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Sady pro detekei virli LChV-1 a LChV-2 v biologickém materialu

Oblast techniky

Reseni se tyka sad primerll a sond pro PCR detekci virll Little cherry
virus 1 (LChV-1) a Little cherry virus 2 (LChV-2) v biologickém materialu.

Dosavadni stav techniky

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

Viry LChV-1 a LChV-2 jsou plivodci onemocnéni maloplodost tfesni,
které postihuje produkéni vysadby tfe$ni na celém svété. Kromé tfedni mlze
LChV-1 napadat i jiné ovocné druhy, napf. visng, slivon&, mandioné a
broskvoné. Mezi symptomy patii vyrazné zmensenda velikost plodu, Spatna
vybarvenost plodil a nevyrazna chut, takze plody nemaji trzni hodnotu a
péstitelé zaznamenavaji vyrazné ekonomické ztraty. Pro omezeni tohoto
onemocnéni je tedy nezbytna v€asna a presna diagnostika.

V soudasnosti se k detekci prislusnych virGd pouzivaji metody PCR, a to
jak v klasickém uspoiadani s detekci amplikonll 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 zalozena na pouziti interkalaéniho barviva (Jelkmann, W., 2008;
Zong, X., 2015). Nevyhodou obou pfistupl je obecné nizka specificita, nebot
publikované metody nejsou dle vysledkli srovnavaci analyzy sekvenci
z dostupnych databazi schopny zachytit véechny izolaty pfislusnych virG. Dalsi
nevyhodou je nutnost separatni PCR reakce pro kazdy virus zvlast, coz

analyzu prodiuZuje a prodrazuje.



Podstata vynalezu

Nevyhodu nizké specificity a nutnosti provadét individualni PCR reakce
pro detekci viru LChV-1 a LChV-2 odstrafiuje sada primer( a sond pro PCR
detekci vird LChV-1 a LChV-2 v biologickém materialu podle vynalezu, jehoZ
podstata spoiva vtom, ze obsahuje primery a hybridizaéni sondy, jejichz
sekvence je alesponi z 80 % identicka s nukleotidovymi sekvencemi o slozeni:
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 Y je vybrano ze skupiny sestdvajici z C nebo G a hybridizacni sondy jsou
oznadceny pro jejich soucasnou detekci v prabéhu PCR reakce.

Nevyhodu nizké specificity PCR reakce pro detekci viru LChV-1
odstrafiuje sada primer(i a sondy pro PCR detekci viru LChV-1 v biologickém
materidlu podle vynalezu, jehoz podstata spociva v tom, Zze obsahuje primery
a hybridizaéni sondu, jejichz sekvence je alesponn z 80 % identicka s
nukleotidovymi sekvencemi o sloZeni:

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),

kde Y je vybrano ze skupiny sestdvajici z C nebo G a hybridizatni sonda je
oznaéena pro jeji detekci v pribéhu PCR reakce.

Nevyhodu nizké specificity PCR reakce pro detekci viru LChV-2
odstrafiuje sada primer(i a sondy pro PCR detekci viru LChV-2 v biologickém

materidlu podle vynalezu, jehoz podstata spociva v tom, Zze obsahuje primery



a hybridizaéni sondu, jejichz sekvence je alespoft z 80 % identicka s
nukleotidovymi sekvencemi o slozeni:

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

Sonda: CACCTGTTGCAACTCCATACTTTTGTAG (SEQ ID NO. 7),

kde Y je vybrano ze skupiny sestavajici z C nebo G a hybridizani sonda je
vhodné oznacena pro jeji detekci v prubéhu PCR reakce.

Vyse uvedené sady primer( a sond jsou vhodné pro soucasnou nebo
individudlni kvalitativni nebo kvantitativni detekci vird LChV-1 a LChV-2 v
biologickém materidlu s vysokou specificitou metodou zaloZzenou na metodeé
PCR. Metodou PCR se rozumi klasické uspofadani PCR reakce s detekci
amplikond pomoci gelové elektroforézy nebo digitadlni PCR nebo real-time
PCR vyuZivajici k detekci interkalani barviva nebo rlzné znaCené
hybridizaéni sondy podle vyndlezu a daldi varianty metody PCR zname
odbornikovi v oboru. Ve vyhodném provedeni vynalezu je PCR produkt
detekovan v redlném &ase pomoci real-time PCR, a jesté vyhodné&ji pomoci
znaenych hybridizaénich sond. V jedné PCR reakci je tak mozné stanovit
konkrétni virus, ktery je zodpovédny za vznik onemocnéni.

