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Predmluva

Skriptum Metody mikrobialni diagnostiky (vybrané virologické metody) si klade za cil
demonstrovat nékteré postupy a technologie, které nachazeji uplatnéni v soudobé diagnostice
virovych ndkaz i v zdkladnim virologickém vyzkumu. M4 slouzit studentim jako nazorna
pomucka a sbirka navodl a metodickych postupt pii praktickych laboratornich cvicenich i pfi
feSeni a sepisovani diplomovych praci.

Na tomto misté bych rad podékoval zejména Mgr. Zuzané Berankové a Dr. Janu Haviernikovi
za poskytnuti materialit nezbytnych pro kompozici nékterych kapitol té€chto skript. Dale dékuji
Prof. Danielu Riizkovi za cenné ptipominky tykajici se celkového konceptu publikace.

Svym studentim pfeji, aby se jim kurz Metod mikrobidlni diagnostiky stal dobrym
informa¢nim zakladem k dal§imu studiu, aby jim oteviel nové obzory a ukdzal jim, ze cesta za
poznanim je jedno veliké dech berouci dobrodruzstvi.

V Brné, zati 2024

Autor
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Uvod

Virové nakazy predstavuji po celou dobu existence lidské civilizace vazny zdroj biologického
rizika. Diagnostické virologické metody hraji kliCovou roli v moderni mediciné¢ virovych
nakaz; spravna a rychld diagnostika vede k lepSim progndézam onemocnéni a k v€asnému
zavedeni ucinné terapie (je-li K dispozici). Diagnostické metody jsou vSak nezastupitelné
rovnéz pii epidemiologickych studiich, hledani piivodce onemocnéni, cest prenosu nakazy a
trasovani Sifeni viru v lidské populaci. Uplatiiuji se také pii studiu novych mutaci, zmén ve
virulenci a transmisibilité a vzniku rezistenci na dostupna 1é¢iva. Jsou nezbytné pii hledani
novych vakcinac¢nich strategii 1 pti vyvoji novych u¢innych antivirovych léki.

Obecné lze diagnostické metody rozdélit podle n¢kolika hledisek. Metody oznacujeme jako
pfimé, pokud piimo detekuji patogenni agens, Vtomto piipad¢ virus, nebo jeho nékterou
strukturalni komponentu (napi. genomovou nukleovou kyselinu ¢i virovy protein). Naopak
nepiimé metody jsou schopny prokazat pouze stopu, kterou virus zanechava svou pfitomnosti
v organismu. Takové metody detekuji protilatkovou odezvu imunitniho systému na ptitomnost
viru. Pouzitelnost pfimych nebo nepfimych metod zavisi striktné¢ na tropismu Vviru a jeho
vyskytu v ptislusnych tkanich nebo télnich tekutinach, které 1ze odebirat a analyzovat. Napf.
herpetické viry nebo SARS-CoV-2 lIze piimo detekovat ze stért sliznice, sputa, nebo hnisu.
Naopak, virus klistové encefalitidy nebo HIV Ize detekovat hlavné neptimymi sérologickymi
metodami pro prukaz virus-specifickych protilatek.

Podle toho, jakymi metodologickymi pfistupy virus (nebo protilatku) detekujeme, rozliSujeme
potom diagnostické metody kultivacni, elektronové-mikroskopické, imunologické nebo
molekularné-biologické. Kultivaéni metody jsou nezastupitelné pii izolaci viru z klinického
materialu a jeho kultivaci na bunééné kultufe a naslednou identifikaci/typizaci. Elektronova
mikroskopie se s tispéchem vyuziva pro detekci vird v riznych klinickych vzorcich, jako jsou
stéry, vzorky stolice a biopsie tkani. Imunologické testy jsou =zaloZzeny na tvorbé
imunokomplexu protilatka-virus; je-li imunkomplex vhodné oznacen (pomoci radioaktivniho
izotopu, luminoforu nebo enzymu), poskytuje kvantifikovatelny fyzikalni signal a umoznuje
stanovit mnozstvi viru nebo protilatky v kKlinickém vzorku. Molekularné-biologické metody se
naopak pouzivaji pro prokazani ptitomnosti virového genomu (resp. specifické sekvence) ve
vzorku, a to nejéastéji pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR). V rutinni diagnostice se
nejCasteji uplatiuyi pravé dveé posledné zminéné rodiny metod.

Praktické cviCeni z Metod mikrobialni diagnostiky navazuje na stejnojmenny piednaskovy
cyklus a klade si za cil demonstrovat a prakticky si osvojit vybrané metodologické ptistupy
pouzivané ve virologii a V diagnostice virovych nédkaz. Zakladni poslani kurzu, at uZz
teoretickych prendsek nebo praktickych cviCeni, je porozumét principiim diagnostickych
metod. Proto je obcas nezbytné provést pti vykladu kratkou exkurzi do jinych ptirodovédnych
obort, jako je fyzika, fyzikalni chemie, biochemie, imunologie nebo molekularni biologie.
Ackoli je vybér metod primarn€ zaméteny na metody diagnostické, prednasky i praktika maji
vyrazny presah i do metod pouZzivanych v zdkladnim badatelském vyzkumu. Bez tohoto
propojeni neni totiz moZné ziskat komplexni ptehled a povédomi o rozsdhlém souboru metod
a technologii uzivanych jak ve virologické diagnostice a epidemiologii, tak pfi studiu virové
patogeneze a vyvoji a aplikaci novych antivirovych l1é¢iv a vakein.



1. ZASADY PRACE VE VIROLOGICKE LABORATORI

Bezpecnost a zdravi pri praci ve virologické laboratori

vvvvv

(infekénim nebo potencialné infekénim) materidlem, jednak z pouzivani zdravi Skodlivych
chemickych latek, jejichz vyuziti je nékdy nezbytné pro spravné, spolehlivé a presné fungovani
nékterych metodik.

Veskera manipulace s biologickym materidlem a zejména se vzorky a izolaty viri musi byt
provadéna v laminarnich boxech s uzavienym proudénim vzduchu, které zajisti, Ze infek¢ni
agens neuniknou z prostoru boxt. V praktikach pouzivame laminarni boxy pro II. stupei
biologického rizika. Pfi praci museji byt pouzivany rovnéz ochranné pomicky, jako je plast,
Stit, rukavice, ochranné bryle atd. Veskery infek¢éni material musi byt dekontaminovéan
desinfek¢énimi roztoky (Persteril 0,5% nebo Desam GK 4%).

Rovnéz prace s tkanovymi kulturami a laboratornimi zvitaty ptinasi rizika plynouci z mozné
pfitomnosti virovych, bakteridlnich, parazitickych a dalSich infekénich agens. Je proto
nezbytné, aby pracovnici dodrzovali vSechna opatfeni omezujici moznost vzniku nakazy a
s veskerym biologickym materidlem zachazeli jako s infekénim.

Z dalSich zdravotnich rizik, vyskytujicich se pfi nékterych technikach, je tfeba uvést praci
s radioizotopy, s nimiz mohou pracovat pouze proSkoleni pracovnici. Prace v digestofi je
pfedepsana pii pouzivani izotopl, t€kavych rozpoustédel, toxickych nebo kancerogennich
latek.

Autoklavy mohou obsluhovat pouze vyskolené osoby, protoze pfi nespravném zachédzeni hrozi
nebezpeci t€zkych urazl. Prace s tlakovymi lahvemi obsahujicimi stlacené plyny je rovnéz
zdrojem rizika, a proto je tfeba dbat na spravnou obsluhu, uskladnéni, umisténi a pouzivani
neposkozenych redukénich ventila.

Vvbaveni virologickych laboratori

Laboratoft, kterou vyuzivame v praktiku, je laboratofi bezpecnostniho (biohazardniho) stupné
¢. 2 (BSL-2). K zakladnimu pfistrojovému vybaveni virologickych laboratofi patii laminarni
boxy s uzavienym proudénim vzduchu, umoziujici bezpe¢nou praci S patogennimi organismy
za aseptickych podminek.

K dal§imu vybaveni patii svételné nebo fluorescencni mikroskopy, termostaty s ptivodem CO>
nebo bez piivodu, odstfedivky a ultracentrifugy, chladni¢ky, mraznic¢ky a hlubokomrazici boxy,
spektrofotometry, tfepacky a promyvacky mikrotitracnich desticek. Pro diagnostické a
vyzkumné tUcely se pouzivaji specidlni méfici pfistroje, napf. luminometr, fluorimetr,
prutokovy cytometr apod.

DalSimi nezbytnymi pfedméty jsou pomiicky ze skla a plastu: zkumavky, pipety (sklenéné ¢i
plastové), automatické mikropipety jedno i vice kandlové, davkovace, injekéni stiikacky a
jehly, kultivacni lahve, panely o rizném poctu jamek a lahve na zasobni roztoky a média.



Principy prace ve virologické laboratori

Virologické laboratof ma ve své praci uplatiiovat zasady spravné laboratorni praxe. Kazda
laboratof ma mit své standardni procedury, které jsou pouzivany v provozu laboratote. Tyto
obsahuji instrukce pro tdrzbu a pouziti piistroji, popis provedeni testu a interpretaci vysledki.
Standardni procedury jsou uloZeny v laboratoii v pisemné formé a musi byt pravidelné
revidovany.

Préce ve virologické laboratoii by méla byt zaloZena zejména na nasledujicich principech:

1. Pracovnici musi dbat zasad bezpecnosti, v laboratofi nejist, nepit a nekoufit a pfi praci musi
pouzivat ochranné pomucky.

2. Pristroje musi byt pravideln¢ udrzovany a testovany.

3. Materialy (sklo a pomucky z umélé hmoty) maji byt vysoké kvality, nesmi byt toxické, musi
byt dobfe umyté, oplachnuté, zbavené detergentli a vysterilizované. Dnes se béznéji pouzivaji
jednorazové plastové pomucky na ukor pomiicek ze skla.

4. Reagencie se musi pouZzivat kvalitni, z ov€fenych zdroji a v poZadované Cistoté. Je tfeba dbat
na spravnou piipravu pomocnych roztoki, zejména na piesné navazeni komponent. U vSech
roztokl a reagencii se maji kontrolovat nasledujici vlastnosti: (i) pH, (ii) elektricka vodivost,
ktera odpovida koncentraci soli v roztoku a (iii) sterilita kultiva¢nich médii.

5. Kazdy test musi byt proveden s odpovidajicimi pozitivnimi a negativnimi kontrolami.
Priméarni data, tj. vysledky méteni, nelze ménit ani pfepisovat.

Infekéni material v praktiku

Pro minimalizaci zdravotnich rizik spojenych s manipulaci s infek¢nim materialem v praktiku
budou pouzivany pouze takové kmeny vird, které nejsou patogenni pro ¢loveéka. VétSina tloh
bude provedena s klistaty prenasenym virem Langat (kmen IP/LGTV/09/12/2010), typickym
zastupcem Celedi Flaviviridae, ktery je ristovymi vlastnostmi blizky viru klistové encefalitidy.
Sizolovanou a purifikovanou virovou RNA je mozno nakladat jako se zcela neinfekénim
materidlem (material byl oSetfen lyza¢nim pufrem, ktery ma virucidni u¢inky). Neinfekéni jsou
rovnéz subgenomové fragmenty potiebné pro konstrukci reportérového virového systému. Séra
uréend pro prukaz protilatek proti viru jsou soucasti komeréné dodavané testovaci sady (na
principu ELISA) a jsou prosty jakékoliv bakterialni ¢i virové infekce. Studenti si v ptipadé
zajmu mohou pfinést vlastni sérum k testovani.



2. KULTIVACNI TECHNIKY VE VIROLOGII

Kultivaéni techniky vyzivajici bunééné kultury pro multiplikaci virt jsou jedinymi technikami
(s vyjimkou kultivace v experimentalnim zviteti), které umoziiuji izolaci viru pro ucely jeho
nasledné genotypové nebo fenotypové identifikace a charakterizace. Kultivace viri na
bunéénych kulturach je ovSem mozné pouze u nékterych vird, a to takovych, které jsou schopny
efektivné se replikovat v bunkach za podminek in vitro. K takovym virGm patii napt. flaviviry
prenasené klistaty nebo komary, koronaviry, viry chiipky, herpetické viry, virus vztekliny a
mnoho dal§ich. Viry, které neni mozno kultivovat in vitro, lze pomnozovat bud’ v kufecich
embryich nebo v experimentalnich zvitatech. Nedostupnost in vitro kultiva¢nich systému pro
nékteré viry, lze fesit zavedenim tzv. subgenomovych replika¢nich systémt, v nichz dochazi
pouze k replikaci virové nukleové kyseliny bez tvorby infekénich virovych castic. Takové
replikacni systémy jsou Gspé$né€ pouzivany napt. pro studium viru Zloutenky typu C (HCV).

Téma 1. Prace s bunéénou kulturou

Viry jako intracelularni parazité jsou bez hostitelskych bun€k nekultivovatelné. Bunécné
kultury jsou proto nepostradatelnym nastrojem pii studiu virti a jsou cennou pomuckou pfi
diagnostice virovych onemocnéni ¢i pii vyvoji antivirotik a vakcin. Bunécné kultury sehraly
vyznamnou roli pfi vyvoji vakcin proti viru détské obrny, spalnicek nebo zardének. Bunécné
kultury poslouzily k objevu tfady novych vird a virovych celedi (napt. adenovirti, echovird,
rhinovirt apod.). Prace s bunécnymi kulturami vyzaduje ptisné aseptické podminky, ptesto se
vyskytuji ¢asté problémy s kontaminacemi bakteriemi, mykoplasmaty, kvasinkami ¢i plisnémi.

Rozlisujeme nékolik typt bunéénych kultur (obr. 1): (i) Imortalizované bunééné linie se
vyznacuji nadorovym plivodem a neomezenou proliferacni schopnosti, kterd je disledkem
pfitomnosti aktivnich telomeraz. Nejznaméj$i imortalizovanou bunéénou linii jsou
HelLa buiky izolované v roce 1951 z nadoru délozniho hrdla Henrietty Lacksové (z prvnich
dvou pismen jména a piijmeni této zeny pochdzi i nazev linie). (i) Bunééné kmeny jsou
bunécné kultury odvozené do somatickych (diploidnich) bunék, které minimalné jedenkrat jiz
prosly procesem pasazovani. Tyto kmeny zpravidla zanikaji po 40-50ti délenich z divodu
zkracovani telomer. (iii) Primarni buniky jsou charakteristické omezenou proliferacni
schopnosti a ¢asto vys$§imi naroky na kultivaci. Primarni buiky lze ziskat bud’ od darce, nebo
mohou byt diferencované z kmenovych/primordialnich bun¢k.
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Obrazek 1. Bunecné kultury pro kultivaci nékterych viri. (A) Madin-Darby Canine Kidney cells (MDCK,
imortalizovana linie pro kultivaci virii chripky), (B) Huh-7 (imortalizovand linie odvozend od
hepatokarcinomdlnich bunék pro kultivaci virii Zloutenky typu B a C), (C) lidské mozkové kortikdlni astrocyty a
(D) lidské neurony (obé jsou primokultury pro kultivaci vektorem prendsenych flavivirii a jinych neurotropnich
Virii).



Infekce virem probiha v buiikéch, které jsou jednak na virus citlivé (senzitivni; virus je schopny
adsorpce na receptor této buriky) a jednak k viru vnimavé (permisivni; umoziuji viru se v nich
replikovat). Nepermisivni buiiky mohou byt virem infikovany, ale nemtze se v nich uskute¢nit
néktery ze stupnu replikace nebo morfogeneze viru. Rozlisujeme nékolik typt infekce bunky
virem: (i) cytocidni produktivni infekce (lyticka forma infekce), (ii) perzistentni infekce (virové
Castice se stale tvori, bunka nebyva poSkozena a dale se d¢li), (iii) transformace (pfeména bunky
Vv buiiku nadorovou) a (iv) abortivni infekce (vznikaji jen nékteré strukturni virové slozky,
netvofi se kompletni virové ¢astice, chybi napt. néktery enzym).

Zmeény v infikovanych buiikach se v n¢kterych ptipadech projevuji tzv. cytopatickym efektem
(CPE). CPE (obr. 2) je soubor zmén, které vznikaji v bunice v disledku proniknuti viru do buiiky
a jeho replikace v buiice a zptsobuji nevratné naruSeni jejich metabolickych procesi. Dochazi
k inhibici syntézy bunéénych makromolekul (inhibice syntézy bunééné RNA, blokada asociace
ribozomd s bunéénou mRNA, inhibice syntézy bunécné DNA), k prestavbé membran
endoplazmatického retikula a jadra, zméné permeability membran, uniku iontd a
makromolekul, zméné bunéénych mikrofibril a mikrotubult. Uvnitf infikovanych bunék ¢asto
pozorujeme inkluze nebo apoptoticka téliska, bunky vytvareji mnohojaderna syncytia a vyrazné
se méni integrita monolayeru (jednovrstevné bunécné kultury), pficemz vznikaji v bunécéné
kultute 1éze. Pro kvantifikaci CPE se pouzivaji rizné kolorimetrické reakce, pomoci kterych
hodnotime metabolickou aktivitu testovanych bun¢k za vzniku chemickych produktd
s definovanymi maximy ve viditelné oblasti spektra.

Obrazek 2. Cytopaticky efekt (CPE) na PS bunkach (porcine kidney stable cells). (A) Neinfikovand kultura. (B)
kultura infikovana virem klistove encefalitidy. Tmavé léze a shluky morfologicky odlisnych bunék jsou projevem
vznikajiciho cytopatického efektu v dusledku virové infekce (foto L. Eyer).

Ukol 1. PasaZovani bunék

Pasazovani je zakladni technikou pii praci s bunénou kulturou. Umoziuje kontinudlni rtst
bunécné kultury, kterd pak mlze byt vyuzita pro dalsi vyzkumné nebo diagnostické ucely.
Proces pasazovani zahrnuje ptenos bunék do cerstvého média, ocisténi kultury od
odumirajicich bun¢k a bunécného debrisu a redukci poctu bunck piipadajicich na jednu
kultivaéni jednotku (napf. rozdélenim bunééné populace do vétsiho poctu kultiva¢nich lahvi).

Material: Kultivaéni lahev (75 ¢cm?) s narostlou kulturou bunék (nap#. PS, porcine kidney
stable cells nebo A549), zivné médium s piidavkem fetalniho bovinniho séra (v pfipadé PS



pouzivame Leibowitz (L15) médium s 3% FBS, v piipadé A549 pouzivame Dulbecco’s
modified Eagle's medium (DMEM) s 10% FBS, roztok trypsinu, fosfatovy pufr (PBS).

Postup prace:

1. Vstupnim materialem je konfluentné narostla kultura hostitelskych bunék v kultiva¢ni
lahvi (75 cm?). Pro ptipravu bunééné suspenze slijeme médium, opatrné proplachneme
pomoci PBS, odsajeme PBS a pridame 2 mL roztoku trypsinu. Trypsin vylejeme z lahve
a ptidame znovu 2 mL trypsinu. Inkubace 10 — 15 min pii 37 °C. Bunécny monolayer
se zacne viditeln¢€ odlupovat. Odlupovani monolayeru Ize urychlit poklepanim na sténu
kultiva¢ni lahve.

2. Pfiddme 4 mL média obsahujiciho 3% bovinniho fetalniho séra (celkem méme nyni
v lahvi 6 mL). Sérové proteiny inaktivuji trypsin a jeho $tépna aktivita se zastavi. Pokud
by enzymatické Stépeni probihalo pfilis dlouho, narusil by se bunéény povrch, coz by
vedlo k thynu bun¢k.

3. Pomoci pipety (5 nebo 10 mL) dikladné resuspendujeme bunky, aby tvotily homogenni
suspenzi (10 — 30x nasajeme a vypustime bunéfnou suspenzi, zaroven suspenzi
omyvame stény kultivacni lahve. Snazime se médium v lahvi pfili§ nenapénit. Je mozné
kontrolovat mikroskopicky.

4. Odebereme 2 mL suspenze, ptidame 18 mL ¢erstvého média a kultivujeme pii 37 °C po
dobu dvou az tfi dnti, kdy jsou bunky ptipraveny k dalsi pasazi nebo mohou dale slouzit
k dal$im manipulacim a experimentim. PS buiky kultivujeme v pfirozené atmosféie
bez pridavku COa.

Vyhodnoceni: Thned po skonceni prace se pomoci svételného mikroskopu presvéd¢ime, ze
buriky jsou rovnomérné rozeseté v kultivaénim médiu v kultivaéni lahvi. Po 16-24 h inkubace
buiiky opét prohlédneme, zda jsou piisedlé ke dnu kultivaéni lahve. Nasledujici dny
pozorujeme, jak buiiky dorustaji a postupné tvofi konfluentni monolayer.

