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1. CiL METODIKY

Hlavnim cilem metodiky je poskytnout zejména inspektorim Statniho ufadu pro jadernou
bezpeénost (SUJB) vhodnou metodu pro prikaz pfitomnosti genetického materialu viru
Chikungunya (dale jen CHIKV) ve vzorcich ziskanych pii kontrole dodrzovani zakazu
biologickych zbrani.
Metodika se cilené zaméfuje na:

e moznost detekce a identifikace CHIKV napft. v neznadmych terénnich vzorcich;

e pouzitelnost pro Siroky rozsah vzorki;

e rychlou analyzu s jasnou interpretaci vysledka pro zaskoleny personal;

e moznost ovéfeni pozitivity reakce sekvenaci amplifikacnich produkti (v ptipadé

nejasnych vysledkd primarniho vySetieni).

2. VLASTNI POPIS METODIKY
2.1  Charakteristika viru Chikungunya

CHIKYV je taxonomicky zafazen do rodu Alphavirus, ¢eledi Togaviridae. Zastupci tohoto
rodu nalezi zejména do skupiny arboviru tj. virt pfenasenych ¢lenovcei. Strukturné jsou viry
¢eledi Togaviridae charakterizovany jako malé obalené ¢astice 0 velikosti 40-70 nm a jejich
virova RNA se sklada z jednofetézcové RNA pozitivni orientace tzv. ss(+)RNA.

Replikacni cyklus rodu probihd pomérné kratce, cytopatické zmény lze pozorovat jen
cca 24 hodin. Viriony CHIKV jsou ptendseny komary (skupina virt Semliki forest), kde
dochdzi k jejich pomnoZeni ve slinnych Zlazach a Zaludku. Komaii pak virus deponuji do
ktze, kde se viry pomoci glykoproteinového komplexu adsorbuji na bunécny povrch.
Nasleduje pohlceni viru ptes cytoplazmatickou membranu do buniky. Virovy genom se sklada
z ptiblizné 10 tisic nukleotid a obsahuje na 5-konci ¢teci ramec, ktery koduje 4 nestrukturni
proteiny nsP1-4. Tyto proteiny se podileji jak na syntéze nového obalu viru (glykoproteiny
obalu C a E1-3), tak vlastni virové RNA.

Patogeneze viru CHIKV klasickou cestou zahrnuje zejména S$ifeni poSkozenym
epitelem, které se projevuje drobnymi petechiemi. V piipadé infekce dychacimi cestami, ale i
kozni formou se virémie projevuje generalizovanym hore¢natym onemocnénim, bolesti
kloubt a vyrazkou. Po inkubaci nastupuje opét prudka horecka a bolest kloubti a svali.

Kultivace viru v laboratornich podminkach neni naro¢na, CHIKV se dobfe pomnozuje

na Vero nebo BHK buiikéch, ale 1 v kufecich embryich. Snadnd zaména klinickych ptiznakt



S jinymi viry, mozna zameéna identifikace viru pomoci serologickych vySetieni a moZzZnost
rozptylu aerosolem &ini z viru CHIKV agens, které je zafazeno dle vyhlagky 474/2002 Sb.* do

skupiny vysoce rizikovych agens.

2.2  Laboratorni diagnostika viru Chikungunya

Pro diagnostikovani viru CHIKV jsou pouzivany tfi hlavni laboratorni testy: izolace
viru, serologické testy pro prikaz virové-specifickych protilatek a detekce genomu zalozena
na PCR metodach.

Izolace viru je zaloZena na inokulaci biologického vzorku (napt. plazma, sérum) do
bunécné kultury, odvozené bud’ z komdéra nebo savcl. Alternativné mize byt vzorek pro
detekci CHIKV inokulovan do sajicich mys$i. Naposledy zminéna metoda je ale pracna a
casove narocna.

