp. genomovych

ekvivalentll) v kazdém jednom vzorku.



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 | Dvz.10 | vz.18 | D.vz.18 | vz.26 | D.vz.26 | vz.34 | D.vz.34 | NIC2-
C|C4 |vz3 |Dvz3 |vzll | Dvz.11 | vz.19 | D.vz.19 | vz.27 | D.vz.27 | vz.35 | D.vz.35 | NIC3
D |C3|vz4 |Dvz4 |vz12 | Dvz.12 | vz.20 | D.vz.20 | vz.28 | D.vz.28 | vz.36 | D.vz.36 | NIC4
E | C2 |vz5 |Dvz5 |vz13 | Dvz.13 | vz.21 | D.vz.21 | vz.29 | D.vz.29 | vz.37 | D.vz.37 | NIC5-
F|Cl|vz6 |Dvz6 |vz1l4 | Dvz.14 | vz.22 | D.vz.22 | vz.30 | D.vz.30 | vz.38 | D.vz.38
G vz.7 | D.vz.7 | vz.15 | D.vz.15 | vz.23 | D.vz.23 | vz.31 | D.vz.31 | vz.39 | D.vz.39 | RT-
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 | qPCR-

Vzorky oznagené C6 — C1 piedstavuji kvantifika¢ni gradient v rozsahu 10° — 10* kopii/pl (tzn. 5 x 10°
— 5 x 10" kopii DNA kvantifikaéniho gradientu na qPCR reakci). Vzorky oznaené jako vz.1 — 40
predstavuji analyzované vzorky; oznaceni D znaéi duplikat analyzovaného vzorku, lyze znaéi ptidani
ptipraveného roztoku TGEV pifimo do RT reakce, NIC znaci negativni kontrolu izolace nukleovych
kyselin, RT- negativni kontrolu reverzni transkripce a qPCR- negativni kontrolu qPCR.
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