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1. CiL METODIKY

Hlavnim cilem metodiky je poskytnout zejména inspektorim Statniho ufadu pro
jadernou bezpeé¢nost (SUJB) vhodnou metodu pro prikaz piitomnosti genetického materialu
viru Ebola ve vzorcich ziskanych pfi kontrole dodrzovani zakazu biologickych zbrani.
Metodika se cilen¢ zaméfuje na:

e moznost detekce viru Ebola napf. v neznamych terénnich vzorcich;

e pouzitelnost pro Siroky rozsah vzork;

¢ rychlou analyzu s jasnou interpretaci vysledkii pro zaskoleny personal;

e moznost ovéfeni pozitivity reakce sekvenaci amplifikacnich produktt (v ptipadé

nejasnych vysledkt reakce).

2. VLASTNI POPIS METODIKY
2.1 Charakteristika viru Ebola

Virus Ebola (EBOV) je taxonomicky zatazen do cCeledi Filoviridae. Virus patii do
skupiny hemoragickych horecek, které zptisobuji onemocnéni u lidi a nékterych primatd. Jde
o typickou hemoragickou horecku, kde v Kklinickém obrazu dominuje horecka, vznik
hemoragickych petechii a krvaceni do gastrointestinalniho a urogenitalniho systému. Letalita
u nakazenych osob dosahuje 50-90 %.

Virus Ebola je stoéen do smycky o délce cca 80 nm, ktera obsahuje téméf 19 tisic
nukleotidi. Zafazeni viru dle struktury odpovida RNA viru s jednovlaknovou strukturou
(-ssRNA) a negativni polaritou (Rajéani et Ciampor, 2007). Genom viru kéduje sedm
virovych proteinli, konkrétné nucleoprotein (NP), phosphoprotein (VP35), matrix protein
(VP40), glycoprotein (GP), replication-transcription protein (VP30), matrix protein (VP24), a
polymerase (L) (Towner et al., 2004). Napadeni vnimavé buiky organizmu, probiha bud’
pinocytéozou nebo Clathrin-zprostiedkovanou endocytozou, kde virus vstupuje do buriky
zprostfedkované pomoci cholesterelového kanalu. Transkripéni proces probiha za vyuziti
transkripéniho a translacniho komplexu bunky, kde -sSSRNA vladkno viru slouzi jako templat
pro syntézu novych molekul viru (Miithlberger, 2007).

V piipad¢ zneuziti viru Ebola pro bioteroristicky ttok existuje piedpoklad, ze bude
vyuzito aerosolu jako nosného média. Mozné zneuziti viru Ebola by mohlo mit velice
tragické nasledky a to z diivodii: u viru existuje interhumanni ptenos a infekce virem vykazuje

velmi vysokou smrtnost. Navic, i kdyZ je aktualné testovano nékolik vakcin a antivirotik proti



viru, tak zatim neni zadny preparat registrovany. Naopak proti zneuziti viru hovofii napf. tyto
faktory: relativné nesnadnd manipulace s virem, pomérmn¢ komplikované ziskani viru nebo
relativné nizka odolnost/stabilita viru v prostiedi. Nicméné vysSe popsané vlastnosti jsou fakta,
diky kterym je virus zafazen do skupiny vysoce rizikovych agens dle vyhlasky ¢. 474/2002
Sh.*

2.2 Laboratorni diagnostika viru Ebola

Laboratorni diagnostika viru byla v pfipadé prvnich vyskyta epidemie zaloZena na
imunofluorescen¢nich metodach. Imunofluorescence byla pouzita pro rychlou diagnostiku
virové infekce, kde byla ale odhalena nizka citlivost metody (Johnson et al., 1978; Towner et
al., 2004). Z toho diavodu byl do praxe zafazen molekularné-geneticky pristup k testovani
infekce resp. rizné varianty PCR metody, které byly dostatecné senzitivni. Recentné je
pouzivana zejména tzv. RT- qPCR, ktera zajist'uje nejvyssi citlivost (Towner et al., 2004).
Kultivace viru se provadi na Vero bunkach.

