{ X 13 . ..

% ove VYZKUMNY USTAV
:s¢ VETERINARNIHO

ogsse® LEKARSTVL v.v.i.

FUNKCNI VZOREK

Postup pro detailni charakterizaci
vyznamnych puvodcu virovych
onemocnéni hospodarskych zvirat
ve formé sbirkovych polozek
deponovanych ve Sbirce zoopatogennich
mikroorganismu (CAPM)

RNDr. Jana Prodélalova, Ph.D.
Ing. Jitka Motlova

Mgr. Hana Malenovska

Mgr. Romana Moutelikova, Ph.D.




Funkcni vzorek

5513/2017

Postup pro detailni charakterizaci vyznamnych
plivodct virovych onemocnéni hospodarskych zvirat
ve formé shirkovych polozek deponovanych ve Sbhirce
zoopatogennich mikroorganisma (CAPM)

RNDr. Jana Prodélalova, Ph.D.
Ing. Jitka Motlova
Mgr. Hana Malenovska
Mgr. Romana Moutelikova, Ph.D.

2017

ISBN 978-80-88233-28-2



Funkcni vzorek

Postup pro detailni charakterizaci vyznamnych
plivodct virovych onemocnéni hospodarskych zvirat
ve formé shirkovych polozek deponovanych ve Sbhirce
zoopatogennich mikroorganisma (CAPM)

RNDr. Jana Prodélalova, Ph.D
Ing. Jitka Motlova
Mgr. Hana Malenovska
Mgr. Romana Moutelikova, Ph.D.

Vyzkumny Ustav veterinarniho lékarFstvi, v.v.i., Brno

Funkéni vzorek byl vytvoren v ramci projektu Narodni agentury pro
zemédeélsky vyzkum, Cislo projektu QJ1630210.

Metodicky postup funkcniho vzorku je urcen pouze pro vnitrni
potrebu virologické laboratore Shirky zoopatogennich
mikroorganismu (CAPM).



S U 1Y7 Y RO T TP
2. Cil metodiky fuNKENINO VZOIKU........coiiiiiiiiiiiiiii it
3. Vlastni popis funkEniho VZOrKU........cccooviiiiiiiiiiiiie e
3.1 Prehled postupl pro kultivaci virovych kmenU..........cccceevciiiiiiieeicciie e
3.2 Prehled postupl pro eliminaci mykoplazmovych kontaminaci z virovych

suspenzi @ bUNECNYCh [Nl ....uueeiiiiiiiiieec e
3.3 Prehled postupl pro detekci kontaminant virovych kmenU.........cccceeevviieeenennee.
3.3.1 Detekce viru bovinni virové diarrhoei (BVDV) ve virovych kmenech

a bunécnych liniich metodou standardni reverzné transkripéni PCR.........ccccccuveeee.
3.3.2 Detekce mykoplazem ve virovych kmenech a bunécénych liniich metodou

standardni reverzné transkrip€ni PCR..........ccoiiiiiiiiiiii e
3.4 Prehled postupl pro molekularné-biologickou charakterizaci virovych

40171 [ TR
B4, L DNA VITY ettt e e e et e e e e e e ettt e e e e e e e abaaeee e e e abeaeeeeeennnreaeaeeeenraeeeas
R (N 1RV
3.4.3 SezNam POUZITE lIEEIatUINY.....cciiiiiiiiie it er e e e e eeeeeeeeas
3.4.4 Postup pro extrakci NUKIEOVYCh KYSEliN........uvvevveeiriiiiiiiieiiieiieiierereeeeeee e
T oo 13 (U] o 3 o o 11 2 1
3.4.6 Postup pro reverzné transkripCni PCR..........ccooviiiiiiiiiiiiiiiieereeeeeee e e
3.4.7 Postup pro sekvenaci amplifikovanych Casti 2enomMu........cccceieveieiiiiiicciiiinnvreeeneee..
4. SrovNANT NOVOSEI POSTUPU . .ueeiiieirrieieeeieireieeeeeetree e e e eeiree e e e e eeaareeeeeeesssraeeeeseesraeeas
5. Uplatnéni fuNKCNINO VZOIKU......cocueeiiiiiiiiieiiiiiic e
6. EKONOMICKE @SPEKLY....cciiiitiiiitieteeeeeeee e e e e
7 D T=To 11 Yol T USSR



1. UvoD

Kvalita sluzeb poskytovanych Sbirkou zoopatogennich mikroorganismé (CAPM) VUVelL Brno
je zavisla zejména na kvalité virovych kmen( dodavanych koncovym uzivatelim. Tyto kmeny
jsou vyuzivany predevsim v oblasti veterinarni diagnostiky a vyzkumu. Proto je pro jejich
uZivatele zcela zasadni, aby zaroven s dodanymi kmeny ziskali co nejvice udajd, mimo jiné
také o virovych nebo bakteridlnich kontaminantech, které jsou mnohdy ve vzorku pfitomny
kvlili jeho plavodu nebo metodice, kterd byla v minulosti vyuZita pfi jeho izolaci
z biologického materidlu. Vyznamné jsou také udaje o klasifikaci virl a jejich aktudlnim
taxonomickém zarazeni. Podrobna charakteristika virovych kmen( vyznamné prispéje také

ke zvySeni biologické bezpecnosti pfi nakladani s témito patogeny.

2. CiL METODIKY FUNKCNIHO VZORKU

Cilem metodiky funkéniho vzorku je pfiprava virovych kmenl vyznamnych pUvodci
onemocnéni hospodarskych zvirat. Virové kmeny budou opatfeny podrobnymi informacemi
o jejich vlastnostech. Fyzicky se bude jednat prevaziné o lyofilizaty ve sklenénych ampulich.
Soucasti funkéniho vzorku je metodicky postup, specifikovany vtomto textu, ktery vede
k ziskani charakterizovanych kmen(. Vysoka kvalita distribuovanych kmenu patogennich virQ
predstavuje vyznamné zvySeni Urovné v diagnostice infekénich onemocnéni hospodarskych

zvirat.

3. VLASTNI POPIS FUNKENIHO VZORKU
3.1 PREHLED POSTUPU PRO KULTIVACI VIROVYCH KMENU

Viry jsou pomnozovany in vitro na permanentnich bunéénych liniich a primdarnich burnkach
(Tabulka 1) dle internich postupl, které nejsou soucasti funkéniho vzorku). Biologicky
materidl uréeny pro mnoZeni virQ slouZi pouze k potfebdm Sbirky zoopatogennich
mikroorganismu (CAPM) a neni soucasti kolekce virovych kment charakterizovanych v ramci

funkéniho vzorku.