Hybridizaéni sondy mohou byt pro ucely jejich detekce znaceny
fluorescenéné, radioaktivng, neradioaktivné nebo dalSimi zplsoby znamymi
odbornikovi v oboru. Ve vyhodném provedeni vynalezu jsou hybridiza¢ni
sondy pro detekci jednotlivych virG znaéeny fluorescenéné, a jesté vyhodneéii
pomoci odlidnych fluoroforll pro jejich soucasnou detekci v jedné PCR reakci.

Sekvence alespoii s 80% identitou kuvedenym sekvencim jsou
zejména sekvence liSici se zkracenim nebo prodlouzenim na 3‘ a/nebo 5°
konci nebo zamé&nou nukleotidd nebo kombinaci téchto modifikaci.

Navrh sad primert a hybridizacnich sond podle vynalezu pro detekci
virh LChV-1 a LChV-2 byl proveden v nékolika krocich: 1) Analyza sekvenci
dostupnych izolat(l téchto viri; 2) Porovnani specificity detekce téchto izolatl
s primery z dosavadniho stavu techniky; 3) Navrh sad primerd a
hybridizacnich sond pro detekci vird LChV-1 a LChV-2.
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Detekce vird LChV-1 a LChV-2 muze byt die provedeni vynalezu
provedena v jakémkoliv rostlinném materialu, s vyhodou je rostlinny material
floém a parenchymatické buriky.

Prvnim krokem detekce virlh LChV-1 a LChV-2 zpulsobujicich
maloplodost tfesni v rostlinném materialu je izolace celkové RNA a jeji piepis
na cDNA pomoci RNA-dependentni DNA polymerazy a sady nahodnych
primer( metodami znamymi v oboru.

Vytvoiena cDNA je nasledné analyzovana na pfitomnost nukleove
kyseliny vird LChV-1 a LChV-2 metodou PCR sadami primertl a hybridizacnich
sond podle vynalezu.

Ptiklady provedeni vyndlezu jsou zde uvedeny pouze pro ilustraci a
Zadnym zpusobem neomezuji rozsah této pfihlasky. Odbornik v oboru bude
schopen uginit rizné modifikace uvedenych primer(, hybridizaénich sond a
pouzitého zplsobu PCR detekce, které budou spadat do rozsahu této
pfihladky. Ta je vymezena pfipojenymi patentovymi naroky a podrobné

popsana v popisu vynalezu.

Piiklady uskuteénéni vynalezu

Pfiklad 1: Navrh sekvenci primeri a sond

Sekvence ruznych 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 primert dle
dosavadniho stavu techniky byla stanovena jejich namapovanim na
usporadané sekvence a zhodnocenim konzervovanosti cilovych usekd. Pro
navrzeni sad primer( a hybridiza¢nich sond byly pouzity konzervované oblasti
genomu virll vykazujici nejvy$$i sekvenéni homologii napfi¢ vsemi izolaty.
Primery a hybridizaéni sondy byly navrzeny pomoci programu Vector NTI

Advance.



Piiklad 2: Simplexova kvalitativni detekce viru LChV-1
v biologickém materialu metodou PCR v klasickém usporadani

Pro detekci viru LChV-1 byla z infikovanych rostlin izolovana celkova
RNA pomoci soupravy Ribospin™ Plant (GeneAll). Izolovand RNA byla
pouzita pro pfipravu cDNA s vyuzitim ndhodnych primer (Roche) a M-MLV
Reverse Transcriptase (Invitrogen). Pripravena 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 MgCl,; 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 1: TTTCTCCTACCGCGACGTGG (SEQ ID NO. 2)
Reverse primer 2: CTAATTTCTTCTACCTCGACGTGG (SEQ ID NO. 3),
kde Y je vybrano ze skupiny sestavajici z C nebo G.

PCR amplifikace probihala vPCR 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 ukon&eni reakce byly vysledné PCR amplikony analyzovany
elektroforeticky na 3% agardzovém gelu. U pozitivnich vzorku na pfitomnost
viru LChV-1 byl identifikovan prouzek o velikosti 84 bp.

