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Sada pro detekci viri LChV-1 a LChV-2 v biologickém materidlu

Oblast techniky

Reseni se tykd sady primer: a sond pro PCR detekei vird Little cherry virus 1 (LChV-1) a Little
cherry virus 2 (LChV-2) v biologickém materidlu.

Dosavadni stav techniky

Viry Little cherry virus 1 (LChV-1) a Little cherry virus 2 (LChV-2) patii mezi (+)ssRNA viry
z Celedi Closteroviridae a jako takové jsou velmi polymorfni s vysokou rozmanitosti nalezenych
izolati. Oba viry lze detekovat ve floému a parenchymatickych butikéch napadenych rostlin.

Viry LChV-1 a LChV-2 jsou piivodci onemocnéni maloplodost tte$ni, které postihuje produkéni
vysadby tfe$ni na celém svété. Kromé tfesni mize LChV-1 napadat i jiné ovocné druhy, napt.
visneé, slivong, mandlon€ a broskvoné. Mezi symptomy patif vyrazné zmensend velikost plodi,
Spatna vybarvenost plodi a nevyrazna chut, takze plody nemaji trini hodnotu a péstitelé
zaznamendvaji vyrazné ekonomické ztréty. Pro omezeni tohoto onemocnéni je tedy nezbytna
vCasna a presna diagnostika.

V soucasnosti se k detekei piislusnych virli pouZivaji metody PCR, a to jak v klasickém uspofadani
s detekei amplikonil pomoci gelové elektroforézy (Eastwell, K.C., 1996; Vitushkina, M., 1997;
Rott, M.E., 2001; Bajet, N.B., 2008; Rao, W.-L., 2011; Candresse, T., 2013; Zong, X., 2014;
Katsiani, A. T., 2015; Glasa, M., 2015; Osman, F., 2015; Ruiz-Garcia, A.B., 2016), tak i real-time
PCR zaloZen4 na pouZiti interkala¢niho barviva (Jelkmann, W., 2008; Zong, X., 2015). Nevyhodou
obou pfistupli je obecné nizka specificita, nebot’ publikované metody nejsou dle vysledki
srovnavaci analyzy sekvenci z dostupnych databézi schopny zachytit viechny izoldty piisluinych
virl. Dalsf nevyhodou je nutnost separatni PCR reakce pro kazdy virus zvlast, co? analyzu
prodluzuje a prodraZuje.

Podstata technického fedeni

Nevyhodu nizké specificity a nutnosti provadét individualni PCR reakce pro detekei viru LChV-1
a LChV-2 odstraituje sada primerd a sond pro PCR detekei viri LChV-1 a LChV-2 v biologickém
materialu podle technického feSeni, jehoZ podstata spoéiva v tom, Ze obsahuje primery a znatené
hybridizacni sondy, jejichZ sekvence jsou

Forward primer 1: GCYACTGATACTGATACGTCTAGCTCG (SEQ ID NO. 1)
Forward primer 2: TCTTTAAGTTGAGTTTGGAGYTGGG (SEQ ID NO. 5)

Reverse primer 1: TTTCTCCTACCGCGACGTGG (SEQ ID NO. 2)

Reverse primer 2: CTAATTTCTTCTACCTCGACGTGG (SEQ ID NO. 3)

Reverse primer 3: CACACGCCCCAACTTCGTCAC (SEQ ID NO. 6)

Sonda 1: AATACTTGCGAAACATGAAGAGCTCC (SEQ ID NO. 4)

Sonda 2: CACCTGTTGCAACTCCATACTTTTGTAG (SEQ ID NO. 7),

kde hybridizatni sondy jsou oznadeny pro jejich soudasnou detekei v priibéhu PCR reakce,

pficemZ pro PCR detekci viru LChV-1 obsahuje sada primery a znadenou hybridizaéni sondu,
jejichZ sekvence jsou

Forward primer: GCYACTGATACTGATACGTCTAGCTCG (SEQ ID NO. 1)
Reverse primer 1: TTTCTCCTACCGCGACGTGG (SEQ ID NO. 2)

Reverse primer 2: CTAATTTCTTCTACCTCGACGTGG (SEQ ID NO. 3)
Sonda: AATACTTGCGAAACATGAAGAGCTCC (SEQ ID NO. 4)
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apro PCR detekei viru LChV-2 obsahuje sada primery a zna¢enou hybridizaéni sondu, jejichZ
sekvence jsou

Forward primer: TCTTTAAGTTGAGTTTGGAGYTGGG (SEQ ID NO. 5)
Reverse primer: CACACGCCCCAACTTCGTCAC (SEQ ID NO. 6)
Sonda: CACCTGTTGCAACTCCATACTTTTGTAG (SEQ IDNO. 7).