Tabulka 1: Kultivace vird

Bunécna linie  BTU (Bovine turbinate cell line)

Virové kmeny  CAPM V-164

Bunécna linie  EBTr (Embryonal bovine tracheal cell line)

Virové kmeny  CAPM V-172; CAPM V-225

Bunécna linie  EPC (Epithelioma papulosum cyprini cell line)

Virové kmeny  CAPM V-540

Bunécna linie  FMH (Fathead minnow cell line)

Virové kmeny  CAPM V-350

Bunécna linie MARC-145 (Monkey kidney cell line)

Virové kmeny  CAPM V-490; CAPM V-501; CAPM V-502

Bunécna linie  MDBK (Madin Darby bovine kidney cell line)

Virové kmeny  CAPM V-10; CAPM V-19; CAPM V-25; CAPM V-44; CAPM V-54;
CAPM V-63; CAPM V-231; CAPM V-232; CAPM V-317; CAPM V-326;
CAPM V-457

Bunécna linie  MDCK (Madin Darby canine kidney cell line)

Virové kmeny  CAPM V-1

Bunécna linie  PK-15 (Pig kidney cell line)

Virové kmeny  CAPM V-250; CAPM V-310

Bunécna linie  RK 13 (Rabbit kidney cell line)

Virové kmeny  CAPM V-94; CAPM V-166; CAPM V-258; CAPM V-319

Bunécna linie  SK-6 (Swine kidney cell line)

Virové kmeny  CAPM V-167; CAPM V-316

Bunécna linie ST (Swine testes cell line)

Virové kmeny  CAPM V-66; CAPM V-91; CAPM V-126; CAPM V-197; CAPM V-198

Bunécna linie  VERO (African Green monkey kidney cell line)

Virové kmeny  CAPM V-201; CAPM V-362; CAPM V-442; CAPM V-531; CAPM V-534

Primarni Primarni kureci embryonalni fibroblasty

burky

Virové kmeny  CAPM V-56; CAPM V-83; CAPM V-100; CAPM V-101; CAPM V-135;
CAPM V-455

3.2  PREHLED POSTUPU PRO ELIMINACI MYKOPLAZMOVYCH KONTAMINACI Z VIROVYCH SUSPENZi A BUNECNYCH
LINIT

Mykoplazmové kontaminace ve virovych suspenzich jsou velmi rozSifené kvali ¢astym
kontaminacim bunécénych kultur, které se pouzivaji pro mnozeni vir(. Pfi odstraniovani téchto
kontaminaci je hlavnim uskalim neucinnost béznych antibiotik a také casté rezistence
nékterych mykoplazmovych kmenU na antibiotika jinak Gcinna.

Odstranéni mykoplazem z bunécnych linii se provadi pouze pomoci antibiotik. U virovych

suspenzi je antibiotické oSetfeni podporeno predchazejici filtraci suspenze, ta zplsobi snizeni



titru mykoplazem. Antibiotika jsou zvolend v takové kombinaci, aby zajistila odstranéni

mykoplazem i v ptipadé rezistence na néktery typ pouZitého antibiotika.

Pristroje a pomucky

e sterilni kultivacni lahvicky

e jednokanalova mikropipeta se sterilnimi Spickami
e PES 0,22 um stfikackové filtry

e sterilni jednorazové 2 ml stfikacky a jehly

e sterilni mikrocentrifugacni zkumavky

e sterilni serologické pipety a automaticky davkovac (pipetor)
e ochranné rukavice

e termostat s pfivodem CO;

e biohazard box

e mrazici box na -80 °C

e vodnilazen

e svételny mikroskop

e chladnicka

Chemikalie a roztoky

e MycoKill AB (PAA Laboratories), zasobni roztok: 50x koncentrovany v PBS
-pracovni koncentrace: 10 pg/ml média

e BM Cyclin (BM Cyclin 1 a 2, Roche), zasobni roztok: 250x koncentrovany v PBS
-pracovni koncentrace BM Cyclin 1: 10 pg/ml
-pracovni koncentrace BM Cyclin 2: 5 pg/ml

e Trypsin-EDTA solution 10x

e DPBS (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline)

e DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)

e MEM (Minimum Essential Medium)

e FBS (fetdlni bovinni sérum) inaktivované 30 min pfi 56 °C

e dezinfekcni roztok Desprej



Postup
Bezpec

Prace s

nostni opatreni

bunécnou kulturou se provadi sterilné v biohazard boxu. K dezinfekci boxu se pouziva

UV zativka (30 min pred i po praci) a dezinfekéni roztok (Desprej).

Proved

PouZiti

eni metody

ANTIBIOTIK MycoKiLL AB

Eliminace mykoplazem z bunécnych linii

Z kultivacéni lahvi¢ky s narostlou bunéénou kulturou se odstrani médium, burky se
dvakrat oplachnou roztokem1x trypsin/EDTA v DPBS, vétsi dil roztoku se odstrani a
buriky se inkubuji 5 min pti 37 °C.

Po uvolnéni se bunky promichaji v kultivaénim médiu, rozdéli v poméru 1:2-1:4 a
nasadi na nové 25 cm? kultivaéni lahvi¢ky do 10ml média obsahujiciho 1x Mycokill AB
(Fedéni 1:50, 200 pl zasobniho roztoku/10 ml).

Buriky se kultivuji 3 dny, opét trypsinuji a v dalsi pasazi kultivuji 4 dny v médiu s 1x
Mycokill AB

Vyse uvedeny postup se opakuje 2x, tedy celkem 4 pasaze s Mycokill AB.

Pfed ovérenim ucinnosti eliminace se bunky 3x pasazuji v médiu bez Mycokillu.

Kultivaéni podminky jednotlivych bunécnych linii jsou uvedeny v priloze SOP €. 001.

Eliminace mykoplazem z virové suspenze

Virova suspenze se zfiltruje pres 0,22 um strikackovy filtr a 0,5 ml filtratu se inkubuje
pti 37°C 4 hod s 2x Mycokill (fedéni 1:25, 20 pl zasobniho roztoku/0,5 ml).