Pozitivni nalezy ziskané pomoci PCR byly ovéfeny piimym
sekvenovanim PCR amplikonl a porovnanim jejich sekvence s databazi

sekvenci. Ve viech pfipadech byl potvrzen vyskyt viru LChV-1.

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

Pro detekci viru LChV-1 byla z infikovanych rostlin izolovana celkova
RNA pomoci soupravy Ribospin™ Plant (GeneAll). Izolovana RNA byla
pouzita pro pfipravu cDNA s vyuzitim nahodnych primert (Roche) a M-MLV
Reverse Transcriptase (Invitrogen). Pfipravena cDNA byla pouzita jako

templat pro real-time PCR reakci.



Ve vyhodném provedeni vynalezu je pro real-time PCR detekci viru
LChV-1 pouzito interkalaéni barvivo s nasledujicimi reakénimi podminkami: 2
ul 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; 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),
kde Y je vybrano ze skupiny sestavajici z C nebo G.

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 odectem fluorescence v HRM kanalu.

Pozitivni nalezy ziskané pomoci real-time PCR byly ovéfeny melting
analyzou s uréenim charakteristické kfivky tani specifickych PCR amplikonl a
pfimym sekvenovanim PCR amplikond a porovnanim jejich sekvence
s databazi sekvenci. Ve véech piipadech byl potvrzen vyskyt viru LChV-1.

V jesté vyhodnéj$im provedeni vynalezu je pro real-time PCR detekci
viru LChV-1 pouzito fluorescenéné znacené hybridizaéni sondy s nasledujicimi
reakénimi podminkami: 2 ul 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: 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),

kde Y je vybrano ze skupiny sestavajici z C nebo G.

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 odedtem fluorescence v pfislusnem kanalu podie typu

znaceni sondy.



Pozitivni nalezy ziskané pomoci real-time PCR byly ovéfeny pfimym
sekvenovanim PCR amplikon(i a porovnanim s databazi sekvenci. Ve vSech
pfipadech byl potvrzen vyskyt viru LChV-1.

Ve vyhodném provedeni vynalezu byla pfitomnost viru LChV-1
stanovena kvantitativné. Do real-time PCR béhu byly pfidany &tyfi standardy
LChV-1 o znamé koncentraci v desitkovém fedéni pro sestrojeni kalibraéni
kiivky. Kalibrac¢ni kfivka byla u pozitivnich vzorkll pouzita pro stanoveni

koncentrace viru LChV-1 ve vzorku.

Pfiklad 4: Simplexova kvalitativni detekce viru LChV-2
v biologickém materialu metodou PCR v klasickém uspofadani

Pro detekci viru LChV-2 byla z infikovanych rostlin izolovana celkova
RNA pomoci soupravy Ribospin™ Plant (GeneAll). Izolovana RNA byla
pouzita pro pfipravu cDNA s vyuZitim nahodnych primerd (Roche) a M-MLV
Reverse Transcriptase (Invitrogen). Pfipravena 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 MgCl,; 200 uM dNTP kazdy; 1U
Combi Tag DNA polymeraza (Top-Bio); 500 nM primery kazdy. V reakci byly
pouzity tyto primery:

Forward primer: TCTTTAAGTTGAGTTTGGAGYTGGG (SEQ ID NO. 5)
Reverse primer: CACACGCCCCAACTTCGTCAC (SEQ ID NO. 6),
kde Y je vybrano ze skupiny sestavajici z C nebo G.

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 ukon&eni reakce byly vysledné PCR amplikony analyzovany
elektroforeticky na 3% agardzovém gelu. U pozitivnich vzorkl na pfitomnost
viru LChV-2 byl identifikovan prouzek o velikosti 149 bp.

Pozitivni nalezy ziskané pomoci PCR byly ovéfeny pfimym
sekvenovanim PCR amplikonl a porovnanim jejich sekvence s databazi

sekvenci. Ve vSech pfipadech byl potvrzen vyskyt viru LChV-2.



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

Pro detekci viru LChV-2 byla z infikovanych rostlin izolovana celkova
RNA pomoci soupravy Ribospin™ Plant (GeneAll). Izolovana RNA byla
pouzita pro pfipravu cDNA s vyuzitim nahodnych primer( (Roche) a M-MLV
Reverse Transcriptase (Invitrogen). Pfipravena cDNA byla pouzita jako
templat pro real-time PCR reakci.

