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1. CIiL METODIKY

Cilem metodiky je poskytnout inspektorim Statniho wfadu pro jadernou bezpecnost
(SUJB) vhodnou metodu pro prikaz piitomnosti genetického materialu viru Seoul
ve vzorcich ziskanych pii kontrole dodrzovani zékazu biologickych zbrani.

Metodika se cilené zamétuje na:

e moznost detekce a identifikace viru Seoul v neznamych terénnich vzorcich;

e pouzitelnost pro Siroky rozsah terénnich vzork;

e nezavislost detekce na kultivaci cilového organismu,

e rychlou analyzu s jasnou interpretaci vysledkl pro zaskoleny personal;

e moznost ovéfeni pozitivity reakce sekvenaci amplifikaénich produkti (v ptipadé

nejasnych vysledku reakce).

2. VLASTNI POPIS METODIKY
2.1 Charakteristika viru Seoul

Virus Seoul je taxonomicky zafazen do ¢eledi Bunyaviridae, rodu Hantavirus. Jedna se
0 obaleny virus obsahujici negativni jednofetézcovou RNA. Genom Viru je tvofen tfemi
segmenty: L segment, kodujici virovou RNA-dependentni RNA polymerazu (RdRp),
M segment, kodujici glykoprotein prekurzor (GPC), §té€pici se na povrchové proteiny G1 a G2
a S segment, kodujici nukleokapsidovy (N) protein (Chandy et al., 2008; Yao et al., 2012).

Virus Seoul je ptenaSen piedevsim hlodavci prostiednictvim aerosolu, tvoficim se
z jejich exkrementii (Heyman et al., 2004; Verner-Carlsson et al., 2015). Clovék se nakazi
nejcastéji jeho vdechnutim, pfip. poZitim kontaminované potravy. Inkubacni doba se
pohybuje kolem dvou tydnil. Pfenos viru z ¢loveéka na ¢loveéka nebyl prozatim popsan. Virus
je pavodcem hemoragické horecky s ledvinovymi ptiznaky (haemorrhagic fever with renal
syndrome — HFRS) (Kaukinen et al., 2005). HFRS je na pocatku prezentovano horeckou a
priznaky onemocnéni chiipkou. Manifestace hemoragie se projevuje zarudnutim kize na
obliceji, spojivky ¢i sliznic (Kriiger et al., 2001). Nasledné prochazi onemocnéni fazemi

horecky, hypotenze a oligurie (McCaughey and Hart, 2000).



2.2 Laboratorni diagnostika viru Seoul

Vcasnd diagnostika onemocnéni je ztizena pocateCnimi nespecifickymi pfiznaky.
Nejdilezitéjsi diagnostickymi metodami jsou Sérologické testy pro prikaz virove-
specifickych protilatek ve fazi virémie (Papa et al., 1998). Detekce virového antigenu (N
antigen) je provadéna pomoci ELISA testu (Zoller et al., 1993), virové specificky IgM je
prokazovan pomoci p-capture ELISA testu (Kriiger et al., 2001). Primarni vysledky
sérologickych testl jsou zpravidla ovéfovany metodami molekularni biologie zalozenych
na reverzné transkripénich RT-PCR (McCaughey and Hart, 2000). Izolace viru se provadi
kultivaci na tkanovych kulturach (Vero E6) (African green monkey kidney virus cell line),
vétsSinou bez tvorby cytopatického efektu. Pritomnost zivého viru se nasledné detekuje

pomoci nepiimé fluorescence (IFA). Kultivaci viru je nutno provadét v biologickych

laboratotich urovné 3 (BSL 3).

2.3 Vlastni metoda

Metoda pro detekci RNA viru Seoul je zalozena na prukazu specifické sekvence genu
kodujiciho nukleokapsidovy (N) protein (S segment).