Vyie uvedené sady primer a sond jsou vhodné pro sou¢asnou nebo individualni kvalitativni nebo
kvantitatival detekei vira LChV-1 a LChV-2 v biologickém materialu s vysokou specificitou
metodou zaloenou na metodé PCR. Metodou PCR se rozumi klasické uspofadani PCR reakce
s detekci amplikonii pomoci gelové elektroforézy nebo digitalni PCR nebo real-time PCR
vyuzivajici k detekei interkalaéni barviva nebo rizné znadené hybridizatni sondy podle
technického feseni a dal§i varianty metody PCR znamé odbornikovi v oboru. Ve vyhodném
provedeni technického feSeni je PCR produkt detekovan v redlném Case pomoci real-time PCR,
a jesté vyhodnéji pomoci znalenych hybridizaénich sond. V jedné¢ PCR reakci je tak moZne¢
stanovit konkrétni virus, ktery je zodpovédny za vznik onemocnéni.

Hybridiza¢ni sondy mohou byt pro adely jejich detekce znadeny fluorescencné, radioaktivng,
neradioaktivné nebo daléimi zptisoby znamymi odbornikovi v oboru. Ve vyhodném provedeni
technického feseni jsou hybridizaéni sondy pro detekei jednotlivych vird znadeny fluorescencng,
a jesté vyhodnéji pomoci odlisnjch fluorofort pro jejich soucasnou detekci v jedné PCR reakcl.

Navrh sad primerti a hybridizacnich sond podle technického feSeni pro detekci virli LChV-1
a LChV-2 byl proveden v nékolika krocich: 1) Analyza sekvenci dostupnych izolati téchto virt;
2) Porovnéni specificity detekce téchto izolathi s primery z dosavadniho stavu techniky; 3) Néavrh
sad primerti a hybridiza¢nich sond pro detekci vird LChV-1 a LChV-2.

Detekce virih LChV-1 a LChV-2 miZe byt dle provedeni technického fefeni provedena
v jakémkoliv rostlinném materialu, s vyhodou je rostlinny material floém a parenchymatické
burky.

Prvnim krokem detekce viri LChV-1 a LChV-2 zplisobujicich maloplodost tfe$ni v rostlinném
materilu je izolace celkové RNA a jeji piepis na ¢DNA pomoci RNA-dependentni DNA
polymerazy a sady nahodnych primeril metodami zndmymi v oboru.

Vytvotend cDNA je nasledné analyzovéna na ptitomnost nukleové kyseliny vird LChV-1
a LChV-2 metodou PCR sadami primer@ a hybridiza¢nich sond podle technického feSen.

Priklady provedeni technického fedeni jsou zde uvedeny pouze pro jlustraci a Z4dnym zplisobem
neomezuji rozsah této piihlasky, kterd je vymezena plipojenymi naroky a podrobné popsana
v popisu technického feseni. Odbornik v oboru bude schopen uginit rizné modifikace pouZit¢ho
zpisobu PCR a uvedenych primerd tak, aby nedoslo ke sniZeni specificity PCR detekcee.
Modifikaci primerti se rozumi zejména zkraceni nebo prodlouzeni na 3° a/nebo 5° konci nebo
saména nukleotidii nebo kombinace téchto modifikaci, které zachovavaji alespoi 80% identitu
k uvedenym sekvencim.