Pro detekci viru je pouzivana pomérné konzervativni oblast nukleoproteinu (NP).
Nicmén¢ dle poslednich studii jak je uvedeno v Gire et al. (2014) je v piipadé pouziti této
sekvence popsana nespecificita resp. falesné¢ negativni vysledky u pouzivanych testd.
Zejména v pripad¢ aktualné kolujicitho viru, ktery v aktualni epidemii v roce 2014/2015
¢asteCn¢ zmutoval. Nanestésti tato zména probehla v cilovych oblastech pouzivanych testii

(Gire et al., 2014).

2.3 Vlastni metoda

Metoda je vyvinuta pro zpracovani virové RNA izolované z vySetiovaného vzorku,
proto neni vzorkovani a izolace pfedmétem této metodiky. Metoda je zaloZena na prikazu
ptitomnosti specifické sekvence kodujici oblast NP viru.

Pro specifickou detekcei ptitomnosti virové RNA byly vyuzity specifické primery, které
byly porovnany s téméi 400 genomovymi sekvencemi, které mj. zahrnovaly i celogenomové
sekvence viru z aktualni epidemie ze Sierra Leone. Na zdklad¢ analyzy byla zvolena sekvence
detekujici oblast genu NP a primery byly zvoleny tak, aby detekovaly EBOV Zaire (ZEBOV)
a Sudan (SEBOV) a naopak nedetekovaly EBOV Reston, Cote d'Ivoire, ostatni ptivodce

hemoragickych horecek nebo virovych onemocnéni. Navic primery vymezuji ve vnitini

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



sekvenci 1 vazebné misto pro Universal ProbeLibrary sondou (dale jen UPL, Roche
Diagnostic GmbH, Némecko). Soucasné je v reak¢éni smési i nespecifické interkalacni barvivo
tieti generace SYTO 61 (Invitrogen, USA). Vzhledem ke skuteénosti, Ze je detekce provadéna
ve dvou odd¢lenych fluorescencnich spektrech, byl pro analyzu zvolen cykler Rotor-Gene
6000 (CorbettResearch, Qiagen GmbH, Némecko). Pfi reakci je amplifikovan fragment o
specifické délce 153 bp (ZEBOV), ktery obsahuje hybridiza¢ni misto pro UPL sondu.
V piipadé detekce SEBOV je amplifikovan fragment o shodné délce, ale reakce byla navrZena
jen pro kombinaci primera a interkala¢niho barviva SYTO 61. Bezprosttedné po PCR reakci
nasleduje analyza teploty tani PCR produktu, ktera je provadéna prostiednictvim SYTO 61.
Material a zafizeni nutné k provedeni reakci: provedeni qPCR reakce bylo ovéfeno na
real-time PCR cykleru Rotor-Gene 6000, dal$i spotfebni material je PCR voda, PCR
zkumavky popf. mikrozkumavky, mraznicka, vortex, centrifuga, lednice, chladici blocky, dvé
sady pipet (jedna sada pro izolaci a pipetovani izolované RNA a jedna sada pipet pro
pipetovani reakéni smési). Metoda je popsana v souladu s minimalnimi pozadavky pro

publikace experimenti zalozenych na kvantitativni real-time PCR (Bustin et al., 2009).

2.3.1 Referenéni vzorek viru

Referen¢ni vzorek pro vyvoj detekce bakterie byl ziskan z némecké sbirky Bernhard
Nocht Institute for Tropical Medicine, pod ozn. Ebola virus Zaire (typ Gabon 2003) resp.
Ebola virus Sudan (typ Gulu), oba izolaty byly izolovany v roce 2010 a uchovany v -80 °C.
Virus byl v némecké laboratofi kultivovan na Vero bunkach.

Pro urCeni koncentrace vzorku byla pfipravena synteticka kontrola viru (Invitrogen,

USA).