Vlastni detekce piitomnosti RNA viru Seoul je provadéna pomoci metody real-time
PCR vyuzivajici systém Universal Probe Library (dale jen UPL) fy Roche (Roche Diagnostic,
Némecko). Pomoci reverzni transkripce je nejprve proveden piepis virové RNA do struktury
komplementarni DNA (dale jen cDNA z ang. complementary DNA). Pro specifickou detekci
piitomnosti virové RNA jsou nasledné vyuzity specifické primery v kombinaci s UPL
sondou. Soucasné je v reakéni smési i nespecifické interkala¢ni barvivo druhé generace
SYTO 61 (Invitrogen, USA). Pii reakci je amplifikovan fragment o velikosti 105 bp, ktery
obsahuje hybridiza¢ni misto pro UPL sondu. Bezprostfedné po amplifika¢ni reakci néasleduje
analyza teploty tani PCR produktu, provadéna prostfednictvim SYTO 61. V reakéni smési je
pfitomna 1 interni kontrola (dale jen IC) pro vylouceni mozné inhibice PCR reakce. Detekce
IC je provadéna soucasné s amplifikaci cilového produktu. Metoda je popsana v souladu s
minimalnimi pozadavky pro publikace experimentii zaloZzenych na kvantitativni real-time

PCR (Bustin et al., 2009).



2.3.1 Referenéni vzorek

Jako referencni vzorek slouzil nasledujici kmen:

e NCPV R22 Porton Down, Salisbury, UK

2.3.2 Extrakce RNA z testovaného materialu

K izolaci virové RNA ze vzorku Ize pouzit komeréné dostupné izolacni kity. Metodika
byla ovéfena s pouzitim izolacniho kitu RTP DNA/RNA Virus Mini Kit (STRATEC
Biomedical AG, Némecko). Pii izolaci DNA postupujeme vzdy podle navodu od vyrobce.
Izolovana RNA je poté bezprostiedné pouzita do PCR reakce, pfip. je uchovana pii teploté -

80°C.

2.3.3 Polymerazova retézova reakce

Primery a UPL sonda jsou vybrany v sekvenci genu pro nukleokapsidovy (N) protein
(S segment) (sekvence ¢. KP645198.1) s vyuzitim genové databaze NCBI a pocitaéového
programu Vector NTI Suite 5,5.

Primery jsou syntetizovany komercné¢ (napf. fy Generi Biotech, East Port, aj.).

Sekvence primert a UPL sondy jsou uvedeny v Tab. I.

Tab. I: Sekvence primerti a UPL sondy pro detekci viru Seoul.

Na
. eV Cilové sekvence primeri Velikost cilové sekvence
primeru/sondy
Seo F 5'- TGGAGCCAAAGGAATTTCAAG -3’
Seo R 5’- CCCCAGCAAACACCCATATT -3’ 105 bp
Sonda UPL # 159 5'[FAM] GATGCTGG [Tamra]3'

Pro amplifika¢ni reakci je vyuZita komeréni souprava SuperScript® III One-Step
RT-PCR System with Platinum® Taq High Fidelity DNA Polymerase (Invitrogen, USA).
Reakéni smés obsahuje vSechny potfebné komponenty (reversni transkriptazu, Tag DNA
polymerazu, pufr s MgCl,, dNTP, aditiva) ve vhodnych koncentracich, je nutno dodat pouze
primery, sondu a templatovou RNA. Mix se dlouhodobé¢ skladuje pii -20 °C. Real-time PCR

reakce je provadéna v termocykléru Rotor-Gene RG - 3000 (Corbett Research, Australia).




2.3.4 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 kazd¢ vySetfeni vyuzivat systému
pozitivnich kontrol (cilovd RNA), negativnich kontrol tj. jind nez cilovdi RNA/DNA a NTC
(z angl. No Template Control) tj. vzorek bez nukleovych kyselin.

a) Piemistit potiebné roztoky, ptipadné vzorek RNA z mraziciho boxu (cca 10-15 min.
pfed zapocCetim prace) do lednice (pozvolné rozmrazeni vtemnu), vyhnout se
opakovanému rozmrazovani, které miize vést ke snizené senzitivité.

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

vratit zpét do mraziciho boxu nebo lednice.

Tab. 1I: Slozky reakéni smési pro real-time PCR.