Piiklady uskutecnéni technického feseni

Priklad 1: Navrh sekvenci primerd a sond

Sekvence riznych izolatd vird LChV-1 a LChV-2 byly ziskany z databaze sekvenci GenBank. Pro
analyzu variability sekvenci byla pouZita metoda multiple alignment v programu ClustalW.
Specificita primerti dle dosavadniho stavu techniky byla stanovena jejich namapovanim na
uspofadané sekvence a zhodnocenim konzervovanosti cilovych fisekdl. Pro navrZeni sad primeru
a hybridizaénich sond byly pouZity konzervované oblasti genomu vird vykazujici nejvySsi
sekvenéni homologii napfi¢ viemi izolaty.

Primery a hybridizaéni sondy byly navrzeny pomoci programu Vector NTI Advance.
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Piiklad 2: Simplexova kvalitativni detekce viru LChV-1 v biologickém materialu metodou PCR
v klasickém uspofadani

Pro detekei viru LChV-1 byla z infikovanych rostlin izolovéna celkovd RNA pomoci soupravy
Ribospin™ Plant (GeneAll). Izolovans RNA byla pouzita pro pfipravu ¢cDNA s vyuZitim
nahodnych primerd (Roche) a M-MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen). Pfipravena cDNA byla
pouzita jako templéat pro PCR reakci s nasledujicimi reakénimi podminkami: 2 pl cDNA; 1x PCR
Blue reakéni pufr (Top-Bio); 2,5 mM MgCly; 200 uM dNTP kazdy; 1U Combi Taq DNA
polymeraza (Top-Bio); 500 nM primery kaZdy. V reakci byly pouZity tyto primery:

Forward primer: GCYACTGATACTGATACGTCTAGCTCG (SEQ ID NO. 1)
Reverse primer |: TTTCTCCTACCGCGACGTGG (SEQ ID NO. 2)
Reverse primer 2: CTAATTTCTTCTACCTCGACGTGG (SEQ ID NO. 3).

PCR amplifikace probihala v PCR cykleru C1000 (Biorad) s nasledujicim teplotnim profilem:
94 °C/5 minut; cyklovani 94 °C/20 s, 58 °C/20 s, 72 °C/20 s.

Po ukoneni reakce byly vysledné PCR amplikony analyzovany elektroforeticky na 3%
agarozovém gelu. U pozitivnich vzorki na piitomnost viru LChV-1 byl identifikovén prouzek
o velikosti 84 bp.

Pozitivni nalezy ziskané pomoci PCR byly ovéfeny piimym sekvenovanim PCR amplikonii
a porovnanim jejich sekvence s databazi sekvenci. Ve viech pfipadech byl potvrzen vyskyt viru
LChV-1.

Priklad 3: Simplexova kvalitativni a kvantitativni detekce viru LChV-1 v biologickém materialu
metodou real-time PCR

Pro detekei viru LChV-1 byla z infikovanych rostlin izolovéna celkovd RNA pomoci soupravy
Ribospin™ Plant (GeneAll). Izolovana RNA byla pouZita pro pfpravu cDNA s vyu¥itim
néhodnych primeri (Roche) aM-MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen). Pfipravend cDNA byla
pouZita jako templat pro real-time PCR reakci.

Ve vihodném provedent technického feseni je pro real-time PCR detekei viru LChV-1 pouzito
interkalacni barvivo s nésledujicimi reakénimi podminkami: 2 ul cDNA; 1x PCR Blue reakéni pufr
(Top-Bio); 2,5 mM MgCly; 200 pM dNTP kazdy; 1U Combi Taq DNA polymeréza (Top-Bio);
500 nM primery kazdy; 1x EvaGreen (Biotium). V reakci byly pouZity tyto primery:

Forward primer: GCYACTGATACTGATACGTCTAGCTCG (SEQ ID NO. 1)
Reverse primer 1: TTTCTCCTACCGCGACGTGG (SEQ ID NO. 2)
Reverse primer 2: CTAATTTCTTCTACCTCGACGTGG (SEQ ID NO. 3).

Real-time PCR reakce probihala v zafizeni Rotor-Gene Q (Qiagen) s nasledujicim teplotnim
profilem: 94 °C/5 minut; cyklovani 94 °C/20 s, 58 °C/20 s, 72 °C/20 s, s odeétem fluorescence
v HRM kanalu.