Ve vyhodném provedeni vyndlezu je pro real-time PCR detekci viru
LChV-2 pouzito interkalaéni barvivo s nasledujicimi reakénimi podminkami: 2
ul cDNA; 1x PCR Blue reakéni pufr (Top-Bio); 2,5 mM MgCl,; 200 uM dNTP
kazdy; 1U Combi Tag 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),
kde Y je vybrano ze skupiny sestavajici z C nebo G.

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 HRM kanalu.

Pozitivni nalezy ziskané pomoci real-time PCR byly ovéfeny melting
analyzou s uréenim charakteristické kiivky tani specifickych PCR amplikont a
pfimym sekvenovanim PCR amplikoni a porovnanim jejich sekvence
s databazi sekvenci. Ve vdech pfipadech byl potvrzen vyskyt viru LChV-2.

V jesté vyhodné&jsim provedeni vyndlezu je pro real-time PCR detekci
viru LChV-2 pouzito fluorescenéné znatené hybridizaéni sondy s nasledujicimi
reak&énimi 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 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),



kde Y je vybrano ze skupiny sestavajici z C nebo G.

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 pfislusném kanalu podle typu
znaceni sondy.

Pozitivni nalezy ziskané pomoci real-time PCR byly ovéfeny piimym
sekvenovanim PCR amplikonl a porovnanim s databazi sekvenci. Ve vsech
piipadech byl potvrzen vyskyt viru LChV-2.

Ve vyhodném provedeni vyndlezu byla pfitomnost viru LChV-2
stanovena kvantitativné. Do real-time PCR béhu byly pfidany &tyfi standardy
LChV-2 o znamé koncentraci v desitkovém fedéni pro sestrojeni kalibracni
kiivky. Kalibraéni kfivka byla u pozitivnich vzorkdl pouZita pro stanoveni

koncentrace viru LChV-2 ve vzorku.

Piiklad 6: Multiplexova kvalitativni detekce virGk LChV-1 a/nebo
LChV-2 v biologickém materialu metodou PCR v klasickém uspoiadani

Pro detekci viru LChV-1 a/nebo LChV-2 byla zinfikovanych rostlin
izolovana celkovda RNA pomoci soupravy Ribospin™ Plant (GeneAll).
Izolovana RNA byla pouZita pro pfipravu cDNA s vyuZitim nahodnych primerd
(Roche) a M-MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen). Pripravena cDNA byla
pouzita jako templat pro PCR reakci s nasledujicimi reakénimi podminkami: 2
ul cDNA; 1x PCR Blue reakeni pufr (Top-Bio); 2,5 mM MgCl,; 200 uM dNTP
kazdy; 1U Combi Taq 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),

kde Y je vybréno ze skupiny sestavajici z C nebo G.
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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 ukonéeni reakce byly vysledné PCR amplikony analyzovany
elektroforeticky na 3% agarézovém gelu. U vzorkl( pozitivnich na pfitomnost
viru LChV-1 byl identifikovan prouzek o velikosti 84 bp; u vzorkl pozitivnich na
pfitomnost viru LChV-2 byl identifikovan prouzek o velikosti 149 bp; u dvojité
pozitivnich vzorkid na pfitomnost virl LChV-1 a LChV-2 byly identifikovany oba
prislusné prouzky.

Pozitivni nalezy ziskané pomoci PCR v tomto uspofadani byly
porovnany s vysledky ze simplexovych detekci viru LChV-1 a LChV-2, které jiz
byly sekvena&né& ovéreny. Ve vSech pfipadech nalezy ze souCasné detekce

obou virll v jedné PCR reakci souhlasily s vysledky ze simplexovych reakci.

Priklad 7: Simplexova kvalitativni a kvantitativni detekce viru LChV-
1 a/nebo LChV-2 v biologickém materialu metodou real-time PCR

Pro detekci virh LChV-1 a/nebo LChV-2 byla zinfikovanych rostlin
izolovana celkovda RNA pomoci soupravy Ribospin™ Plant (GeneAll).
Izolovana RNA byla pouzita pro pfipravu cDNA s vyuZitim nahodnych primert
(Roche) a M-MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen). Pfipravena cDNA byla
pouzita jako templat pro real-time PCR reakci.