Ukol 2. Poéitani bunék v Biirkerové komiirce

Pocitanim buné€k zajistime piesny a definovany pocet bunék vstupujici do dalsi pasaze nebo do
navazujiciho experimentu. Znalost pfesného poctu bunék zajist'uje vysokou reprodukovatelnost
provadénych experimenti nebo moznost piesné urcit multiplicitu infekce (MOI). Existuje
nékolik typt komirek pro pocitani bun€k. V praktiku bude demonstrovano pocitani bunék
pomoci Biirkerovy komirky (obr. 3).

Material: Biirkerova komtrka, trypanova modf, suspenze bunék ziskana v ptedchozi uloze
Pristrojové vybaveni: Opticky mikroskop nebo binokuldrni lupa
Postup prace:

1. Malé mnozstvi bun&éné suspenze (viz Ukol 1: Pasazovani bundk, bod 3) pieneseme do
zkumavky, z ni odebereme 25 puL. a smichame s 25 pL trypanové modfi.

2. Pipetujeme do obou ¢asti Biirkerovy komurky (pomoci kapilarnich sil suspenze vtece
do prostoru komiirky.



3. Pocitdme pod mikroskopem nebo binokularni lupou. Pocitdme bunky v jednom tadku a
V jednom sloupci komurky + 1 dalsi policko. To celé provedeme dvakrat, pocitame tedy
bunky Vv obou ¢astech (pocitacich prostorech) komurky.

Priklad: Pocet bun¢k pro prvni pocitaci rastr V jednom sméru: 42, pocet bunék v druhém
sméru: 38, v samostatném policku: 5. Pro druhy pocitaci rastr v jednom sméru 35 bunék,
V druhém sméru 49 bunék.

Polet bunék = (42 + 38) + (35 +49) . 10 =164 . 10* = 1,64. 10° bunék/mL

Obrdzek 3. Biirkerova komiirka. (A) Pocitaci prostor (rastr) Biirkerovy komirky s uvedenymi rozméry jednotlivych
Ctvercit pro pocitani. (B) Tvarovy profil komiirky. Vypocet poctu bunék se vidy vztahuje na objem tekutiny
vymezeny podloznim a krycim sklem.

Vyhodnoceni: Pocitame-li buiiky z dobie narostlé kultiva¢ni lahve (75 cm?), mél by byt
celkovy pocet bunék cca kolem 2 milionii bunék/mL (viz vypocet). Pocitame-li bunky jesté
pred ukoncenim vlastniho pasazovani, mizeme podle aktudlniho poc¢tu bunck piizptsobit
fedéni bunék pii pasdzovani a vyvarovat se tak nadmeérnému prerdstani (pfi vysokém poctu)
nebo nedortstani (pfi nizkém pocétu) bunééné kultury.

Ukol 3. Kultivace bunék v 96-jamkového panelu

Vétsina virologickych experimentt se provadi v kultivacnich panelech o rizném poctu jamek
(obvykle 6, 18, 24, 48 nebo 96 jamek). Jamky v panelu slouzi jako mikrozkumavky a umoznuji
tak provést rozsahlou sadu prostorové vzajemné oddélenych experimentll pfi minimalni
spotiebé média a jiného materidlu. ,,Nasazeni panelu s bunkami®, jak se tomuto Ukonu
Vv laboratorni hantyrce Casto fika, je proto rutinni aktivita, kterou zpravidla zacind vétSina
virologickych experimentil zaloZenych na infekci bunééné kultury virem.

Postup prace:

1. Postupujeme az do bodu 3 (viz Ukol 1: PasaZzovani bungk). Odebereme 2 mL suspenze
a pfiddme cca 18 — 20 mL cCerstvého média.

2. Vzniklou suspenzi naneseme davkovaci pipetou do 96-jamkového panelu (200 pL do
kazdé jamky).

3. Bunky v panelu kultivujeme do pfistiho dne (16-24 hodin) pti 37 °C.
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Vyhodnoceni: Nasledujici den kontrolujeme konfluenci buné¢né kultury. Chceme-li buiky
vyuzit k dal$im experimentiim (kvantifikace CPE, pokusy s antivirotiky atd.), je tfeba, aby byla
kultura zcela konfluentni nebo semikonfluentni (s men$imi mezerami a otvory mezi
rozrastajicimi se buikami).

Ukol 4. Kvantifikace CPE

Mira CPE odrazi efektivitu replikace viru v bunééné kultufe. Kvantifikace CPE je proto velmi
uzite¢na metoda, pouzivana pii fad¢ testli ve virologické diagnostice (napf. pti provadéni virus-
neutraliza¢niho testu) i v zakladnim vyzkumu (napf. pii hodnoceni schopnosti antivirotika
zastavit replikaci viru v kultufe). Pro kvantifikaci CPE se svyhodou vyuziva ftada
kolorimetrickych biochemickych metod, které monitoruji metabolickou aktivitu, a tedy
zivotaschopnost, infikovanych bunék. V praktiku se seznamime s kolorimetrickou reakci
vyuzivajici redukci tetrazoliové soli WST-8 na zluty formazan (obr. 4) prostfednictvim
bunéénych dehydrogenaz. Jednodussi metoda spociva v prostém obarveni bun&tné kultury
naftalenovou ¢erni nebo jinym barvivem, které ma afinitu k adherovanym buitkam na dné
jamek mikrotitra¢ni desticky.

O,N SOq O;N H SOy
S Ne Qi LI
NS NTS

N=N  SO5 :

I

N Na® - N=N SO
Cpoct: oo
O,N O,N
WST-8 formazan

Obrdazek 4. Redukce bezbarvé tetrazoliové soli WST-8 na zluty formazan. Tato kolorimetrickad reakce je vyuZivana
pro monitorovani metabolické aktivity bunek, a je tedy vhodna i pro kvantifikaci CPE.

Material: Cell Counting Kit-8 (CCK-8, Dojindo Molecular Technologies), zasobni suspenze
viru (titr cca 106 PFU/mL), naftalenova &eri.

Piistrojové vybaveni: Spektrofotometr pro mikrotitra¢ni desti¢ky schopny méfit absorbanci
pii 450 nm a 590 nm.

Postup prace:

1. Vychozim materidlem je bunécna kultura ziskana v ptedchozim ukolu. Z jamek
odsajeme médium a nahradime jej ¢erstvym médiem obsahujicim rizné€ natfedény virus
(napft. desitkovou, pétkovou nebo dvojkovou fadou).

2. Infikované médium pieneseme do jamek s narostlou kulturou.

3. Kultivujeme nékolik dnti (obvykle dva az tfi dny), dokud neni na buinkach
mikroskopicky pozorovatelny CPE.
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4. Kvantifikace pomoci testovaci soupravy CCK-8: odebereme médium a nahradime ho
Cerstvym obsahujicim reagencii CCK-8 (fedén 1:10). Bunky dale kultivujeme (1 —2 h),
v§imame si, ze buniky produkuji zluté barvivo. Méfime absorbanci pii 450 nm.

5. Kvantifikace barvenim naftalenovou cerni: odebereme médium a desticku obarvime
naftalenovou ¢erni (ponofenim do vany s roztokem naftalenové cerné, barvime 45 min).
Me¢time absorbanci pti 590 nm.

Vyhodnoceni: Bunky s vyrazné rozvinutym CPE budou charakteristické nizkymi hodnotami
absorbance, blizkymi hodnotam absorbanci pozadi. Na druhé strané buiikky bez CPE nebo
s mirn€ rozvinutym CPE (a kontroly) budou poskytovat hodnoty vysoké (hodnota absorbance
u kontrol by se méla pohybovat v rozmezi 1 — 2, kdy je zavislost absorbance na fedéni viru
linearni). Hodnoty absorbanci lze pfepocitat na % bunécné viability (Zivotnosti), kterymi
popisujeme Zivotaschopnost a metabolickou aktivitu testované bunééné kultury.
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Téma 2. Stanoveni titru viru

Titr viru se stanovuje dvéma metodami zalozenymi na kultivaci viru v bunécné kultute. Prvni
metoda je oznacovana jako plakova titrace, pomoci niz vyjadiujeme titr v jednotkach PFU/mL
(,plaque forming units*), druha metoda urcuje titr jako hodnotu TCIDso/mL (,,median tissue
culture infectious dose*). Oba terminy budou vysvétleny nize v textu.

Testovanym materialem mohou byt rizné vzorky obsahujici virus, napt. zivné médium,
homogenaty tkani a organti, krev (sérum), mozkomisni mok, sliny, mléko atd. Komplexné&jsi
matrice, jako jsou tkan¢, musi byt pfed analyzou diikkladné homogenizovany (obvykle se
ptipravuje 10 — 20% suspenze v PBS nebo zivném médiu) a centrifugaci zbaveny bunééného
debrisu a jinych vétsich ¢astic. Enzymy uvolnéné z nékterych bunék, nejéastéji z hepatocyti,
mohou inhibovat rast nebo naruSovat strukturu hostitelskych bun¢k, a proto musi byt pied
analyzou vhodné natedény. Také lipidy uvolnéné pfi homogenizaci mozkové tkané mohou
ztézovat pozorovatelnost plakli nebo CPE. Pfi analyze viru v krvi pouzivame krevni sérum
ziskané aglutinaci krevnich bunék a jejich odstfedénim. Odstieduji se také vzorky
mozkomi$niho moku, mléka, atd. aby se zbavily vétSich ¢astic, zejména aglomerati tukt a
proteint.

Ukol 1. Stanoveni titru viru plakovou titraci

Plakova titrace je klasicka virologicka kultivacni technika, kterd se pouziva pro stanoveni titru
viru v nejriznéjsich vzorcich. Je zaloZena na kultivaci viru v bunééné kultufe a na schopnosti
viru tvofit v kultufe plaky, tj. drobné 1éze ¢i €iré lytické zony, které se daji snadno a presné
kvantifikovat. K takovym virim patii napt. vektorem prenaSené flaviviry nebo herpetické viry.

Vlastni plakova titrace se provadi v mikrotitranich desti¢kach o rtzné velikosti jamek. Pro
velmi piesné urceni titru viru nebo v ptipad¢ prace s viry tvoficimi extrémné velké plaky se
pouzivaji 6-jamkové mikrotitracni desticky. Ve vétSiné pripadi vsSak lze vystacit s 24-
jamkovymi destickami. Pro analyzu velmi poc€etnych vzorkl je mozné metodu adaptovat na
desti¢ky s vétsim poctem jamek (48 nebo 96); takové jamky jsou ale rozméroveé mensi, a proto
vhodné jen pro viry tvotici na hostitelskych bunikdch velmi malé plaky.

Vzorek se v jamkach desticky fedi nejcastéji desitkovou fedici fadou. Smyslem je dosahnout
takového fedéni viru, aby vzniklé plaky byly dobfe viditelné a pocitatelné. Pii nizkych fedénich
viru plaky splyvaji a nelze je kvantifikovat, naopak pii vysokém fedéni neziskame zadné plaky.
Ne&které viry nejsou pro plakovou titraci vhodné, protoze netvoii v bunécné kultufe plaky.
K takovym virim patii napt. virus vztekliny. Pro kvantifikace téchto virQi se pouzivaji napf.
molekularné biologické metody zaloZené na kvantifikaci virové nukleové kyseliny.

Hostitelské buiiky se do jamek piidavaji v podobé suspenze (cca 10* az 10° buné&k/jamku).
Bunécnou suspenzi ziskdme piisobenim trypsinu na vhodné€ narostlou bunéénou kulturu. Je
tteba dbat na to, aby byly bunky pokud mozno pravidelné rozmisténé po celé plose dna jamky
a netvorily shluky. Jeding€ tak mohou vytvofit konfluentni monolayer, ktery umozZiiuje plaky
kvantifikovat. Aby probé¢hla infekce, inkubujeme buriky spoleéné se vzorkem viru 2-4 hodiny
pti 37 °C. Béhem tohoto ¢asového intervalu dochazi k adsorpci vétSiny virovych ¢astic na
povrch hostitelskych bunék a k jejich internalizaci.
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Po inkubaci se pridava do kazdé jamky silné viskozni latka, nejcastéji karboxymethylceluldza
nebo agar6za s nizkym bodem tani (,,Jow melting agarose*). Vyhodou karboxymethylcelulozy
je, ze zustava tekuta a udrzuje si pozadovanou viskozitu pfi Sirokém rozsahu teplot, vcetné
laboratorni teploty a teploty potiebné ke kultivaci. Naopak low melting agardza pti snizeni
teploty pod 40 °C tuhne, proto vyzaduje rychlou manipulaci. Pfidavek vysoce viskézniho média
zajisti, ze pomnozené virové Castice se nebudou uvoliovat do média, nebudou se v médiu
difuzné §ifit a infekce bude proto probihat fizenym zptisobem z buiiky do bunky. Tim se docili
tvorby charakteristickych plaki, tedy ohrani¢enych lytickych zén vznikajicich pouze v misté
infekce. V takovém piipad¢ jeden plak obsahuje viriony, které jsou potomstvem jedné infekéni
virové Castice, a to za predpokladu, Ze buiika byla infikovana pravé jednou virovou ¢astici.

Infikované bunécné kultury v mikrotitracnich destickach se kultivuji pti 37 °C nékolik dni
(obvykle 3 — 5 dni, n€kdy déle), dokud nejsou plaky dostatecné patrné mikroskopicky.
K barveni bunék a k vizualizaci plakil se pouZzivaji rtiznd barviva, napt. naftalenova cerii nebo
neutralni erveil.

Hodnoty titru viru ziskané plakovou titraci se vyjadiuji jako PFU/mL. PFU (jednotky tvofici
plaky, ,,Plaque Forming Units*) pfedstavuji infekéni virové castice schopné tvofit plaky.
Ziskana hodnota titru tedy neni celkovym poctem virioni ve vzorku, nybrz pouze poctem
zivotaschopnych virionli pln¢ schopnych infekce. Virové populace vSak bézné obsahuji také
ur¢ité procento nezivotaschopnych virovych castic (napf. defektni Castice, Castice bez
enkapsulované nukleové kyseliny atd.). Takové virové ¢astice nelze plakovou titraci prokdzat.
Schéma provedeni plakové titrace je znazornéno na obr. 5.

Vzorek 1 Vzorek 2

A o1 mi S B

PFili3 vysoky

Pocet plakU: (nelze pocitat)

1.7 X 108 PFU/mI

Obrazek 5. Plakova titrace. (A) Schematické zndzornéni plakové titrace. (B) obarvend 6-jamkova desticka
s viditelnymi plaky. Virus byl fedén desitkovou radou shora dolit v duplikdtu, barveno naftalenovou cerni.

Material: Konfluentné narostld bunécna kultura v kultivaéni lahvi, trypsin, zivné médium,
PBS, mikrotitra¢ni desti¢ka (24 jamek), vzorek viru o neznamém titru, karboxymethylceluloza,
vana na barveni, fyziologicky roztok (1.5 L), desinfekéni roztok (cca 2 L), naftalenova Ceril
(1.5L).

Pristrojové vybaveni: Biohazardni box s laminarnim proudénim vzduchu



Postup prace:

A) Ptiprava bunééné suspenze

1. Vstupnim materialem je konfluentné narostla kultura hostitelskych bunék v kultiva¢ni

lahvi. Pro pfipravu bunécné suspenze slit médium, opatrné proplachnout PBS, odsat
PBS a pfidat 2 mL roztoku trypsinu. Trypsin vylejeme z lahve a ptfiddme znovu 2 mL
trypsinu. Inkubace 10 — 15 min pii 37 °C. Buné¢na kultura se za¢ne viditelné odlupovat.
Odlupovani bunék lze urychlit poklepanim na sténu kultivacni lahve.

Ptidame 4 mL média obsahujiciho 3% bovinniho fetdlniho séra. Sérum inaktivuje
trypsin a jeho $tépnd aktivita se zastavi. Pokud by enzymatické Stépeni probihalo pfilis
dlouho, narusil by se bunéény povrch, coz by vedlo k thynu buné¢k.

Pomoci pipety (5 nebo 10 mL) diikladn€ resuspendujeme buriky, aby tvotily homogenni
suspenzi (10 — 30x nasajeme a vypustime bunéfnou suspenzi, zaroven suspenzi
omyvame stény kultivacni lahve. Je mozné kontrolovat mikroskopicky.

Odebereme 2 mL suspenze a ptidame 5.5 mL média. Nyni mame pfipravenou bunéénou
suspenzi, kterou pouzijeme pro vlastni provedeni plakové titrace. Buné¢nou suspenzi
uchovavat pii 4 °C az do pouziti (chladem pfedchazime vzajemné adhezi bunék).

B) Naneseni vzorku viru a bunééné suspenze do jamek mikrotitraéni desti¢ky a kultivace

1.

Pro provedeni plakové titrace pouzijeme 24-jamkovou titracni desticku. Do kazdé
jamky naneseme 180 pL rdstového média.

Naneseni a fedéni vzorku viru. Naneseme 20 pL vzorku viru (médium nebo sérum
obsahujici virus o neznamém titru), jednotlivé vzorky nandsime do jamek Al az A6.
Vzorek fedime desitkovou fadou tak, ze z kazdé jamky v fadé A pieneseme 20 uL do
jamek B, z jamek B pteneseme 20 uL do jamek C, z jamek C preneseme 20 pL do jamek
D. Zjamek fady D odebereme 20 pL a zlikvidujeme v desinfekci. Pied kazdym
odbérem ménime Spicku pipety.

Naneseni buné¢né suspenze. Pfipravenou bunécnou suspenzi uchovanou pii 4 °C znovu
diisledné promichame, aby byla suspenze co nejvice homogenni. Do kazdé jamky
pfidame 300 pL takto pfipravené bunécné suspenze. Po piidavku bun&tné suspenze
rozmichame builky kfiZovym pohybem desticky, abychom dosdhli co
nejrovnomérnéjsiho rozlozeni bunék v jamce.

Takto ptipravenou desticku inkubujeme 2 — 4 h pii 37 °C kvili spravnému probéhnuti
infekce.

Ptipravime smés karboxymethylcelul6za : rlistové médium (2x konc.) v pomé&ru 1:1.
Po ukonceni inkubace naneseme do kazdé jamky 400 uL smési karboxymethylcelul6zy
s médiem a kultivujeme po dobu 5 dni pii 37 °C. Po 5-denni kultivaci Ize plaky
pozorovat mikroskopicky.

C) Barveni

1.

Pripravime cca 2 L desinfek¢niho roztoku (napft. 0.5 % kyselina peroxioctova, persteril),
ve vhodné nadobé, napi. velké Erlenmeyerové batice, kterou umistime pod laminarni
box. Uzavienou/zaskrcenou hadici barvici vany zastr¢ime do nadoby s desinfekei.
Ptipravime 1.5 L fyziologického roztoku (12.5 g NaCl rozpustit v 1.5 L destilované
vody). Roztok nalijeme do barvici vany umisténé v laminarnim boxu.
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3. Mikrotitra¢ni desticku otevieme a vlozime ji do barvici vany s fyziologickym roztokem.
Vicko je mozno vlozit také nebo jej oSetfit desinfekci uvnitf laminarniho boxu
v samostatné nadobé. Pohybem desticky ve vané pomoci del$i pipety vymyjeme
kultivaéni médium zjamek. Jamky musi byt Ciré, zbavené veSkerého narGzovéle
zbarveného média. Fyziologicky roztok vypustime 2z barvici vany do nadoby
Z desinfekci uvolnénim uzavéru hadice.

4. Znovu uzavieme/zaSkrtime hadici barvici vany, do které nyni nalijeme naftalenovou
¢ern. Je vhodné nalit roztok barviva az po horni okraj vany. Roztok naftalenové ¢erni je
siln€ kysely a je virucidni, proto vnitini prostor vany je nyni prosty infekce. Barvime 30
az 45 min.

5. Naftalenovou ¢ern vypustime do ptipravené nadoby uvolnénim uzavéru hadice. Barvivo
je recyklovatelné. Vyjmeme desticku z barvici vany a proplachneme ji pod tekouci
vodou, aby byly plaky zietelné viditelné.

Vyhodnoceni: Na obarvené desticce spocitame plaky. Vypocet titru viru provadime dle
nasledujiciho vztahu:

Titr = (1000/180).(pocet plakt/prislusné fedéni) [PFU/mL]
(vyraz (1000/180 = 5,556) zahrnuje piepocet titru z ptivodniho vkladaného objemu 180
uL na objem 1 mL).

Stanovujeme-li titr viru, ktery byl ziskany pomnoZenim na bunééné kultute, titry zpravidla
dosahuji hodnot mezi 10° az 108 PFU/mL.

Priklad:
Pozorujeme 12 plaki pfi fedéni viru 104,

Titr = (1000/180).(12/10"%) = 5,556.120 000 = 666 720 PFU/mL = 6,7. 10° PFU/mL.