2.3.2 Izolace RNA ze vzorku

K izolaci virové RNA ze vzorku lze pouzit komeréné dostupné izolacni Kkity.
Vzorek/vzorky vir hemoragickych horecek byly dodany jiz izolované. Ostatni vzorky
zahrnuté v metodice byly izolovany S pouzitim izola¢niho kitu RTP DNA/RNA Virus Mini
Kit (STRATEC Biomedical AG, Némecko). Izolace dle navodu vyrobce. Izolovana RNA je
Vv pfipadé potfeby uchovana pfi teploté -80 °C.



2.3.3 Reverzni transkripce

Pro reverzni transkripci byla vybrana rekombinantni reverzni transkriptdza M-MuLV s
redukovanou aktivitou RNazy H a zvySenou termostabilitou. V Tab. I jsou uvedeny slozky
reakéni smési vypoctené pro jednu reakci reverzni transkripce za pouziti kitu s vybranou
reverzni transkriptazou - Protoscript Il First Strand cDNA Synthesis Kit (E6560S; New
England Biolabs, UK).

Tab. I: Slozky reak¢ni smési pro reverzni transkripci.

Slozky reakéni smési Mnozstvi (ul)

Protoscript II reak¢ni mix (2x) 10

Protoscript II enzymovy mix (10x)

Mix obsahujici smés ndhodnych hexamert
Izolovana RNA
Celkovy objem 20

Jelikoz denaturacni krok pro odstranéni sekundarnich struktur je soucasti protokolu
pusobeni DNézou I, byl pfi reverzni transkripci pouzit rychly protokol s vynechanim kroku
inkubace pti 65 °C. VSechny slozky z Tab. I byly proto smichany a inkubovany pfti 25 °C 5
min, poté jit probihala reverzni transkripce pii 42 °C 1 hod a nakonec 80 °C po dobu 5 min

pro ukonceni reakce. Pracovni i zdsobni roztoky cDNA byly skladovany pti -20 °C.

2.3.4 gPCR

Pro provedeni reakce je pouzit qQPCR Blue 2x Master mix (Top-Bio, CR) &islo
produktu: P521, P522, P523 a P523xl. Jedna se o kompletni mix reagencii nutnych pro PCR.
Mix se dlouhodobé¢ skladuje pii -20 °C, ale je moZné i1 kratkodobé skladovani maximalné vSak

dva tydny pii 4 °C.



Sekvence primert pouzitych v protokolu:

ZEBOVF138: 5'- CTAAGATCACARGGGCCATTT-3’
ZEBOVR138:5"- CATRGCCTCTTTTTCAGTGAG-3’
SEBOVF138: 5'-CTAAAAACACAGGGTCCATTTG-3’
SEBOVR138: 5'-TAAGGCCTCCTTCTCACTCAAC-3’
Sekvence pouzité UPL sondy ¢. 138: 5'-ATCCACCA-3’

2.3.5 Pracovni postup a opati‘eni pro manipulaci s materiialem a kitem

Pti pracovnich operacich vzdy pouZzivat ochranné rukavice. Provadét veskeré operace
pfti pfipravé PCR mixu v PCR boxu. Pro kazdé vySetfeni vyuzivat systému pozitivni kontroly

(cilova RNA/cDNA), negativnich kontrol tj. jina nez cilova RNA/cDNA a NTC (z angl. No

Template Control) tj. vzorek bez nukleovych kyselin.

a) Premistit potfebné roztoky, piipadné vzorek RNA z mraziciho boxu (cca 10-15 min.

pfed zapocletim prace) do lednice (pozvolné rozmraZzeni v temnu), vyhnout se

opakovanému rozmrazovani, které¢ mize vést ke snizené senzitivite.

b) Ptipravit pro detekci potfebné mnozstvi PCR mixu (nasobky objemu) ve slozeni ze

zasobnich roztoku dle Tab. II a vlozit roztoky do chladiciho stojanku. Zasobni roztoky

vratit zpét do mraziciho boxu nebo lednice.

Tab. II: SloZzky reak¢ni smési v€etné prikladu kalkulace pro jednu reakci.