Pozitivni nélezy ziskané pomoci real-time PCR byly ovéfeny melting analjzou s urtenim
charakteristické kfivky tani specifickych PCR amplikoni a pHfmym sekvenovanim PCR amplikoné
a porovnanim jejich sekvence s databazi sekvenci. Ve viech piipadech byl potvrzen vyskyt viru
LChV-1.

V jesté vyhodnéjsim provedeni technického FeSeni je pro real-time PCR detekei viru LChV-1
pouZito fluorescentné znaCené hybridizaéni sondy s nésledujicimi reakénimi podminkami: 2 pl
cDNA; 1x PCR Blue reakéni pufr (Top-Bio); 2,5 mM MgCl; 200 uM dNTP kazdy; 1U Combi
Taq DNA polymeraza (Top-Bio); 500 nM primery kaZdy; 400 nM sonda. V reakei byly pouity
tyto primery a sonda:

Forward primer: GCYACTGATACTGATACGTCTAGCTCG (SEQ ID NO. 1)
Reverse primer 1: TTTCTCCTACCGCGACGTGG (SEQ ID NO. 2)
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Reverse primer 2: CTAATTTCTTCTACCTCGACGTGG (SEQ ID NO. 3)
Sonda: AATACTTGCGAAACATGAAGAGCTCC (SEQ ID NO. 4).

Real-time PCR reakce probihala v zafizeni Rotor-Gene Q (Qiagen) s nasledujicim teplotnim
profilem: 94 °C/5 minut; cyklovani 94 °C/20 s, 58 °C/20 s, 72 °C20 s, s odeétem fluorescence
v prislugném kanalu podle typu znaleni sondy.

Pozitivni nélezy ziskané pomoci real-time PCR byly ovéfeny piimym sekvenovanim PCR

amplikonl a porovnanim s databazi sekvenci. Ve viech pripadech byl potvrzen vyskyt viru
LChV-1.

Ve vyhodném provedeni technického fegeni byla pritomnost viru LChV-1 stanovena kvantitativné.
Do real-time PCR béhu byly pridany &tyfi standardy LChV-1 o znamé koncentraci v desitkovem
fedéni pro sestrojeni kalibracni kfivky. Kalibratni kfivka byla u pozitivnich vzorkl pouZita pro
stanoveni koncentrace viru LChV-1 ve vzorku.

Piklad 4: Simplexové kvalitativni detekee viru LChV-2 v biologickém materidlu metodou PCR
v klasickém uspofadéni

Pro detekei viru LChV-2 byla z infikovanjch rostlin izolovana celkovd RNA pomoci soupravy
Ribospin™ Plant (GeneAll). Izolovand RNA byla pouZita pro piipravu cDNA s vyuZitim
néhodnych primerti (Roche) a M-MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen). Pfipravend cDNA byla
pouzita jako templat pro PCR reakci s nasledujicimi reakénimi podminkami: 2 pl cDNA; 1x PCR
Blue reakéni pufr (Top-Bio); 2,5 mM MgCly; 200 uM dNTP kazdy; 1U Combi Tag DNA
polymeraza (Top-Bio); 500 nM primery kazdy. V reakei byly pouZity tyto primery:

Forward primer: TCTTTAAGTTGAGTTTGGAGYTGGG (SEQ ID NO. 5)
Reverse primer: CACACGCCCCAACTTCGTCAC (SEQ ID NO. 6).

PCR amplifikace probihala v PCR cykleru C1000 (Biorad) s nasledujicim teplotnim profilem:
94 °C/5 minut; cyklovani 94 °C/20 s, 58 °C/20's, 72 °C/20 s.

Po ukonteni reakce byly vysledné PCR amplikony analyzovany elektroforeticky na 3%
agarézovém gelu. U pozitivnich vzorki na pfitomnost viru LChV-2 byl identifikovan prouzek
o velikosti 149 bp.

Pozitivni nélezy ziskané pomoci PCR byly ovéfeny piimym sekvenovédnim PCR amplikond
a porovnanim jejich sekvence s databazi sekvenci. Ve vech pfipadech byl potvrzen vyskyt viru
LChV-2.