Ukol 2. Stanoveni titru viru jako TCIDso/mL

Hodnota TCIDsp je definovana jako fedéni viru, které infikuje 50% testovanych inokulovanych
jednotek (tj. napf. jamek v 96-jamkovém panelu s narostlou bunétnou kulturou). Infekci
bunécnych kultur hodnotime podle pfitomnosti CPE. Vypocet presné hodnoty TCIDso Ize
provést riznymi matematickymi algoritmy, napf. Spearmanovou-Karberovou metodou nebo
Reedovou-Muenchovou metodou. Titr viru je vyjadieny jako TCIDso/mL. Metoda je pouzitelna
zejména pro viry, které netvofi jasné a pocitatelné plaky (a tedy plakova titrace neni pouZzitelnd),
avsak jejich replikace na bunéénych kulturach vede k tvorbé CPE.

Material: Konfluentn€ narostld bunécna kultura v kultivacni lahvi, trypsin, Zivné médium,
PBS, mikrotitracni desti¢ka (96 jamek), vzorek viru o nezndmém titru.

Pristrojové vybaveni: Biohazardni box s laminarnim proudénim vzduchu
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Postup prace:

1.

Vychozim materidlem je buné¢nd kultura v 96-jamkovém panelu ziskana v predchozim
ukolu. Z jamek odsajeme médium a nahradime jej Cerstvym médiem obsahujicim
natedény virus. Virus fedime desitkovou fadou od 107 do 108. V tadé A na 96-
jamkovém panelu bude virus fedén 107 (v kazdé jamce v fadé A je vysledné 20 pL
zasobni virové suspenze + 180 pL média; tento udaj (20 uL) je dalezity pro vypocet
TCIDso/mL).

Pokracujeme s fedénim dale do fad B az H tak, Ze ptenasSime vzdy 20 pL infikovaného
média z predchozi jamky do jamky nasledujici. V fadé B bude tedy fedéni viru 1072,
v fadé C bude fedéni viru 10 atd., az v fad& H bude virus fedén 108,

Jamky ve sloupcich 1 a 2 naplnime pouze neinfikovanym médiem, budou slouzit jako
kontrola. Infikované médium tedy ptidame do jamek ve sloupcich 3 az 12.
Kultivujeme nékolik dnt (obvykle dva az tfi dny) pii 37 °C, dokud neni na buinikdch
pozorovatelny CPE.

CPE hodnotime a titr viru po¢itame Reedovou-Muenchovou metodu dle navodu nize.

Vyhodnoceni:

Kontrola

Redéni 10 11 12 % jamek s CPE

34 56 £ 8 9
10" AlLOP@@EO©OEG@®® 100%
102 BOOPOOOOEOEOIODOED 100%
1 ClOOPP@PE@E@O@®® 100%
10 DIOOPO@@EEEEO@GE® 100%
10° EOO0L0OOOOOOOOE® 100%
108 FIOORRQ@EEG&OOOO 80%
107 G| OOPLOOOOOOOOO
10’ HOODOO0OOOO0OOE Ve

Obrazek 6. Priklad 96-jamkové desticky, u které bylo symboly ,,+" a ,,-* zndzornéno, ve kterych jamkach se
vyskytuje CPE. Takto kvantifikovany CPE v jamkadch [ze vyuZit pro vypocet hodnoty TCIDsy.

Redéni odpovidajici 50% infekéni davee (IDso, 50% ,.endpoint titer) lezi v piipadé
znazornéném na obr. 6 nékde mezi fedénim viru 10° (80% infekce) a 107 (0% infekce).
Proporéni vzdalenost (proportionate distance, PD) mezi témito dvéma fedénimi se vypocita
podle nasledujici rovnice:

PD

%positive above 50%—50%
%positive above 50%—%positive below 50%

PD = (80-50)/(80-0) = 30/80 = 0,375

50% infekéni davku (IDso) spoc¢itame podle vzorce:

50% infekéni davka (1Dsg) = 10 '°92- (PP xh)

h = logaritmus dilu¢niho faktoru (zde h = 1, protoze dilu¢ni faktor je 10)
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Z = tedeéni viru, pii kterém je % inokulovanych jednotek (= jamek mikrotitracni desti¢ky) ovlivnénych
cytopatickym efektem nad 50% (zde Z = 10°®, logZ = -6)

Pak IDso = 10°6-0.375.1) = 106:375

Toto je tedy 50% infek¢ni davka, tzn. fedéni viru, které infikuje 50% testovanych
inokulovanych jednotek, tedy jamek na panelu. Reciproka hodnota z tohoto ¢isla je titr viru
vyjadiena jako pocet infek¢nich davek na jednotku objemu. Jestlize byl ptivodni objem inokula
0,02 mL, titr vychozi zasoby viru bude: 1/10%3° /0,02 = 1,19.108 TCIDso/mL. Vzorek viru
tedy obsahuje 1,19.108 TCIDso davek v jednom mililitru.

Déle je mozno piepocitat hodnotu TCIDso/mL na PFU/mL. To provedeme vynasobenim
TCIDso/mL konstantou 0,7. Hodnota konstanty vychazi z Poissonova rozlozeni poctu
infek¢énich virovych ¢astic na pocet infikovanych bunék pti virové infekci. Predpoklada se, ze
U pln€ permisivni bunééné linie je 50% infekce dosazeno pii multiplicité infekce 0,7. Neplati
to samoziejmé vzdy, ale je to dostacujici aproximace vhodna pro vétSinu aplikaci.

V nasem piipadé by tedy hodnota 2,108.10° TCIDs¢/mL odpovidala titru 1,19.10% TCIDso/mL
x 0,7 = 8,3.10” PFU/mL . Tedy mililitr zdsobni suspenze viru by obsahoval 8,3.10" PFU.
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3. IMUNOLOGICKE DIAGNOSTICKE METODY VE VIROLOGII

Imunologické metody patii mezi vyznamné diagnostické metody virovych onemocnéni a hraji
dilezitou roli i v zdkladnim virologickém vyzkumu. Jsou zaloZeny na specifické interakci
protilatky s virovou ¢astici nebo nékterou z jeho strukturnich slozek (napt. s rekombinantné
pfipravenym povrchovym antigenem). Imunologické metody maji v diagnostice dlouholetou
tradici a obecné se pouzivaji dvojim zptisobem: (i) bud’ k pfimému prukazu virové Castice
v klinickém vzorku (napf. antigenni test na SARS-CoV-2) nebo (ii) k nepfimému prikazu
protilatek vytvofenych organismem pfi setkani s pivodcem onemocnéni (napi. nékteré typy
ELISA nebo virus-neutraliza¢ni testy). D¥ive hojné pouzivané techniky na bazi aglutina¢nich a
precipitacnich testli jsou dnes nahrazovany vysoce citlivymi imunoanalytickymi metodami
schopnymi piesné kvantifikovat protilatky nebo antigeny ve vzorku. Tyto metody vyuzivaji
enzymové (ELISA, ,Enzyme-Linked Immunosorbent Assay®), fluorescentné (FIA,
,Fluoroimmunoassay) nebo chemiluminiscenéné (CLIA, ,,Chemiluminiscence Assay*)
znacené reagenty jako sondy poskytujici kvantifikovatelny signal. Snaha o zrychleni a zlevnéni
téchto metod vedla k vyvoji rychlych imunologickych testd (dipstick technologie ¢i tzv.
,lateral-flow-immunoassays znamé také jako antigenni testy) a K biosenzorim vyuzivajicich
vysoce sofistikované fyzikalné-chemicke ptistupy pro prevedeni bioafinitni interakce protilatky
s antigenem na snadno kvantifikovatelny elektricky signal.

Téma 1. Imunofluorescencéni barveni

Imunofluorescenéni barveni umoznuje ptimou vizualizaci antigenu pomoci protilatky znacené
fluorescencni sondou. Technika se pouzivd k detekci antigenli v bunéénych kulturach,
separovanych bunkéach, tkanovych organoidech nebo histologickych fezech.

Prvnim krokem usp&$ného imunofluorescenéniho barveni je fixace bunéénych struktur a
permeabilizace membran. Tyto kroky se provadéji pomoci (i) organickych solventl (napf.
smési acetonu a metanolu) nebo (i1) chemickych sitovacich ¢inidel (napi. paraformaldehydu).
Organické solventy vétSinou material soucasné fixuji i permeabilizuji. Pti pouZiti chemickych
sitovadel je tfeba preparat navic permeabilizovat vhodnym detergentem (napt. Tritonem X-
100). Permeabilizace membran je nezbytna pro prinik imunoreagent a fluorescen¢nich barviv
dovnitf bunécnych struktur. Po fixaci/permeabilizaci se preparat vystavi G€inku blokaénich
¢inidel (roztoky proteinti, krevni sérum atd.), aby se snizila pravdépodobnost vazby protilatek
do nespecifickych vazebnych mist.

Studovany antigen je nasledné rozpoznan specifickou (primarni) protilatkou. V praktiku
pouzivame mys$i monoklonalni protilatku, ktera specificky rozpoznava flavivirovy povrchovy
protein E. Diky strukturni podobnosti proteinti E v ramci celé Celedi Flaviviridae je tato
protilatka pouzitelna pro detekci vétSiny flavivirt. Pro vlastni detekci je pouzita sekundarni
protilatka, kterad rozpoznava Fc fragment protilatky primarni a ktera je znacena fluoroforem
s definovanym excitacnim a emisnim maximem. Pro vizualizaci jednotlivych bun¢k v kultuie
se pouzivaji barviva vazajici se na bunéénou DNA, napt. 4',6-diamidino-2-phenylindole
(DAPI), nebo tada jinych barviv specificky rozpoznavajici rizné bunécné struktury, vhodné
také pro zobrazovani oznac¢ované jako , life cell imaging*“. Tyto sondy musi mit odlisné emisni
maximum od fluoroforu pouzitého k detekci sledovaného antigenu. Schematické znazornéni
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principu imunofluorescencniho barveni, vcetné ptikladu znacené bunécné kultury, je zfejmé
zobr. 7.

RozliSujeme néckolik  skupin  fluorofor, od konvencnich chemickych (napf.
fluoresceinisothiokyanat, FITC) az po tzv. kvantové tecky (QDots, Castice s definovanym
excitanimi a emisnimi maximy, obvykle s velmi uzkym emisnim spektrem). Fluorescencné
aktivni latky podléhaji excitaci absorpci zafeni o urcité vinové délce. Excitované stavy jsou
termodynamicky nestabilni. Pfechod z excitovanych stavi do stavu zékladniho je spojen
S emisi zafeni o vyssi vinové délce, nez byla vinova délka zafeni excitacniho. Rozdil mezi
vlnovou délkou absorbovaného a emitovaného zafeni (obvykle 30-50 nm) se nazyva Stokestv
posun. Ptehled zakladnich chemickych fluoroford, véetné excitacnich a emisnich maxim je
uveden v Tabulce 1.

Detekce imunofluorescenéné znacenych antigenti se provadi pomoci fluorescenéni nebo
konfokalni mikroskopie a vyzaduje zpravidla pokro¢ilou analyzu obrazu pomoci
specializovanych pocitacovych programi. Znac¢eni mnohocetnych antigeni u studovaného
preparatu pomoci fluoroforti s odlisSnymi ex/em maximy dovoluje kolokalizaci rozdilnych
struktur v bunkach nebo tkanich; takové techniky jsou dnes bézné nejen pti diagnostice infekei,
ale také pfi studiu rakoviny nebo autoimunitnich chorob.

Tabulka 1. Zakladni fluorofory pouzivané pro imunofluorescenéni barveni

Fluorofor Excitace (nm) Emise (nm)
Hydroxykumarin 325 386
Cascade blue 401 423
Pacific blue 403 455
Pacific Orange 403 551
Lucifer Yellow 425 528
R-Phytoerythrin (PE) 480, 565 578
PE-Cy5 conjugates 480, 565, 650 670
PE-Cy7 conjugates 480, 565, 743 767
Red 613 480, 565 613
Fluorescein 495 519
BODIPY 503 512
X-Rhodamine 570 576
Texas Red 589 615
Allophycocyanin 650 660

Ukol 1. Vizualizace virového antigenu pomoci fluorescenéniho barveni
Roztoky:
Fixacni roztok (aceton:methanol 1:1, vychlazeny na -20°C)

Blokacni roztok (9 mL PBS + 1 mL bovinniho fetalniho séra)
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PBS 10x koncentrovany, celkovy objem 1 L (NaCl — 85 g, NaH2PO4 — 3.2 g, Na2HPO4 — 26.9
9)

PBS-T (2 L PBS + 1 mL Tween 20)

Primdrni protilatka (my$i monoklonalni protilatka (kKlon D1-4G2-4-15, fedéni 1:250 v PBS-T)
proti flavivirovému E proteinu (povrchovy protein, “envelope”).

Sekundarni  protilatka (kozi polyklonalni protilatka proti mySimu IgG, znafena
fluoresceinisothiokyanatem (FITC), fedéni 1:500 v PBS-T)

4',6-Diamidino-2-phenylindole (DAPI, fedéni 1:2000 v PBS-T)

Meédium pro tvorbu trvalych preparatii s indexem lomu blizkym indexu lomu skla (MOWIOL,
DAPKO nebo jiny obdobny preparat).

Dalsi material: 96-jamkova desticka (nebo 8-jamkova komirka) s narostlou bunécnou
kulturou (napt. bunééna linie PS) infikovana virem Langat.

Piistrojové vybaveni: Biohazardni box s laminarnim proudénim vzduchu, fluorescenéni
mikroskop (Olympus 1X71)

Pracovni postup:

1. Fixace. Odsat zivné médium ze vSech jamek 96-jamkové desticky pomoci
multikanalové pipety do dezinfekéniho roztoku. Desticku ponofit do vanicky
s vychlazenym fixa¢nim roztokem. Inkubace 30 min pii -20°C. Po té vyklepnout fixa¢ni
roztok z jamek a nechat oschnout. Poznamka: K fixaci lze alternativné pouzit i 4%
paraformaldehyd, po jehoz aplikaci je tieba bunéEnou kulturu permeabilizovat pomoci
0.5% Tritonu X-100. Permeabilizaéni krok v piipadé fixace aceton:methanolem
odpada.

2. Blokace. Do kazdé jamky nanést 100 pL bloka¢niho roztoku, inkubace 30 min/37 °C.

3. Promyti desticky 1x v PBS-T.

4. Navazani primarni protilatky. Po promyti nanést do kazdé jamky 50 pL primarni
protilatky (fedéno 1:250), inkubace 60 min/37 °C ve vlhké komrce.

5. Obsah jamek vyklepnout do dezinfek¢éniho roztoku, promyti desticky 3x v PBS-T.

6. Navazani sekunddrni protilatky. Do kazdé jamky nanést 50 uL sekundarni protilatky
(fedéno 1:500), inkubace 60 min/37 °C ve vlhké komirce.

7. Obsah jamek vyklepnout do dezinfekéniho roztoku, promyti desticky 3x v PBS-T.

8. Znaceni bunécnych jader pomoci DAPI. Do kazdé jamky nanést 50 uLL DAPI (1:2000),
inkubace 30 min/37 °C ve vlhké komtrce.

9. Obsah jamek vyklepnout do dezinfek¢niho roztoku, promyti desticky 3x v PBS-T.

10. Pokud je barveni provadéno v 96-jamkové desti¢ce, pak do kazdé jamky nanést 10 pL
PBS, prohlédnout pod fluorescen¢nim mikroskopem. Desti¢ku je mozno uchovavat pfi
4 °C ve tmé.

11. Trvaly preparat. Pokud je barveni provadéno v 8-jamkové komiirce, pak po oschnuti
sloupnout silikonovy okraj, skli¢ko otfit etanolem, pfipravit si kryci sklicko. Do stfedu
kazdé jamky aplikovat MOWIOL (polyvinylalkohol) nebo DABKO (1,4-diazobicyclo-
2,2,2-oktan), oboji jsou s vodou misitelnda média na bazi pryskyfice s definovanymi
optickymi vlastnostmi, cca 1 pL), pfilozit kryci sklicko, lehce pfitlacit a zakapnout
lakem. Preparat je moZno uchovavat pti 4 °C ve tmé.
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Vyhodnoceni: Preparat pozorujeme pomoci fluorescencniho mikroskopu. VSimame si, ze
infikované bunky jsou zietelné viditelné (vysoka intenzita fluorescence Vv oblasti vinovych
délek pro zelenou barvu). Pfi vysokém MOI pozorujeme, ze téméf vSechny buiiky poskytuji
vyrazny fluorescenéni signal. Pti niz§ich MOI vidime fluorescenci pouze u nékterych bunék,
nebo pozorujeme tvorbu vyraznych plaki (nasledek $ifeni viru procesem znamym jako ,,cell-
to-cell transmission®). VSechny buiiky (jak infikované, tak bez infekce) maji vyrazné viditelna
jédra (dosazeno vazbou DAPI na jadernou DNA).

B
Fluorofor
\ 7naceni MOl =1
nacena
sekundarni
Ab
MOI = 0,01
Primarni Ab
Virovy A
vhe MOI =0

Obrazek 7. Imunofluorescencni barveni. (A) Princip barveni. (B) Imunofluorescencné barvena bunécna kultura
(buiiky PS) infikovand flavivirem p#i riznych multiplicitich infekce (MOI). Na snimku je patrny virovy antigen
znaceny primarni protilatkou specifickou proti flavivirovému proteinu E a sekundarni protilatkou konjugovanou
S FITC (zelend) a bunécnd jadra (modrd) znacend pomoci DAPI.
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Téma 2. ELISA pro stanoveni virus-specifickych protilatek

ELISA (,,Enzyme-Linked Immunosorbent Assay“) patii v soucasnosti k nevice pouzivanym
imunologickym metoddm pro detekci mikrobialnich patogenii nebo patogen-specifickych
protilatek. Jako typickd imunologickd metoda je zalozena na detekci imunokomplexu, tedy
komplexu protilatka-antigen. Vznikly imunokomplex je imobilizovan na pevném povrchu, coz
umoziuje imunokomplex ucinné separovat od zbytku reakéni smési (promytim), ktery pak pti
naslednych interakcich neinterferuje a neovliviiuje vysledek analyzy. Imunokomplex je
zachycen a detekovan protilatkou znacenou enzymem, ktery po piidavku vhodného substratu
generuje barevné odliSitelny produkt s definovanym absorpcnim maximem, kvantifikovatelny
kolorimetricky.

ELISA se bézné provadi v mikrotitracnich destickach, jejichz jamky (jejich dna a stény)
poskytuji pevny povrch pro adsorpci imunoreagentl (antigenti nebo protilatek). Klasické 96-
jamkové desticky mohou byt konstruovany rovnéz do podoby stripti (8-jamkovych ,,prouzkii*),
které umoznuji provést analyzu pouze v omezeném poctu reakci (obr. 8). Typicka ELISA
vyzaduje nasledujici kroky: (i) adsorpce, (ii) promyti, (iii) blokace, (iv) opétnové promyti, (V)
tvorba imunokomplexu, (vi) promyti, (vii) barveni a (viii) kolorimetricka kvantifikace analytu.

stripovy format mikrotitracni desticky

Obrazek 8. Formaty mikrotitracnich desticek pro ELISA techniky.

Adsorpce imunoreagenti se dé&je prostiednictvim nekovalentnich interakci s molekulami
povrchu jamky; tato interakce vyzaduje specifické iontové prostiedi (provadi se napt. v roztoku
uhli¢itanu sodného) a teplotni podminky (4 °C, pokojova teplota, nebo 37 °C). Na povrch jamky
se muze sorbovat jak antigen (napf. cely inaktivovany virus nebo rekombinantni virovy
protein), tak protilatka (napf. virus-specificka zachytna protilatka, ,,capture®).

Promyvanim odstranime (imuno)reagenty, které se neadsorbovaly na pevny povrch.
Promyvacimi roztoky jsou zpravidla PBS (roztok fosfore¢nanu sodného), nebo PBS
s ptidavkem detergentli, napt. Tween-20, které soucasn¢ plsobi jako chemické blokaéni
¢inidlo. Promyvani miZe byt usnadnéno vyuzitim promyvacich zatizeni, které cely proces
urychluji a automatizuji.
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Blokaci se obsazuji nespecifickd vazebna mista v ELISA systému, jejichz potencialni interakce
s protilatkami by mohly vést k faleSné pozitivnim/negativnim vysledkim. Typickym
bloka¢nim ¢inidlem je fetalni bovinni sérum, nebo roztoky proteinti, napt. albuminu ¢i kaseinu.

vvvvvv

adsorbovaného proteinu rozliSujeme dva zdkladni typy ELISA systémt, které se bézné
pouzivaji v mikrobidlni diagnostice. (i) Je-li na pevny povrch adsorbovana protilatka, hovotime
o tzv. primarni nebo zachytné protilatce, ,,capture” ktera specificky rozpoznava a vaze
stanovovany antigen. Antigenem jsou v tomto piipad¢ nejcastéji celé virové ¢astice, vyskytujici
se ve vzorku téIni tekutiny (napt. slin, sputa, krve, hnisu, hlenu nebo moci) vySetfovaného
jedince. Antigen zachyceny protilatkou (imunokomplex) je nésledné detekovan sekundarni
nebo detekcni protilditkou znacenou enzymem (,,detection”). Takové usporadani systému
ELISA se oznacuje jako ,,sandwich® (protilatka-antigen-protilatka) a slouzi k ptimé diagnostice
patogenti ve vzorku. Ve virologii se pouZziva napf. pro diagnostiku herpetickych vir ziskanych
stérem z herpetickych koznich nebo slizni¢nich 1ézi nebo SARS-CoV-2 ze sputa ziskan¢ho
vytérem dychacich cest. (ii) Je-li na pevny povrch absorbovan antigen, vyuziva se takovy
ELISA systém k prikazu patogen-specifickych protilatek. Vzorkem je pak nejéastéji
krev/sérum jedince obsahujici protilatky proti danému patogennimu organismu. Protilatka
navazana na imobilizovany antigen (imunokomplex) je nasledné¢ detekovana detekeni
protilatkou znacenou enzymem. Tato detekéni protilatka je specifickd nejcastéji proti Fc
fragmentu druhové specifickych imunoglobulini dané tfidy. Bézné jsou k dispozici ELISA
systémy schopny rozlisit imunoglobuliny tfidy IgM od 1gG a rozpoznat tak akutni infekci (pro
kterou je markerem IgM) od probehlé infekce nebo vakcinace (markerem je IgG). Takové
usporadani systému ELISA se tykd zejména testd pro prukaz protilatek proti viru klistové
encefalitidy, HIV-1/2 nebo vird Zloutenky typu B a C.

