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Annotation:

The recently raised awareness of the threat of a new influenza pandemic has stimulated
interest in the detection of /nfluenza A viruses in human as well as animal secretions. A novel
virus isolation and multiplex reverse transcription — PCR (RT-PCR) assay was developed to
allow in one test detection of multiple viral infections. Many of previously described PCR
methods are sensitive, but only for specific species. I have used a specific set of primers.
based on highly conserved region of the matrix gene for typing Influenza A virus and specific
flu primers for influenza subtyping. The total amount of samples was 205 and | have detected
8 samples (3.9%) of Influenza A virus. Seasonal variations in the rates of detection of the
different organism were observed, as was expected from the literature.

There are three methods used for the isolation of total RNA. Concluded, the best
results were achieved by Qiagen, very good results were achieved by purification with Chelex
—100. It was not acquired any applicable RNA by Trizol method.

Series of circular vectors, containing fragments of H5 and M gene, were prepared
entirely from cloned ¢cDNA and sequenced. The use of these vectors enabled us to prepare

vaccines, dissects a studying from influenza pathogenesis and it allows highly efficient

generation of clones without technical limitations as well.
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1. SEZNAM ZKRATEK

cDNA ,Copy* DNA

CTAB Cetyltrimetylamonium-bromid
DEPC | diethyl pyrokarbonat

DTT Dithiothreitol

EDTA  Etylendiamintetraacetat

EIA Enzyme Immuno Assay; Enzyme-linked Immunosorbent Assay
Elfo Elektroforéza

HA Hemagglutinin

HAI Hemagglutinin inhibi¢ni test

HPAI Vysoce-patogenni aviarni chiipka
IPTG Isopropylthiokyanat
LB Luria-Bertani medium

LPAI Nizko-patogenni aviarni chiipka

M ~ Matrix - gen

NA Neuraminidaza, exo-a-sialiddza, téz acetylneuraminyl hydrolasa
NS Nestrukturni gen

PCR »~Polymerase chain reaction* polymerazova fetézova reakce

RFLP Restriction Fragment Length Polymorphism
RT-PCR Reversné transkripéni — PCR

TAE Tris-Acetat-EDTA pufr

TBE Tris-Borax-EDTA pufr

TE Tris-EDTA pufr

TRIS Tris(hydroxymetyl)-aminometan

SA Kyselina sialova

SDS Sodium-dodecylsulfat

SzU Statni Zdravotni Ustav

UTR Nepiekladana oblast

WHO Svétova zdravotnickd organizace



2. UvVoD

Detekce virli, pomoci molekularnich metod zalozenych na PCR, se ve virologii objevila jiz
pomérné davno a dosahla pfi monitorovani téchto agens velmi vyznamnych teoretickych 1
praktickych vysledkl. Molekularni metody vynikaji obrovskym potencidlem amplifikace
produktu a 1 velmi vysokou citlivosti, ve srovnani se star$imi metodami, mezi néz patfi
predevsim fixace komplementu (CF), hemagglutinin-inhibi¢ni test (HAI) a enzymaticka
imuno-analyza (EIA).

Samotné PCR reakci predchazi izolace virové RNA (vlastné totalni RNA), kterd musi
byt prosta inhibi¢nich latek. Jejich pfitomnost totiz obvykle interferuje s nasledujici reakci
reverzni transkripce. Virovd RNA je pfepsana do cDNA za pomoci specifickych virovych
primeril nebo je prepsana totalni vyizolovana RNA za pomoci ndhodnych hexanukleotidi.

Vlastni dvoustupfiova PCR detekce se provadi s primery pro Matrix gen (Fouchier et
al., 2000), pomoci kterého se stanovi piitomnost chfipkového viru a nasledné jsou pozitivni
vzorky subtypizovany se specifickymi primery pro hemagglutinin. RT-PCR detekce chiipky
pfedstavuje rychlou a spolehlivou alternativu k star§im postupiim, zalozenych na
sérologickych testech.

Krom& detekce chfipkového viru v pta¢i populaci jsem pomoci PCR amplifikace
ptipravil i cirkularni vektory (H5-pCR4"-TOPO™) odvozené od vektoru pCR4“-TOPO"
(Invitrogen, USA), sinzertem genu H5 — ptaci chfipky, ddle vektor (M-pCR4"“-TOPQ")
odvozeny od vektoru pCR4"-TOPO" (Invitrogen, USA), s inzertem genu M — pta¢i chiipky.