Serologicka diagnostika viru CHIKV je zaloZena na prikazu ¢tyfnasobného zvyseni titru
IgG protilatek proti viru CHIKV mezi séry odebranymi v akutni a rekonvalescentni fazi.
Nicmén¢ ziskani parovych sér je obvykle neproveditelné. Alternativné je mozné pouzit
prikkaz IgM protilatek specifickych pro CHIKV v sérech odebranych v akutni f4zi infekce u
ptipadd, kde nelze ziskat parova séra. IgM a IgG protilatky specifické pro CHIKV je mozné
detekovat pomoci nasledujicich serologickych metod: inhibice hemaglutinace, komplement
fixacni reakce, imunofluorescence (1IF) a imunoenzymatické eseje (ELISA) (Hundekar et al.,
2002). VySe zminéné sérologické metody jsou vysoce citlivé, ale jen mirné specifické: tento
fenomén je zplsoben hlavné antigenni zkiiZenou reaktivitou mezi CHIKV a dal§imi arboviry
jako je virus Dengue, O'nyong-nyong, virus Sindbis a mnoho dalSich (Blackburn et al.,
1995). Existuje ne€kolik komeréné dostupnych sérologickych eseji, véetné IIF a ELISA, u
nichz byla stanovena a vyhodnocena citlivost a specifi¢nost (Litzba et al., 2008).

Vyse zminéné postupy neni vzdy praktické adaptovat pro rutinni pouziti, proto bylo
vyvinuto né€kolik metodik, které jsou zalozené na reverzné transkripénich RT-gPCR
technologiich. Existujici RT-qPCR metody pro detekci viru CHIKV vyuzivaji pary primerd
amplifikujici specifické oblasti 3 strukturnich gent (kapsidovy, obalovy E1 a obalovy E2) a 1
nestrukturniho genu (nspl) (Hasebe et al., 2002). Molekularni testy jsou schopny detekovat
virovou RNA jen béhem virémické faze, ktera obvykle trva 0 az 6 dni po zacatku klinickych

ptiznaku (Pastorino a spol., 2005).

! Vyhlagka, kterou se provadi zékon & 281/2002 Sb., o n&kterych opatfenich souvisejicich se zékazem
bakteriologickych (biologickych) a toxinovych zbrani a o zméné Zivnostenského zakona.



2.3 Vlastni metoda

Pomoci reverzni transkripce je proveden piepis virové pozitivni RNA viru do struktury
komplementarni DNA (dale jen cDNA z ang. complementary DNA). Metoda je vyvinuta pro
zpracovani vzorku cDNA z vySetfovaného vzorku. Metoda je =zaloZzena na prukazu
pritomnosti specifické sekvence genu nsP1 kodujiciho nestrukturni protein P1.

Pro specifickou detekci pfitomnosti virové RNA jsou vyuzity semi-specifické primery
v kombinaci s Universal ProbeLibrary sondou (dale jen UPL) ¢islo 15 (Roche Diagnostic
GmbH, Némecko). Paralelné je reakce provadéna v kombinaci s interkalaénim barvivem
druhé generace pattici do skupiny tzv. HRM barviv, konkrétné SYTO 61 (Invitrogen, Oregon,
USA). Vzhledem ke skutenosti, ze je detekce provadéna ve dvou oddélenych
fluorescenénich spektrech, byl pro analyzu zvolen cycler Rotor-Gene 6000 (CorbettResearch,
Qiagen GmbH, Némecko). Jak bylo jiz vySe uvedeno, detekce pro oba kanaly probiha
paraleln¢ resp. za shodnych podminek, a v jedné zkumavce.

Material a zafizeni nutné k provedeni reakci: vlastni provedeni qPCR reakce bylo
ovéteno na real-time PCR cykleru Rotor-Gene 6000, dalsi spotiebni material je PCR voda,
1,5; 0,5 0,2 ml zkumavky popt. mikrozkumavk, mraznic¢ka, vortex, centrifuga, lednice,
chladici blo¢ky, dvé sady pipet (jedna sada pro izolaci a pipetovani izolované RNA a jedna
sada pipet pro pipetovani reakéni smési). Metodika je zpracovana dle pozadavka publikace
Bustin et al., 2009 The MIQE guidelines: minimum information for publication of quantitative

real-time PCR experiments.