Systémy zaloZené na antigenech proteinové povahy nebo celych virovych ¢€asticich, pfipadné
bunkach, se oznacuji jako nekompetitivni ELISA systémy. Naopak systémy pro detekci malych
molekul (napf. antibiotik, polutantli, nizkomolekularnich klinickych markert atd.) se oznacuji
jako kompetitivni. V kompetitivnich systémech soutézi (kompetuje) o vazebné misto protilatky
analyt (tj. organicka molekula) s komplexem analyt-nosicovy protein nebo komplexem analyt-
enzym. Koncentraéni pievaha jednoho kompetitora vede vytésnéni druhého z vazebnych mist
protilatek. Pozn. vzhledem k tomu, Ze malé molekuly nejsou samy o sobé imunogenni,
protilatky proti nim se ziskdvaji imunizaci experimentalnich zvifat imunogeny sloZenymi
S nosi¢oveho proteinu a kovalentn€ navazané molekuly analytu. Molekula analytu navdzana na
nosi¢ se oznacuje jako netplny imunogen, neboli hapten. Pfehled nejriiznéjSich typid ELISA
systémt je zndzornén na obr. 9.

Detekéni protilatky byvaji nejcastéji znaceny dvojim typem enzymu. Prvni (Casnéjsi) typ je
kienova peroxidaza. Jako substrat vyuziva tertramethylbenzidin, ktery se méni za katalytického
pusobeni peroxidu vodiku na modrou diiminovou formu, ktera se po okyseleni protonuje a meéni
na zluty produkt (absorpéni maximum 450 nm). Druhym typem je alkalicka fosfataza, ktera
jako substrat vyuziva p-nitrofenylfosfat, ktery defosforyluje na zluty p-nitrofenol (absorpcni
maximu 405 nm).

Historicky ELISA navazuje na star§i metodicky piistup oznacovany jako radioimunoanalyza
(RIA), kterd misto enzymem znafenych imunoreagentll vyuZivd imunoreagenty znacené
radioaktivnim izotopem. RIA se dodnes pouziva jako diagnosticka metoda pro 1ékaiské ucely,
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jeji vyhodou je zejména vysoka citlivost, ¢asto vyssi nez obvyklé ELISA systémy. Zaménou
enzymu za fluorescentni nebo chemiluminiscentni znacku ziskdme typ imunoanalyzy
oznacovany jako FIA nebo CLIA. Podstatou i uspofddanim jsou si vSechny typy imunoanalyzy

velmi podobné.
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Obrdzek 9. Rizné typy uspordaddani ELISA systémii. Nahorie: nekompetitivni formaty. (A) piimda nekompetitivni
ELISA, (B) neprimad nekompetitivni ELISA pro sérologické stanoveni protilatek, (C) ,, sandwich “ nekompetitivni
ELISA pro primé stanoveni patogenniho agens. Dole: kompetitivni formaty pro stanoveni nizkomolekularnich
antigenit. (D) primd kompetitivni ELISA, (E) neprimd kompetitivni ELISA.

Ukol 1. Stanoveni protilatek proti viru kli§t'ové encefalitidy z lidského séra

Vzhledem k tomu, ze tento ELISA systém detekuje pouze protilatky tfidy IgG, je tato metoda
vhodna pro zjisténi titru protilatek proti viru klisStové encefalitidy u jedincti po ockovani nebo
po prodélané infekci. Namisto detekcni protilatky je v tomto piipad€ pouzit konjugat proteinu
G s kienovou peroxidazou. Protein G byl izolovan z bakterii rodu Streptococcus a vaze se na
Fc region imunoglobulint tfidy IgG vétSiny druhl. Proto je test mozno pouzit i na detekci
protilatek u jinych savcll nez pouze u ¢loveéka (napt. u mysi, prezvykavcei atd.).

Material a pristrojové vybaveni: souprava ELISA (Immunozym FSME IgG All Species,
Progen), vySetfovana séra, multikanalova pipeta (na promyvani desti¢ek), spektrofotometr

Souprava obsahuje nasledujici komponenty:

- 12 ELISA stripti (8-jamkovych prouzki) s adherovanym inaktivovanym virem klistové

encefalitidy
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promyvaci roztok (10x), 0.1 M Tris/HCI pH 7.4 obsahujici detergent a konzervant. Pied
pouzitim naifedit 10x (270 mL destilované vody + 30 mL promyvaciho roztoku,
nafedény promyvaci roztok oznacujeme jako pracovni roztok)

kalibra¢ni séra CAL 1 — 5 obsahujici natedéné lidské sérum pozitivni na protilatky proti
viru klistové encefalitidy, pfed pouzitim nafedit 10 puL kalibracnich sér + 500 pL
pracovniho roztoku. Kalibra¢ni séra maji determinovanou hodnotu virus-specifickych
protilatek urcenou v tzv. videniskych jednotkach (VIEU/mL; Vienna Units, podle Prof.
Ch. Kunze, Viden)

pozitivni kontrolni séra POS LL a POS HL (LL, low level; HL, high level), pted
pouzitim nafedit 10 uL kalibra¢nich sér + 500 pL pracovniho roztoku

testovana séra, pred pouzitim nafedit 10 pL testovanych sér + 500 uL pracovniho
roztoku

konjugét protein G-peroxidaza, pred pouzitim nafedit 1 + 100, napt. pro 8 jamek
smichat 20 puL konjugatu a 2000 uL 10x nafedéného promyvaciho roztoku

substrat: tetramethylbenzidin, TMB

zastavovaci roztok (,,stop solution®): 0.5 M kyselina sirova

Postup prace:

1.

©oN s WD

[ERY
o

11.
12.

Do jamek nanést 200 pL nafedénych kalibracnich sér CAL 1-5, dale 200 pL nafedénych
kontrolnich sér POS LL a POS HL a 200 pL natfedénych testovanych sér.

Inkubace 60 min pii pokojové teploté

Promyti 3 x 200 puL pracovnim roztokem

Do jamek nanést 200 pL nafedéného konjugatu (protein G-peroxidaza)

Inkubace 60 min pii pokojové teploté

Promyti 3 x 200 pL pracovnim roztokem

Do jamek nanést 200 pL roztoku substratu

Inkubace 30 min pfi pokojové teploté

Do jamek nanést 50 pL zastavovaciho roztoku

. Mé&feni absorbance pii 450 nm, absorbanci je vhodné¢ méfit do 10 min po zastaveni

reakce.
Z hodnot absorbanci kalibracnich sér CAL 1 — 5 sestrojit kalibra¢ni kiivku.
Evaluace vysledki testovanych sér podle kalibra¢ni kiivky.

Poznamky: 1. Hodnota absorbance CAL 1 by nem¢la presdhnout 0.5.

2. Absorbance nejvyssiho kalibratoru (CAL 5) by méla byt vyssi nez 1.
3. Rozdil hodnot absorbanci CAL 5 a CAL 1 by méla byt alesponi 1.0.

4. Vzorky, které vykazuji absorbanci vétsi nez 5 by mély byt nafedény 1:1
pracovnim roztokem.

Vyhodnoceni: Vysledky lze interpretovat podle nasledujici tabulky:
<63 VIEU/mL negativni

63-126 VIEU/mL  hrani¢ni

>126 VIEU/mL pozitivni
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Téma 3. Rychly imunologicky test na pritomnost protilatek proti SARS-CoV-2

Vyvoj diagnostickych testll je sméfovan k neustalému zjednoduSovani a zrychlovani. Klasické
ELISA techniky jsou zdlouhavé (vétSinou trvaji 2 az 4 hodiny, pokud je tieba sorbovat
mikrotitracni desticku antigenem/protilatkou (tzv. ,.coating“), pak se inkubace provadi
zpravidla pfes noc) a vyzaduji komplikovanéjsi laboratorni vybaveni, véetné spektrofotometru
nebo promyvacky mikrotitraénich desticek. Takové vybaveni neni k dispozici Vv terénnich
podminkach nebo v ordinacich praktickych Iékait. Tato omezeni fesi rychlé imunologické
testy, oznaCovan¢ také jako ,lateral flow immunochromatographic assays“ nebo ,,dipstick
assays‘, které¢ jsou zaloZzeny na principu ELISA (tvorba imunokomplexu antigen-protilatka a
jeho vizualizace), vyuzivaji vSak jiné materialy a vétSinou pouze okometricky zptisob detekce
signalu. Jsou proto dobfe vyuzitelné v terénnich podminkach jako napft. rychlé antigenni testy
pro pritkaz protilatek proti SARS-CoV-2, testy HIV v zemich tfetiho svéta, diagnostické testy
pro ur¢eni hemoglobinu, proteint, glukézy a dalSich markerti v moci, determinace rtiznych
chemickych faktorti, napt. kontaminant v potravinach a polutantll v Zivotnim prostiedi. Tyto
testy jsou rychle proveditelné (provedeni v fadu minut, nikoli hodin), k jejich vyhotoveni neni
tieba Skoleny personal ani pfistrojové ¢i jiné laboratorni vybaveni a byvaji levnéjsi s porovnani
s klasickymi ELISA systémy. K nevyhodam rychlych imunologickych testi patii nizsi citlivost
a vetsi spotfeba imunoreagentti pii konstrukci testu. VéEtsina dostupnych testi je kvalitativni,
pouze né¢které umoziuji semikvatnitativni detekei signalu. Pro semikvantitativni detekei je vSak
ticba specialnich zafizeni (adaptovanych spektrofotometrit), ktera techniku prodrazuji a
omezuji jeji vyuziti v terénnich podminkach.

Rychlé imunologické testy jsou tvofeny poréznim nosi¢em, napf. filtraénim papirem nebo
nitrocelulé6zovou membranou, ktery ma vhodné kapildrni vlastnosti (umoziuje vzlinani
kapaliny pomoci kapilarnich sil) a dovoluje adsorpci klicovych imunoreagentii. Porézni nosi¢
je charakterizovan specifickou velikosti porti (um), porozitou (%, objem vzduchu v membrang;
porozita je ozna¢ovana také jako ,,bed volume* a odpovidd mnoZzstvi kapaliny v membrané, pii
vytésnéni vzduchu kapalinou), tlouStkou (um) a chemickym sloZenim (ovliviiuje mnoZzstvi
navazanych proteinli a hydrofobicitu nosice). Naneseni imunoreagentli na porézni nosic se
provadi pomoci dispenzniho zatizeni.

Pti uspotadani, které je analogické neptimé ELISA, je na porézni nosi¢ navazan antigen (napf.
virovy protein). Pfi naneseni kapky krve/séra/plasmy dojde k navazani protilatek na
imobilizovany antigen (tvorba imunokomplexu). Na vznikly imunokomplex se nasledné vaze
sekundarni protilatka znacena nejcastéji nanocastici kovu (napf. zlata). Akumulace nanocastic
Vv misté tvofictho se imunokomplexu vede ke vzniku prouzku viditelného pouhym okem
(testovaci prouzek ,, T*). Kontrolni prouzek ,,C*, ktery slouzi jako prikaz, Ze test prob¢hl
technicky spravng, vznika v misté, kde je na porézni nosi¢ navazéna napf. nespecificka
protilatka proti lidskym imunoglobuliniim, nebo protilatka proti n¢které bilkoving€ ptitomné
Vv lidské krvi (napf. albuminu), kterd je pak detekovéana pfislusnou znac¢enou sekundérni
protilatkou. Ptislusné imunoreagenty se dostanou do vzdjemného kontaktu tak, Ze jsou unaSeny
kapalinou vzlinajici poréznim nosi¢em. Toto uspofadani se vyuZziva ve virologii pro sérologicka
stanoveni protilatek akutni (IgM) nebo jiz probéhlé (IgG) infekce nebo vakcinace.

Dalsim typem uspofadani je ,,sandwich®, které vyuziva imobilizovanou protilatku proti
detekovanému antigenu (primarni protilatka), antigen se nachazi v testovaném vzorku a je
detekovan protilatkou znacenou castici kovu. Toto usporadani se pouziva pro piimou
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diagnostiku nékterych virti a byva také vyuzivdno pro rychlou diagnostiku klinicky
vyznamnych proteinovych markerd (proteiny v moci, CRP v krvi atd.).

Ukol 1. Stanoveni protilatek proti SARS-CoV-2 rychlym imunologickym testem

Tento test se lisi od klasického antigenniho testu na stanoveni pfitomnosti viru SARS-CoV-2
tim, Ze namisto pfimé detekce viru provadime nepiimou (sérologickou) diagnostiku protilatek
specifickych proti tomuto viru (obr. 10). Testovaci soupravu, kterou pro stanoveni pouzivame,
obsahuje dva druhy testovacich prouzk, jeden slouzi pro detekci imunoglobulint tfidy IgM a
druhy pro IgG. Nékteti vyrobei pouzivaji i prouzky pro simultanni stanoveni protilatek obou
tiid; takové testy se obvykle lisi v uspofadani imobilizovanych a detekénich imunoreagenti od
systému, ktery pouzivame v praktiku.

A : Koloidni B Koloidni
castice zlata castice zlata

Detekéni Detekéni
protilatka proti protilatka proti
IgG

O\

Protilatka IgM z Protilatka IgG z
krevniho séra krevniho séra

Virovy Virovy
antigen antigen

Obrazek 10. Usporadani imunoreagentii na rychléem imunologickém testu pro detekci protilatek proti SARS-CoV-
2 (Kit COVID-19 IgG + IgM Duo (RapiGEN), ktery pouzivame v praktiku. (A) Formadt pro detekci protilatek tiidy
IgM. (B) Format pro detekci protilatek tridy IgG. Obé reakce probihaji na oddélenych prouzcich a pro kazdou
Z nich je zapotiebi novy vzorek krve.

Material: Rychly imunologicky test COVID-19 IgG + IgM Duo (RapiGEN)
Souprava obsahuje nésledujici komponenty:

- Obalova folie s desikantem

- Lahvicka s nanasecim roztokem (assay diluent)

- Kapilarni pipeta

- Sterilni lanceta pro odbér kapky krve z prstu

- Instrukéni letak

- Testovaci prouzek simobilizovanym rekombinantnim virovym antigenem (test je
neinfekéni) a nanesenou sekundarni protilatkou (anti-IgG a anti-lgM) konjugovanou
s koloidnim zlatem

Pracovni postup:

1. Pted pouzitim vytemperovat komponenty testovaci soupravy na pokojovou teplotu.

2. Vyjmout testovaci prouzek z ochranné félie a umistit jej na rovny a suchy povrch.

3. Pomoci kapilarni pipety nebo klasické pipety pridat 10 pL séra/plazmy nebo 20 pL krve
do jamky oznacené ,,S (sample). Pro odbér kapky krve z prstu pouZit sterilni lancetu a
misto odbéru pied vpichem vydesinfikovat alkoholovym roztokem.
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4. Ptidat 3 kapky nanéseciho roztoku do jamky oznacené ,,B*“ (buffer). Je tfeba nanést
pfesny objem, vétsi ¢i mensi objem muze vést ke zkreslenym vysledktim.

5. Vysledek testu vyhodnotime za 5 — 10 min (interpretace vysledkt po vice jak 10 min
muze vést ke zkreslenym vysledkiim).

Vyhodnoceni:

- Negativni vysledek je charakterizovan pouze jednim Cervenym pruhem v kontrolni linii
,C.

- Pozitivni vysledek (pro IgG nebo IgM) je charakterizovan ¢ervenym pruhem v kontrolni
linii ,,C*a tmavym pruhem v testovaci linii ,, T*.

- Technicky nespravné provedeny test je charakterizovan bud’ absenci pruhu v kontrolni
linii ,,C* nebo ptfitomnosti ¢erveného pruhu v testovaci linii ,, T*.

- Mozné situace jsou patrny z obr. 11.

Nefunkeni test
"
Negativni test Pozitivni test —
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| |
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Jedna Cervena linie v pozici ,C* Jedna ¢ervena linie v pozici ,C* " T
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Z4adna linie v pozici ,C* nebo , T
nebo cerveny odstin linie v pozici ,T*

Obrazek 11. Pozitivni, negativni a nefunkcni rychly imunologicky test pro detekci sérovych protilatek IgM a IgG
proti SARS-CoV-2.
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Téma 4. Virus-neutralizacni test

Virus neutralizacni test je metoda, kterd se v diagnostice pouziva pro stanoveni pfitomnosti
virus-neutraliza¢nich protilatek v krvi nebo jinych télnich tekutinach vySetfované osoby. Na
rozdil od ostatnich metod diagnostikujicich pfitomnost protilatek (napt. ELISA) stanovuje tento
test vyhradné protilatky, které jsou schopny neutralizovat, tedy inaktivovat virus. Je teba si
uveédomit, ze ne vSechny protilatky interagujici s virovou ¢astici musi mit nutné neutraliza¢ni
G¢inky. Rada z nich miiZe rozpoznavat virus, ale vazat se do mist, ktera nejsou klicovéa pro
interakci viru s hostitelskou bunikou. Takové protilatky, i kdyz jsou na virovou ¢astici navazany,
neovlivni schopnost viru infikovat hostitelskou buiiku. Jsou znamy i protilatky, které virulenci
dokonce posiluji; jedna se vétSinou o protilatky vytvoiené proti viru jednoho sérotypu a
interagujici s virem jiného sérotypu (pozorovano u viru Dengue a jev je oznacovan jako tzv.
,antibody-dependent enhancement effect®, ADE efekt). Zatimco vétSina rutinné pouzivanych
imunologickych diagnostickych metod nedokdze takové protilatky rozlisit, virus-neutralizacni
test je pro kvantifikaci neutraliza¢nich protilatek vynikajici pomtickou. Jeho nevyhoda je v§ak
(1) Casova narocnost (je to kultivaéni metoda vyzadujici asto n€kolikadenni inkubaci) a (i1)
nutnost disponovat laboratofemi s BLS2 rezimem a vys§im (v zavislosti na pouzitém viru), coz
je v soucasné dobé mozné pouze pro specializovana zdravotnicka nebo vyzkumna pracovisté.
(iii) Test je mozno pouzit zejména v piipadé virt, které na hostitelské kulture vytvaii zietelny
CPE. U virt, které CPE netvofi, je pouziti testu problematické.

Klicové kroky virus-neutralizaéniho testu spoéivaji v inkubaci viru s testovanym
sérem, kultivaci takto oSetieného viru v bunécné kulture a odecteni virem indukovaného CPE.
Jsou-li v séru ptitomny neutraliza¢ni protilatky, vaZzou se na virus a inhibuji jeho schopnost
infikovat buiiky, a CPE se netvofi (nebo se tvofi v menSim rozsahu proti pozitivni kontrole —
zaleZi na titru neutraliza¢nich protilatek ve vzorku). V opaéném piipad¢€ neni virus protilatkou
ovlivnén (neni neutralizovan) a CPE je dobfe viditelny. Vznik CPE lze od¢itat mikroskopicky,
nebo je mozno bunéénou kulturu obarvit kontrastnim barvivem (naftalenova cern, krystalova
violet’). Kazdé testované sérum se analyzuje v né¢kolika fedénich, aby se co nejpfesnéji urcil titr
protilatek. Titr protilatek ve vzorku se pak udava v jednotkach fedéni, napt. 1:80, 1:160, 1:320
atd.

Ukol 1. Stanoveni neutralizaénich protilatek proti kli§t’aty pfenasenému flaviviru

Material: Lidska séra od riznych darctl, zasobni suspenze flaviviru (titr 10° PFU /mL),
hostitelské bunky (napt. PS nebo A549), médium L15, mikrotitra¢ni desticka (96-jamek).

