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UCEL POUZITI

Tento standardni operacni postup (SOP) je urcen ke kvalitativni detekci RNA (resp. genomovych
ekvivalent() viru hepatitidy A (HAV). Postup je zaloZen na reverzni transkripci RNA a nasledné detekci
a pripadné kvantifikaci prokazanych dvou specifickych oblasti genomu virli metodou real time PCR (tzv.
RT-gPCR), ¢imz je zvySena pravdépodobnost zachytu viru. Specifické oligonukleotidy (primery a sondy)
cilené na prvni konzervativni oblast genomu HAV jsou pouzity dle ISO 15216-1:2017. Druhou cilovou
oblasti genomu HAV je konzervativni oblast v rozmezi 346 az 481 nt; primery a sonda byly navrZeny
dle publikace Jothikumar et al. 2005 s drobnymi modifikacemi. SOP zahrnuje interni amplifikacni
kontrolu (IAC) jako jednu z kontrol fadného priibéhu RT-gPCR a k odhaleni falesné negativnich vysledki

v dasledku inhibice reakce.

PREDMLUVA

Virus hepatitidy A (HAV) je plvodcem celosvétové rozsifeného onemocnéni, virové hepatitidy A.
Vyskyt infekce vyvolané HAV se mezi zemémi znacéné lisi, pficemz zvySena incidence onemocnéni je
zaznamenana v rozvojovych zemich zejména v souvislosti s nedostate¢nymi hygienickymi podminkami.
Dle Evropského ufadu pro bezpecnost potravin (EFSA) je tento virus fazen mezi patogeny zpUsobujici
alimentarni infekce. Jedna se o neobaleny virus, jehoZz genom je tvoren jednim fetézcem RNA o
pozitivni polarité. Hlavni zplsob prenosu HAV je fekalné-ordlni prenos. Ackoli k nejcastéjSimu Siteni
infekénich virovych castic dochazi pfimym kontaktem infikovanych osob (klinicky nemocnych ci
asymptomatickych prenasecl), kontaminované povrchy riznych zatizeni (napt. kliky, splachovadla
toalet, povrchy potravinafskych zafizeni a nastrojll), potraviny a voda hraji velmi vyznamnou roli v
prenosu HAV. Zdrojem kontaminaci/infekci jsou lidé jiz v inkubaéni dobé onemocnéni (15 — 50 dni).
HAV je pfitomen ve stolici uz dva tydny pred prvnimi klinickymi pfiznaky a ve stolici mize byt vylucovan
vice jak tyden po ukonceni onemocnéni. Virus byl také prokazan ve slindch, sekretu z nosohltanu a krvi

infikovanych osob, coz z téchto télnich tekutin Cini také moZny zdroj kontaminaci (Newell et al., 2010).
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Slozky reakce:

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

PrimeScript Reverze Transcriptase (Moloney Murine Leukemia Virus; 200 U/ul; Takara)
dNTP PCR Mix (solution 10 mM, Serva)

Carrier RNA (1 pg/pl, Ambion)

RNase-free voda (Ultra pure PCR H,0, napt. TopBio)

LightCycler 480 Probes Master 2x (Roche)

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

Pozitivni kontrola/kvantifikaéni standard (1x10° aZ 1x10'! kopii/ul) ve formé umélého RNA

konstruktu (in vitro transkript specifické oblasti genomu viru chfipky A a viru chfipky B)*
Interni amplifikacni kontrola ve formé umélého RNA konstruktu (in vitro transkript)*

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

Oligo Sekvence

HAV68 5~ TCACCGCCGTTTGCCTAG -3’

HAV240 5'— GGAGAGCCCTGGAAGAAAG -3’

HAV150(-) 5’-FAM- CCTGAACCTGCAGGAATTAA -MGB-NFQ-3
HAV-JVF 5'— GGTAGGCTACGGGTGAAAC -3’

HAV-JVR 5'— AYCAACTCACCAATATCCGC -3’

HAV-JVP 5'—FAM- CTTARGCTARTACTTCTATGAAGAGATGC -BHQ-3’
IACF 5'— AGAGGACCGGGATATTCGAC -3’

IACR 5'— AGGTAGTCCGAGGAAAACTCTAAAC-3’

IACP 5'—Cy5 — AGGCTCTTCTATGTTCTGACCTTGTTGGA — BHQ-3’
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Priprava pracovnich roztoku specifickych oligonukleotidu

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

na pracovisti rozpustény v PCR vodé tak, aby vyslednad zasobni koncentrace byla 100 pmol/pl.

K omezeni mozZnosti kontaminaci jsou tyto zdsobni roztoky pouZzity k ptipravé tzv. pracovnich

vvvvv

Zasobni roztok Koncentrace
Popis zkumavk Slozka Voda (ul
P Y () (ul) (pmol/pl)
. HAV240 50 10
Primer HAV R HAV-JVR 50 400 10
Primer IACR IACR 50 450 10
HAV68 50 10
. HAV240 50 10
Primery HAV HAV-JVE 50 300 10
HAV-JVR 50 10
HAV150(-) 50 10
Sonda HAV HAV-JVP 50 400 10
Sonda IAC IACP 50 450 10
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Pfiprava reakcnich smési a provedeni reverzni transkripce (prepisu RNA do cDNA)

e Na chlazeném stojadnku pfipravit reakéni smés | o nasledujicim sloZeni

Slozka Ix () Koneéna koncentrace (20 pl rce) 100 rci (pl)
dNTP mix (10 nmol/ul) 1,0 0,5 nmol/ul 100
Primer HAV R (10 pmol/pl) 0,2 0,1 pmol/ul 20