2.3.1 Referencni vzorek viru Chikungunya

Jako referen¢ni vzorek pro vyvoj detekce viru CHIKV slouzil vzorek Chikungunya
katalogové Cislo kmene v dobé nakupu: NCPV636, oznaceni: S27 Petersfield (The National
Collection of Pathogenic Viruses, Porton Down, Anglie). Virus byl kultivovan na VERO

bunkach pti 37 °C po 72 hod, néasledoval odbér suspenze, ktera byla pouZita pro izolaci viru.

2.3.2 lzolace RNA ze vzorku

K izolaci virové RNA ze vzorku Ize pouzit komeréné dostupné izolaéni kity. Metodika
byla ovéfena s pouzitim izola¢niho kitu RTP DNA/RNA Virus Mini Kit (Invitek, STRATEC
Molecular GmbH, Némecko). Izolace dle navodu od vyrobct. Izolovana RNA je v piipadé

potieby uchovana pii teploté — 80 °C. V zavislosti na charakteru vzorku byla vyse uvedenym



kitem dosahovana koncentrace RNA v fadech desitek az stovek ng/ul, pomér absorbance

260/280 nm byla 2,1+2.

2.3.3 Reverzni transkripce

Reverzni transkripce slouzi k pfevedeni virové RNA do cDNA. Metodika byla ovéiena
na kitu M-MLV reverzni transkriptaza PN: M 023 (Top-Bio, Praha, CR), koncentrace
templatové RNA byla jako primery pro reakci jsou ovéfeny ndhodné hexamery (Invitrogen,
Oregon, USA), v Tab. I jsou uvedeny veskeré slozky reakce. Reverzni transkripce je
provadéna v 10 ul pii 37 °C po dobu 1 hod — pro provedeni reakce je mozno pouzit termalni

blok nebo 1épe PCR cykler.

Tab. I: Slozky reakéni smési pro provedeni reverzni transkripce, kalkulace provedena

pro pfipravu jedné reakce.

Slozky reakéni smési Mnozstvi (ul)
PCR voda 15

95X M-MLYV reak¢ni pufr 2

DDT (100 mM) 1
dNTP (5 mM) 1
nahodné hexamery (50 pM) 0,5
M-MLYV reverzni transkriptaza (25 U) 1
Izolované RNA 3
Celkovy objem 10

2.3.4 gPCR

Pro provedeni reakce je pouzit gPCR 2x Blue Master mix (Top-Bio, Praha, CR) PN: P
521 az P 523. Jedna se o kompletni mix reagencii nutnych pro PCR. Mix se dlouhodobé¢

skladuje pti -20 °C, ale je moZné i kratkodobé skladovani maximalné vSak dva tydny pti 4 °C.

Sekvence primert pouzitych v protokolu pro nsP1 gen:
Toga_UPL15F: 5'-GTCACACCGAATGACCATGC-3’
Toga_UPL15R: 5'-ATGAACGGGGTTGTGTCAAA-3”



Sekvence pouzité UPL sondy ¢. 15:
5'-GAGCAGGA-3’

2.3.5 Pracovni postup a opatieni pro manipulaci s materialem a Kitem

Pti pracovnich operacich vzdy pouzivat ochranné rukavice. Provadét veskeré operace pfi

ptipravé PCR mixu ve specidlnim (PCR) boxu. Pro kazdé vySetfeni vyuzivat systému

pozitivni kontroly (cilova CDNA), negativnich kontrol tj. jina nez cilova RNA/DNA a NTC

(z angl. No Template Control) tj. vzorek bez nukleovych kyselin.

a)

b)

Premistit potfebné roztoky, pfipadné vzorek CONA z mraziciho boxu (cca 10-15 min.
pied zapocetim prace) do lednice (pozvolné rozmrazeni v temnu), vyhnout se
opakovanému rozmrazovani, které muze vést ke snizené senzitivité.