Postup prace:

1. Vzorek séra je nutno nejprve natfedit 5x (40 pL séra + 160 pL média L15)

2. Inaktivace vzorku pii 56 °C 30 min. Tim inaktivujeme potencialni patogeny v séru,
véetn¢ inaktivace komplementu.

3. Do 96-jamkové mikrotitraéni desticky naneseme 50 pLL média a do prvni vodorovné
fady jamek (fada A) pfidame 50 pL natedéného inaktivovaného vzorku. Vysledné
tedéni vzorku je tedy 10x. Kazdé analyzované sérum nanaSime minimalné v duplikatu.

4. Provedeme nafedéni kazdého séra na hodnoty fedéni 20x, 40x, 80x, 160x, 320x a 640x
prenasenim vzdy 50 pL vzorku do nize lezicich jamek.

5. Do kazdé¢ jamky je pfidan virus na vysledny titr 1000 PFU/mL (tedy 50 PFU/jamku).
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6. Jako kontroly pouzijeme médium obsahujici pouze virus (bez séra) a prazdné médium

(bez séra i bez viru).

Inkubace 90 min pti 37 °C.

Pfidat bun&enou suspenzi PS bunék (3.10* bun&k na jamku), pfidavany objem je 100

uL).

9. Inkubace 4 dny (i vice), priibézn¢ kontrolujeme, zda se objevuje CPE.

10. Miru tvorby CPE hodnotime okometricky, obarvenim (kolorimetricky) ¢i
imunofluorescen¢nim barvenim.

o ~

Vyhodnoceni: V jamkach s buitkami pozorujeme tvorbu CPE. Bunééné monolayery, které
vykazuji tvorbu CPE, hodnotime jako pozitivni. Titr protilatek ve vzorku se pak udava
V jednotkach fedéni, napt. 1:80, 1:160, 1:320 atd. Ptiklad provedeni virus-neutraliza¢niho testu
je patrny z obr. 12.

+virus

Sé A Sé B B
Srum e Kontroly (bez séra)
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Obrazek 12. Provedeni virus-neutralizacniho testu v 96-jamkové mikrotitracni desticce. Test byl proveden
V pritomnosti slabé neutralizacniho séra (Sérum A), silné neutralizacniho séra (Sérum B) a bez pritomnosti sér
(kontroly). Barveno krystalovou violeti.
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4, MOLEKULARNE-BIOLOGICKE METODY V DIAGNOSTICE VIROVYCH
INFEKCI

Molekularné-biologické metody hraji v soudobé mikrobialni diagnostice kli¢ovou roli, a to
zejména diky své univerzalnosti a moznosti vyuziti pro Sirokou $kalu diagnostickych aplikaci.
Tyto metody patifi mezi tzv. piimé diagnostické metody, protoze detekuji genomovou
nukleovou kyselinu (resp. specifickou sekvenci) patogenu (viru) Vv klinickém vzorku.
Nejrozsahlejsi skupinu molekularné-biologickych metod tvoii metody zaloZzené na amplifikaci
templatové nukleové kyseliny, tedy na polymerazové fetézové reakci (PCR). Molekularné-
biologické metody zahrnuji i techniky spojené se separaci PCR produkta (tj. elektroforetické
techniky) a s jejich purifikaci. Pro detailni identifikaci a typizaci izolati a dale pro mutacni
analyzu se vyuzivaji sekvenacni techniky. Molekularné-biologické metody jsou nezbytné nejen
Vv diagnostice, nybrz i v zdkladnim vyzkumu, kde umoziuji provadét rozmanité zasahy do
studovanych genli/genomu s cilem studovat strukturu a funkci gend a jimi kodovanych
proteint.

Téma 1. PCR pro prukaz viru kli§tové encefalitidy ve vzorcich kliSt’at

PCR je zalozena na cyklicky se opakujici enzymové syntéze novych fetézcl vybranych useki
dsDNA ve sméru 5°-> 3’prostfednictvim DNA polymerazy. Studovany usek je vymezen
pripojenim dvou primert, které se vaznou na protilehlé fetézce tak, ze jejich 3"-konce smétuji
proti sob¢. Syntéza fetézct probihd pomoci polymera¢niho uc¢inku termostabilni polymerazy z
termofilnich organismt, napf. Taq DNA polymeraza z Thermus aquaticus, odolavajici
teplotam, pi1 nichz DNA denaturuje.

Béhem PCR se cyklicky sttidaji nasledujici kroky:

1. denaturace dsDNA (94 °C)
2. ptipojeni primerti k oddélenym fetézctim (30 — 65 °C)
3. syntéza novych fetézci DNA pomoci DNA-polymerazy (65 — 75 °C)

Reakce probiha v zafizeni oznaovaném jako termocykler, které umoziiuje automatickou
zménu teplot v naprogramovanych €asovych intervalech. Postupnym opakovanim procesu se
exponencialné (2n, n = pocet cykll) vytvoii az miliarda kopi DNA.

Navrhované primery musi spliiovat nasledujici kritéria: (i) musi se jednat o jedine¢né sekvence,
schopné vazat se specificky jen k jednomu mistu templatu, na matricové DNA nesmi byt
nespecificka vazebna mista, (ii) délka zpravidla 18 — 25 nukleotidd, (iii) obsah G+C 40 az 60%,
(iv) rovnomérna distribuce oblasti bohatych na G/C a A/T pary, (v) teplota Tm primeru alesponi
50 °C, podobna u obou primert, (vi) absence komplementarnich sekvenci v primerech, které
by vedly k duplextim, (vii) absence vnitinich sekundarnich struktur (vlasenek), (viii) zatazeni
1 az 2 zbytkli G nebo C v sekvenci na 3" -koncich primert pro zajisténi presné vazby na templat
(G-C vazba je tvofena tfemi vodikovymi mustky oproti A-T vazb¢, kterou tvoii pouze dvé
vodikové vazby).

Pro viry, jejichz genomem je RNA, se nejprve provadi reverzni transkripce, coz je prepis
genetické informace z RNA do cDNA (,,complementary DNA®) pomoci rozli¢nych reverznich
transkriptaz (napf. retrovirovych). Vznikld cDNA se pak nésledné amplifikuje béznou PCR za
vzniku dsDNA amplikont.
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Vzniklé¢ amplikony se separuji pomoci gelové elektroforézy (pohyb zdporn€ nabité DNA
smérem ke kladné nabité elektrodé, anod€¢). PCR amplikony jsou v gelu vizualizovany
fluorescen¢nimi barvivy interkalujicimi mezi fetézce nebo jinak interagujici s dsDNA (napf.
ethidium bromid nebo modernéjsi barviva typu ,,Simply Safe* atd.).

Pro diagnostiku klistové encefalitidy u ¢lovéka neni PCR vhodnou metodou. Virus klistové
encefalitidy se nachazi ve fazi virémie, tedy ve fazi, kdy je virus pfitomny v Krvi pacienta,
pouze po omezenou dobu na pocatku infekce. V této fazi vSak ma pacient pouze nespecifické
nebo zadné symptomy infekce a Casto ani nevyhleda Iékaiskou péci. Kratce po viremické fazi
je virus translokovan do bun¢k centralniho nervového systému, kde ptirozené neni béznymi
metodami detekovatelny (mozné jsou pouze odbéry nervové tkané post mortem).

PCR se vSak svyhodou vyuziva pro epidemiologické studie viru klistové encefalitidy
v klistatech. Incidence virem infikovanych klistat v riznych biotopech i regionech pak poméaha
predikovat riziko pfenosu viru na ¢lovéka. Metoda je tedy extrémné dulezita pii sledovani
epidemiologie nakazy a pfi studiu interakci virus-vektor-hostitel (obr. 13).
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Obrdazek 13. Vyskyt klistové encefalitidy v Evropé (zdroj Pfizer, 2016).

Ukol 1. Izolace RNA viru kli§tové encefalitidy z kli§tat

RNA bude zklistat izolovana pomoci chromatografickych kolonek vyuzivajicich
elektrostatickych interakei virové RNA s néplni kolonky.
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Material: QIA Viral RNA kit (QIAGEN), platova nebo sklenéna ty¢inka pro rozdrceni klist’at,
vhodné zkumavky, vzorky klist'at nasbiranych v rtiznych lokalitach.

Piistrojové vybaveni: centrifuga, spektrofotometr (NanoDrop)

Postup prace:

A) Ptiprava roztoku z koncentratl v testovaci souprave:

AW1 (promyvaci roztok 1): 19 mL koncentratu + 25 mL etanolu, celkem 44 mL

AW?2 (promyvaci roztok 2): 13 mL koncentratu + 30 mL etanolu, celkem 43 mL

Nosicova (,,carrier) RNA: 310 uL. AVE pufru k 310 pg lyofilizatu carrier RNA (rozdélit po
alikvotech, skladovat pfi -20 °C, alikvoty rozmrazovat max. tfikrat).

B) Vlastni izolace virové RNA z klist'at

1.

ok~ wN

Klistata rozdrtime sklenénou nebo plastovou tycinkou ve vhodné zkumavce.
Pouzivame cca 5 jedincli na vzorek.
K rozdrcenym klistatim ptfidame 140 pL PBS a diisledné resuspendujeme.
Pro izolaci RNA pouzijeme QIA Viral RNA kit (QIAGEN).
Vzorky klistat centrifugujeme pii 4 000 rpm /5 min.
Do zkumavky ptfidame:
e 600 puL roztoku AVL (lyzaéni roztok),
e 6 uL carrier RNA (pfipravené alikvoty -20°C),
e 140 pL vzorku klist’at,
e Promichame, ponechdme 10 min pii RT.
e Pfidame 600 pL etanolu.
e Vortexujeme 15s.
Na izola¢ni kolonku naneseme 700 pL takto pfipravené smési.
Centrifugace 7 000 rpm / 60 s.
Kolonku pfeneseme do nové sbérné zkumavky.
Zbytek vzorku naneseme na kolonku, centrifugace 7 000 rpm / 60 s.

. Kolonku pfeneseme do nové sbérné zkumavky.

. Na kolonku naneseme 500 uLL. AW1 (promyvaci roztok 1).

. Centrifugace 7 000 rpm / 60 s.

. Kolonku pieneseme do nové sbérné zkumavky.

. Na kolonku naneseme 500 pL. AW2 (promyvaci roztok 2).

. Centrifugace 11 000 rpm / 3 min.

. Kolonku pieneseme do ¢isté zkumavky.

. Na kolonku naneseme 60 pL AVE (elu¢ni roztok), ponechame 1 min pii RT.
. Centrifugace 7 000 rpm / 60 s, RNA je jimana do zkumavky.

. RNA uchovavame pfti -80 °C.

Vyhodnoceni: Koncentraci izolované RNA 1ze méfit spektrofotometricky (napf. na zatizeni
NanoDrop) pii vinovych délkach 260/280 nm.
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Ukol 2. Vlastni PCR pro priikaz virové RNA

PCR kit umoznuje V jedné reakci postupné pievést RNA vzorek do cDNA reverzni transkripci
a nasledné provést amplifikaci pomoci PCR.

Material: (OneStep Ahead RT-PCR kit, QIAGEN)
Pristrojové vybaveni: Zatizeni pro PCR, termocykler (BioRad)
Kit obsahuje:

- Voda prosta RNaz

- 5X QIAGEN One Step RT-PCR buffer (Tris-HCI1, KCI, NH4SO4, MgCl>)

- 5x Q-solution

- dNTP mix: s dATP, dCTP, dGTP and dTTP o vysoké ¢istoté

- Enzyme mix: smés reverznich transkriptaz a DNA-polymeraz (Tabulka 2 a 3)

Tabulka 2. Pouzité reverzni transkriptazy a jejich inhibitory, které jsou soucasti soupravy
OneStep Ahead RT-PCR kit (QIAGEN)

Reagencie Popis

Reverzni transkriptaza (RT) Omniscript Rekombinantni,  heterodimerni  enzym
exprimovany v E. coli. Do reakce se ptidava
Vv inaktivnim stavu (s minimalni

enzymatickou aktivitou pii  RT). Je
aktivovana béhem reverzné-transkripéniho
kroku pfi teploté 50 °C.

Reverzni transkriptadza (RT) Sensicript Stejné jako v ptedchozim piipadé€ jedna se o
rekombinantni, heterodimerni enzym
exprimovany v E. coli. Do reakce se ptidava
Vv inaktivnim stavu (s minimalni
enzymatickou aktivitou pifi  RT). Je
aktivovdna béhem reverzné-transkripcniho
kroku pfti teploté 50 °C.

Inhibitor RNaz Rekombinantni savéi protein, ktery inhibuje
eukaryotni RNazy (zejména RNéazu A a B).
RT blocker Umoznuje teplem zprosttedkovanou aktivaci

reverznich transkriptdz.

Tabulka 3. Pouzit¢ DNA-polymerazy, které jsou soucasti soupravy OneStep Ahead RT-PCR
kit (QIAGEN)

Reagencie Popis

DNA polymeraza QuantiNova Modifikovana forma rekombinantni 94-kDa
DNA polymerazy, pluvodné izolované
z Thermus aquaticus. QuantiNova je
pfidavan do reakce v neaktivnim stavu (nema
enzymatickou aktivitu pfi RT). Je aktivovan
béhem 5-min inkubace pii 95 °C.

35



DNA polymeraza HotStarTaq Chemicky  modifikovand forma Taq
polymerazy. Je pifidavana do reakce
V neaktivnim stavu (nema enzymatickou
aktivitu pii RT). Aktivace probiha postupné
S narustajici teplotou.

HotStar proofreading enzym Vysoce  a¢inna  DNA  polymeraza
s proofreadingovou  aktivitou a s3'-
5’exonukledzovou aktivitou. Je aktivovéna
béhem 5-min inkubace pifi 95 °C. Jeji
ptidavek  zajiStuje vysSi  amplifikacni
pfesnost a procesivitu.

A) Ptiprava reak¢éni smési pro PCR (pro jednu reakci):

e voda prosta RNaz: 6 pL
e 5x QIAGEN One Step RT-PCR buffer: 5 uL
e dNTP mix: 1 puL
e 5x Q-solution: 5 uL
e primer A: 1.5 pL (pracovni koncentrace 10 pM)
e primer B: 1.5 puL (pracovni koncentrace 10 uM)
e enzyme mix: 1 uL
e RNA sample: 4 uL
celkovy objem: 25 pLL

B) Sekvence pouzitych primert (primery pro amplifikaci ¢asti genu pro NS5 flavivirovou
polymerazu

Oznaceni Sekvence Annealing (°C)  Pozice v genomu
2G Sense GAA ATT GGG AGA ATT CGG AGT GGC G 55 9048-9072
2H Antisense CGC CCT CCC AAC GAG TTC ATC TIG 55 0882-9859

C) Vlastni PCR:

1. Reverzni transkripce: 50 °C / 30 min (OmniScript a SensiScript RT jsou aktivovany a
probiha piepis virové RNA do cDNA)
2. Pocateéni PCR aktivace: 95 °C / 15 min (béhem tohoto kroku se aktivuje smés DNA
polymeraz, inaktivuji se reverzni transkriptazy)
3. Trikrokové cyklovani (pocet cykli: 40)
a) Denaturace: 94 °C /30 s
b) Annealing: 55°C/30s
c) Extenze: 72 °C/ 1 min
4. Finalni extenze: 72 °C / 10 min
5. Uchovani vzniklého PCR produktu: § °C
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Ukol 3. Elektroforéza PCR produktii, jejich monitorovani a extrakce z gelu

A) Elektroforéza ziskanych PCR produkti

Material: agar6za, TAE puftr, barvivo Simply Safe, DNA marker

Pristrojové vybaveni: aparatura pro elektroforézu (BioRad), monitorovaci zafizeni (BioRad)

1. Piiprava agarozového gelu: 1.2% gel (0.34 g agarozy + 28 mL TAE pufru,) po
zchladnuti pfidat vizualiza¢ni barvivo Simply Safe 5 uL./100 mL gelu (= cca 0.5 pL).
Pak gel nalijeme do tvofitka a vlozime hiebinek.

2. Ptiprava vzorkl: vzorky DNA smichat 1 : 6 s nanaSecim pufrem (loading buffer)

3. Po utuhnuti gelu (cca 20 min) vyjmeme hiebinek, gel vlozime do elektroforetické vany
a naneseme vzorky do jamek. Nanést rovn€z pozitivni kontrolu a DNA marker.

4. Elektroforéza probiha pii 100 V po dobu 40 min. Priibéh monitorujeme prostfednictvim
nizkomolekuldrniho barviva, které putuje rychleji nez vysokomolekularni PCR
amplikony (tj. dsSDNA).

5. Po skonceni separacniho procesu vypneme zdroj napéti, gel vyjmeme z elektroforetické
vany a prohlizime na transluminatoru nebo pomoci monitorovaciho zafizeni.

6. Pruhy obsahujici DNA amplikony je mozné vyfiznout z gelu, purifikovat a dale
analyzovat (napf. sekvenovat).

Vyhodnoceni: Vyjde-li vzorek jako pozitivni, bude na gelu vyrazné viditelny jeden pruh o
velikosti cca 800 pb. V ptipad¢é negativniho vysledku bude draha pro dany vzorek prazdna.
Pozorujeme-li v jednotlivych drahach mnohocetné pruhy ruzné délky, doSlo patrné
k nespecifickému nasedani primerd a vzniku nespecifickych amplikont. To lze feSit upravou
podminek, napf. zvySenim annealingové teploty.

B) Purifikace PCR produktu z gelu

Material: Kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega)
Piistrojové vybaveni: centrifuga, spektrofotometr (NanoDrop)
(Rozpusténi gelu)

1. Po probéhnuti elektroforézy vloZime vytiznuté blocky gelu obsahujici PCR amplikony
do pfedem zvazenych zkumavek.

(Navazani DNA na sorbent kolonky)

2. Pridame 10 uL. Membrane Binding Solution na 10 mg gelu. VVortexujeme a inkubujeme

pii 50 — 65 °C az je gel zcela rozpustén. Pokud provadime primou purifikaci PCR

amplikonii (bez predchoziho rozdéleni pomoci elektroforézy), pridame stejny objem

Membrane Binding Solution ke smési obsahujici PCR amplikony.

Vlozime purifika¢ni kolonku do sbérné zkumavky (zkumavky).

Na kolonku naneseme smés z bodu 2, inkubace pii RT 1 min.

5. Centrifugace pii 16 000 x g/ I min (mtze byt napt. 12 000 rpm). Protecenou tekutinu
slijeme.

P w
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(Promyvdani)

7. Pfidame 700 uL Membrane Wash Solution (promyvaci roztok) s pfidanym etanolem.
Centrifugace 16 000 x g/ 1 min. Protecenou tekutinu slejeme.

8. Opakujeme krok 6. s 500 uL. Membrane Wash Solution, centrifugace 16 000 x g / 5
min.

9. Vyprazdnime sbérnou zkumavku a opét centrifugujeme 1 min s otevienym vickem, aby
se odparil zbytkovy etanol.

(Eluce)

10. Prenést kolonku do ¢isté 1.5 mL zkumavky.

11. Ptidat 50 uL vody prosté nukleaz. Inkubace 1 min pii RT. Centrifugace 16 000 x g / 1
min.

12. Kolonku zlikvidujeme, DNA skladujeme pii 4 °C nebo -20 °C.

Vyhodnoceni: Koncentraci eluované DNA métime spektrofotometricky pii 260/280 nm napf.
na zafizeni NanoDrop. Purifikované vzorky se pak déle pouzivaji zejména k sekvenaci, kterd
je nezbytna pro typizaci izolatd vird pomoci genomickych metod. Sekvenovani se také pouziva
k identifikaci riznych virovych mutant, napf. s rozsifenym portfoliem hostitelti, zménami ve
virulenci, rezistencemi k 1é¢iviim atd.
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Téma 2. VySetieni na SARS-CoV-2 pomoci kvantitativni reverzné-transkripéni PCR

(RT-gPCR)

Specifickym pfipadem PCR je kvantitativni PCR, pti které amplifikace a detekce probihaji
simultanné. Kvantifikace amplikonu v realném case se provadi prostfednictvim detekce a
kvantifikace fluorescenc¢niho signalu ve specialnim zafizeni, které kromé cyklického stiidani
teplot umoznuje detekci fluorescence a monitorovani postupu PCR v redlném case bez nutnosti
detekovat produkty PCR elektroforeticky. Pro kvantitativni detekci produktu v prabéhu PCR
existuji ti1 obecné metody zalozené na pouziti (i) interkalacniho barviva vazajiciho se na DNA,
(i) fluorescen¢né znacenych sond vazajici se na stiedni ¢ast amplifikovaného produktu, (iii)
fluorescencné znacenych primert.