Slozky reak¢ni smési Mnozstvi (ul)
PCR voda 11

2x Reaction Mix 10
SuperScript® IIT One-Step RT-PCR System with Platinum® Taq High FidelityEnzyme Mix 0,4
primer Sn 10 pmol/ul 0,5
primer Asn 10 pmol/pul 0,5

UPL sonda 10 pmol/ul 0,5
SYTO 61 1

UCO Assay HEX 2

UCO Standard (1E4) 1
Vzorek nebo +/- kontrola nebo NTC 3
celkovy objem 20

c) PCR mix promichat pipetovanim. Nasledné rozpipetovat mix po 17 pl do pottebného

mnozstvi zkumavek.

d) Do zkumavek s PCR mixem oznaéenych ,,studovany vzorek* pfidat 3 ul zkoumané
RNA.
e) Do zkumavky sPCR mixem oznacené ,,pozitivni kontrola“ pfidat 3 pul RNA

referen¢niho vzorku.
f) Do zkumavky s PCR mixem oznacené ,,negativni kontrola“ pfidat 3 pl jiného vzorku
(jiného agens neZ virus Seoul).

9) Do zkumavky s PCR mixem oznacené ,,NTC* pfidat 3 ul PCR vody.



h) Zkumavky uzavtit vicky (pracovat steriln€) a vlozit do pfistroje a spustit program

uvedeny v Tab. IlI.

) Vysledky ulozit a zalohovat do patfi¢ného adresare. Nazev souboru a cestu k souboru

zapsat do protokolu.

) Pouzité laboratorni pomiicky (pipety) ponechat v pracovnim boxu pro naslednou

dekontaminaci, pouzity spotiebni material odlozit do plastového boxu a nésledné

likvidovat odpovidajicim zptisobem (spalovna).

Tab. I1l: Reakéni podminky pro real-time PCR.

Program Teplota Cas Poceot Méreni fluorescence
cyklu
reverzni transkripce 50 °C 30 min. 1
denaturace 95 °C 30s 1
denaturace | 95 °C 5s
- annealing 59 °C 30s
amplifikace extenze | 72°C | 35s 45 FAM/ Cy5/JOE *
melting kiivka (Tm) po 0,2 °C 1s 65-95 °C kontinudlné (Cy5)
chlazeni 40 °C 1 min.

* nastaveni fluorescen¢nich kanalti: FAM — analyza vzorku, Cy5 — stanoveni Tm, JOE — analyza IC




2.3.5 Vyhodnoceni analyzy

Za prukaz pritomnosti cDNA viru Seoul ve vzorku je povazovan prokazatelny nartst
fluorescencniho signédlu ve fluorescenénim kandlu FAM max. do 30. cyklu amplifikacni

reakce (Obr. 1),

. poziteni kontrola [virus Seoul], resp. pozitivni terénni vzorek,

negativii kontrola [ostatni patogeny), resp. negativni terénni wzorek, . negativhi kontrola [voda)

Obr. 1: Narast fluorescence pii prikazu specifické sekvence N proteinu viru Seoul.

dale pak stanoveni Tm (melting teploty) ve fluorescen¢nim kanalu Cy5 (Obr. 2). Specificka
Tm pro amplifikovany fragment je 79,5 = 0,1°C.

. pozitieni kantrala [virug Seoul], resp. pozitivil berénni vaorek,
negativii kontrola [ostatn patogeny], resp. negativhi berénni waarek, . negativii kontrola [voda]

Obr. 2: Stanoveni Tm amplifikac¢nich produkti (SYTO 61).



Inhibice reakce je vyloucena prokazatelnym nartistem fluorescencniho signalu interni
kontroly ve fluorescen¢nim kanalu JOE, pfedevSim u negativnich vzorkl, véetné negativni
kontroly. U pozitivnich vzorkd, resp. pozitivni kontroly nemusi byt narist fluorescencniho

signalu vzdy zaznamenan.