IAC R (10 pmol/pl) 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 Reakéni smés | promichat

e Rozplnit po 5 pl do stripl ¢i jinych vhodnych zkumavek (v této fazi je mozno zkumavky popsat a

zamrazit na -70°C+ 4°C po dobu nejdéle 6 mésici)

e Pfidat5 pl RNA

e Kratce stocit

e Inkubace pfi 65 °C/5 min (cycler)

e Zkumavky ochladit na ledu (cca 5 min)

e Kratce stocit

e Pfidat 10 ul reakéni smési Il (konecny objem reakce 20 pl):

Slozka 1 x () Konecna koncentrace  x reakci (ul)
RNase-free voda 5
Primescript reaction buffer 4,0
PrimeScript enzyme (200 U/pul) 0,5 5 U/ul
RNase Inhibitor (40 U/pl) 0,5 1u/ul
Konecny objem reakéni smési 10
e Jemné promichat
e Kratce stocit
e Protokol reakce (cycler): 50 °C/60 min
75 °C/15 min

10 °C/forever

e Pfipravenou cDNA nasledné pouzit jako templat do qPCR, jinak moZno skladovat pfi -20 °C+ 4 °C.
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Priprava reakcni smési a detekce genomu viru hepatitidy A pouzitim qPCR

e Reakcni smés lze pfipravit ve vétSim objemu dle ndsledujici tabulky, jeji pomérné vzorky lze

uskladnit pfi -20°C + 4°C po dobu nejdéle 6 mésicll a opakované rozmrazovat a zamrazovat, max.

vsak 5x.
Slozka 1 reakce (ul) 100 reakci (i) Konecna koncentrace
LightCycler 480 Probes Master 2x 10 1000 1x
Primery HAV (10 pmol/ul) 1 100 0,5 pmol/ul
Primery IAC (10 pmol/pl) 0,5 50 0,25 pmol/ul
Sonda HAV (10 pmol/ul) 0,2 20 0,10 pmol/ul
Sonda IAC (10 pmol/pul) 0,4 40 0,20 pmol/ul
UNG (1 U/ul) 0,2 20 0,01 U/ul
PCR voda 2,7 270
Celkovy objem 15

Postup pfipravy qPCR reakce

e Pomérny vzorek reakéni smési nechat samovolné rozpustit a promichat

Rozplnit 15 ul reakéni smési do 96-jamkové desticky ci jinych, patficnych zkumavek

e Pridat 5 ul cDNA podle nasledujiciho v poradi:1) analyzované vzorky (vzdy analyzovat v duplikatu),

2) kvantifikacni standard, 3) negativni kontrola izolace nukleovych kyselin, 4) negativni kontrola

RT, 5) negativni kontrola qPCR

e Prelepit 96-jamkové desticku specialni kryci félii €i zavfit patfi¢né zkumavky

e (QOdstredit pficca 2 000 g/2 min

e VlozZit 96-jamkovou desti¢ku/zkumavky do pfistroje (napf. LightCycler 480) a spustit program dle

nasledujiciho protokolu qPCR

Protokol qPCR (nastaveni pro LightCycler 480, Roche)

Krok qPCR Teplota/¢as Ramp Rate Aquisition mode
Uvodni denaturace 95 °C/10 min 4,4 °C/s
Denaturace 95°C/10s 4,4 °C/s
Annealing 45 cykli 55°C/30s .
2,2°
Extenze 72 °C/10s 2°C/s Single
Chlazeni 40 °C/10s 2,2°C/s

Analysis mode: Quantification

Detection format: 3 Color Hydrolysis Probe
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Hodnoceni gPCR reakce a interpretace vysledkd

Fluorescence Fluorescence IAC Celkovd wisledek
(Kanal FAM) (Kanal Cy5) vy vy
Pozitivni Pozitivni HAV pozitivni
Negativni Pozitivni HAV negativni
Negativni Negativni Inhibice RT-qPCR

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

Vzorek je povaZzovdn za pozitivni, pokud je pozitivni alespor v jednom opakovani.

HAV - virus hepatitidy A; IAC — interni amplifikaéni kontrola.

Doporucené schéma rozmisténi vzorkli na 96 jamkové desticce

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

C6 vz.1l D.vz.1 vz.9 D.vz.9 vz.17 D.vz.17 vz.25 D.vz.25 vz.33 D.vz.33 NIC1

C5 vz.2 D.vz.2 vz.10 D.vz.10 vz.18 D.vz.18 vz.26 D.vz.26 vz.34 D.vz.34 NIC2-

c4 vz.3 D.vz.3 vz.11 D.vz.11 vz.19 D.vz.19 vz.27 D.vz.27 vz.35 D.vz.35 NIC3

o| O W >

Cc3 vz.4 D.vz.4 vz.12 D.vz.12 vz.20 D.vz.20 vz.28 D.vz.28 vz.36 D.vz.36 NIC4

E c2 vz.5 D.vz.5 vz.13 D.vz.13 vz.21 D.vz.21 vz.29 D.vz.29 vz.37 D.vz.37 NIC5-

F C1 vz.6 D.vz.6 vz.14 D.vz.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-

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 gPCR-

Vzorky oznaéené C6 — C1 pFedstavuji kvantifikaéni gradient v rozsahu 108 — 10* kopii/ul (tzn. 5 x 10° —
5 x 10! kopii RNA kvantifikaéniho gradientu, resp. cDNA na qPCR reakci). Vzorky oznaéené jako vz.1 —
40 predstavuji analyzované vzorky; oznaceni D znaci duplikdt analyzovaného vzorku, NIC znaci
negativni kontrolu izolace nukleovych kyselin, RT- negativni kontrolu reverzni transkripce a gPCR-
negativni kontrolu gPCR.
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