Ve virologické diagnostice se PCR vyuzivéa zejména pro prikaz takovych virovych patogeni,
které jsou pfitomné v odebiranych vzorcich, ziskanych nejcastéji stérem (kozni nebo slizni¢ni
1éze, sputum), odbérem stolice atd. Mezi tyto viry patii zejména herpetické viry, papillomaviry,
respiracni viry, (SARS-CoV-2), rotaviry atd. PCR test na pritomnost RNA viru SARS-CoV-2
v dychacich je v dnesni dobé jedinou validni metodou, ktera dokaze spolehlivé rozlisit jedince
pozitivni na koronavirus (antigenni testy jsou podstatné méné citlivé a lze je vyuzit jen
orientacng).

Ukol 1. Izolace virové RNA

Izolaci Ize provést bud’ manualné za pomoci klasickych kolonkovych centrifugacnich souprav
nebo pomoci automatického izolatoru, jehoz princip je zalozen na separaci nukleovych kyselin
pomoci magnetickych kuli¢ek. Uspé$nost izolace je u obou zptisobti srovnatelnd, s tim, Ze
analyzovaného vzorku ptidava interni kontrola (IC), ktera je soucasti PCR soupravy
pouzivaného pro néslednou detekci pritomnosti virové RNA. Tato interni kontrola je v nasem
pfipadé tvofena RNA z faga MS2, ktera je nasledné béhem PCR analyzy rovnéz detekovana.
Ugelem této kontroly je ovéfeni toho, Ze jednotlivé kroky celého analytického procesu (tj.
extrakce RNA, reverzni transkripce a PCR samotna) probéhly u kazdého vzorku technicky
spravné. Nekteré PCR soupravy vyuzivaji jako interni kontrolu primery a sondy cilici na
nekteré lidské geny (napt. GAPDH), které by méli byt v kazdém odebraném vzorku ptitomny,
a neni tedy potteba pifed izolaci ke vzorku nic pfidavat.

V nasi laboratofi pouzivame pro diagnostické ucely automaticky izolator EXM3000 Zybio
v kombinaci s izolacni soupravou rovnéz od spoleCnosti Zybio. Pii mensim poctu vzorka
pouzivame kolonkovou soupravu RiboSpin od firmy GeneAll (principem obdobny jako kit
zminény v protokolu na izolaci RNA viru klistové encefalitidy).

Vzhledem k tomu, Ze izolace RNA z klinickych vzorki testovanych na pfitomnost RNA SARS-
CoV-2 vyzaduje manipulaci s vysoce rizikovym biologickym materidlem (nutno provadét
V laboratotich BLS3), nebude tento krok v praktikdch provadén. Studenti budou pracovat se
vzorky jiz izolované virové RNA, které jsou neinfek¢ni.
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Ukol 2. RT-qPCR

Pro detekci SARS-CoV-2 se v sou¢asné dobé pouzivaji téméf vyhradné multiplexové testovaci
soupravy, které vyuzivaji toho, ze je mozné v jedné reakci detekovat soucasné¢ vice gent
(obvykle to byvaji 3 — 4 geny; sekvence, na které nasedaji primery a sondy, museji byt striktné
specifické pro dany virus). Takovym piikladem je i Seegene Allplex™ 2019-
nCoV Assay (Cat. No. RP10250X). Pomoci této soupravy lze detekovat 4 geny, z toho jeden
gen je pro interni kontrolu (IC, zminéno vyse), zbylé 3 geny jsou urcené k detekci SARS-CoV-
2. Kit detekuje konkrétn¢ E gen (gen kodujici obalovy (,,envelope®) protein), RdRp (gen pro
RNA-dependentni RNA-polymerazu) a N gen (gen kodujici nukleokapsidovy protein). Pro
kazdy gen je vyrobcem navrzena specifickd kombinace primert a fluorescencné znac¢ené sondy,
které na definovany sek genu nasedaji. Kazda ze sond je vazana s odlisSnym fluoroforem (lisici
se emisnim spektrem) a jednotlivé geny tak 1ze detekcei fluorescence v danych spektrech odlisit.

Material: Seegene Allplex™ 2019-nCoV Assay, vzorky izolované RNA vysetfovanych
jedinct (material je neinfekéni)

Pristrojové vybaveni a software: Zatizeni pro RT-qPCR (Bio-Rad CFX96™ C1000 Touch).
Vysledky budou zpracovany pomoci programu Bio-Rad CFX Maestro (Bio-Rad).

Mnozstvi reagencii na jednu PCR reakci dle vyrobce:

e Voda prosta RNaz 5uL
e 2019-nCoV MOM mix (smés primert a sond) S5uL
e 5x Real-time One-step Buffer 5ulL
e Real-time One-step Enzyme 2 uL
e Vzorek RNA 8 uL

celkovy objem reakce 25 pL
Postup prace:

1. Pied pouzitim jednotlivé mikrozkumavky s reagenciemi vortexujeme a nasledné kratce
centrifugujeme.

2. Reakéni smés pro PCR (PCR Mastermix) piipravime dle protokolu od vyrobce a
preneseme prislusné mnozstvi do jamek 96-jamkové desticky nebo do 8-jamkovych stript
(dle poctu analyzovanych vzorki).

3. Do pfislusnych jamek obsahujicich PCR Mastermix pfidaime 8 puL izolované RNA, 2019-
nCoV PC (pozitivni kontrola PCR reakce, soucast soupravy) a NC (negativni kontrola —
voda prosta RNdaz, soucast kitu). Celkovy objem jedné PCR reakce tedy ¢ini 25 pL.

4. 96-jamkovy panel (pfip. 8-jamkovy strip) se nasledné uzavie pomoci vicek a kratce
centrifuguje, aby veSkera tekutina stekla na dno jamek a doslo k odstranéni pfipadnych
bublin.

5. Takto piipraveny panel se pfenese do zafizeni pro RT-gPCR (Bio-Rad CFX96™ C1000
Touch) a nastavi se piislusny program (Tabulka 4).
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Tabulka 4. Podminky pro RT-qPCR pro diagnostiku SARS-CoV-2

Krok Pocet cyklu Teplota Trvani
1 1 50 °C 20 min
2 1 95 °C 15 min
3 45 94 °C 15s
4* 58 °C 30s

5 zpét na krok 3, celkem 44 cykli

* Pti kroku 4 je odecitana fluorescence

Amplifikace markerovych gent je rozliSena pomoci rozdilnych fluoroforti. Jednotlivé kiivky
odpovidajici amplifikaci cilovych sekvenci v realném ¢ase jsou vV programu odliSeny barevné,
jak je ziejmé z Tabulky 5.

Tabulka 5. Rozliseni markerovych genti pomoci riznych fluorofori

Fluorofor Barevné oznaceni krivky

HEX interni kontrola (IC) |Zelena
Cal Red 610 RdRP gen Magenta

Vyhodnoceni:

Pro vSechny cilové sekvence plati:

Pocet cyklu (cycle threshold, Cy) Vysledek

<40 virova RNA detekovana (pozitivni vzorek)
> 40 nebo zadny signal virova RNA neni detekovana (negativni vzorek)

Pozn. Pokud je Cthodnota pro IC (interni kontrolu) > 40, je doporuceno test zopakovat.

Vysledky testu hodnotime podle Tabulky 6.
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Tabulka 6. Mozné vysledky RT-qPCR testu pro diagnostiku SARS-CoV-2 a jejich interpretace

Cil. sekvence | IC E RdRp N
Fluorofor HEX | FAM | CalRed | Quasar Vysledek testu Pozn.
610 670

Situace 1 +/- + + + Pozitivni !
Situace 2 +/- + - +

Situace 3 +/- + + -

Situace 4 +/- - + + Pozitivni 2
Situace 5 +/- - - +

Situace 6 +/- - + -

Situace 7 +/- + - - Pravdépodobné pozitivni 8
Situace 8 + - - - Negativni 4
Situace 9 - - - - Nespravné provedeny test 5

Poznamky:

1 Vysledky jsou platné. RNA z SARS-CoV-2 byla detekovana.

2 Vysledky jsou platné. RNA z SARS-CoV-2 byla detekovéana. Negativni vysledek (pro E,
RdRp nebo N) mtize byt zapfic¢inén:

1. koncentrace vzorku je blizko nebo pod limitem detekce metody

2. sekvence obsahuje mutace

3. jiné faktory

3vVysledky jsou platné. Pozitivni vysledek pro sekvenci genu E. Negativni vysledek pro

wrwe

1. koncentrace vzorku je blizko nebo pod limitem detekce

2. sekvence je mutovana

3. jiné faktory

Doporuceni: zopakovat test s vétSim mnozstvim RNA (do 13 pL) na ukor vody prosté RNaz.
4 Vysledky jsou platné. RNA z SARS-CoV-2 nebyla detekovana.

® Vysledky jsou neplatné. Test je nutno zopakovat.
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Obrazek 14: Mozné vysledky testu na SARS-CoV-2 zaloZeného na kvantifikace virové RNA pomoci RT-qPCR. (A)
Typicky negativni vysledek, detekovana pouze IC. (B) Pozitivni vysledek s vyssimi hodnotami Ct indikujici nizkou
virovou ndloz. (C) Pozitivni vzorek s extrémné nizkymi hodnotami Ct indikujici vysokou virovou ndloz. \'zorky
tohoto typu jsou ojedinélé. (D) Pozitivni vzorek s nizkymi hodnotami Ct indikujici probihajici infekci. Jedna se o
typicky priklad pozitivniho vzorku. (E) Pozitivai vzorek s vyssimi hodnotami Ct pouze pro geny E a N. Vysoka
pozitivita pouze ve dvou genech miize znacit bud’ zacinajici nebo koncici infekci. Takovyto vzorek byvad vétsinou
vyhodnocen jako hranicni a je doporuceno jej zopakovat v nasledujicich dnech, aby se odhalilo, zda se jednalo o
zacinajici nebo koncici infekci. Pri interpretaci vysledku také hraje roli anamnéza pacienta, tj. zda ma priznaky
respiracniho onemocnéni, zda byl v kontaktu s pozitivni osobou nebo zda v nedavné dobé COVID-19 prodélal.
Kvantitativni RT-PCR probéhlo na zarizeni CFX96 (Bio-Rad). Vysledky ziskany pomoci programu Bio-Rad CFX
Maestro (Bio-Rad). Krivky jsou barevné odlisené, viz Tabulka 5.
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Téma 3. Prace s virovym reportérovvim systémem

Reportérové virové systémy jsou zalozeny na rekombinantnich (geneticky modifikovanych)
virech, které nesou ve svém genomu tzv. reportérovy gen, ktery pfi replikaci viru generuje
kvantifikovatelny fyzikalni signdl. To nahrazuje pracné a ¢asové narocni plakové titrace nebo
drah¢ izolace a kvantifikace virovych nukleovych kyselin. Jako reportérové geny se pouzivaji
geny kodujici rizné luminiscencni (fluorescencni nebo chemiluminiscen¢ni) proteiny, jako
napi. zeleny fluorescen¢ni protein (,,green fluorescent protein“, GFP), mCherry protein,
svétluSkova luciferdza, dalsi formy luciferdz s nizkou molarni hmotnosti izolované
Z hlubokomoiskych zivoéichi (napf. nanoluciferaza, nLuc, z korySe Oplophorus
gracilirostris). Exprimované reportérové proteiny mohou byt bud’ piimou soucasti virové
Castice (exprimované jako fuzni virovy protein), nebo se pii translaci uvolnit (napt. diky
ptitomnosti tzv. ,,ribosome skipping“ sekvenci, RSS) a hromadit se v infikovanych buiikach
jako volné proteiny. Reportérové virové systémy lze vyuzit pro fadu uZzitecnych aplikaci, napf.
pro piimé sledovani replikace viru v tkanové kultufe nebo v experimentalnim zvifeti, a tedy pro
studium virové patogeneze, dale pro testovani antivirotickych latek a protilatek pro terapeutické
ucely a v neposledné tfadé pro rychlé provedeni neutralizacnich testl pii diagnostice virus-
neutralizac¢nich protilatek z krve a jinych télnich tekutin.

Ve cvifeni se seznamime s reportérovym systémem odvozenym od viru klistové encefalitidy
(kmenu Hypr) vyuZivajici reportérovy gen pro ¢ervené fluoreskujici protein mCherry (obr. 15).
Tento systém je koncipovan do podoby tii fragmentd DNA (tzv. infekénich subgenomovych
amplikonli, ISA) vzijemné se prekryvajicich na svych 3’a 5" koncich a klonovanych do
plazmidovych vektoril (nej€astéji pUCS7 nebo PC11). Tyto tfi DNA fragmenty pokryvaji svoji
sekvenci cely genom viru klistové encefalitidy: fragment I (nukleotidova pozice 1 az 3662),
fragment II (nukleotidova pozice 3545 az 8043) a fragment III (nukleotidova pozice 7961 az
11100). Prvni fragment mé k svému 5" konci pfipojen silny promotor odvozeny z promotoru
lidského cytomegaloviru (pCMV) a tfeti fragment je na 3" konci ohranicen ribozymovou
sekvenci a polyadenyla¢nim signdlem z viru SV40 (sekvence se oznacuje jako HDR/SV40pA).
Gen pro mCherry je lokalizovan ve fragmentu I (72 nukleotidi od poc¢atku genu C; tato pozice
je nezbytna k zachovani replikacni schopnosti flaviviru). Sekvence kédujici mCherry je na
svém 5’a 3" konci ohrani¢ena dvéma RSS, za kterymi nasleduje kompletni sekvence genu pro
C protein (v¢etné prvnich 72 nukleotidtr). Jak bylo zminéno vyse, RSS zodpovidaji za uvolnéni
vzniklého mCherry proteinu od nascentniho virového polypeptidu; vznikly mCherry protein
tedy neni soucasti virovych c¢astic a hromadi se v cytoplazmé transfekovanych nebo
infikovanych bunék.

Prace s reportérovym virovym systémem zahrnuje nékolik krokti: (1) Jednotlivé ISA fragmenty
je tieba nejprve vystépit z vektorli, ve kterych jsou klonovany, nebo je amplifikovat pomoci
PCR. Obé¢ cesty vedou k ziskani tii DNA fragment, které jsou zbaveny vektorovych sekvenci
a tedy pfimo pouzitelné k transfekci hostitelskych bunék. (2) Transfekce hostitelskych bunék
pomoci vhodného transfekéniho €inidla (napf. lipofektaminu) vede k priniku DNA fragmentt
do recipientni buniky. Uvnitf buiiky dochéazi nasledné k rekombinaci tfi transfekovanych DNA
fragmentl za vzniku jediné dsDNA, kterd svou sekvenci pokryva cely genom viru a ktera se
prostiednictvim silného promotoru pCMV piepisuje bunéénymi polymerazami do mRNA
s funkci virového genomu. Translaci této mRNA na bunéénych ribozomech vznikaji
zivotaschopné virové Castice schopné infikovat dalsi hostitelské bunky. Soucasné vznika
reportérovy protein, ktery je markerem uspé$né transfekce a pozdéji 1 infekce buncék vzniklymi
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viriony. (3) Odbér zivného média a pouziti ziskanych viriona pro dalsi ucely. Vzniklé virové
castice lze pak pouzivat klasickym zplsobem jako bézny virus. Je nutné zdiraznit, ze
reportérové systémy mivaji omezengjsi stabilitu a dobu pouzitelnosti nez bézny virus. Béhem
opakovaného pasazovani dochazi postupem ¢asu ke ztraté reportérového genu a tedy reverzi na

virus standardniho typu (wild-type virus).
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Obrazek 15: Reportérovy virovy systéem. (A) Konstrukce reportérového virového systému na bazi genomu viru
klistové encefalitidy a reportérového genu pro mCherry protein. (B) Produkce infekcnich subgenomovych
amplikonit pomoci PCR a jejich transfekce do recipientnich bunék, kterd vede k produkci infekcnich virovych
castic nesoucich reportérovy transgen.

Ukol 1. Vyuziti reportérového virového systému pro virus-neutralizaéni test

Popsany reportérovy systém bude vyuzit pro virus-neutralizacni test prokazujici pfitomnost
sérovych protilatek proti viru klistové encefalitidy. Cely proces ma nékolik nezbytnych fazi:
(1) amplifikace ISA fragmentli pomoci PCR a purifikace ziskanych fragmentt, elektroforéza a
precisténi ziskanych amplikont, (2) transfekce BHK-21 buné¢k ziskanymi ISA fragmenty, (3)
sklizeni vzniklych virovych ¢astic, stanoveni titru, (4) vlastni virus-neutralizaéni test. Mlizeme
fici, ze kroky 1-3 jsou ptipravné faze, béhem kterych si pfipravime virovy reportér pro vlastni
virus-neutralizacni test.

A) Amplifikace ISA fragmentl

Material a pristrojové vybaveni: PrimeStar MAX DNA polymerase (Takara, polymeraza
schopna amplifikovat dlouhé fragmenty), specifické primery vézajici se na konce jednotlivych
ISA fragmentt (viz niZe), sterilni voda prostd RNaz, Bio-Rad T100™ Thermal Cycler.
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Sekvence primeri:

Fragment |
FW(Fragl): GAATAAGGGCGACACGGAAATGT

RV/(Fragl): TGACAAGCAAAGCGAGAACGACG

Fragment 11
FW(Fragll): GGGTCCCCGGAATAGTGGCATT

RV(Fragll): AAATTTGATCAAGTTCCAACCCAGG

Fragment 111
FW(Fraglll): ATACACCATTGGTGGAAGAGGGC

RV/(Fraglll): TACTGGAACGTTGTGAGGGTAAAC

Postup prace:

1.

Ptiprava PCR smési (celkovy objem 50 uL na jednu reakci):

25 pL PrimeSTAR MAX premix (Takara)

1 uL DNA templatu (fragment I, II nebo III), koncentrace 1 ng/uLL
1 uL primer FW (koncentrace 10 uM)

1 pL primer RV (koncentrace 10 uM)

Od kazdého fragmentu provadime 3 PCR reakce (pfi nasledné purifikaci PCR produktu
smichame ziskané PCR amplikony, a tim ziskdme vé&tsi koncentraci kazdého fragmentu).
Celkem tedy provadime 9 PCR reakci.

2.

3.

Vlastni PCR (tfikrokové cyklovani, 30 cykla)
denaturace: 98 °C/ 10 s

annealing: 55 °C/ 5 s

extenze: 72 °C/20 s (*5 s/1Kbp)

uchovani vzniklého PCR produktu: 8 °C

Elektroforéza PCR produktt a jejich monitorovani (viz ptedchozi tiloha)

Vyhodnoceni: Pomoci PCR bychom méli ziskat pro kazdy fragment jeden vyrazny pruh,
odpovidajici velikostem cca 4000 bp (fragment 1), 5000 bp (fragment 1) a 3000 bp
(fragment 111).

e o o .l>

Purifikace PCR produktu

Ptidame stejny objem Membrane Binding Solution ke smési obsahujici PCR amplikony.
VloZzime SV Microcolumn (purifikaéni kolonku) do sbérné zkumavky.

Na kolonku naneseme sm¢s z bodu 2, inkubace pfi RT 1 min.
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Centrifugace pti 16 000 x g/ 1 min (mize byt napt. 12 000 rpm). Prote¢enou tekutinu
slijeme.

Ptidame 700 uL Membrane Wash Solution (promyvaci roztok) s pfidanym etanolem.
Centrifugace 16 000 x g/ 1 min. Protecenou tekutinu slejeme.

Opakujeme krok 6 s 500 uLL. Membrane Wash Solution, centrifugace 16 000 x g /5 min.
Vyprazdnime sbérnou zkumavku a opé€t centrifugujeme 1 min s otevienym vickem, aby
se odpafil zbytkovy etanol.

Prenést kolonku do ¢isté 1.5 mL zkumavky.

Pridat 50 pL vody prosté nukleaz. Inkubace 1 min pii RT. Centrifugace 16 000 x g/ 1
min.

Kolonku zlikvidujeme, DNA skladujeme pfti 4 °C nebo -20 °C.

Vyhodnoceni: Koncentraci amplifikované DNA méfime pii 260/280 nm.

B) Transfekce recipientnich bun¢k BHK-21 ziskanymi PCR amplikony

Material a pristrojové vybaveni: Ekvimolarni smés ISA fragmentl ziskanych v predeslém
experimentu, X-tremeGENE™ HP DNA Transfection Reagent (Roche), uL Opti-MEM
medium (Life Technologies), 24-jamkova desticka sbuné¢nou kulturou BHK-21,
spektrofotometr Nano-drop

Zmé&fime koncentraci ziskanych ISA fragmentl. Pfipravime ekvimolarni smés
fragmentt tak, aby od kazdého fragmentu bylo zastoupeno stejné mnozstvi. Pro
transfekéni Cinidlo X-tremeGENE™ se doporucuje celkové mnozstvi DNA 2.1 pg
DNA, coz odpovida 0.7 DNA pg od kazdého fragmentu.

Natedime 2 pl X-tremeGENE™ pomoci 200 pL Opti-MEM a piiddme 2.1 pg
ekvimolarni smési DNA fragmenti.