2.3.6 Kontrola specificity

Specifita vyse popsané metody byla ovéfovana na pozitivni kontrole (virus Seoul), na
negativnich kontrolach ptibuznych vird (Tab. IV) a dale na vybranych nepfibuznych RA a
VRA agens (vyjmenovanych ve vyhlasce &. 474/2002 Sb.') (Tab. V). U pozitivni kontroly
byla zaznamenana odpovidajici nartst fluorescenéniho signalu. Pti cross-species ovéfovani

neodhalily testy amplifikaci jiného druhu nebo rodu.

Tab. IV: Seznam virt ¢eledi Bunyaviridae testovanych v ramci ovétovani specifity metody

* tuéné vyznacena pozitivni kontrola

Patogen Kmen
VRA
Sin Nombre virus (hantavirus) NCPV HN107
Rift Valley fever virus (phlebovirus) NCPV H13/96
Virus Hantaan (hantavirus) NCPV 76/118
Crimean-Congo virus (nairovirus) BNI Afg09-2990
Puumala virus (hantavirus) NCPV 705
RA
Dobrava - Belgrade virus (hantavirus) | NCPV H119/99
Seoul virus (hantavirus) * NCPV R22
Ostatni
Hazara virus (nairovirus) NCPV 530
Pappataci virus (phlebovirus) M47
Bhanja virus (phlebovirus) M22




Tab. V: Seznam nepfibuznych RA a VRA patogenti testovanych v ramci ovétovani specifity

metody
Patogen Kmen Patogen Kmen
Bovinni adenovirus \V-294 Bacillus anthracis NCTC 10340T
Virus klisfové encefalitidy 521 Brucella melitensis abortus | CAMP 5520

Brucella melitensis (biovar

Virus Chikungunya NCPV 636 canis) CNCTC 1/747
Virus kravskych nestovic Hallauer Burkholderia mallei NCTC 10248
Virus newcastleské choroby driibeze Komarov Burkholderia pseudomallei NCTC 10274
Virus Powassan M5 Clostridium botulinum CAMP 5950T

Virus influenzy dribeze

Chicken-scot/59

Clostridium tetani

CNCTC 18/50

Virus zépadni nilské horetky 31124 Coxiella burnetii SU001

Parvovirus prasat V-196 Enterobacter cloacae CCM 1903

Bovinni respiratorni syncytialni virus Antanovo 448/82 Escherichia coli CCM 3954

Virus australské encefalitidy NCPV 506 Francisella tularensis CAMP 5540T

Virus bovinni parainfluenzy 3 R2-V Kytococcus sedentarius CCM 2699

Virus Dengue typ 1 NCPV TC 861 Legionella pneumophila 1030

Virus #luté zimnice NCPV ENT Pseudomonas aeruginosa CCM 1960T

Virus luté zimnice 17D Rickettsia canadensis VR-610

Virus Hazara NCPV 530 Rickettsia conori VR-613

Virus Sindbis SUO014 Rickettsia ricketsii SuU001

Virus Vaccinia SU016 Sr?':g?:: I,I:ere.ngp)r;](i:r?]zlrjitzjsrﬂ) CCM 3808

Virus hore¢ky Kyasanurského lesa SuU028 Salmonella typhi CNCTC 115/39

Camelpox virus NCPV 538 Shigella dysenteriae I. CNCTC 13/41

Virus venezuelské konské encefalomyelitidy | NCPV 690 Schigella sonnei CCM 4421

Virus encefalitidy St.Louis NCPV 607 Staphylococcus haemolyticus | CCM 2737T

Virus vrtivky NCPV 212 Vibrio cholerae CNCTC 71/89
Xanthomonas campestris CCM 1069
Yersinia enterocolitica CCM 5671
Yersinia pestis NCTC 5923T
Yersinia pseudotuberculosis | CAMP 5666
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2.3.7 Validace reakce

Oveéfeni vysledkt (urceni specifity amplifikacnich produktl) bylo provedeno na gelové
elektroforéze, odeCtenim délky specifického PCR produktu (105 bp) dle molekulového
hmotnostniho standardu 100 bp DNA Ladder (GeneRuler™ DNA Ladder Mix, Fermentas)
(Obr. 3).