Ptipravit pro detekci potiebné mnozstvi PCR mixu (ndsobky objemu) ve slozeni ze
zasobnich roztoku dle Tab. Il a vlozit roztoky do chladiciho stojanku. Zasobni roztoky

vratit zpét do mraziciho boxu nebo lednice.

Tab. 1I: Slozky reakéni smési véetné piikladu kalkulace pro jednu reakci.

Slozky reakéni smési Mnozstvi (ul)
PCR voda 2,55
gPCR 2x Blue Master Mix 7,5
Toga_UPL15F (10 uM) 0,6
Toga_UPL15R (10 uM) 0,6
Universal ProbeLibrary sonda #15 0,15
SYTO 61 (50 uM) 0,6
Vzorek nebo + nebo - kontrola a nebo NTC (viz vyse) 3
Celkovy objem 15

Mix promichat pipetovanim. Nasledné rozpipetovat po 12 pl do potiebného mnozstvi
zkumavek.

Do zkumavek s PCR mixem oznacenych ,,studovany vzorek ptidat 3 pl zkoumané
cDNA.

Do zkumavky s PCR mixem oznafené ,,pozitivni kontrola“ piidat 3 ul cDNA

typového kmene CHIKV.



f) Do zkumavky s PCR mixem oznaéené ,,negativni kontrola® ptidat 3 pl jiného vzorku
(jiného agens nez je CHIKV).

9) Do zkumavky s PCR mixem ozna¢ené ,,NTC* ptidat 3 ul PCR vody.

h) Zkumavky uzaviit vicky (pracovat steriln€) a vlozit do pfistroje a spustit program,
reakéni podminky zadat pro kanaly Green a Red viz Tab. Il

i) Vysledky ulozit a zalohovat do patii¢ného adresaie. Nazev souboru a cestu k souboru
zapsat do protokolu.

), Pouzité laboratorni pomucky (pipety) ponechat v pracovnim boxu pro naslednou
dekontaminaci, pouzity spotifebni material odlozit do plastového boxu a nasledné

likvidovat odpovidajicim zptisobem (spalovna).

Tab. I11: Popis nastaveni cykleru a podminek PCR reakce.

Program Teplota Cas | Polet cyklii | Mé&Feni fluorescence
Denaturace 94 °C 1 min. 1

Denaturace 94 °C 10s
Amplifikace | Annealing 55 °C 30s 40 kazdy cyklus: G, R*
Stabilizace 60 °C 90 s 1
Melting po 0,2 °C 25S 60-90 °C | kontinualné: R*
Chlazeni 40 °C 1 min.

* nastaveni fluorescen¢niho kanalu, G = Green, R = Red spektrum
2.3.6 Vyhodnoceni analyzy

Za prikaz ptitomnosti CDNA druhu CHIKV ve vzorku je povazovan prokazatelny nartst
fluorescenéniho signalu v obou fluorescen¢nich kanalech Obr. 1. a specificka ,,melting*

teplota (tj. teplota tani) pii melting analyze viz Tab. IV a Obr. ¢. 2.

Tab. IV: Specificka melting teplota pro nsP1 gen.

Detekovany gen Specificka melting teplota PCR produktu
nsP1 86,5+0,5°C

2.4  Validace a limity reakce
Ovéteni vysledkli bylo provedeno na gelové elektroforéze, odectenim délky
specifickych PCR produkti dle velikostniho markeru O’GeneRuler 50 bp DNA Ladder

(Fermentas). Pro vylouceni faleSné pozitivniho vysledku byla provedena kontrola



s vybranymi mikroorganismy. Test neodhalil Zzddnou zkfizenou reaktivitu u zadného ze
sledovanych agens — seznam testovanych agens viz Tab. V.

Déle byla specifita a robustnost reakce oveéifena na smésnych a na simulovanych
terénnich vzorcich (suSené mléko, pSeni¢nd mouka, praSek do peciva, mouckovy cukr, prach,
praci prasek, kiida, pyl, motorovy olej a nafta). Praskové vzorky byly pfipraveny
Vv koncentraci 10 mg/ml a pied reakci byly smichdny v poméru 1:1 s kontrolnim vzorkem
CHIKV v zavislosti na pouzitétm objemu reakce. Reakce byla pozitivni u vSech simulaci

s vyjimkou smésného vzorku kypticiho prasku, motorového oleje a nafty.