Virem se infikuje kultivacni lahvicka s vnimavou bunécénou linii bez mykoplazmové
kontaminace, po hodinové inkubaci se doplni kultiva¢ni médium s Mycokill (Ffedéni
1:50, 200 pl zasobniho roztoku/10 ml).

Bunécna linie infikovana virem se kultivuje do CPE (cytopatického efektu) na cca 80%
bunék a zamrazi se v -80 °C.

Celkem se provedou 3 po sobé jdouci pasaze viru s Mycokillem AB.

Pasaze s Mycokillem AB jsou nasledovany 3 pasazemi bez Mycokillu.



Ovéri se ucinnost eliminace pomoci PCR.

Seznam vnimavych linii pro konkrétni virus a kultivacni podminky vird je uveden v

Pfiloze SOP ¢. 001.

PouZiTi ANTIBIOTIK BM CYCLIN

BM Cyclin se pouZiva pouze v pfipadé neuspésné eliminace pomoci Mycokillu AB.

Eliminace mykoplazem z bunécnych linii

Buriky se po trypsinaci nasadi do 25 cm? kultivaéni lahvi¢ky s 10 ml kultivaéniho média
s BM Cyclinem 1 (fedéni 1:250, 40 ul zasobniho roztoku/10 ml) a kultivuji 3 dny.

Po nasledné trypsinaci se kultivuji 4 dny v médiu s BM Cyclinem 2 (fedéni 1:250, 40 ul
zasobniho roztoku na 10 ml média).

Vyse uvedeny postup se opakuje 2x.

Pred ovérenim ucinnosti eliminace se bunky 3x pasazuji v médiu bez BM Cyclinu.

Eliminace mykoplazem z virové suspenze

Virova suspenze se pred infekci zfiltruje pfes 0,22 um strikackovy filtr a 0,5 ml filtratu
se inkubuje 4 hod s BM Cyclinem 1 (fedéni 1:100, 5 pl zasobniho roztoku/0,5 ml).
Virem se infikuje vnimava bunécna linie bez mykoplazmové kontaminace, po
hodinové inkubaci se doplni kultivaéni médium s 1x BM Cyclin 1 (fedéni 1:250, 40 ul
zasobniho roztoku/10 ml).

Buriky infikované virem se kultivuji do vyrazného CPE (na cca 80% bunék) a zamrazi v
-80°C.

Rozmrazena virova suspenze z predchozi kultivace se zfiltruje a inkubuje 4 hod s BM
Cyclinem 2 (fedéni 1:100, 5 pl zasobniho roztoku/0,5 ml) a pouzZije na infekci bunécné
kultury.

Po infekci se doplni médium s 1x BM Cyclin 2 (fedéni 1:250, 40 pl zasobniho roztoku
na 10 ml média).

Buriky se kultivuji do vyrazného CPE a zamrazi v -80 °C.

Cely postup se opakuje 2x, tedy celkem 2 pasdze s BM Cyclinem 1 a 2 pasaze s BM

Cyclinem 2.



e Virus se 3x pasaZuje bez antibiotik a ovéri se ucinnost eliminace.

Ovéreni vysledku

Uspésnost eliminace mykoplazmovych kontaminaci je ovéfena pomoci PCR (viz kapitola

3.3.2).

Literatura

Malenovska, H., Reichelova, M.: Elimination of mycoplasma contamination of virus stocks.
Vet. Med. - Czech, 2011, 56 (11), 547-550.

Malenovskd, H., Reichelovd, M., Prodélalova, J.: Inovace ve virologickych metoddach ve Shirce

zoopatogennich mikroorganismu. Veterinarstvi, 2013, 8, 611-614.

3.3  PREHLED POSTUPU PRO DETEKCI KONTAMINANT VIROVYCH KMENU

3.3.1. DETEKCE VIRU BOVINNI VIROVE DIARRHOEI (BVDV) VE VIROVYCH KMENECH A
BUNECNYCH LINIICH METODOU STANDARDNI REVERZNE TRANSKRIPCNIi PCR

Detekcni oligonukleotidy:

Ridpath JF, Bolin SR, Differentiation of types 1a, 1b and 2 bovine viral diarrhoea virus (BVDV)
by PCR. Molecular and Cellular Probes 12:101-106 (1998).

F (BVD-f): 5'-cat gcc cat agt agg ac-3°

R (BVD-r): 5°-cca tgt gcc atg tac ag-3*

Velikost produktu: 283 bp

Ta=50°C

Extrakce RNA

K extrakci nukleovych kyselin Chemagic Viral DNA/RNA Kit (Perkin Elmer) dle navodu
vyrobce.

Extrahuje se zarovenn RNA i DNA, coZ je vyhodné vhledem k charakteru detekovanych
kontaminant i ndsledné molekuldrné-biologické charakterizaci virovych kmena. Izolované
nukleové kyseliny je nutné uchovavat pfi -80°C. Nejprve je vyhodné provést detekci DVDV
(RNA virus) vzhledem k citlivosti RNA na opakované zamraZeni/rozmraZzeni. DNA (detekce
mykoplazmat a molekuldrni charakterizace virovych kmen() je mnohem odolnéjsi a
opakované zamrazZeni snasi lépe.

Kontrolni kmeny

CAPM V-315, BVDV strain Oregon C24 V (USA)
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Provedeni RT-PCR

HyperScriptTM (GeneAll) — One Step RT-PCR Premix

e Na jednu reakci: do zkumavky s premixem pridat 1 pl forward primeru, 1,5 ul reverse
primeru, 2,5 pl PCR vody a 5 ul extrahované RNA (maximdlni koncentrace 2 ug na
reakci).

e Smér primerd a vody lze pripravit v podobé premixu dle poctu vzorkd (nebo ve
vétsSim objemu zamrazit do zasoby, na 100 reakci 100 pl primeru F, 150 ul primeru R
a 250 pl vody pro PCR), pak se priddva 5 pl premixu a 5 pul RNA.

e Promichat, kratce stocit.

e Program termocykleru:

1. 55°C/30 min

2. 94°C/5 min

3. 35x: 94°C/30s
50°C/30s
72°C/30s

4. 72°C/5 min

Provedeni gelové elektroforézy

e 1,5% agardzovy gel v TBE pufru (1x)

3.3.2 DETEKCE MYKOPLAZEM VE VIROVYCH KMENECH A BUNECNYCH LINIICH METODOU
STANDARDNI REVERZNE TRANSKRIPCNi PCR

Pro detekci kontaminujicich mykoplazem byla pouzita diagnostickd souprava na bazi
standardni end-point PCR Venor® GeM Advance (Minerva Biolabs), dodavatel Bio Consult

Laboratories, spol. s r.o., dle navodu doporuc¢eného vyrobcem.