Slozky reakéni smési Mnozstvi (ul)
PCR voda 4,2
gPCR Blue 2x Master Mix 10
ZEBOVF138 (10 uM) 0,5
ZEBOVR138 (10 pM) 0,5
SEBOVF138 (10 uM) 0,5
SEBOVR138 (10 uM) 0,5
Universal ProbeLibrary sonda #138 (10 uM) 0,3
SYTO 61 (50 uM) 0,5
Vzorek nebo + nebo - kontrola a nebo NTC (viz vyse) 3
Celkovy objem 20
c) Mix promichat pipetovanim. Nasledn¢ rozpipetovat po 17 ul do potfebného mnozstvi
zkumavek.




d)

f)

9)
h)

)

Do zkumavek s PCR mixem oznacenych ,,studovany vzorek® ptidat 3 ul zkoumané
DNA.
Do zkumavky s PCR mixem oznacené ,,pozitivni kontrola® ptidat 3 pl izolované
RNA/cDNA referenéniho vzorku.
Do zkumavky s PCR mixem oznaéené ,,negativni kontrola“ ptidat 3 ul jiného vzorku
(jiného agens nez je cilovy virus/vzorek).
Do zkumavky s PCR mixem oznacené ,,NTC* ptidat 3 ul PCR vody.
Zkumavky uzaviit vicky (pracovat steriln¢), vlozit do pfistroje a spustit program,
reakéni podminky zadat pro kanaly Green a Red viz Tab. II1.
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 spotfebni material odlozit do plastového boxu a nésledné
likvidovat odpovidajicim zptisobem (spalovna).
Tab. I1I: Popis nastaveni cykleru a podminek PCR reakce.
Program Teplota Cas | Polet cyklii | MéFeni fluorescence
Denaturace 94 °C 1 min. 1
Denaturace 94 °C 20s
Amplifikace | Annealing 60 °C 20s 40 kazdy cyklus: G*
Extenze 72 °C 20s kazdy cyklus: R*
Stabilizace 60 °C 90s 1
Melting po 0,2 °C 3s 60-95 °C | kontinualné: R*
Chlazeni 40 °C 1 min.

* Nastaveni fluorescen¢niho kanalu:
G = Green (napi. FAM, SYBR Green I)
R =Red (napt. CyS5, Alexa Fuor 633)



2.3.6 Vyhodnoceni analyzy

Za prikaz pritomnosti RNA viru Ebola ve vzorku je povazovan prokazatelny nartst
fluorescenéniho signalu v Green fluorescen¢nim spektru pro ZEBOV viz Obr. 1. Pro piipad
pritomnosti RNA/cDNA vzorku obsahujicim SEBOV je povazovan prokazatelny narist
fluorescen¢niho signalu v Red fluorescencnim spektru. Pro ZEBOV i SEBOV je hodnocena

specificka teplota tani PCR produktu (tzv. melting teplota) viz Tab. IV a Obr. 2.

Tab. IV: Specificka melting teplota pro amplifikovany fragment.

Detekovany gen NP Specificka melting teplota PCR produktu
ZEBOV 80+0,2°C
SEBOV 80,5+0,2 °C

2.4  Validace a limity reakce

Ovéteni vysledkt bylo provedeno na gelové elektroforéze, odectenim délky
specifickych PCR produkti dle velikostniho markeru O’GeneRuler 50 bp DNA Ladder
(Fermentas, ThermoFisher Scientific, USA). Pro vyloudeni fale$né pozitivniho vysledku byla
provedena kontrola s vybranymi mikroorganismy, viry viz Tab V., VI kde nebyla potvrzena
falesné pozitivni detekce.

Dale byla specifita a robustnost reakce ovéfena na simulovanych terénnich vzorcich
(susené mléko, pSeni¢na mouka, prasek do peciva, mouckovy cukr, prach, praci prasek, kiida,
pyl, motorovy olej a nafta). PraSkové vzorky byly pfipraveny v koncentraci 10 mg/ml a pred
reakci byly smichdny v poméru 1:1 s kontrolnim vzorkem RNA V zavislosti na pouZitém
objemu reakce. Reakce byla pozitivni u vSech simulaci s vyjimkou smésného vzorku drcené

kiidy.



Tab. V: Seznam testovanych patogeni v ramci ovéfovani specificity metodiky.