Piiklad:

koncentrace fragmentti:

FI-mCherry = 117,287 ng/uL

FIl = 135,163 ng/uL

FIll = 151,160 ng/uL

na transfekéni smés tedy potiebujeme:

5,97 uL FI-mCherry + 5,18 puL FIl + 4,63 uL FlII + 2 pL transfekéniho ¢inidla + 200
puL puL Opti-mem

Inkubujeme 15 min pii pokojové teplote.

Smés nakapeme na monolayer bunék BHK-21, inkubujeme 3-5 dni.

Monitorujeme rozvoj cytopatického efektu mikroskopicky v prochdzejicim svétle a
fluorescencni signal vznikajici po translaci reportéru mCherry pomoci fluorescenc¢niho
mikroskopu.

Intenzitu fluorescence je mozno kvantifikovat spektrofotometricky. Ex/em maxima pro
protein mCherry jsou: 587/610 nm.

Pribéh inkubace s rostouci intenzitou fluorescencniho signalu je patrna z obr. 16.

47



0 h.p.i. 12 h.p.i. 24 h.p.i. 48 h.p.i.

Obradzek 16. Postupnd tvorba CPE a fluorescencniho signdlu reportérovym virovym systémem exprimujicim
protein mCherry na buiikich BHK-21. Pozorovano fluorescencénim mikroskopem v ¢asech 0 az 48 h po infekci
(foto J. Haviernik).

C) Odbér a kvantifikace ziskaného reportérového viru
e Odebereme zivné médium z transfekovanych bunék, které obsahuje zivotaschopné
viroveé Castice.
e Virovy titr kvantifikujeme pomoci plakové titrace.

D) Vlastni virus-neutraliza¢ni test. Postupujeme stejné, jako v ptipadé virus-neutralizaéniho
testu vyuzivajiciho standardni typ viru (viz pfedchozi tloha). Replikaci reportérového viru
oSetfen¢ho sérem v bunkdach pak kvantifikujeme métenim fluorescence pii ex/em 587/610 nm
(obr. 17).

1:8 1:160 1:320 1:640 1:1280

e ........
e ...l....

Obrazek 17.Virus-neutralizacni test na priikaz protilatek proti viru klistové encefalitidy.

Vyhodnoceni: Neutralizac¢ni test provedeny S reportérovym virovym systémem hodnotime
obdobnym zpisobem jako test s klasickym virem standardniho typu. Bunééné kultury, které
poskytuji fluorescenc¢ni signal, hodnotime jako pozitivni. Mnozstvi protilatek ve vzorku se pak
udava v jednotkach tedéni, napi. 1:80, 1:160, 1:320 atd. Fluorescentni signal méfime bud’
pomoci fluorimetru nebo hodnotime pomoci fluorescen¢niho/konfokalniho mikroskopu.
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5. VIRY A ANTIVIROTIKA

Vyvoj ucinnych antivirotik je spolu s efektivni profylaxi ve formé vakcin cestou pro feSeni
nebezpecnych virovych onemocnéni, kterd piisobi vysokou umrtnost v lidské populaci nebo
maji za nasledek zavazné poskozeni zdravi s trvalymi nasledky u mnoha pacientt. Od doby,
kdy bylo do klinické praxe zavedeno prvni antivirotikum (idoxuridin v r. 1963), bylo formalné
schvaleno celkem 90 antivirovych 1&¢iv pro terapii infekci zpasobenych HIV, HBV, HCV, HSV
(herpes simplex virus), virem chiipky, lidskym cytomegalovirem, virem pasového oparu
(varicella-zoster), RSV (respiratory syncitial virus) a lidskym papillomavirem. Mnoha dalsi
antivirotika jsou jiz ve fazi klinickych testi na lidskych dobrovolnicich (napt. galidesivir pro
virus zluté zimnice nebo remdesivir pro SARS-CoV-2). Antivirotika se bézné rozdéluji podle
kritéria, zda cili na virové nebo hostitelské proteiny. Antivirotika, ktera specificky interaguji
S virovymi proteiny, jsou zpravidla méné toxicka, ale jsou ucinnd pouze pro velmi uzkou
skupinu blizce pfibuznych virti (napt. pouze na flaviviry). Na druhé strané antivirotika, ktera
interaguji s hostitelskymi proteiny, mivaji Sirokospektralni antivirovy u¢inek (inaktivuji napf.
vétSinu obalenych virl), avSak vyznacuji se obvykle Vyééi toxicitou pro lidské (savci) buiky.
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Obrazek 18. Nukleosidova antivirotika pouzivana pro terapii zavaznych virovych onemocnéni.
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Latky z rodiny nukleotidd a nukleosidl jsou v dnesni dobé velmi nadéjnymi kandidaty pro
vyvoj vysoce ucinnych antivirovych preparatd (nékteré ptiklady, viz obr. 18). Jejich
mechanismus U¢inku spociva ve specifické blokaci virovych polymerdz, napf. reverzni
transkriptazy u HIV-1 nebo RNA-dependentni RNA-polymerazy u SARS-CoV-2. Nekteré
experimentalni nukleosidové analogy, pisobi téz jako inhibitory virovych methyltransferaz
nebo pusobi jako tzv. letalni mutageny. Dalsi antivirové preparaty (ne-nukleosidové povahy)
cili na virové protedzy nebo povrchové virové proteiny zodpovédné za adsorpci viru na bunéény
receptor.

V praxi ma stanoveni citlivosti viru na antivirotika vyznam vyhradné¢ u infekci, proti nimz jiz
existuje zavedend antivirova lécba (napi. HIV nebo HBV). V takovych ptipadech je znalost
citlivosti kmene, kterym je pacient infikovan, velmi diilezité pro volbu G¢inné terapie. Vyvoj
novych antivirotik s vysokou genotypovou a fenotypovou bariérou proti vzniku rezistence,
véetné pouziti smési (tzv. koktejlti) antivirotik soucasné cilicich na rtizné virové proteiny, jsou
dnes zdkladem moderni antivirové terapie, zejména terapie HIV.

Téma 1. Stanoveni citlivosti viru na antivirotika

Citlivost k antivirotikiim pomoci in vitro metod se nejéastéji posuzuje podle naméfené hodnoty
ECso (nebo ICsp), tedy 50% efektivni (nebo inhibi¢ni) koncentrace antivirotika. Tato hodnota
vyjadiuje koncentraci antivirotika, ktera je zapotiebi k redukci virového titru na 50%. Silngjsi
antivirotika maji nizkou hodnotu ECsp (Casto v nanomoldrnich nebo sub-mikromolarnich
hodnotéach). Vyznamnou hodnotou je dale CCsp, coz je 50% cytotoxicka koncentrace, tedy
koncentrace antivirotika, ktera snizi viabilitu (zivotnost) hostitelskych bunék na 50% kvili
svoji toxicité. Podil CCso/ECso pak vyjadiuje tzv. selektivni index (SI), hlavni ukazatel vztahu
antivirové aktivity a toxicity. Silné inhibitory s velmi nizkou toxicitou maji vysoké hodnoty SI,
ty nejlepsi inhibitory maji SI az n€kolik (set) tisic. Takové latky jsou vhodnymi kandidaty pro
terapii virovych onemocnéni u ¢lovéka.

Ve cvi€eni budou provadény tlohy demonstrujici inhibi¢ni G€inek nékterych nukleosidovych
analogl na replikaci viru Langat. ProtoZe v sou€asnosti neexistuji schvalena 1éciva pro 1é¢bu
infekci zpisobenych vektory prendSenymi flaviviry, je tteba pohliZet na demonstrované metody
jako na modelové systémy, které¢ vSak vyuzivaji stejnych principli jako antivirové testy
provadéné se schvalenymi 1é¢ivy na jinych typech virt v klinickych laboratotich.

Ukol 1. Stanoveni citlivosti kli§taty pFenaSeného flaviviru na antivirotika

Material: Panel (96-jamek) s narostlou kulturou bunék (napi. PS), zasobni virova suspenze
(klistaty ptendseny flavivirus, napi. Langat, zasobni titr 10° PFU/mL), Zivné médium
s pfidavkem fetalniho bovinniho séra, FBS (napt. L15, Leibowitz, s 3% FBS), panel antivirotik
— 10 mM roztoky litek v DMSO (sada nukleosidovych analogii obsahujicich 2'-C-
modifikované nukleosidy, galidesivir, 4'-C-azidoderivaty cytidinu, acyklovir, remdesivir,
nukleosidy fluorované v pozicich 2"a 3"), CCK-8 kit pro ur€eni toxicity antivirotik.
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Postup prace:

1.

7.

Pfipravime roztoky antivirotik o koncentraci 50 uM (pro kazdé antivirotikum) v médiu
L15 (vychdzime ze zasobnich roztoki 10 mM). Celkovy objem kazdého antivirotika
bude 1 mL.

Pro latky 7-deaza-2’-C-methyladenosin a 4’-C-azidocytidin piipravime fedici fadu
(dvojkové fedéni) pocinaje koncentraci 50 uM a konce koncentraci 1.5 uM. Tyto dvé
latky budou slouzit pro demonstraci vypoctu efektivni koncentrace (ECso).

Do takto ptipravenych nafedénych vzorkii ptidame virus do celkového MOI 0.1
(obvykle fedime médiem zéasobu viru klistové encefalitidy 1000x a z takto ziskané
nafedéné virové suspenze pridame 5 pL na 200 uL média (= 1 jamka), tedy 25 pL na
1000 pL nami fedenych latek).

Jako negativni kontrola bude slouzit neinfikované médium bez jakéhokoli antivirotika.
Jako pozitivni kontrola slouzi médium, do kterého byl pfidan pouze virus a nikoli
antivirotikum.

Z panelu s buné¢nou kulturou odsajeme médium a nahradime obohacenym médiem
ptipravenych v krocich 2-4. Od kazdého vzorku (véetné kontrol) latky naneseme
duplikat nebo triplikat.

Kultivujeme n¢kolik dnt (obvykle dva az tfi dny), dokud neni na builkéich
pozorovatelny CPE.

Po inkubaci odsajeme médium a provedeme plakovou titraci.

Vyhodnoceni: VVzorky s antivirotiky s vysokym antivirovym G¢inkem budou charakterizovany
velmi nizkym nebo zadnym titrem viru (pfi koncentraci 50 pM), srovnatelnym s negativni
kontrolou. Naopak antivirotika bez u€inku poskytnou vysoké titry srovnatelné s pozitivni
kontrolou.

Pro latky 7-deaza-2"-C-methyladenosin a 4’-C-azidocytidin, u nichz byla provedena kompletni
fedici fada, vypocitame hodnotu ECso (postup, viz Tabulka 7 a obr. 19).

Nejdrive je tfeba prepocitat naméfené titry na % inhibice dle vztahu:

100 -

(titr pro dané Fedéni . 100/titr pro pozitivni kontrolu) (viz Tabulka 7)

Tabulka 7. Pfiklad pfepoctu titru viru na % inhibice

Koncentrace Titr viru
antivirotika % Inhibice
[PFU/mL]
[eM]
0 1,06E+07 0
0,4 1,00E+07 5,660377
0,8 7,78E+06 26,60377
1,6 7,78E+05 92,66038
3,1 3,33E+03 99,96858
6,3 2,22E+02 99,99791
12,5 1,11E+02 99,99895
25 2,78E+01 99,99974
50 2,78E+01 99,99974
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Obrazek 19. Replikace viru v pritomnosti antivirotika. (A) Priklad konstrukce riistové krivky (zavislost titru na
koncentraci antivirotika). (B) Priklad konstrukce inhibicni kiivky (zavislost % inhibice na koncentraci
antivirotika) pro vypocet hodnoty ECs.

Vlastni hodnotu ECsp pak spoé¢itame podle Reedovy-Muenchovy metody:

Redéni odpovidajici 50% efektivni koncentraci (ECso) lezi V piipadé znazornéném na obr. 19 a
Tabulce 7 nékde mezi koncentracemi antivirotika 0,8 uM (26,6% inhibice) a 1,6 uM (92,6 %
inhibice).

PD — %positive above 50%—50%

%positive above 50%—%positive below 50%

PD = (92,6-50)/(92,6-26,6) = 42,6/66 = 0,645

ECso spocitame podle vzorce:

ECso = 10092 - (PD x h)

h = logaritmus dilu¢niho faktoru (zde h = 0,301, protoze dilu¢ni faktor je 2)
Z = tedéni antivirotika, pfi kterém je % inhibice nad 50% (zde Z = 1,6 M)
Pak ECso = 10/0916-0.6450,301— 1(0204-0194 = 1000 = 1,023 WM

V naSem pfipadé tedy 1,023 uM antivirotika zptsobi v disledku svého inhibi¢niho efektu
pokles titru viru na 50 %. Tato hodnota odpovidd hodnoté ECsg. Tuto hodnotu mizeme rovnéz
odecist z inhibi¢ni kfivky na obr. 19. Poznamka: body inhibi¢ni kiivky se vétSinou prokladaji
nikoli lomenou ¢arou, jak je tomu na obrazku, nybrz sigmoidni kiivkou, kterd je vyslednici
sigmoidni (logistické) funkce, podle niz jsou jednotlivé hodnoty (body v grafu) rozlozeny.
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Ukol 2. Stanoveni toxicity testovanych antivirotik

1.

Ptipravime roztoky antivirotik o koncentraci 50 uM (pro kazdé antivirotikum) v médiu
L15 (vychdzime ze zasobnich roztoki 10 mM). Celkovy objem kazdého antivirotika
bude 1 mL.

Jako negativni kontrola bude slouzit médium bez jakéhokoli antivirotika, které ptidame
do jamky s metabolicky aktivnimi bufikami (krok 4).

Jako pozitivni kontrola bude slouzit médium bez antivirotika, které ptidime do jamky
bez narostlych bun¢k (krok 5).

Z panelu s buné¢nou kulturou odsajeme médium a nahradime obohacenym médiem
piipravenych v krocich 2-3. Od kazdého vzorku (vcetné¢ kontrol) latky naneseme
duplikat nebo triplikat. Pozitivni kontrolu (krok 4) naneseme do jamky bez bun¢k.
Kultivujeme nékolik dnlt (obvykle dva az tfi dny), dokud neni na builkidch
pozorovatelny CPE.

Po inkubaci odsajeme médium a kvantifikujeme cytotoxicky efekt pomoci kitu CCK-8.
Kvantifikace pomoci CCK-8 kitu: odebereme médium a nahradime ho cerstvym
obsahujicim tetrazoliovou siil WST-8 (fedéno 1:10). Buiiky déle kultivujeme, vSimame
si, ze bunky produkuji Zluté barvivo (formazan). Métime absorbanci pii 450 nm.

Vyhodnoceni: Ziskané hodnoty absorbance porovndvame s hodnotami pro pozitivni a
negativni kontrolu. Hodnoty absorbance u vzorka s netoxickymi antivirotiky budou blizké
hodnotam u negativnich kontrol (hodnoty budou v rozmezich 1 — 1.5). Hodnoty absorbance u
vzorki s toxickymi antivirotiky budou blizké hodnotam i pozitivnich kontrol (hodnoty budou
v rozmezich 0.1 — 0.2).

Poznamka: Pro testovani citlivosti viru na antivirotikum je tfeba také znat hodnotu CCso daného
antivirotika, aby mohl byt vypocitan SI index. Experimenty a vypocCty spojené se ziskanim
hodnot CCso jsou obdobné jako pro hodnoty ECsg, pouze namisto % inhibice pracujeme s %
zivotaschopnosti (viability) bunék. V praktiku proto neni vypocet demonstrovan.
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Téma 2. Studium rezistence viru na antivirotikum

Rezistence na antivirotika pfestavuje jeden s hlavnich probléma soudobé antivirové terapie
zalozené na nizkomolekuldrnich inhibitorech virové replikace. Na rozdil od bakteridlni
rezistence Kk antibiotikiim, ktera byva casto disledkem horizontalniho genového pfenosu mezi
bakterialnimi kmeny, u virG byva rezistence K antivirotikim nasledkem vzniku bodovych
mutaci. Takové mutace oznaCujeme jako mutace zodpovédné za rezistenci (,resistance-
conffering mutations®), jsou ¢asto zcela unikatni a charakteristické pro urcity inhibitor (1é¢ivo).
Proto tyto mutace oznacujeme jako tzv. ,,signature mutations“. RNA viry, jako napf. flaviviry,
replikuji sviij genom pomoci RNA-dependentnich RNA-polymeraz, které se vyznacuji vysokou
chybovosti replikace a absenci schopnosti rozpoznat a nahradit chybné zatfazené nukleotidy
(,,tzv. error-prone replication®). Takovy zpusob replikace a vysoka mutabilita je pro tyto
skupiny virt evoluéné vyhodnd, nebot’ jim umoziuje adaptovat se na selekéni tlaky piisobici
béhem zivotniho cyklu viru (rozpoznani receptor, Unik pfed imunitnim systémem,
ptekondvani bunéénych a tkdnovych bariér atd.).

Vznik rezistence k nizkomolekularnim inhibitorim virové replikace je vzdy spjat s prekonanim
tzv. bariér pro vznik rezistence. Tyto bariéry mohou byt bud’ genotypové, tedy piimo souvisejici
se vznikem pfislusnych mutaci v genomové DNA/RNA, nebo fenotypové, souvisejici
s zivotaschopnosti a ristovymi vlastnostmi rezistentnich virovych mutant. Nukleosidové
inhibitory virovych polymeraz interagujici pfimo s aktivnim mistem virové polymerazy (tzv.
,direct acting antivirals*), mivaji vyss§i genotypovou bariéru nez ne-nukleosidové (allosterické)
inhibitory, které se vazou do jiného mista (nez aktivniho) na povrchu enzymu a které tak
nepiimo pusobi konformacni deformaci aktivniho mista. Znamena to tedy, ze vznik rezistence
allosterické inhibitory. Vznik rezistence na nékteré inhibitory je spjat s nizkou genotypovou a
vysokou fenotypovou bariérou, pfislusné mutace tedy sice vznikaji snadno, rychle a jsou
dlouhodobé udrzitelné, ale zZivotaschopnost vzniklych mutant je velmi nizkd. K nastaveni
vysokych bariér pro vznik rezistence se vyuziva tzv. kombinaéni terapie zaloZena na pouziti
smési (koktejli) inhibitorti, které specificky interaguji s riznymi virovymi proteiny, napf.
S polymerazou, protedzou a proteinem rozpoznavajicim receptor. Rezistence k takovym
koktejliim jsou vzacné a kombinacni terapie predstavuje v soucasnosti hlavni trend antivirové
terapie zavedené do klinické praxe.

Diagnostika rezistence viru na antivirové lé€ivo ma zasadni vyznam pro stanoveni ucinné
terapie a ma velmi ¢asto vyznamny vliv na progndézu onemocnéni. To se tyka zejména pacientli
sHIV, HBV nebo HCV infekcemi. Diagnostika rezistence se provadi molekularné-
biologickymi metodami, kdy izolujeme virovy genom a pomoci sekvenacnich technik
stanovujeme mutace charakteristické pro rezistenci na dany typ 1éCiva. Experimentalné lze
rezistenci prokazat kultivaci in vitro viru izolovaného z pacienta v prostfedi obsahujici 1écivo.
Rada rezistentnich virovych mutant selektovanych in vitro ma silné pozménény fenotyp
(odlisnd rtstova kinetika, zmény v morfologii plaki, snizend schopnost infikovat hostitele,
atenuace atd.).

Ve cvi€eni budou provadény ulohy zaméfené na experimentdlni prikaz rezistence klistaty
prenaseného flaviviru na vybrana antivirotika (zejména na 2’-C-modifikované nukleosidy) a
didle na bioinformatickou analyzu sekvence virového genomu s cilem nalézt mutace
zodpovédné za rezistenci. Jako v pifedchozim ptipadé je tieba pohlizet na demonstrované
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metody jako na modelové systémy, které vSak vyuzivaji stejnych principt jako testy provadéné
se schvalenymi 1é¢ivy na jinych typech virii v klinickych laboratotich.

Ukol 1. Experimentalni ovéreni rezistence viru na nukleosidové antivirotikum

Material: Klistaty ptrenaseny flavivirus (standardni typ, wild-type), mutantni kmen viru
rezistentni na antivirotika (titr zdsobni suspenze obou virii cca 10° PFU/mL), 2'-C-methylové
fady, antivirotika (zasobni koncentrace 10 mM): 2’-C-methyladenosin, 2’-C-methylguanosin,
2’-C-methylcytidin, 7-deaza-2"-C-methyladenosin.

Postup prace:

1. Ptipravime roztoky antivirotik o koncentraci 50 uM (pro kazdé antivirotikum) v médiu
L15 (vychazime ze zasobnich roztokti 10 mM). Celkovy objem kazdého antivirotika
bude 1 mL.

2. Do takto pfipravenych nafedénych vzorkll pfidame virus do celkového MOI 0.1.
Pouzijeme jak standardni virus (wild-type), tak mutantni variantu.

3. Kultivujeme né¢kolik dnii (obvykle dva az tfi dny), dokud neni na buikach
pozorovatelny CPE. Mutantni virus je tfeba kultivovat déle (az 5 dni), aby byl CPE
patrny.

