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UCEL POUZITI

Tento standardni operacni postup (SOP) je urcen ke kvalitativni detekci RNA (resp. genomovych
ekvivalent) viru chfipky typu A a viru chripky typu B. Postup je zaloZen na reverzni transkripci RNA a
nasledné detekci a pfipadné kvantifikaci prokazanych specifickych oblasti genomu vird metodou real
time PCR (tzv. RT-gPCR). SOP zahrnuje interni amplifikacni kontrolu (IAC) jako jednu z kontrol fadného

prabéhu RT-qPCR a k odhaleni faleSné negativnich vysledkl v disledku inhibice reakce.

PREDMLUVA

Chfipka (influenza) je vysoce infekéni onemocnéni postihujici primarné dychaci cesty. Pivodcem jsou
viry Celedi Orthomyxoviridae, jejichz genom je tvoren osmi (typ A a B) ¢i sedmi (typ C) segmenty RNA
s negativni polaritou. Tyto segmenty jsou uloZeny v kapsidé, kterd je obalena lipidovou membranou.
Virus ma dva povrchové (druhové a subtypové specifické) antigeny (glykoproteiny): hemaglutinin (H)
a neuraminiddzu (N); hlavni zdroje patogenity viru. Dosud bylo identifikovano 18 subtypl
hemaglutininu (H1 az H18) a 11 sutypl neuraminidazy (N1 az N11). Vzidjemnou skladbou téchto
antigentd (nebo jejich variant) vznikaji rizné (i nové) genetické mutace, jez mohou vyvolat epidemii v

populaci vhimavych jedincl. Rovnéz také urcuji nebezpecnost onemocnéni (nakazlivost a pribéh).

Virus chripky A vyvolavd onemocnéni ¢lovéka a nékolika dalSich ZivocisSnych druhi. Rezervoarem
novych antigennich typ( chfipky A jsou zejména ptdci a prasata. Viry typu A vyvolaly vSechny velké
epidemie a pandemie. Soucasné subtypy, které bézné cirkuluji mezi lidmi, zahrnuji: typ A (HIN1) a typ

A (H3N2).

Virus chfipky typu B vyvoldva onemocnéni pouze u lidi, které neni spojovano s pandemickym vyskytem

a které mizZe probihat i s prevahou postiZeni gastrointestinalniho traktu jako tzv. stfevni chfipka.

Virus chripky typu C vyvoldva pouze sporadickd onemocnéni. Je patogenni jak pro ¢lovéka, tak pro
zvifata, nicméné pro zvifata jen ojedinéle a u clovéka jsou citlivou skupinou malé déti. Pribéh
onemocnéni je mirny, nezplUsobuje ani epidemie, ani pandemie. Nej¢astéji probiha jako tzv. nemoc z

nachlazeni.
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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

IVA_WHO_M_F ** 5= CCMAGGTCGAAACGTAYGTTCTCTCTATC -3
IVA_WHO_M_R **  5— TGACAGRATYGGTCTTGTCTTTAGCCAYTCCA -3
IVA_WHO_M_P **  5—-FAM — ATYTCGGCTTTGAGGGGGCCTG —BHQ-3"

IVB_HM_F 5'— GCTTTCATGAAGCATTTGAAA -3’

IVB_HM_R 5— ACAGAGCGTTCCTAGTTTT =3’

IVB_HM_P 5-HEX-AGGCCATGAAAGCTCAGCGTTACTA-BHQ-3’

IAC F 5'— AGAGGACCGGGATATTCGAC -3’

IACR 5'— AGGTAGTCCGAGGAAAACTCTAAAC-3’

IACP 5—Cy5 — AGGCTCTTCTATGTTCTGACCTTGTTGGA — BHQ-3"

* dle WHO information for the molecular detection of influenza viruses
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Priprava pracovnich roztoku specifickych oligonukleotidu

e Primery a sondy jsou doddvany v lyofilizovaném stavu. Podle navodu uvedeného vyrobcem jsou

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

K omezeni moznosti kontaminaci jsou tyto zdsobni roztoky pouzity k pfipravé tzv. pracovnich

roztokd, které slouZi k jednodussi pFipravé reakénich smési.