Piiklad 5: Simplexova kvalitativni a kvantitativni detekee viru LChV-2 v biologickém materialu
metodou real-time PCR

Pro detekei viru LChV-2 byla z infikovanych rostlin izolovana celkova RNA pomoci soupravy
Ribospin™ Plant (GeneAll). Izolovani RNA byla pouZita pro piipravu ¢cDNA s vyuZitim
nahodnych primerii (Roche) a M-MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen). Pfipravend cDNA byla
pouZita jako templat pro real-time PCR reakci.

Ve vyhodném provedeni technického feseni je pro real-time PCR detekci viru LChV-2 pouZito
interkaladni barvivo s nasledujicimi reakénimi podminkami: 2 pl cDNA; 1x PCR Blue reakéni pufr
(Top-Bio); 2,5 mM MgCly; 200 pM dNTP kazdy; 1U Combi Taq DNA polymeraza (Top-Bio);
500 nM primery kazdy; 1x EvaGreen (Biotium). V reakci byly pouZity tyto primery:

Forward primer: TCTTTAAGTTGAGTTTGGAGYTGGG (SEQ ID NO. 5)
Reverse primer: CACACGCCCCAACTTCGTCAC (SEQ ID NO. 6).

Real-time PCR reakce probihala v zafizeni Rotor-Gene Q (Qiagen) s nasledujicim teplotnim
profilem: 94 °C/5 minut; cyklovéani 94 °C/20 s, 58 °C/20 s, 72 °C/20 s, s odectem fluorescence
v HRM kanélu.
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Pozitivni nélezy ziskané pomoci real-time PCR byly ovéfeny melting analyzou s urdenim
charakteristické kfivky tani specifickych PCR amplikond a pfimym sekvenovanim PCR amplikoni
a porovnanim jejich sekvence s databazi sekvenci. Ve viech piipadech byl potvrzen vyskyt viru
LChV-2.

V jesté vyhodnéjsim provedeni technického Feseni je pro real-time PCR detekci viru LChV-2
pouzito fluorescentné znacen¢ hybridizatni sondy s nasledujicimi reakénimi podminkami: 2 l
cDNA; 1x PCR Blue reakéni pufr (Top-Bio); 2,5 mM MgCly; 200 uM dNTP kazdy; 1U Combi
Taq DNA polymeraza (Top-Bio); 500 nM primery kazdy; 400 nM sonda. V reakci byly pouZity
tyto primery a sonda:

Forward primer: TCTTTAAGTTGAGTTTGGAGYTGGG (SEQ ID NO. 5)
Reverse primer: CACACGCCCCAACTTCGTCAC (SEQ ID NO. 6)
Sonda: CACCTGTTGCAACTCCATACTTTTGTAG (SEQ ID NO. 7).

Real-time PCR reakce probihala v zafizeni Rotor-Gene Q (Qiagen) s nasledujicim teplotnim
profilem: 94 °C/5 minut; cyklovani 94 °C/20 s, 58 °C/20 s, 72 °C/20 s, s odettem fluorescence
v pisluSném kanalu podle typu znadeni sondy.

Pozitivni nalezy ziskané pomoci real-time PCR byly ovéfeny pimym sekvenovanim PCR
amplikont a porovninim s databdzi sekvenci. Ve viech pfipadech byl potvrzen vyskyt viru
LChV-2.

Ve vyhodném provedeni technického fedeni byla pfitomnost viru LChV-2 stanovena kvantitativng.
Do real-time PCR behu byly pfidany Gtyfi standardy LChV-2 o zndmé koncentraci v desitkovém
Fedéni pro sestrojeni kalibraéni kfivky. Kalibrani kiivka byla u pozitivnich vzorkl pouZita pro
stanoveni koncentrace viru LChV-2 ve vzorku.