1000 bp
500 bp
300 bp
200 bp

105 bp 100 bp

Obr. 3: Vyhodnoceni specifity amplifika¢nich produkti pomoci gelové elektroforézy
Drahy: 1, pozitivni kontrola (virus Seoul), resp. pozitivni terénni vzorek; 2, negativni kontrola
(ostatni patogeny), resp. negativni terénni vzorek; 3, negativni kontrola (dd H,O); M, molekulovy

hmotnostni standard (GeneRuler™ DNA Ladder Mix, Fermentas).

Citlivost reakce byla zjisténa komparaci koncentrace vzorku syntetické kontroly
analyzovaného genu s izolaitem RNA viru Seoul o spektrometricky zméfené koncentraci
na zakladé standardni kiivky, sestrojené z dekadického ftedéni syntetické kontroly. Citlivost
reakce byla zjiSténa v koncentraCnim rozpéti 1x10° az 1x10° kopii genu v reakci, koeficient

korelace byl vétsi nez 0,99 (Obr. 4).

v Cycling A.Green (Page 1)
T e S R=0,99819

PSS R o SO . . R"2=0 99538
- - M=-3246
L ettt el et B=35,355
S poTTTTemeeees T prommemeenes Efficiency=1,03
L Fommmseeoeones SRR
0  SECTTTTEEe e T
e e U A S SRR
E, _: L -

Concentration

Obr. 4: Standardni kiivka RT-qPCR.
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3. INOVACNI ASPEKTY, NOVOST POSTUPU

Do doby zavedeni této metodiky detekce a identifikace sledovaného biologického agens
nebyla v Laboratofi biologického monitorovani a ochrany (dale jen LBMO) Statniho tstavu
jaderné, chemické a biologické ochrany, v.v.i. (dale jen SUJICHBO, v.v.i.) vyuZivana Zadna
metoda pro detekci viru Seoul. VVzhledem k tomu, ze pro detekci tohoto viru, nejsou dostupné
komeréni sety, bylo rozhodnuto o vyvoji a zavedeni vlastni metodiky detekce a identifikace
viru Seoul 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 ptipadnym fale$n¢ pozitivnim a negativnim
vysledkiim. Pro zajisténi spravnosti vysledkl byla pro hodnoceni reakce zahrnuta kombinace
jak specifickych primert, tak fluorescenéné znacené¢ UPL sondy. Reakéni podminky pro
diagnosticky proces jsou navrZeny tak, aby bylo moZzné provadét detekci vétSiho poctu
biologickych agens uvedenych na seznamech piiloh vyhlasky &. 474/2002 Sh.? sou¢asné a tim
vyrazné zkratit ¢as potfebny pro detekci téchto agens.

V porovnani s komer¢nimi soupravami lze u této metody detekce a identifikace viru
Seoul provést dodate¢nou kontrolu vysledkd amplifikace sekvenaci amplifikovanych

produktt a tim dodate¢n¢ ovéfit jejich spravnost.

4, POPIS UPLATNENI CERTIFIKOVANE METODIKY

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

Metodika bude vyuzivana pro potifeby dozoru nad dodrZovanim zékona ¢. 281/2002
Sb.!, konkrétng bude slouzit k prikazu piitomnosti genetického materialu viru Seoul ve
vzorcich ziskanych pii dozorové ¢&innosti pracovnika SUJB. Lze piedpokladat, e by
metodika mohla byt rovnéz vyuzita k detekci a identifikaci viru Seoul pro potieby
integrovaného zachranného systému v pfipadech, kdy existuje podezieni na pfitomnost
uvedeného agens v neznamych vzorcich (biologické tkan€, stéry, tzv. bilé prasSky neznamého

puvodu apod.).

! Zakon o n&kterych opatienich souvisejicich se zakazem bakteriologickych (biologickych) a toxinovych zbrani a
o zméné zivnostenského zakona.

?Vyhlagka, kterou se provadi zakon &. 281/2002 Sb., o nékterych opatfenich souvisejicich se zakazem
bakteriologickych (biologickych) a toxinovych zbrani a o0 zméné zZivnostenského zakona.
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