3. LITERARNiI PREHLED

3.1 Kilasifikace

Chiipka je celosvétové zavazné infekéni onemocnéni, jedinecné svoji schopnosti vyvolavat
sezonni epidemie (Webster et al., 1992) a v nepravidelnych nékolikaletych intervalech
pandemie (Gibbs et al., 2001, Simonsen et al., 1997). DokaZze infikovat aspé$n€ Siroké
spektrum Zivo¢idnych druhti a unikat obratné imunitni odpovédi, a to vSe diky schopnosti
rychle ménit antigenni vlastnosti dvou povrchovych glykoproteinli (Munoz et al., 2005).

Chfipkové viry patii do Celedi Orthomyxoviridae, kterd zahrnuje 5 rodi.
Influenzavirus A, Influenzavirus B, Influenzavirus C, Thogoto virus (zahrnuje viry Thogoto a
Dhori) a Isavirus (Cox et al., 1998). Pocet a struktura RNA segmenttl je hlavnim rozliSujicim
faktorem na -téchto pét rodd. Zatimco rod Influenzavirus B infikuje pouze Clovéka,
Influenzavirus A a Influenzavirus C  je virulentni pro vice druhd (Lamb et al., 1991).
Influenzavirus A infikuje vodni a pobfezni ptaky, prasata, koné, driibez, tazné ptaky, delfiny,
norky, velbloudy, tulené¢ a v neposledni fadé také clovéka (Wright et al, 2001). Rod
Influenzavirus A zahrnuje jediny druh Influenza A virus. Z obalovych antigennich protein( na
povrchu [Influenza A viru zname 16 subtypd hemagglutininu (H1.H16) a 9 subtypi
neuramidinazy (N1..N9). Pravé oba tyto glykoproteiny a jejich mutace jsou zodpoveédné za
antigenni vlastnosti chfipky. Navic jsou ve vétSin€ pfipadd uzce druhové specifické, takze
chiipkovy virion opatfeny hemagglutininem humalniho typu neni schopen efektivné infikovat
ptaciho hostitele a naopak (Gambaryan et al., 2005).

To pfi stanoveni pomoci PCR technik zté€Zuje celou situaci a je naroéné na celkové
mnozstvi specifickych primer. U vodnich ptak(, zvlasté kachen a u rackl se vyskytuji
vechny typy hemagglutininl a neuramidindzy. Na rozdil od savcl, u nichz se replikuji viry
jen v trachedlnich buiikach, u ptakl se pomnozuji i v buiitkdch stfevniho epitelu (Hatta et al.,
2002). Pta¢i viry jsou tedy exkretovany do vodniho prostiedi s fekaliemi a jsou znovu
pfjimany oro-fekalni cestou z kontaminované vody. Fylogenetické studie zaméfené na
ekologii chiipky potvrdily hypotézu, Ze sav¢i typ chiipky je derivovany z ptivodné ptaciho -
starS§iho typu a virus nasel u savci zplisob adaptace v hornich cestach dychacich. Studie
zaméfena na fylogenetickou analyzu nukleoproteinu, NS genu a hemagglutininu ukdzala
rozdéleni chiipky z plivodné ptaciho typu na 5 novych: plvodni koiiskou, recentni koriskou,
chiipku u racki, praseci a lidskou (Fanning et al., 1999; Spackman et al., 2005; Suarez et al.,

1998).



3.2 Struktura genomu

Vsechny chfipkové viry maji segmentovany genom a obsahuji 6-8 molekul negativné
orientované RNA. Kazd4 z téchto RNA molekul kéduje 1-2 virové proteiny (Lamb et al.,
2001), které jsou glykosylované (Nakamura et al, 1978, 1979).  Z povrchovych
glykoproteind, zodpovédnych za antigenni vlastnosti Influenza A viru, rozliSujeme dva.
Hemagglutinin a Neuraminidazu. Tieti transmembranovy protein nachdzejici se z¢asti na
povrchu virionu je M2 protein, ktery tvofi iontovy kandl a sehrava dulezitou roli pfi
uvolfiovani virionu a virovych RNA do cytozolu buriky. Stanoveni chfipky, jeji typizace a
subtypizace, se prokazuje pfitomnosti VRNA pravé téchto tfi proteind.