Popis zkumavky Slozka Zasobniroztok (ul) Voda (ul) Koncentrace (pmol/pl)
Primer IVAR IVA_WHO_M_R 50 450 10
Primer IVB R IVB_HM_R 50 450 10
Primer IACR IACR 50 450 10
, IVA_WHO_M_F 50 10
Primery IVA IVA_WHO_M_R 50 400 10
. IVB_HM_F 50 10
Primery IVB IVB_HM_R 50 400 10
Sonda IVA IVA_WHO_M_P 50 450 10
Sonda IVB IVB_HM_P 50 450 10
Sonda IAC IAC P 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 (pl) Konecéna koncentrace (20 pl rce) 100 rci (pl)
dNTP mix (10 nmol/ul) 1,0 0,5 nmol/ul 100

Primer IVAR (10 pmol/pul) 0,2 0,1 pmol/ul 20

Primer IVB R (10 pmol/pl) 0,2 0,1 pmol/ul 20

IACR (10 pmol/pnl) 0,2 0,1 pmol/ul 20

IAC RNA (1 fg/ul) 1,0 50 ag/ul 100
RNase-free voda 2,4

Celkovy objem 5

e Reakéni smés | promichat

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

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

e Pfidat 5 pul 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 (koneény 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/pl) 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 chfipky typu A a viru chfipky typu B pouZitim

qPCR

o Reakéni smés lze pfipravit ve vétSim objemu dle nasledujici tabulky, jeji pomérné vzorky Ize

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

vsak 5x.
Slozka 1reakce (ul) 100 reakci (ul) Konecna koncentrace
LightCycler 480 Probes Master 2x 10 1000 1x
Primery IVA (10 pmol/ul) 0,7 70 0,35 pmol/ul
Primery IVB (10 pmol/pl) 0,7 70 0,35 pmol/ul
Primery IAC (10 pmol/pl) 1 100 0,5 pmol/ul
Sonda IVA P (10 pmol/ul) 0,2 20 0,10 pmol/ul
Sonda IVB P (10 pmol/pl) 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 1,6 160
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 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 gPCR

e Prelepit 96-jamkové desticku specidlni kryci félii ¢i zavfit patficné zkumavky

e Odstfedit pticca 2 000 g/2 min

e Vlozit 96-jamkovou desticku/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 cykld 55°C/30s . .

Extenze 72 °C/10s 2,2°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 IVA Fluorescence IVB Fluorescence IAC CelkowV vsledek
(Kanal FAM) (Kanal HEX) (Kanal Cy5) yvy
Pozitivni Pozitivni Pozitivni IVA poz_lt.lvn!
IVB pozitivni
Pozitivni Negativni Pozitivni IVA pOZItIYhI’
IVB negativni
Negativni Pozitivni Pozitivni IVA neg_a .twrjl
IVB pozitivni
e . Negativni IVA pozitivni
Pozit N t
ozitivni egativni IVB negativni
R e Negativni IVA negativni
Negat Pozit
egativni ozitivni IVB pozitivni
Lo .o e IVA negativni
Negat N t Pozit
egativni egativni ozitivni IVB negativni
Negativni Negativni Negativni Inhibice RT-gPCR

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 alespon v jednom opakovani.

IVA, IVB - virus chfipky A ¢i B; IAC — interni amplifikacni 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 >

c3 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 qPCR-

Vzorky oznaéené C6 — C1 pFedstavuji kvantifikaéni gradient v rozsahu 108 — 10 kopii/ul (tzn. 5 x 10° —
5 x 10 kopii RNA, resp. cDNA kvantifikaéniho gradientu 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 qPCR-
negativni kontrolu qPCR.

Literatura
https://www.who.int/teams/health-product-policy-and-stanédards/standards-and-

specifications/vaccines-quality/influenza
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