3.4 PREHLED POSTUPU PRO MOLEKULARNE-BIOLOGICKOU CHARAKTERIZACI VIROVYCH KMENU

3.4.1 DNA viry

Celed Adenoviridae

Fowl aviadenovirus

Klasifikace: rod Aviadenovirus (dfive jako Fowl adenovirus)
PCR detekce:

Cil: L1 oblast genu pro hexon

F: Hexon A caa rtt cag rca gac ggt

R: Hexon B tag tga tgm cgs gac atc at

Ta: 50 °C



Produkt: 897 bp

Literatura: GUnes et al. (2010)
Charakteristika kmene:

Fowl aviadenovirus CAPM V-135, Sb. 6455
PCR: cilova sekvence detekovdna
Sekvenace: L1 oblast genu pro hexon
Mykoplazma: nedetekovano

BVDV: nedetekovdno

Bovine mastadenovirus

Klasifikace: rod Mastadenovirus (dfive jako Bovine adenovirus)
PCR detekce:

Cil: V1 hypervariabilni oblast genomu

F: MaAdV_F1 cag tgg tch tac atg cac atc

R: MaAdV_R gca taa gac ccg tag caw gg

Ta: touch-down PCR, 10x65°-55 °C (pokles 1 °C na cyklus), 30x55°C
Produkt: 599-725 bp

Literatura: Sibley et al. (2011)

Charakteristika kmenu:

Bovine mastadenovirus A CAPM V-457, Sb. 6000
PCR: cilova sekvence detekovana
Sekvenace: V1 hypervariabilni oblast genom
Mykoplazma: nedetekovano

BVDV: nedetekovano
Bovine mastadenovirus B CAPM V-63, Sbh. 6490
PCR: cilova sekvence detekovana

Sekvenace: V1 hypervariabilni oblast genom
Mykoplazma: nedetekovano

BVDV: nedetekovano
Porcine mastadenovirus B CAPM V-310, Sb. 6425
PCR: cilova sekvence detekovana

Sekvenace: V1 hypervariabilni oblast genom
Mykoplazma: nedetekovano
BVDV: cilova sekvence detekovana - kontaminace

Celed’ Herpesviridae
Bovine alphaherpesvirus 1

Klasifikace: rod Varicellovirus (dfive jako Infectiou bovine rhinotracheitis virus)
PCR detekce:

Cil: gen pro glykoprotein G

F: CR19 cacgac ctg ggc ggg cag cac
R: CR40 ctg caa cgc gaa ggt gtg gct gt
Ta: 60 °C

Produkt: 702 bp

Literatura: Ros and Belak (1999)
Charakteristika kmena:
Bovine alphaherpesvirus 1 CAPM V-19, Sh. 5933
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PCR: cilova sekvence detekovdna
Sekvenace: gen pro glykoprotein G
Mykoplazma: nedetekovano

BVDV: nedetekovano
Bovine alphaherpesvirus 1 CAPM V-25, Sb. 5851
PCR: cilova sekvence detekovana

Sekvenace: gen pro glykoprotein G
Mykoplazma: nedetekovano

BVDV: nedetekovano
Bovine alphaherpesvirus 1 CAPM V-317, Sh. 4941
PCR: cilovd sekvence detekovana

Sekvenace: gen pro glykoprotein G
Mykoplazma: nedetekovano
BVDV: nedetekovano

Bovine alphaherpesvirus 2
Klasifikace: rod Simplexvirus (dfive jako Bovine mammilitis virus)
PCR detekce:

Cil: gen pro glykoprotein B

F: BoHV26528 F ctc cag cga cga tcc taa ttt
R: BoHV27151 R tat gcg ttg tgc tct gag tg
Ta: 55°C

Produkt: 624 bp

Literatura:  Torres et al. (2009)
Charakteristika kmene:
Bovine alphaherpesvirus 2 CAPM V-225, Sb. 5569

PCR: cilova sekvence detekovdna

Sekvenace: gen pro glykoprotein B

Mykoplazma: cilova sekvence detekovana - kontaminace
BVDV: nedetekovano

Bovine gammaherpesvirus 4
Klasifikace: rod Rhadinovirus (dfive jako Bovine herpesvirus 4, Movar virus)
PCR detekce:

Cil: gen pro glykoprotein B (ORF8)

F: gB1  ccc ttc ttt acc acc acctac a
R: gB2  tgccat agcagagaaacaatga
Ta: 50 °C

Produkt: 615 bp

Literatura: Wellenberg et al. (2001)

Charakteristika kmene:

Bovine gammaherpesvirus 4 CAPM V-54, Sh. 6648

PCR: cilova sekvence detekovdna

Sekvenace: gen pro glykoprotein B

Mykoplazma: nedetekovano

BVDV: cilova sekvence detekovana - kontaminace

11



Columbid alphaherpesvirus 1
Klasifikace: rod Mardivirus (dtive jako Pigeon herpesvirus)
PCR detekce:

Cil: gen pro DNA polymerazu

F: CoHV1 GATGGCGGCCTGCTGTTTGT
R: CoHV2 CGCCGTGGACGACTTGCGT
Ta: 60 °C

Produkt: 200 bp

Literatura: Wozniakowski et al. (2013)
Charakteristika kmene:

Columbid alphaherpesvirus 1 CAPM V-455, Sbh. 6445
PCR: cilova sekvence detekovdna
Sekvenace: gen pro DNA polymerazu
Mykoplazma: nedetekovano

BVDV: nedetekovano

Equid alphaherpesvirus 1
Klasifikace: rod Varicellovirus (dfive jako Equine abortion virus)
PCR detekce:

Cil: ORF68

F: EHV1 68F agc att gccaaa cag ttcc
R: EHV1 68R Caa gaa acc act gct caa cc
Ta: 60 °C

Produkt: 925 bp

Literatura: Nugent et al. (2006)
Charakteristika kmene:

Equid alphaherpesvirus 1 CAPM V-44, Sh. 5566
PCR: cilova sekvence detekovana
Sekvenace: ORF68