Na koncich kazdého segmentli rozeznavame 3° a 5° UTR sekvenci. Tato sekvence
obsahuje promotory, polyadenyla¢ni signal a termina¢ni signal transkripce, vazebné misto pro
chtipkové polymerazy, pro transkripci a pakédzovaci signdl do pucenim vznikajiciho virionu.
Prvnich 12 a poslednich 11 — 15 nukleotidi je velice ptisné konzervovano pro cely druh
Influenza A virus (Szymkowiak et al., 2003). V rdmci jednoho virového druhu se pak lisi
sekvence pro jednotlivé segmenty (1-8). Této skutecnosti lze vyuzit pti klonovéani celych

segmentl do plazmidu (Obr.1).

H1 AGCAAAAGCAGGGGATAATCAAATCAATCGAGATG
H3 AGCAAAAGCAGGGGATACTTTCATTAATCATG
H5 AGCAAAAGCAGGGGTATAATCTGTC

H7 AGCAAAAGCAGGGGATACAAAATG]

H1l GGAAAAACACCCTTGTTTCTACT
H3 TTAAAAACACCCTTGTTTCTACT
H5 TTAAAAACACCCTTGTTTCTACT
H7 GGAAAAACACCCTTIGTTTCTACT

Obr. 1: Konzervativni sekvence Hemagglutininu (HA)

A: zacatek mRNA virového segmentu 4, Hemagglutininu; B: konec mRNA virového segmentu 4, Hemagglutininu.
Zvyraznény jsou podrtzenim sekvence primeri U12 (zagatek) a U13 (konec). V rdmedku je zvyraznén inicialni triplet
ATG. HI - HIN1 |4585160|gb|AF091309.1|AF091309 Influenza A virus A/duck/Alberta/35/76(HIN1); H3 - gi h3n8
[324189|gb{J02109.1|FLAHAMU Influenza A virus A/duck/ukraine/1/63 (h3n8), hemagglutinin (seg 4); HS - gi H5NI
|73852954|refINC_007362.1| Influenza A virus (A/Goose/Guangdong/1/96(H5N1)) segment 4; H7 - gi H7N7
902752|gb|U20459.1| Influenza A virus (A/chicken/Leipzig/1/79(H7N7)) segment 4. Zpracovano programem BioEdit
v.7.0.4.1. (Hall, 1999).

3.3 Hemagglutinin

Hemagglutinin je hlavni povrchovy glykoprotein zodpovédny za vazbu na povrch hostitelské

buiiky. Rozeznéava oligosacharid terminalné ukonéeny kyselinou sialovou (SA) jako receptor.



Lidské chfipkové viry jsou prevalenéné vazany na SA s propojenim galaktozy «2,6 vazbou
(SAa2,6Gal) (Paulson, 1985). Takto ukoncené vazebné spojeni SA se piednostné nachazeji v
dychacim traktu savel. Ptaéi chiipkové typy preferuji vazebné spojeni v SA galaktozy a2,3
(SA02,3Gal) (Ito et al., 1997, 1998). Tato vazebna spojeni SA najdeme u ptakd jak v hornich
cestach dychacich, tak v epitelu stieva (Coucerio et al., 1993) . Aminokyselinové sekvence
(stejné jako jeji vVRNA templat) jsou v tomto misté vysoce konzervované a vytvari receptor-
vazebné misto. V sekvenci jsou dulezité 2 aminokyseliny, rozhodujici o preferenci
k budoucimu hostiteli. Jsou to aminokyseliny v hemagglutininové sekvenci na pozici 226 a
228 (Vines et al., 1998).

Celkovy poget hemagglutininovych subtypii, znamych v dnesni dobé, je 16. Ctrnact
subtypli hemagglutininu a 9 subtypli neuramidindzy bylo zafazovdno podle reaktivity
zalozené na EIA testech (Memorandum WHO). Tato technika umoznuje roziisit mezi
jednotlivymi viry a jejich subtypy HA na zakladé sérologickych principli. Moderni metody
subtypizace mohou vyuzivat 1 molekuldrni pfistupy. Pokud se HA1 region lisi o vice nez 30%
ve své aminokyselinové sekvenci od ostatnich subtypli, jde obvykle o novy subtyp.
Podobnym zplisobem byl zafazen novy subtyp H15 nalezeny v kachnach a vodnich ptacich v
Australit (Rohm et al., 1996) a H16 pochdzejici z rackl (Laurus ridibundus) z pobieznich
oblasti Svédska (Fouchier et al., 2004).