Ve vyhodném provedeni vyndlezu je pro real-time PCR detekci vir
LChV-1 a/nebo LChV-2 pouzito odlisné fluorescenéné znacenych
hybridizaénich sond specifickych pro pfisluny virus s nasledujicimi reakénimi
podminkami: 2 ul 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; 400 nM kazda sonda. V reakci byly pouzity tyto primery a
sonda:

Forward primer 1: GCYACTGATACTGATACGTCTAGCTCG (SEQ ID NO. 1)
Forward primer 2: TCTTTAAGTTGAGTTTGGAGYTGGG (SEQ ID NO. 5)
Reverse primer 1: TTTCTCCTACCGCGACGTGG (SEQ ID NO. 2)
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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 Y je vybrano ze skupiny sestavajici z C nebo G.

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 pfislusném kanalu podle typu
znadeni sondy.

Pozitivni nalezy ziskané pomoci PCR v tomto uspofadani byly
porovnany s vysledky ze simplexovych detekci viru LChV-1 a LChV-2, které jiz
byly sekvena¢né& ovéfeny. Ve vSech pfipadech nalezy ze souCasné detekce
obou virll v jedné PCR reakci souhlasily s vysledky ze simplexovych reakci.

Ve vyhodném provedeni vynalezu byla pfitomnost viri LChV-1 a/nebo
LChV-2 stanovena kvantitativné. Do real-time PCR béhu byly pfidany Ctyfi
standardy LChV-1 a LChV-2 o znamé koncentraci v desitkovém fedéni pro
sestrojeni kalibraéni kfivky. Koncentrace viri LChV-1 a LChV-2 u pozitivnich

vzorku byla stanovena podle pfislusné kalibragni kfivky.

Primyslova vyuzitelnost

Nové sady primerl a hybridizacnich sond pro detekci viru LChV-1 a
LChV-2 v biologickém materidlu metodou PCR oproti dosavadnimu stavu
techniky odstrafuji problém falesné negativnich vzorkd, kdy primery dle
dosavadniho stavu techniky nemusi umoziiovat detekci véech znamych izolath
t&chto virdl. Dale byly navrzené primery a hybridiza¢ni sondy optimalizovany
pro pouziti v sadé pro soucasnou detekci obou vird v jedné PCR reakci. Nove
sady primerd a hybridizaénich sond tedy zrychluji, zpfesiuji a zleviiuji
diagnostiku onemocnéni maloplodost tfesni, které je zplsobeno viry LChV-1 a
LChV-2.
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PATENTOVE NAROKY

1. Sada primert a sond pro PCR detekci virll LChV-1 a LChV-2 v biologickém
materidlu, vyznadujici se tim, Zze obsahuje primery a hybridizaCni sondy,
jejichz sekvence je alespoii z 80 % identicka s nukleotidovymi sekvencemi o
slozeni:

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 Y je vybrano ze skupiny sestavajici z C nebo G a hybridizacni sondy jsou

oznadeny pro jejich soucasnou detekcei v prib&hu PCR reakce.

2. Sada primertl a sondy podle naroku 1, vyznacujici se tim, ze pro PCR
detekci virll LChV-1 obsahuje primery a hybridizaéni sondu, jejichz sekvence
je alespori z 80 % identicka s nukleotidovymi sekvencemi o sloZeni:

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),

kde Y je vybrano ze skupiny sestavajici z C nebo G a hybridizaéni sonda je

vhodné oznadena pro jeji detekci v prabéhu PCR reakce.

3. Sada primerl a sondy podle naroku 1, vyznaéujici se tim, ze pro PCR
detekci virll LChV-2 obsahuje primery a sondu, jejichz sekvence je alespoii z
80 % identicka s nukleotidovymi sekvencemi o slozeni:

Forward primer: TCTTTAAGTTGAGTTTGGAGYTGGG (SEQ ID NO. 5)
Reverse primer: CACACGCCCCAACTTCGTCAC (SEQ ID NO. 6)
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Sonda: CACCTGTTGCAACTCCATACTTTTGTAG (SEQ ID NO. 7),
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kde Y je vybrano ze skupiny sestavajici z C nebo G a hybridizatni sonda je
vhodné oznadena pro jeji detekci v prubéhu PCR reakce.
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