Mykoplazma: nedetekovano

BVDV: nedetekovano

Gallid alphaherpesvirus 1
Klasifikace: rod Iltovirus (dfive jako Avian infectious laryngotracheitis virus)
PCR detekce:

Cil 1: gen pro thymidin kinazu

F: ILTVf ctg ggc taa atc atc caa gac atca
R: ILTVr gct ctctcg agt aag aat gag taca
Ta: 55°C

Produkt: 2,24 kb

Cil 2: gen ICP

F: ICP 1F act gat agc ttt tcg tac agc acg

R: ICP 1R cat cgg gac att ctc cag gta gca
Ta: 55°C

Produkt: 688 bp

Literatura: Kirkpatrick et al. (2006)
Charakteristika kmenu:
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Gallid alphaherpesvirus 1 CAPM V-56, Ly841/10

PCR: obé cilové sekvence detekovany
Sekvenace: gen pro thymidin kinazu; gen ICP
Mykoplazma: cilova sekvence detekovana — kontaminace
BVDV: nedetekovano

Gallid alphaherpesvirus 1 CAPM V-83, Ly838/10

PCR: obé cilové sekvence detekovany
Sekvenace: gen pro thymidin kinazu; gen ICP
Mykoplazma: cilova sekvence detekovana — kontaminace
BVDV: nedetekovano

Suid alphaherpesvirus 1
Klasifikace: rod Varicellovirus (dfive jako Pseudorabies virus)
PCR detekce:

Cil: gen pro glykoprotein B

F: SuHV1-1783F atg gcc atc tcg cgg tgc
R: SuHV1-2099R act cgc ggt cct cca gea
Ta: 55°C

Produkt: 334 bp

Literatura: Balasch et al. (1998)
Charakteristika kmenu:

Suid alphaherpesvirus 1 CAPM V-94, Ly 504/62
PCR: cilova sekvence detekovdna
Sekvenace: gen pro glykoprotein B
Mykoplazma: nedetekovano

BVDV: nedetekovano
Suid alphaherpesvirus 1 CAPM V-166, Sb. 6647
PCR: cilova sekvence detekovana

Sekvenace: gen pro glykoprotein B
Mykoplazma: nedetekovano
BVDV: cilova sekvence detekovdna - kontaminace

Celed’ Parvoviridae
Ungulate bocaparvovirus 1

Klasifikace: rod Bocaparvovirus (dfive jako Bovine parvovirus)
PCR detekce:

Cil: gen VP2

F: BoBocaP1 GCTCTGGAGTGGGCTACT
R: BoBocaP2 AGGTGTTGCCAGTCATTAG
Ta: 55°C

Produkt: 240 bp

Literatura: Luo et al. (2013)

Charakteristika kmene:

Ungulate bocaparvovirus 1 CAPM V-172, Sh. 5582
PCR: cilova sekvence detekovdna
Sekvenace: gen VP2
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Mykoplazma: nedetekovano
BVDV: cilova sekvence detekovana — kontaminace

Ungulate protoparvovirus 1
Klasifikace: rod Protoparvovirus (dfive jako Porcine parvovirus)
PCR detekce:

Cil: gen VP2

F: qPPV1-F cagaat cagcaacct cacca
R: gPPV1-R gct gct ggt gtg tat gga ag
Ta: 60 °C

Produkt: 100 bp

Literatura: Opriessing et al. (2011)
Charakteristika kmenu:

Ungulate protoparvovirus 1 CAPM V-197, Sb. 6420
PCR: cilova sekvence detekovdna
Sekvenace: gen VP2

Mykoplazma: nedetekovano

BVDV: cilova sekvence detekovana - kontaminace
Ungulate protoparvovirus 1 CAPM V-198, Sb. 6351
PCR: cilova sekvence detekovana

Sekvenace: gen VP2
Mykoplazma: nedetekovano
BVDV: cilova sekvence detekovana - kontaminace

Celed' Poxviridae

Fowlpox virus
Klasifikace: rod Avipoxvirus

PCR detekce:

Cil: lokus fpv167

F: M2925 (P1) cagcag gtgcta aac aac aa
R: M2926 (P2) cgg tag ctt aac gcc gaa ta
Ta: 52 °C

Produkt: 578 bp

Literatura: Ruiz-Martinez et al. (2016)
Charakteristika kmen(:

Fowlpox virus CAPM V-100, Sb. 6454
PCR: cilova sekvence detekovdna
Sekvenace: lokus fpv167

Mykoplazma: nedetekovano

BVDV: nedetekovano

Pigeonpox virus
Klasifikace: rod Avipoxvirus

PCR detekce:
Cil: lokus fpv167
F: M2925 (P1) cagcag gtg cta aac aac aa
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R: M2926 (P2) cggtag ctt aac gcc gaata
Ta: 52°C

Produkt: 578 bp

Literatura: Ruiz-Martinez et al., (2016)
Charakteristika kmenu:

Pigeonpox virus CAPM V-101, Sb. 6444

PCR: cilova sekvence detekovdna
Sekvenace: lokus fpv167

Mykoplazma: nedetekovano

BVDV: nedetekovano

Bovine papular stomatitis virus
Klasifikace: rod Parapoxvirus

PCR detekce:

Cil: gen B2L

F: PPP-1 gtc gtc cac gat gag cag ct
R: PPP-4 tac gtg gga agc gcc teg ct
Ta: 55°C

Produkt: 594 bp

Literatura: Inoshima et al. (2000)

Charakteristika kmene:

Bovine papular stomatitis virus CAPM V-164, Sh. 5963
PCR: cilova sekvence detekovana

Sekvenace: gen B2L

Mykoplazma: cilova sekvence detekovana - kontaminace
BVDV: cilova sekvence detekovana - kontaminace

Myxomavirus
Klasifikace: rod Leporipoxvirus

PCR detekce:

Cil: gen M071L

F: MO71-F acccgccaagaaccacagtagt
R: MO71-R taa cgc gag gaa tat cct gta cca
Ta: 57 °C

Produkt: 471 bp

Literatura: Cavadini et al. (2010)

Charakteristika kmene:

Myxomavirus CAPM V-531, Sbh. 6385

PCR: cilova sekvence detekovana

Sekvenace: gen MO071L

Mykoplazma: cilova sekvence detekovana - kontaminace
BVDV: nedetekovano
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3.4.2 RNA VIRY