4. Po inkubaci odsajeme médium a provedeme plakovou titraci.

Vyhodnoceni: VSimame si rychlosti riistu viru standardniho typu a mutantniho kmene.
Zatimco standardni virus vytvoii CPE béhem 2-3 dnil inkubace, mutant se replikuje vyrazné
pomaleji (CPE je patrny az po 5 dnech). Odli$né je také morfologie plakli — standardni virus
ma plaky velké a ¢iré, zatimco mutant je charakteristicky drobnymi zakalenymi plaky (obr. 20).
Hlavni rozdil mezi obéma viry vSak bude spocivat v tom, Ze standardni virus neni schopen
replikovat se v pritomnosti antivirotika (roste pouze na burikach neosettenych nukleosidovymi
analogy). Mutant roste jak na bunkach bez antivirotika, tak na buinkach oSetfenych
antivirotikem, a to i pfi pomérné vysokych koncentracich latky (50 pM).

T
A  wild-type  S603T B "
g— . = 10°+
" > % E
T 1054
£ oe] m Wild-type
2 @ S603T -1
g 10°] W S603T -2
> 102 B8 Revertant

2’-C-methyladenosine
2'-C-methylguanosine
2'-C-methylcytidine
2'-C-methyluridine
4’-C-azidocytidine
RO-9187

DMSO

7-deaza-2’-C-methyladenosine

Obrdzek 20. Priklad rezistence viru na antivirotika. (A) Rozdily v morfologii plakii klistaty pirendseného flaviviru
standardniho typu (wild-type) a mutantni rezistentni formy S603T. (B) Schopnost mutantni formy S603T replikovat
Se V pritomnosti nukleosidovych inhibitorii 2'-C-methylové Fady. Mutant neni schopen riist na strukturné odlisnych
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nukleosidovych derivatech 4'-C-azidové rady. Revertant je virus ziskany kultivaci mutantni formy S603T bez
pritomnosti nukleosidového inhibitoru (je identicky s virem standardniho typu, wild-type).

Ukol 2. Bioinformaticka analyza mutaci v sekvenci virové genomové RNA

V tomto ukole bude demonstrovana mutacni analyza virového izolatu. Pivodnim materidlem
byla genomovd RNA klistaty pfenaSené¢ho flaviviru, a to jak viru standardniho typu, tak
mutantniho kmene rezistentniho na 2’-C-methylované nukleosidy. Pro ucely bioinformatického
porovnani bude k dispozici jiz zndma sekvence obou genomu (resp. jejich ¢asti, v tomto piipadé
genu pro virovou RNA-dependentni RNA-polymerazu) ziskana pomoci Sangerova
sekvenovani. Pomoci programu BioEdit nebo Mega-X budou oba tiseky genomti Viru srovnany
a budou v nich nalezeny pfislusné mutace. Pfiklady jsou uvedeny na obr. 20. Pak s vyuzitim
kompletni sekvence ziskané z databaze NCBI bude urcena ptesnd poloha mutaci v kompletnim
virovém genomu a rovnéz bude stanovena pozice mutovanych aminokyselin ve virové
polymeraze (RARp).

»’ BioEdit Sequence Alignment Editor
A File Edit view Zoom HorizontalScale AccesoryApplication RNA Window Help

=}

$ ABI Chromatogram: C:\Users\djaha\AppData\Local\Temp\Temp1_lirka_11107580083-1_SCF_SEQ_ABI.zip\Negative_1K_EF31095235.ab1
nY » <9

.........

SN Selected: none | Sample: EF31095235 | Fila: C:iUsers' aha\ AppData Local Temp Temp1_Jicka_11107580083-1_SCF_SEQ_ABLzipNegative_1K_EF31095235.2b1

330 340 350 360 370
G 6 TGTGGCG GG ACATGTU CATGACCCT CGGGGTGGT GTO CACTGATT

B L‘"'|'lll|||"|"Il|lll'l"ll|l||'|"l'|Illll"'l|llll!"'l|llll||"'|llll[||"|'lll|||"|'l
g 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400 1410 1420
WT B GGGGAGA G G G 3 3 GA GGG AAGAGAGAEAAGARA ' GGGAGAG GG GABGGGBAG K GGG
o @ i A GGGCAGA G G 5 \ GA GGG BA( GABIAAGABAA = GGGAGAG GG GBBGGGBAG GGG
Fo® ity A GGGCGAGA G G G d GA GGG BAGAC BAGBBA GGGAGAG GG GBBGGGBAG GGG
[ [ T T e e e
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WT
BCX mutant A
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Obrazek 20. Bioinformatickda mutacni analyza. (A) Vystup ziskany sekvenaci useku gemomové RNA klistaty
prendsSeného flaviviru (format s priponou .abl) editovatelny v programu BioEdit. (B) Srovndni ¢dsti genomové
sekvence standardniho typu viru (WT) a dvou rezistentnich virovych mutant s vyznacenymi bodovymi mutacemi
(zelena Sipka). (C) Srovnani na urovni aminokyselinové sekvence s vyznacenymi zménami (zelena Sipka). Srovnani
B a C byly provedeny v programu BioEdit.
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6. LABORATORNI ZVIRE VE VIROLOGII

Pted objevem laboratornich technik zalozenych na tkanovych kulturach byla pro virologicky
vyzkum pouzivana pouze laboratorni zvifata jako ptirozeni hostitelé vird. Dodnes jsou
laboratorni zvifata, pfipadné¢ jejich embrya, ve véd€ a zejména ve virologii nenahraditelnd a
slouzi pro pokrocilé studie patogeneze virovych nakaz, testovani ucinnosti antivirotik,
oveérovani virulentnich vlastnosti virii a virovych mutant, studium genetické predispozice
citlivosti na virové infekce a v neposledni fad¢ k pfipraveé vakcin.

Prace s laboratornimi zvifaty je oSetfena zvlastni legislativou (v CR se jedna o zékon ¢.
246/1992 Sb., na ochranu zvifat proti tyrani) a experimenty na zvifatech mohou provadét pouze
pracovnici se zvlastni kvalifikaci, kterou dokladaji pomoci dokumentu ,,Osvéd¢eni o odborné
zpusobilosti k navrhovani pokusut a projektti pokusi podle $15d odst. 3 zakona ¢. 246/1992 Sb*.
Pravni predpisy a vyhlasky dale stanovuji, v jakych podminkach maji pokusni jedinci Zzit, tzn.
mira osvétleni, hladina hluku, denni rezim, potrava (i zastoupeni jednotlivych vyzivovych
latek), velikost chovnych nadob, zptisob nakladani atd.). Kazdy experiment na zvifatech musi
byt oSetien zadosti o schvaleni projektu pokusu, kterd je posouzena pfisluSnym statnim
organem (napt. Akademie véd CR, Ministerstvo zemé&dglstvi, Ministerstvo zdravotnictvi atd.)
a ktery vyda rozhodnuti o schvaleni a opravnéni vykonévat pokusy na zvitatech.

Nejcastéji se pro virologicky vyzkum pouzivaji hlodavci (mysi, potkani, morcata), ktefi svou
velikosti 1 chovnymi naroky vyhovuji vétSing laboratornich zatizeni. Nekteré kmeny hlodavc,
zejména laboratornich mys$i, jsou vysoce citlivé na urcité skupiny virt (napt. BALB/c je vysoce
vnimava na virus klistové encefalitidy, virus zdpadonilské horecky nebo nékteré herpetické
viry). Nékteré viry vSak neplisobi na vétSiné mysSich kmeni viditelné projevy infekce, nebo se
v mySich vibec nereplikuji (napt. virus Zika, Dengue nebo SARS-CoV-2). V takovych
pfipadech je tifeba zvolit sajici, mladé nebo imunokomprimované mysi (napt. AG129
neexprimujici INF-a/p and INF-y receptory, IFNAR/ postradajici pouze IFN- o/p receptory),
nebo kompletné imunosuprimované mysi. V nékterych ptipadech je mozno pouzit virové
kmeny adaptované na hlodavce (napt. kmen viru Zluté zimnice Jimenez adaptovany na kiecky).
Pro studium SARS-CoV-2 se uziva mysi model zalozeny na humanizovanych mysi, schopnych
exprese lidského ACE2 receptoru v plicnich buiikach, coz je ¢ini vysoce vnimavymi k SARS-
CoV-2.

K dal§im vyuzivanym zvifecim modeliim ve virologii patii fretka (pro studium viru chfipky) a
V ptipadé, zZe je tfeba co nejvérngji napodobit fyziologické podminky lidského hostitele, jsou
vyuzZivani i primati. Podle zdkona ¢. 246/1992 Sb. se subhumanni primati nesmé&ji pouzivat k
pokustiim s vyjimkou, ze se pokus provadi s cilem zabranit nebo predchdzet klinickym staviim,
které oslabuji ¢loveéka nebo které mohou ohrozit lidsky Zivot, nebo takové stavy diagnostikovat
¢i 1écit a dale, kdy je védecky doloZeno, Ze ucelu pokusu nelze dosahnout za pouziti jinych
druht pokusnych zvifat nez subhumannich primatd. Pro tvorbu vakcin se v minulosti hojné
pouzivala kufeci embrya. Pro nékteré viry se jako modelové hostitelské organismy pouZivaji
také prasata nebo piezvykavci.

Téma 1. Manipulace s experimentalnim zvifetem

Ve cviceni budeme demonstrovat béZnou manipulaci s laboratorni mysi, ktera se pouziva pii
provadéni virologickych experimenti (obr. 21 a 22). Zakladem manipulace je kvalitni
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anestezie, ktera minimalizuje stres zvifete spojeny s manipulaci a provadénymi zakroku i riziko
pracovniho trazu pro osobu provadéjici ikon. Anestezie se provadi bud’ jako kratkodoba (za
pouziti etheru nebo isofluranu) trvajici pouze nékolik sekund potifebnych pro manipulaci
(injekce léciva, experimentdlni infekce atd.), nebo dlouhodoba (velmi hluboka anestezie za
pouziti injekéné podavanych roztokli anestetik) pro casové narocnéjsi ukony nebo ukony, pfi
kterych dojde k usmrceni zvifete (napt. celkova perfuze). Béznymi typy ukont jsou pak
experimentalni infekce a aplikace 1é¢iv. RozliSujeme nékolik druht aplikaci podle mista
podani: injekéni subkutanni (s.c.), intraperitonealni (i.p.), intramuskularni (i.m.) nebo
intracerebralni (i.c.). Latky vstfebatelné pies travici trakt se aplikuji peroralni cestou (p.o.)
specialni sondou napojenou na injek¢ni stiikacku. Latky ptsobici v dychacim systému se
aplikuji intranasaln¢ (i.n.), a to bud’ kapanim, nebo tzv. nebulizaci, kdy zvife vdechuje drobné
kapénky vytvofené nebulizérem. Stejné¢ se provadéji také infekce respiracnimi viry. U
infikovanych zvifat monitorujeme hmotnost, celkové klinické skore (postupny vyvoj
symptom1 infekce) a umrtnost. Velmi Casto je nutno odebirat experimentalnim zvifatim krev
pro dalsi analyzy (napf. virémie, tvorba protilatek atd.). Malé mnozstvi krve (10 — 50 uL) se
odebira z ocasni zily. Virus se kvantifikuje z odebranych organti, podle toho, o jaky virus se
jedna a jaka je jeho cilova tkan (napt. virus klistové encefalitidy nebo virus zapadonilské
horecky se detekuje v mozku, SARS-CoV-2 v plicich atd.). Kvantifikaci viru z organu se
provadi klasickou plakovou titraci, pfipadné¢ pomoci kvantitativni PCR. Patologické zmény,
které replikace viru v organech ptlisobi, lze nasledné hodnotit histologickymi nebo
histochemickymi metodami. Pitvy mysi je tfeba provadét v laminarnich boxech, a to jednak
kvili aseptické praci a jednak kvili riziku infekce.

Obrdazek 21. Manipulace s laboratorni mysi. Uchopeni a fixace mysi za dorzalni kozni Fasu.

Ukol 1. Celkova anestezie laboratorni mysi a experimentilni infekce

Material: Ziva laboratorni my$ (napf. kmen BALB/c), inzulinové injekéni jehly/stiikacky,
ether a nadoba na kratkodobou anestezii, anestetikum (smés 8 mL 5% Narkamonu (ketamini
hydrochloridum) a 2 mL 2% Rometaru (xylazini hydrochloridum)

Piistrojové vybaveni: Biohazardni box s laminarnim proudénim vzduchu
Pracovni postup:

1. Kratkodobd anestezie etherem. Ptenést laboratorni mysS do nadoby pro kratkodobou
anestezii, do nadoby je vloZena buniCina napusténd etherem. MyS$ je ponechana
V nadobé¢ ne€kolik sekund.
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2. Dlouhodoba anestezie. Injekce mysi, ktera se nyni nachazi v kratkodobé anestezii, cca
50 pL (dle velikosti/hmotnosti zvifete) smési Narkamon/Rometar do stehenniho svalu.
Anestetikum nechame pasobit 5 — 10 min.

3. Demonstrace s.c. infekce. Mys v celkové anestezii polozime na stil nebo podlozku a
pomoci dvou prsti (palce a ukazovéaku) levé ruky lehce napneme kozni fasu za hlavou.
Pravou rukou injikujeme do podkozi 200 pL fyziologického roztoku, ktery simuluje
virovou suspenzi (Obr. 22).

4. Demonstrace i.p. infekce. Mys$ uchopime do dlané levé ruky bfisni stranou vzhiru,
pfi¢emz ukazovakem a palcem drzime mys za dorzalni kozni fasu a ostatnimi prsty
napiname kozni fasu a ocas. Tim mys fixujeme v poloze, kterd umozni snadny a
bezpecny vpich do peritonea. Injekéni stiikacku drzime v pravé ruce, injikujeme 200
uL fyziologického roztoku, ktery simuluje virovou suspenzi (Obr. 22).

Ukol 2. Odbér vzorku Kkrve z ocasni Zily, vykrveni zvifete a odbér organt

Material: Ziva laboratorni my$ (napf. kmen BALB/c) pod anestezii ziskana v ptedchozim
ukolu, nahfivaci lampicka nebo horkd lazei, ziletky, ndstroje pro laboratorni pitvu, pitevni
podlozka. Pracujeme v laminarnim boxu.

Pristrojové vybaveni: Biohazardni box s laminarnim proudénim vzduchu
Pracovni postup:

1. Odbér vzorku krve z ocasni zZily. Odbér je mozno provést zaziva (my$ fixujeme pod
Petriho miskou nebo ve specialnim fixa¢nim zafizeni, obr. 22) nebo v anestezii.
Nahfejeme ocas mysi lampickou nebo v horké lazni, ¢imz dojde k roztazeni cév
v oblasti ocasu a k vys§imu pritoku krve cévami. Ocasni zila je vétSinou dobie patrna.
Ziletkou provedeme kratky a rychly fez napii¢ ocasni Zilou. V misté fezu se objevi
kapka krve, kterou jimdme pomoci pipety do pfipravené zkumavky. Pro vétSinu
sérologickych stanoveni postaci 10 uL krve. Doporucuje se krev odebirat do zkumavky
s pfipravenym PBS (90 uL), ziskdme tak 10x fedénou krev.

2. Vykrveni zvifete. Mys v hluboké anestezii fixujeme na polystyrenovou podlozku bfisni
stranou vzhiru. Odpreparujeme klizi priblizn€ v misté jedné z kli¢nich kosti a niizkami
prestiihneme krkavici. Vytékajici krev jimédme pipetou do zkumavky. Po vykrveni
usmrtime zvife pomoci cervikalni dislokace (zlomeni vazu).

3. Odber organii pro virologicka stanoveni. Usmrcenou mys$ fixujeme na polystyrenovou
podlozku bfisni stranou vzhuru. Nlzkami a pinzetou opatrné odpreparujeme kizi,
zac¢indme preparovat v bfiSni oblasti a postupujeme nahoru k hrudniku a k hrdlu zvitete.
Odpreparovanou kiizi fixujeme Spendliky k podlozce. Otevieme pobfisnici a
postupujeme vzhlru k hrudniku. Nakonec otevieme hrudni koS. Pro virologicka
stanoveni odebirame nejcastéji (i) slinné zlazy, (i1) plice, (iii) srdce, (iv) jatra, (v)
slezinu, (vi) ledviny a (vii) lymfatické uzliny.

4. Odbér mozku pro virologicka stanoveni. My$§ fixujeme na polystyrenovou podlozku
hibetni stranou vzhiiru. Odpreparujeme kazi z oblasti hlavy. Provedeme stfih mezi
o¢nicemi, abychom pierusili ¢ichové laloky mozku. Odstfihneme temenni kost. Mozek
podebereme ntizkami smérem od ¢ichovych lalokt a prerusime mozkovy kmen. Mozek
vyjmeme z lebky do pfipravené zkumavky.
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5. Organy se analyzuji nejcastéji na piitomnost zivych virovych c¢astic (plakova titrace)
nebo virové nukleové kyseliny (g-PCR) po ptedchozi homogenizaci, centrifugaci a
ptipravé 20% organovych suspenzi (2 g tkané na 8 mL PBS).
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Obrdzek 22. Experimentdlni infekce a odbér krve u mysi. (A) Perordlni aplikace pomoci sondy, (B)
intramuskuldrni injekce, (C) intraperitonedlni injekce, (D) subkutdinni injekce, (E) odbér krve z ocasni Zily (mys
je umisténa ve specialnim manipulacnim trychtyri).
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7. PRIPRAVA RUSTOVYCH MEDIi, ROZTOKU, BARVIV A DALSICH REAGENTU
POUZIVANYCH V PRAKTIKU

Desinfek¢ni prostiedky pro dekontaminaci infikovaného materialu
Persteril 0,5% nebo Desam GK 4%

Médium pro PS buiiky
Leibowitz-15 (L15) obohacené o 3% fetalni bovinni sérum, 1% smés antibiotik a antimykotik
a 1% glutamin.

Médium pro A549 buiiky
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) obohacené o 10% fetalni bovinni sérum, 1%
smés antibiotik a antimykotik a 1% glutamin.

Trypsin pro pasaZzovani bunék
0,025% trypsin v EDTA (ze zasoby trypsinu 0,25% v PBS, Bio Sera)

Karboxymethylceluloza

Carboxymethylcellulose sodium salt Medium viscosity (Sigma)

3% roztok v destilované vod¢ (sypat do vody, nechat 4-24 hod bobtnat, pak sterilizace v
autoklavu)

Naftalenova ¢erii, celkovy objem 1L
940 ml vody

60 ml ledové (100%) kys. octové

13,5 g octan sodny

1 g NAPHTOL BLUE BLACK (Sigma)

Fyziologicky roztok
0.9% roztok NaCl v destilované vodé

Bloka¢ni roztok pro imunofluorescenéni barveni
10% bovinni fetalni sérum v PBS (9 mL PBS + 1 mL bovinniho fetalniho séra)

Fosfatovy pufr (PBS) 10x koncentrovany, celkovy objem 1 L
NaCl — 85 g, NaH2PO4 — 3.2 g, Na2HPO4 — 26.9 g

Promyvaci roztok (PBS-Tween 20), celkovy objem 2 L
2L PBS+1mL Tween 20

Promyvaci roztok (10x) pro ELISA, celkovy objem 300 mL
0.1 M Tris/HCI pH 7.4 obsahujici detergent a konzervant. Pfed pouzitim natedit 10x (270 mL
destilované vody + 30 mL promyvaciho roztoku

50x TAE (Tris — kyselina octova — EDTA), celkovy objem 1 L
EDTA (50 mM)

Tris (2 M)

ledova kyselina octova (1M)
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Piiprava EDTA (500 mL, pH 8): 93,05 g EDTA, rozpustit v 400 mL deionizované vody, upravit
pH pomoci NaOH na 8. Doplnit na 500 mL, autoklavovat.

Ptiprava 50x TAE: 242 g Tris-base, rozpustit v 700 mL destilované vody, pfidat 57,1 mL ledové
kyseliny octové a 100 mL 0,5 M EDTA (pH 8). Doplnitna 1 L.

1,2% agaro6zovy gel pro elektroforézu
0.34 g agardzy + 28 mL TAE pufru, po zchladnuti ptidat Simply Safe (vizualiza¢ni barvivo) 5
uL/100 mL gelu (= cca 0.5 uL)

Roztoky antivirotik (50 pM, celkovy objem 1 mL)
Zasobni roztoky jsou 10 mM v DMSO.
5 uL zasobniho roztoku + 1 mL ristového média

Reagent CCK-8 pro kvantifikaci CPE
1 mL reagentu CCK-8 (Dojindo Molecular Technologies) + 10 mL ristového média

Injekéni anestezie pro experimentalni zvire (myS)

8 mL 5% Narkamon (Ketamini hydrochloridum) a 2 mL 2% Rometar (Xylazini
hydrochloridum)
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