Bakterie Kmen
Bacillus anthracis 10340T
Bacillus cereus 2010T
Bacillus subtilis 5615T
Bartonella quintana 103739
Brucella melitensis abortus 5660T
Brucella melitensis melitensis 5659T
Brucella melitensis ovis 67417
Brucella melitensis suis 6073T
Brucella microti 4915
Burkholderia glathei 27417
Burkholderia mallei 12938T
Burkholderia pseudomallei 12939T
Clostridium botulinum 5950T
Clostridium botulinum 594471
Clostridium perfringens 57447
Clostridium tetani 18/50
Coxiella burnetii SU032 (1)
Enterobacter cloacae 1903
Escherichia coli 6859T
Francisella novicida 6041
Francisella tularensis 55407
Chlamydophila psittaci 27007
Kytococcus sedentarius 314T
Legionella pneumophila 7371T
Mycobacterium bovis 5034
Mycobacterium tuberculosis 73017
Pseudomonas aeruginosa 1960T
Rickettsia ricketsii SU005
Salmonella enterica subsp. enterica 7933T
Salmonella typhi 7028T
Shigella dysenteriae |. 13/41
Shigella sonnei 4421
Staphylococcus haemolyticus 27377
Vibrio cholerae 72547
Xanthomonas campestris 1/79
Yersinia enterocolitica 5671
Yersinia pestis 5923T
Yersinia pseudotuberculosis 22/90T
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Tab. VI: Seznam testovanych virti V ramci ovéfovani specificity metodiky.

Virus bovinni virové diarrhoey
Virus Dobrava
Virus Guanarito
Virus Hazara
Virus horecky Lassa
Virus horecky udoli Rift
Virus Chikungunya
Virus influenzy dribeze
Virus Junin
Virus kataralni horecky ovci
Virus Kemerovo
Virus krymzsko-kornské hemoragické
horecky
Virus Machupo
Virus Marburg
Virus Mopeia
Virus Newcastleské choroby driibeze
Virus Oropouche
Virus Pappataci, Sandfly
Virus Puumala
Virus Sabia
Virus Seoul
Virus Sin Nombre
Virus Sindbis
Virus Tribec
Virus venezuelské konské encefalomyelitidy
Virus vychodni kornské encefalomyelitidy

Virus Kmen/ozn.
Bovinni respiracni syncitidlni virus Antanovo 448/82
Virus Bhanja M22
Virus bovinni parainfluenzy 3 R2-V

Oregon C24V
NCPV H119/99
BNI SUO36
NCPV 530
BNI Josiah
NCPV H13/96
NCPV 636
Chicken-scot/59
BNI XJ
T-956
KEB1
BNI Afg09-2990

BNI Carvallo
BNI Popp
NCPV M-152
Komarov
NCPV 1409261v
M47
NCPV 705
BNI SPH114202
NCPV R22
NCPV HN107
SuU014
SuU013
NCPV H12/93
NCPV H178/99

11




Citlivost reakce byla stanovena tzv. LOD (z ang. Limit Of Detection) na aroven 200
kopii cilové sekvence na reakci. Citlivost reakce byla zjisténa komparaci koncentrace vzorku
syntetické kontroly s izolatem virové RNA. Vzorek izolatu byl ovéfen pro koncentrace 1x107
az 2x10% kopii v reakei. Koeficient korelace u standardni kiivky byl v&tsi nez 0,99, efektivita

reakce dosahovala hodnoty 98 % v piipadé UPL sondy.

Obr. ¢. 1: Vysledky ovéfeni skuteéné citlivosti metodiky, metoda vykazuje dynamické
rozpé&ti az na Groven 7 log — 1x10” az 1x10" (provedeno pomoci syntetické kontroly) pro UPL

sondu ¢. 138 méfenou v kanalu Green.

deq.