Celed' Arteriviridae

Equine arteritis virus
Klasifikace: rod Equartevirus

PCR detekce:

Cil 1: gen M

F: EAV_M1 CTGAGGTATGGGAGCCATAG
R: EAV_M10 GGCCTGCGGACGTGATCG
Ta: 60 °C

Produkt: 449 bp

Cil 2: gen GP5

F: GL105F GCTGACGGATCGCGGCGTTATT
R: GL675R ATAGTGGGCCTACCTGGGACTAA
Ta: 60 °C

Produkt: 591 bp

Literatura: Echeverria et al. (2007)

Charakteristika kmene:

Equine arteritis virus CAPM V-319, Sh. 6505

PCR: obé cilové sekvence detekovany
Sekvenace: gen M, gen GP5

Mykoplazma: nedetekovano

BVDV: cilova sekvence detekovana — kontaminace

Porcine reproductive and respiratory disease virus
Klasifikace: rod Porarterivirus

PCR detekce:

Cil: ORF7/3'NCR

F: dgPRRS_F ATGGCCAGCCAGTCAATCA

R: dgPRRS_R TCGCCCTAATTGAATAGGTGA
Ta: 52 °C

Produkt: 398 bp Type 1 EU; 433 bp Type 2 AM

Literatura: Choi et al. (2013)
Charakteristika kmene:

PRRSV CAPM V-490, Sb. 5947

PCR: cilova sekvence detekovdna
Sekvenace: ORF7/3'NCR

Mykoplazma: nedetekovano

BVDV: nedetekovano
PRRSV CAPM V-501, Sb. 6617
PCR: cilova sekvence detekovana

Sekvenace: ORF7/3'NCR
Mykoplazma: nedetekovano

BVDV: nedetekovano
PRRSV CAPM V-502, Sb. 5948
PCR: cilova sekvence detekovana
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Sekvenace:

Mykoplazma:

BVDV:

ORF7/3'NCR
nedetekovano
nedetekovano

Celed' Coronaviridae

Alphacoronavirus 1 (TGEV)

Klasifikace: rod Alphacoronavirus (dtive jako Transmissible gastroenteritis virus TGEV)
PCR detekce:

Cil:

F:

R:

Ta:
Produkt:
Literatura:

genS (S gene deletion area)

TGEV-F ggg taa gtt gct cat tag aaa taa tgg
TGEV-R ctt ctt caa agc tag gga ctg

55°C

1 006 bp

Kim et al. (2000)

Charakteristika kmena:

TGEV CAPM V-66, Sb. 5067

PCR:
Sekvenace:

Mykoplazma:

BVDV:

cilova sekvence detekovana

genS

nedetekovano

cilova sekvence detekovana - kontaminace

TGEV CAPM V-91, Sb. 6603

PCR:
Sekvenace:

Mykoplazma:

BVDV:

cilova sekvence detekovana

gen$S

nedetekovano

cilova sekvence detekovdna - kontaminace

TGEV CAPM V-126, Sb. 5628

PCR:
Sekvenace:

Mykoplazma:

BVDV:

cilovd sekvence detekovana

genS

nedetekovano

cilovd sekvence detekovana - kontaminace

Betacoronavirus 1 (BoCoV)

Klasifikace: rod Betacoronavirus (dfive jako Bovine coronavirus)
PCR detekce:

Cil:

F:

R:

Ta:
Produkt:
Literatura:

hypervariabilni oblast genu pro S1 podjednotku S proteinu

S1HS CTATACCCAATGGTAGGA
S1HA CTGAAACACGACCGCTAT
52 °C

885 bp

Brandao et al. (2006)

Charakteristika kmene:

Bovine coronavirus CAPM V-326, Sb. 6011

PCR:
Sekvenace:

Mykoplazma:

BVDV:

cilova sekvence detekovana

genS

nedetekovano

cilova sekvence detekovana — kontaminace
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Betacoronavirus 1 (PHEV)

Klasifikace: rod Betacoronavirus (dfive jako Porcine hemagglutinating encephalomyelitis

virus)

PCR detekce:

Cil:

F:

R:

Ta:
Produkt:
Literatura:

gen pro hemaglutinin esterazu

PHEVIIP3 GTTTGGCCTCTTTWTCCTTWTG
PHEVIIP4 TCAGAGCTAATAGATGGCACACC
50 °C

322 bp

Dong et al. (2014)

Charakteristika kmen:

PHEV CAPM V-167, Sb. 1999

PCR:
Sekvenace:

Mykoplazma:

BVDV:

cilova sekvence detekovdna
gen pro hemaglutinin esterazu
nedetekovano

nedetekovano

PHEV CAPM V-316, Sb. 6634 - BMK3

PCR:
Sekvenace:

Mykoplazma:

BVDV:

cilova sekvence detekovana
gen pro hemaglutinin esterazu
nedetekovano

nedetekovano

Celed Orthomyxoviridae

Influenza A virus

Klasifikace: Influenza A virus

PCR detekce:

Cil:

XXM mm

Ta:
Produkt:
Literatura:

HAo cleavage site IAV; panHA RT-PCR assay

HA1057.1F GGR GAA TGC CCC AAATAY GT

HA1057.2F GGR ARA TGC CCC AGR TAT GT

HA1057.3F GGR GAATGC CCC AARTAY AT

HA1232.1/555)-R CTAGTCCGAACATTGAGTTGCTATGVTGRTAWCCATACC
HA1232.2/555)-R CTGAGTCCGAACATTGAGTTYTGATGYCTGAADCCRTAC
50 °C

164-176 bp

Gall et al. (2008)

Charakteristika kmene:

Influenza A virus (swine) CAPM V-1, Sb. 6520

PCR:
Sekvenace:

Mykoplazma:

BVDV:

cilova sekvence detekovana

gen pro HA (HAo cleavage site IAV)
nedetekovano

nedetekovano

Celed' Paramyxoviridae

Avian avulavirus 1
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Klasifikace: rod Avulavirus (dfive Avian paramyxovirus 1; Newcastle disease virus)
PCR detekce:

Cil: F (Fusion protein) gene, Class Il

F: AMPV1_A ATGGGCYCCAGACYCTTCTAC

R: AMPV1_B CTGCCACTGCTAGTTGTGATAATCC
Ta: 52 °C

Produkt: 535 bp

Literatura: Liu et al. (2011)
Charakteristika kmen(:

Avian avulavirus 1 CAPM V-201, Sb. 6547
PCR: cilova sekvence detekovdna
Sekvenace: genF

Mykoplazma: nedetekovano

BVDV: nedetekovano
Avian avulavirus 1 CAPM V-442, Sb. 6548
PCR: cilova sekvence detekovana

Sekvenace: genF
Mykoplazma: nedetekovano
BVDV: nedetekovano

Celed Pneumoviridae

Bovine orthopneumovirus
Klasifikace: rod Orthopneumovirus (dfive jako Bovine respiratory syncytial virus)
PCR detekce:

Cil 1: gen N (nukleoprotein)

F: N2.3 CAT CTCAAT AAGTTG TGT GG

R: N2.4 TCT ACAACCTGTTCCATTTC

Ta: 49 °C

Produkt: 731 bp

Cil 2: gen G (glykoprotein)

F: VGl CCACCCTAGCAATGATAACCTTGAC
R: VG4 GCT AGT TCT GTG GTG GAT TGT TGT C
Ta: 58 °C

Produkt: 541 bp

Literatura: Valarcher et al. (2004)
Charakteristika kmenu:

Bovine orthopneumovirus CAPM V-362, Sb. 5536
PCR: obé cilové sekvence detekovany
Sekvenace: genN;genG

Mykoplazma: nedetekovano

BVDV: nedetekovano
Bovine orthopneumovirus CAPM V-534, Sh. 5517
PCR: obé cilové sekvence detekovany

Sekvenace: genN;genG
Mykoplazma: nedetekovano
BVDV: nedetekovano
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Celed' Picornaviridae

Enterovirus E
Klasifikace: rod Enterovirus (dtive jako Bovine enterovirus type 1)
PCR detekce:

Cil: 5’UTR (pozn. pouze ke klasifikaci do rodu)

F: Non-HUEV5UTR_F GGGAGTAGTCCGACTCCG
R: Non-HUEV5UTR_R CRGAGCTACCACTGGGGT
Ta: 55°C

Produkt: 220 bp

Literatura: Boros et al. (2012)
Charakteristika kmenu:

Bovine enterovirus CAPM V-10, Sb. 5850
PCR: cilova sekvence detekovana
Sekvenace: neprovedeno

Mykoplazma: nedetekovano

BVDV: nedetekovano
Bovine enterovirus CAPM V-231, Sh. 5144
PCR: cilova sekvence detekovana

Sekvenace: neprovedeno
Mykoplazma: nedetekovano
BVDV: nedetekovano

Enterovirus F
Klasifikace: rod Enterovirus (dtive jako Bovine enterovirus type 2)
PCR detekce:

Cil: 5’UTR (pozn. pouze ke klasifikaci do rodu)

F: Non-HUEV5UTR_F GGGAGTAGTCCGACTCCG
R: Non-HUEV5UTR_R CRGAGCTACCACTGGGGT
Ta: 55°C

Produkt: 220 bp

Literatura: Boros et al. (2012)
Charakteristika kmene:

Bovine enterovirus CAPM V-232, Sh. 6107
PCR: cilova sekvence detekovdna
Sekvenace: neprovedeno

Mykoplazma: nedetekovano

BVDV: nedetekovano

Erbovirus A
Klasifikace: rod Erbovirus (dtive jako Equine rhinitis A virus, rod Aphtovirus)
PCR detekce:

Cil 1: 5'UTR
F: ERAV5'UTR_F TCAGCCCCCTGTCATTGACT
R: ERAV5'UTR_R TGRTCAGGGCTGTAACCA
Ta: 50 °C
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Produkt: 446 bp

Cil 2: polyprotein

F: ERAVpoly2F TGGATGAAGTGGTTTITGC
R: ERAV poly2R ACTCTCATTGCATCAGCTGC
Ta: 50 °C

Produkt: 612 bp

Literatura: Lu et al. (2012)
Charakteristika kmene:
Equine rhinitis A virus CAPM V-258, Sh. 6485

PCR: obé cilové sekvence detekovany
Sekvenace: 5’UTR; polyprotein

Mykoplazma: nedetekovano

BVDV: cilova sekvence detekovana - kontaminace
Teschovirus A

Klasifikace: rod Teschovirus (dfive jako Porcine enterovirus)
PCR detekce:

Cil: 5‘UTR

F: pevla AGTTTT GGATTATCT TGT GCCC

R: pevle CGC GACCCT GTC AGG CAG CAC

Ta: 55°C

Produkt: 316 bp

Literatura: Krumbholz et al. (2003)

Charakteristika kmenu:

Porcine teschovirus CAPM V-250, Sbh. 5351

PCR: cilova sekvence detekovana

Sekvenace: 5‘UTR

Mykoplazma: nedetekovano

BVDV: cilova sekvence detekovana - kontaminace

Celed Rhabdoviridae

Piscine novirhabdovirus
Klasifikace: rod Novirhabdovirus (dfive jako Viral haemorrhagic septicemia virus)
PCR detekce:

Cil: gen N

F: VN_For ATG GAA GGA GGA ATT CGT GAA GCG
R: VN-Rev GCG GTG AAG TGCTGCAGTTCCC

Ta: 55 °C

Produkt: 505 bp

Literatura: Snow et al. (2004)

Charakteristika kmene:

Viral haemorrhagic septicemia virus CAPM V-350, Sb. 6553
PCR: cilova sekvence detekovdna

Sekvenace: genN

Mykoplazma: cilova sekvence detekovana

BVDV: nedetekovano
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Carp spirivirus
Klasifikace: rod Spirivirus (dfive jako Spring viremia of carp virus)

PCR detekce:

Cil: gen G

F: SVCV_G1 TGAAGAYTGTGTCAATCAAGTC
R: SVCV_G2 GCGARTGCAGAGAAAAAGTG
Ta: 55°C

Produkt: 369 bp

Literatura: Shimahara et al. (2016)
Charakteristika kmene:

Spring viremia of carp virus CAPM V-540, Sb. 6553
PCR: cilova sekvence detekovdna
Sekvenace: genG

Mykoplazma: nedetekovano

BVDV: nedetekovano
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3.4.4 POSTUP PRO EXTRAKCI NUKLEOVYCH KYSELIN

Pro extrakci nukleovych kyselin z virové suspenze je vzhledem k dalSimu postupu vhodné

vyuzit metodu umozniujici soucasnou extrakci DNA a RNA. Pro ucely postupu byla pouzita
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souprava Chemagic Viral DNA/RNA Kit (Perkin Elmer) dle navodu vyrobce. Pro extrakci
nukleovych kyselin je dale potfeba stojan pro magnetickou separaci v1,5/2 ml
mikrozkumavkach, ktery neni soucasti soupravy. Pro ucely postupu byl pouZit stojanek
Chemagic Stand 2x12 (Perkin Elmer). Dodavatelem pro vysSe uvedeny material je Elisabeth
Pharmacon spol. sr.o. Extrahovanou smés nukleovych kyselin je vhodné uchovavat pfi

teploté -80 °C.