Tab. V: Seznam testovanych patogeni v ramci ovéfovani specifity metody.

Patogen

Kmen

Patogen

Kmen

Virus influenzy dribeze

H5N1, 239

Bacillus anthracis

NCTC 10340T

;’:ﬁltz;ewcasﬂeské choroby 210 (Komarov) | Escherichia coli 3954
Virus zluté zimnice D17 Staphylococcus haemolyticus 2737
Camelpox virus 538 Enterobacter cloacae 1903
Virus Vaccinia SU016 Francisella tularensis 5540
Virus kravskych nestovic v-158 3723 | Kytococcus sedentarius 2699
Virus australské encefalitidy 506 Pseudomonas aeruginosa 1960
Virus Dengue 189 TYP-1 Yersinia enterocolitica CCM 5671
Salmonella enterica subsp.
Virus encefalitidy St.Louis 607 enterica , ser. typhimurium) 3808
I\:sraus horecky Kyasanurského SU028 Schigella sonnei 4421
Virus klistové encefalitidy 521 Brucella melitensis (biovar canis) | 1/74
Virus Powassan M5 Clostridium tetani 18/50
Virus zapadn nilské horecky 31124 Brucella melitensis 5520 (abortus)
Virus #luté zimnice D17 Burkholderia mallei 10248
Virus Chikungunya 636 Burkholderia pseudomallei 10274
;:Z::arz:;;‘::j koriské 690 (H12/93) Clostridium botulinum 5950
Virus Sindbis SU014 Salmonella typhi 115/39
Virus Seoul 203 (R22) Shigella dysenteriae I. 13/41
Virus Hazara 530 Vibrio cholerae 71/89
Bovinni respiratorni syncytialni V-362 Yersinia pestis 5923

virus

10
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Obr. ¢. 1: Vysledky ovéfeni skutecné citlivosti metodiky, pro ovéfeni byl vyuzit
smésny vzorek cDNA, ktery byl fedén 5x10%, 1x10%, 5x10% 1x10° 5x10% 1x10% Pro UPL
sondu ¢. 15 méfenou V kanalu Green je vysledek uveden nahote, pro Red kanal a barvu

SYTO 61 je vysledek uveden nize.
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Obr. €. 2: Grafické znazornéni specifické melting teploty pro rtizné koncentrované
vzorky. Na ose y je uveden pomér fluorescence pozadi a generovaného signalu, osa x je

teplota ve °C.

Citlivost reakce byla stanovena az do koncentrace jednotek kopii cilové sekvence na
reakci. Citlivost reakce byla zjisténa detekci nukleové kyseliny CHIKV o spektrometricky
zméfené koncentraci a prepo¢itané na podet kopii v koncentraénim rozpéti 1x10° az 1x10°
kopii genomu v reakci, koeficient korelace byl vétsi nez 0,97 a efektivita reakce dosahovala
hodnotu 90 %.

Specifita reakce je ovéfena kombinaci dvou, popf. tii systému viz vyse. Jako pozitivni
vzorek je oznacen ten, ktery generuje narast fluorescenéniho signalu jak v kandlu Green, tak

Vv kanalu Red. Navic vzorek musi byt charakterizovan specifickou melting teplotou.

12



3. INOVACNI ASPEKTY, NOVOST POSTUPU

Do doby zavedeni této metodiky detekce a identifikace sledovaného biologického agens
byly v Laboratofi biologického monitorovani a ochrany (dale jen LBMO) Statniho ustavu
jaderné, chemické a biologické ochrany, v.v.i. (dale jen SUICHBO, v.v.i.) vyuZzivany jen
serologické testy pro skupinu specifickych protilatek. Tyto testy maji casto faleSné€ negativni
vysledky a protilatky maji relativné kratkou expiraci.