Piiklad 6: Soucasnd multiplexova kvalitativni detekce viri LChV-1 a/nebo LChV-2 v biologickém
materialu metodou PCR v klasickém uspofadani

Pro soucasnou detekei viru LChV-1 a/nebo LChV-2 byla z infikovanych rostlin izolovana celkové
RNA pomoci soupravy Ribospin™ Plant (GeneAll). Izolovand RNA byla pouita pro piipravu
cDNA s vyuZitim nahodnych primerii (Roche) a M-MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen).
Pfipravend c¢cDNA byla pouZita jako templat pro PCR reakci s nésledujicimi reak&nimi
podminkami: 2 pl cDNA; 1x PCR Blue reakéni pufr (Top-Bio); 2,5 mM MgCly; 200 uM dNTP
kazdy; 1U Combi Tag DNA polymeraza (Top-Bio); 500 nM primery kazdy. V reakci byly pouzity
tyto primery:

Forward primer 1: GCYACTGATACTGATACGTCTAGCTCG (SEQ ID NO. 1)

Forward primer 2: TCTTTAAGTTGAGTTTGGAGYTGGG (SEQ ID NO. 5)

Reverse primer 1: TTTCTCCTACCGCGACGTGG (SEQ ID NO. 2)

Reverse primer 2: CTAATTTCTTCTACCTCGACGTGG (SEQ ID NO. 3)

Reverse primer 3: CACACGCCCCAACTTCGTCAC (SEQ ID NO. 6).

PCR amplifikace probihala v PCR cykleru C1000 (Biorad) s nasledujicim teplotnim profilem:
94 °C/5 minut; cyklovani 94 °C/20 s, 58 °C/20 s, 72 °C/20 s.

Po ukonceni reakce byly vysledné PCR amplikony analyzovény elektroforeticky na 3%
agarozovem gelu. U vzorki pozitivnich na pfitomnost viru LChV-1 byl identifikovan prouzek
o velikosti 84 bp; u vzorkll pozitivnich na piitomnost viru LChV-2 byl identifikovan prouzek
o velikosti 149 bp; u dvojité pozitivnich vzorkii na piftomnost virh LChV-1 a LChV-2 byly
identifikovany oba pfislu§né prouzky.

Pozitivnf ndlezy ziskané pomoci PCR v tomto uspofadéni byly porovnany s vysledky ze
simplexovych detekei viru LChV-1 a LChV-2, které jiz byly sekvenaéné ovéfeny. Ve viech
piipadech nalezy ze souCasné detekce obou vird v jedné PCR reakci souhlasily s vysledky ze
simplexovych reakei.
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Piiklad 7: Soudasnad multiplexova kvalitativni a kvantitativni detekee viru LChV-1 a/nebo
LChV-2 v biologickém materialu metodou real-time PCR

Pro detekci virt LChV-1 a/nebo LChV-2 byla z infikovanych rostlin izolovana celkova RNA
pomoci soupravy Ribospin™ Plant (GeneAll). Izolovana RNA byla pouZita pro piipravu cDNA
s vyuZitim ndhodnych primerd (Roche) a M-MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen). Pfipravena
cDNA byla pouzita jako templét pro real-time PCR reakcl.

Ve vyhodném provedeni technického FeSent je pro real-time PCR detekei viri LChV-1 a/nebo
LChV-2 pouzito odlisné fluorescencné znacenych hybridiza¢nich sond specifickych pro piislusny
virus s nasledujicimi reakénimi podminkami: 2 pl cDNA; 1x PCR Blue reakéni pufr (Top-Bio);
2,5 mM MgCly; 200 pM dNTP kazdy; 1U Combi Tag DNA polymeréaza (Top-Bio); 500 nM
primery kazdy; 400 nM kazda sonda. V reakci byly pouzity tyto primery a sonda:

Forward primer 1: GCYACTGATACTGATACGTCTAGCTCG (SEQIDNO. 1)
Forward primer 2: TCTTTAAGTTGAGTTTGGAGYTGGG (SEQ ID NO. 5)
Reverse primer 1: TTTCTCCTACCGCGACGTGG (SEQ ID NO. 2)

Reverse primer 2: CTAATTTCTTCTACCTCGACGTGG (SEQ ID NO. 3)
Reverse primer 3: CACACGCCCCAACTTCGTCAC (SEQ [D NO. 6)

Sonda 1: AATACTTGCGAAACATGAAGAGCTCC (SEQ ID NO. 4)

Sonda 2: CACCTGTTGCAACTCCATACTTTTGTAG (SEQ ID NO. 7).