Na nukleotidové (a aminokyselinové) sekvenci hemagglutininu H5 (Obr. 2) jsou
vyznacena mista nasedajicich primert, pouzitych pro stanoveni a amplifikaci H5 patogenniho
subtypu Influenza A viru.

Dalsi primerovy set pouzitelny pro detekci HS5-hemagglutininu je zaloZen na
kombinaci 2 parli primer(, vnitini probé a Real-Time RT-PCR. Porovnanim citlivosti
Jednotlivych technik mé rychly antigenni test (DFA) hranici citlivosti o dva fady nizsi vici
klasické RT-PCR technice (Yuen et al., 1998) a o 3 fady niz8i viéi metodé Real-Time PCR
(Ng et al., 2005).
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Vyhledéani vhodnych primerti na hemagglutininu je nemaly problém. Primery musi
nasednout v ramci jednoho subtypu tak, aby vytvofily amplifikat vzdy, ale nenasedavat na
jiné subtypy hemagglutininu. Celou situaci ztézuje velikd mutabilita zplisobend nepiesnym
¢tenim RNA polymerazy a preskakovanim ztemplatu na templat. Navic se miiZe, diky
degenerovanému kodovani, ménit genetickd informace ve vRNA, aniz by se zménila
aminokyselinova sekvence. Primerové sekvence se proto nejcastéji cili do vysoce

konzervovanych mist (Lee, 2001; Marschall, 1995).

3.4 Neuraminidaza

Neuraminidédza je tetramerni glykoprotein vy¢nivajici na povrch virionu svoji
globuldrni ¢asti. K vysoké patogenité chiipkovych vird pfispivé vice faktord. Jednim z nich je
préveé spoluprace Neuraminidazy a Hemagglutininu.

A:

N1 AGCAAAAGCAGGAGTTCAAAATGAAT

N1* AGCAAAAGCAGGAGTTCAAAATGAATCC
N7 AGCAAAAGCAGGAGTGAAAATGAATCCAAA
N2 AGCAAAAGCAGGAGTAAAGATGAATCCAAA

B:
N1 - TAGTTTGTTCAAAAAAACTCCTTGTTTCTACT
N1 GTAGTTTGTTCAAAAAACTCCTTGTTTCTACT
N7 GCAATTTTAGAAAAAAACTCCTTGTTTCTACT
N2 GCAATTTTAGAAAAAAACTCCTTGTTTCTACT

Obr. 3: Konzervativni sekvence Neuraminidazy (NA)

A: zatidtek mRNA virového segmentu 6, Neuraminidazy; B: konec mRNA virového segmentu 6, Neuraminidazy.
Zvyraznény jsou podrtZenim sekvence primerd U12 (za¢atek) a U13 (konec). V rame¢ku je zvyraznén iniciaéni triplet
ATG. NI - gi|58576lemb|X52226.1|AIVNEUR Influenza A virus (A/FPV/Rostock/34(H7N1)); NI* -
£i[324441|gbjK02252.1]FLANAKB Influenza A/parrot/Ulster/73 (H7N1); N7 - gi|391684|dbj|D00713.1[FLA180NA
Influenza A virus sw/Ehime/1/80 (HIN2), gene for neuraminidase; N2 - gi|73919135|refiNC_007368.1|Influenza A virus
(A/New York/392/2004(H3N2)). Zpracovano programem BioEdit ver.7.0.4.1. (Hall, 1999).

Neuraminiddza jako jeden z povrchovych glykoproteinli na virovém povrchu vaze
hostitelsky-buné¢né protedzy, které se ucastni Sté€peni hemagglutininu. Mezi tyto proteézy
patfi plasminogen, jeZ je prekurzorem plasminu — enzymu zodpovédného za S3tépeni
hemagglutininu. Pravé ten je vazan neuraminiddzou, pokud tato obsahuje na svém C-konci
aminokyselinového fetézce lysin (pozice 146) (Goto et al., 1998). Neuraminidaza plisobi tedy
jako koncentra¢ni ¢initel a vaze plasminogen do tésné blizkosti hemagglutininu. Z hlediska
detekce patogennich subtypd jsou PCR molekularni metody vhodnym ndstrojem pro

potvrzeni ur¢ité ¢asti aminokyselinové sekvence.