Vzhledem ke skuteCnosti, Ze na pracovisti nebyla dosud zavedena detekce viru na
zakladé nukleové sekvence, neexistovala zde ani moznost ovéfit reakce sekvenaci
amplifikovanych produkti. V neposledni fadé bylo pouzivani komerénich setd pomérné
finanéné naro¢né. Na zakladé téchto skutecnosti bylo rozhodnuto o vyvoji a zavedeni nové
vlastni metodiky detekce a identifikace agens CHKV do laboratorni praxe LBMO SUJCHBO,
V.V.I.

Pro detekci byly navrZeny, optimalizovany a ovéfeny dosud nepublikované sekvence
primert, které byly vybirany se snahou zabranit piipadnym fale$né pozitivnim a negativnim
vysledkiim. Pro zajisténi spravnosti vysledkl byla pro hodnoceni reakce zahrnuta kombinace
dvou rozdilnych detekénich systémid. Prvni znich byl zaloZzen na vyuZziti modifikované
TagMan sondy, kterou lze diky semi-specifické sekvenci vyuzit i pro dal$i metodiky. Sonda
obsahuje tzv. uzamcené nukleotidy (Letorra et al., 2003), které umoziuji syntézu kratkého
oligonukleotidu, ktery ma ovSem stejnou melting teplotu, jako konvevéni TagMan sonda.
Druhy systém vyuzival pro vlastni detekci vysledkd interkala¢ni barvu SYTO 61 pattici do
tzv. druhé generace interkala¢nich barviv, kterd umoZznuje oproti prvni generaci interkalac¢nich
barviv daleko ptesnéjsi a prikaznéjsi odliSeni faleSné pozitivnich vysledkt (Bustin et Nolan,
2004). Vyuziti semi-specifické sondy v kombinaci s interkalacni barvou a ovéfenim
amplikonu melting analyzou je zajiSténa kvalitni verifikace vysledkli. Navic, jak bylo jiz
uvedeno vyse, lze jak semi-specifickou sondu, tak i interkalaéni barvu pouzit v kombinaci
S jinym parem primerd pro detekci jinych agens nebo dalsi PCR analyzy. Pouzivanim co
mozZna nejvice jednotného chemismu v laboratofi je zajiSténa obnova chemikalii.

Reakéni podminky pro diagnosticky proces jsou navrzZeny tak, aby bylo mozné provadét
detekci vétSiho poctu biologickych agens uvedenych na seznamech piiloh vyhlaSky

&. 474/2002 Sb.” soudasné a tim vyrazné zkratit Gas potfebny pro detekci téchto agens.

2 Vyhlagka, kterou se provadi zdkon & 281/2002 Sb., o n&kterych opatienich souvisejicich se zakazem
bakteriologickych (biologickych) a toxinovych zbrani a o zméné Zivnostenského zakona.
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V porovnani s komerénimi soupravami Ize u této metody detekce a identifikace CHIKV
provést dodate¢nou kontrolu vysledkti amplifikace sekvenaci amplifikovanych produktt a tim

dodate¢né ovérit jejich spravnost.

4, POPIS UPLATNENI CERTIFIKOVANE METODIKY

Metodika byla vyvinuta jako hlavni analyticky postup metodicko-odborné podpory
laboratofe LBMO SUJCHBO, v.v.i pfi plnéni ukolt statniho dozoru SUJB v oblasti zakazu
biologickych zbrani pro zminéné agens.

Metodika bude vyuzivana pro potieby dozoru nad dodrZzovanim zakona ¢. 281/2002
Sb.?, konkrétng bude slouzit k priikazu p¥itomnosti genetického materialu CHIKV ve vzorcich
ziskanych pii dozorové &innosti pracovniki SUJB. Lze predpokladat, ze by metodika mohla
byt rovnéz vyuzita k detekci a identifikaci agens CHIKV pro potieby integrovaného
zachranného systému v piipadech, kdy existuje podezieni na pfitomnost uvedené¢ho agens v

neznamych vzorcich (biologické tkané, stéry, tzv. bilé prasky neznamého ptivodu apod.).
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