Real-time PCR reakce probihala v zafizeni Rotor-Gene Q (Qiagen) s nasledujicim teplotnim
profilem: 94 °C/5 minut; cyklovéni 94 °C/20 s, 58 °C/20 s, 72 °C/20 s, s odettem fluorescence
v ptislu§ném kanélu podle typu znaceni sondy.

Pozitivni nalezy ziskané pomoci PCR v tomto uspoféddani byly porovnany s vysledky ze
simplexovych detekci viru LChV-1 a LChV-2, kter¢ jiZ byly sekvenaéné ovéfeny. Ve vSech
piipadech nélezy ze soucasné detekce obou virGl v jedné PCR reakci souhlasily s vysledky ze
simplexovych reakci.

Ve vyhodném provedeni technického feSeni byla pritomnost virt LChV-1 a/nebo LChV-2
stanovena kvantitativng. Do real-time PCR b&hu byly pfidany &tyfi standardy LChV-1 a LChV-2
o0 zn4amé koncentraci v desitkovém fedéni pro sestrojeni kalibratni kiivky. Koncentrace vird
LChV-1 a LChV-2 u pozitivnich vzorki byla stanovena podle pislusné kalibracni kiivky.

Prumyslova vyuZitelnost

Nové sady primerti a hybridiza¢nich sond pro detekei viru LChV-1 a LChV-2 v biologickém
materilu metodou PCR oproti dosavadnimu stavu techniky odstrafiuji problém fale$né negativnich
vzorkil, kdy primery dle dosavadniho stavu techniky nemusi umozZiiovat detekci viech znamych
izolati: téchto virti. Dale byly navrzené primery a hybridizatni sondy optimalizovany pro pouZiti
v sadé pro soucasnou detekci obou virli v jedné PCR reakcei. Nové sady primerd a hybridizaénich
sond tedy zrychluji, zpfesiuji a zlevituji diagnostiku onemocnéni maloplodost tfesni, které je
zplisobeno viry LChV-1 a LChV-2.
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NAROKY NA OCHRANU

1. Sada primeri a sond pro sou¢asnou PCR detekei vird LChV-1 a LChV-2 v biologickém
materidlu, vyznacujici se tim, Ze obsahuje primery a znatené hybridiza¢ni sondy, jejichz sekvence
jsou

Forward primer 1: GCYACTGATACTGATACGTCTAGCTCG (SEQ ID NO. 1)

Forward primer 2: TCTTTAAGTTGAGTTTGGAGYTGGG (SEQ ID NO. 5)

Reverse primer 1: TTTCTCCTACCGCGACGTGG (SEQ ID NO. 2)

Reverse primer 2: CTAATTTCTTCTACCTCGACGTGG (SEQ ID NO. 3)

Reverse primer 3: CACACGCCCCAACTTCGTCAC (SEQ ID NO. 6)

Sonda 1: AATACTTGCGAAACATGAAGAGCTCC (SEQ ID NO. 4)

Sonda 2: CACCTGTTGCAACTCCATACTTTTGTAG (SEQ ID NO. 7),

kde hybridiza¢ni sondy jsou oznadeny pro jejich soucasnou detekei v pribshu PCR reakce,

pfi¢emz pro PCR detekci viru LChV-1 obsahuje sada primery a znaCenou hybridizaéni sondu,
Jejichz sekvence jsou

Forward primer: GCYACTGATACTGATACGTCTAGCTCG (SEQ ID NO. 1)
Reverse primer 1: TTTCTCCTACCGCGACGTGG (SEQ ID NO. 2)
Reverse primer 2: CTAATTTCTTCTACCTCGACGTGG (SEQ ID NO. 3)
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Sonda: AATACTTGCGAAACATGAAGAGCTCC (SEQ ID NO. 4)

a pro PCR detekei viru LChV-2 obsahuje sada primery a znadenou hybridiza¢ni sondu, jejichz
sekvence jsou

Forward primer: TCTTTAAGTTGAGTTTGGAGYTGGG (SEQ ID NO. 5)
Reverse primer: CACACGCCCCAACTTCGTCAC (SEQ ID NO. 6)
Sonda: CACCTGTTGCAACTCCATACTTTTGTAG (SEQ ID NO. 7).
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