3.4.5 POSTUP PRO PROVEDENI PCR

Pro provedena polymerazové retézové reakce (PCR) ke specifické detekci c¢asti virového
genomu DNA vird byla pouZita souprava Aptamer Hot Start Mastermix (Top-Bio) dle navodu
vyrobce. Vzhledem k obsahu aditiv a barviva se po provedeni PCR vzorek vklada pfimo na
agardzovy gel. Dodavatelem materiadlu je Top-Bio, s.r.o. SloZeni reakéni smési je uvedeno

v Tabulce 2. Teplotni profil amplifikacni reakce je uveden v Tabulce 3.

Tabulka 2: SloZeni reakéni smési pro soupravu Aptamer Hot Start Mastermix (Top-Bio)

Komponenta Findlni koncentrace MnoZstvi na 1 vzorek
mastermix 1x 20 ul

voda - 12 wl

primer F [10 pmol/ pl] 0,5 uM 2 ul

primer R [10 pmol/ pl] 0,5 uM 2 ul

cDNA 4 ul

Celkovy objem reakéni smési 40 ul

Tabulka 3: Teplotni profil amplifika¢ni reakce pro soupravu Aptamer Hot Start Mastermix
(Top-Bio)

pocatecéni denaturace 94 °C/1 min 1 cyklus
denaturace 94 °C/15 s 35 cykla
nasednuti primeru x °C/15 s*

syntéza 72 °C/30s

zavérecna syntéza 72 °C/7 min 1 cyklus
chlazeni 12 °C -

*Ta, pro oligonukleotidové primery k detekci jednotlivych virli zahrnutych ve Funkénim
vzorku jsou uvedeny v kapitole 3.4.1

3.4.6 POSTUP PRO PROVEDENI REVERZNE TRANSKRIPCNI PCR

Pro provedeni jednokrokové reverzné transkripéni PCR (RT-PCR) ke specifické detekci Casti
virového genomu RNA virld byla pouZita souprava HyperScript™ One-step RT-PCR Premix

(Geneall Biotechnology Co., Ltd.) dle navodu vyrobce. Dodavatelem materialu je Bohemia
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Genetics s.r.o. SloZeni reakéni smési je uvedeno v Tabulce 4. Teplotni profil amplifikacni

reakce je uveden v Tabulce 5.

Tabulka 4: SloZeni reakéni smési pro soupravu HyperScript™ One-step RT-PCR Premix
(Geneall Biotechnology Co., Ltd.)

Komponenta Koncentrace Mnozstvi na 1 vzorek

RT-PCR premix 1x 10 ul (baleno ve stripech 8x0,2 ul
zkumavky)

primer F—P3 [10 pmol/ ] 0,5 uM 1l

primer R—P4 [10 pmol/ ul] 0,75 uM 1,5 ul

voda bez nukleaz** - 2,5 ul

RNA max. 2 ug 5ul

Celkovy objem reakcni smési 20 ul

Tabulka 5: Teplotni profil amplifika¢ni reakce pro soupravu HyperScript™ One-step RT-PCR
Premix (Geneall Biotechnology Co., Ltd.)

reverzni transkripce reverzni transkripce 55 °C/45 min | 1 cyklus
inaktivace/denaturace | 94 °C/4 min
polymerazova retézova reakce denaturace 94 °C/30s 35 cykl{
nasednuti primeru x °C/30 s*
syntéza 72°C/30s
zavérecna syntéza 72 °C/5 min 1 cyklus
chlazeni 12 °C -

*Ta, pro oligonukleotidové primery k detekci jednotlivych virli zahrnutych ve Funkénim
vzorku jsou uvedeny v kapitole 3.4.2

3.4.7 POSTUP PRO SEKVENACI AMPLIFIKOVANYCH CASTi GENOMU

Po provedeni agardzové gelové elektroforézy byl amplifikovany produkt o ocekavané
velikosti purifikovan pomoci Wizard®SV Gel and PCR Clean-Up system (Promega) dle
navodu vyrobce. Dodavatelem soupravy je East Port Praha, s.r.o. Sekvenace byla provedena
externim dodavatelem Eurofins Genomics obousmérné s vyuzitim Mix2Seq Kit (Eurofins

Genomics).

4, SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

Ovérovani pritomnosti specifické virové nukleové kyseliny jednotlivych sbirkovych polozek a
detekce kontaminujicich mykoplazem (Mycoplasma sp.) a viru bovinni epidemické diarhei
(BVDV) se u noveé pfipravenych Sarzi sbirkovych kmend doposud rutinné neprovadélo. VyuZiti
navrzenych postupl vyrazné zkvalitni sluzby poskytované Sbirkou zoopatogennich

mikroorganism@ (CAPM) VUVel Brno.
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5. UPLATNEN{ FUNKENIHO VZORKU

Funk¢ni vzorek je na pracovisti autorl zaveden. Jeho dal$i komeréni vyuZité se vzhledem
k charakteru vysledku a jedinecnosti pracovisté, kdy Sbhirka zoopatogennich mikroorganisma
(CAPM) je jedina shirka uchovavajici virové plvodce vyznamnych veterindrnich ndkaz,
nepredpoklada. Vyznam uplatnéni funkéniho vzorku spociva ve zlepseni postupl pfipravy
novych SarZi virovych kmenl deponovanych na Sbirce zoopatogennich mikroorganismu

(CAPM) VUVel Brno.

6. EKONOMICKE ASPEKTY
V soucasné dobé neni mozni ekonomické aspekty funkéniho vzorku urcit.
7.  DEDIKACE

Funkéni vzorek byl vytvoren v ramci projektu Narodni agentury pro zemédélsky vyzkum, Cislo

projektu QJ1630210.
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