Obr. €. 2: Grafické znazornéni PCR produktu specifické teploty tani ZEBOV 80 °C a
SEBOV 80,5 °C. Na ose y je uveden pomér fluorescence pozadi a generovaného signalu, osa

X teplota ve stupnich Celsia.
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3. INOVACNI ASPEKTY, NOVOST POSTUPU

Do doby zavedeni této metodiky detekce a identifikace sledovaného biologického agens
byla v Laboratofi biologického monitorovani a ochrany (dale jen LBMO) Statniho ustavu
jaderné, chemické a biologické ochrany, v.v.i. (dile jen SUJCHBO, v.v.i.) teoreticky
vyuzivana jen Kkultivace viru. Tato metoda je relativné zdlouhava a navic hrozi vyznamné
riziko pro personal nebo kontaminace laboratofe pii manipulaci se vzorkem.

Vzhledem ke skute¢nosti, Ze na pracovisti nebyla dosud zavedena detekce na RT-qgPCR
technologii, neexistovala zde ani moznost kvantifikace vzorku. Na zakladé téchto skute¢nosti
bylo rozhodnuto o vyvoji a zavedeni nové metodiky detekce viru Ebola do laboratorni praxe
LBMO SUJCHBO, v.v.i.

Pro detekci byly navrzeny, optimalizovany a ovéfeny dosud nepublikované sekvence
primerq, které byly vybirany se snahou zabranit pfipadnym faleSn¢ pozitivnhim a negativnim
vysledkiim. Pro zajisténi spravnosti vysledkl byla pro hodnoceni reakce zahrnuta kombinace
dvou rozdilnych detekénich systémid. Prvni znich byl zalozen na vyuziti modifikované
TagMan sondy, kterou lze diky semi-specifické sekvenci vyuzit i pro dalsi metodiky. Sonda
obsahuje tzv. uzaméené nukleotidy (Letorra et al., 2003), které umoznuji syntézu kratkého
oligonukleotidu, ktery ma ovSem stejnou melting teplotu, jako konvenéni TagMan sonda.
Druhy systém vyuzival pro verifikaci vysledki interkalaéni barvu SYTO 61 patiici do tzv.
tieti generace interkalac¢nich barviv, kterd umoznuje oproti prvni generaci interkalacnich
barviv daleko ptesngj§i analyzu teploty tani PCR produktu (Bustin et Nolan, 2004). Vyuziti
semi-specifické sondy v kombinaci s ovéfenim amplikonu teplotou tani PCR produktu je
zajisténa kvalitni verifikace vysledkt. Vyhodou vyse popsaného systému detekce je, Ze lze
jak semi-specifickou sondu, tak i interkala¢ni barvu pouzit v kombinaci sjinym parem
primeri pro detekci jinych agens nebo dalsi PCR analyzy.

Reakéni podminky pro diagnosticky proces jsou navrZeny tak, aby bylo moZné provadét
detekci vétSitho poctu biologickych agens uvedenych na seznamech piiloh vyhlaSky
&. 474/2002 Sb.? soucasné a tim vyrazné zkratit Cas pottebny pro detekci téchto agens.

V porovnani s komerénimi soupravami lze u této metody detekce a identifikace
C. psittaci provést dodateCnou kontrolu vysledki amplifikace sekvenaci amplifikovanych

produktl a tim dodate¢né ovéfit jejich spravnost.

2 Vyhlagka, kterou se provadi zékon & 281/2002 Sb., o n&kterych opatfenich souvisejicich se zékazem
bakteriologickych (biologickych) a toxinovych zbrani a 0 zméné Zivnostenského zakona.
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4, POPIS UPLATNENI CERTIFIKOVANE METODIKY

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

Mectodika bude vyuZivana pro potieby dozoru nad dodrzovanim zakona
&. 281/2002 Sh.®, konkrétné bude slouzit k pritkazu ptitomnosti genetického materialu viru
Ebola ve vzorcich ziskanych pii dozorové &innosti pracovniktt SUJB. Lze piedpokladat, e by
metodika mohla byt rovnéz vyuzita k detekci viru pro potieby integrovaného zachranného
systému v pripadech, kdy existuje podezieni na pfitomnost uvedeného agens v nezndmych

vzorcich (biologické tkang, stéry, tzv. bilé prasky nezndmého ptivodu apod.).
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