3.5 Matrixgen M

Ctvrty segment virové RNA obsaZené ve
virionu chfipky je prepisovan diky sestfihu .-E- M1 [—Aw 25288

na 2 proteiny. Jsou jim  vysoce

konzervované proteiny M1 a M2. M2

M2 [A,, 97aa

protein, fungujici jako iontovy kanal, je
zodpovédny za  rozruSeni  pozdniho
endozomu a uvolnéni virové RNA do
cytozolu buiiky (Lakadamyali et al., 2004).  Obr. 4: Zndzornéni sestFihu matrix genu

M1 —sestfizeni M1 proteinu; M2 — sestfizeni M2 proteinu;

Déle bylo zjist€no, ze tvar viru (sféricky, cervens zvyraznéné usek amplifikitu po nasednuti primert

_ N FLU-MA-F-003 / FLU-MA-R-003.
filamentdrni nebo pleomorfni) je fizen

ob&éma proteiny (Roberta et al., 1998). RNA sekvence obou segmenti je velice konzervativni
a vyuziva se k typizaci izolatd Influenza A viru i od velice odli$nych hostitell (ptaci, ¢lovek,
prasata, koné, tuleil), kde dava spolehlivé vysledky (Fouchier et al., 2000). Kromé M genu se
pro typizaci miize Gspé$né pouzit i sekvence virové RNA pro NP protein (Lee et al., 2001;

Marschall et al, 1995).

3.6 Vysoce patogenni ptaci chfipkové viry — subtyp H5N1

Hodn¢ virovych glykoproteind na povrchu virionu je S3té€peno hostitelskymi
protedzami. U chfipkovych viri je za S§tépeni Hemagglutininu zodpovédny plasmin,
nachazejici se v epitelialnich buiikach hornich cest dychacich (Klenk et al., 1994). Prave tato
skute¢nost uréuje tropismus Influenza A viru u savci.

Navzdory tomu, Ze ptaci chipkové viry jsou cileny na SA a preferuji vazebné spojeni
s galaktozou 02,3 (SAa2,3Gal), mohou se n€které subtypy replikovat i v lidskych burikéch
(Matrosovich et al., 1999, 2004) epitelu hornich cest dychacich. Tato schopnost zmény
hostitele byla pozorovéana pfi pandemii v Hong-Kongu u subtypu HSN1 (Gambaryan et al.,
2004; WHO, 2005). Dal$im zplGsobem je Sifeni viru z kofisti na dravce. Testovanim na
koc¢kach bylo potvrzeno systémové nakazeni kofek po sezrani kurat infikovanych virem
H5N1. Viry byly identifikovany jak v exkrementech, tak v dychacim traktu (Rimmelzvaan et
al., 2006).

3.7 Metody detekce

Metoda detekce chiipkovych vird je velice citliva a je schopna detekovat i viry, jejichz

kapsidy a obaly jsou inaktivovany nebo denaturovdny. Je mozné detekovat i virové
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potomstvo, které je neinfekéni, napfiklad z diivodu silné mutovaného povrchového antigenu
nebo jiné soucasti virionu.

Sérologické dikazy chiipky spo¢ivaji v nalezu ¢tyfnasobného a vyssiho vzestupu titru
specifickych protilatek ve dvojici sér vySetfené v testu inhibice hemaglutinace (HIT),
enzymatické imuno-analyzy (EIA), fixace komplementu (KFR) nebo neutralizace viru (VNT).
Prvé sérum byva odebirano hned po propuknuti infekce, druhé po 10-14 dnech. A prave diky
¢asové narocnosti a vysledku, ktery ptichazi velice pozdé, se hledaji metody rychlejsi.

Jednou z moznosti je pouZiti klasické RT-PCR s vybranymi vhodnymi primery pro
jednoho patogena nebo pouziti multiplex metody (Choi et al., 2002, Poddar, 2002, Stockton et
al., 1998). Je mozné vysetfit i nékolik patogennich bakterii a viri dohromady. Ty se mohou
nachazet ve stejném odbéru (sputum, vytér) nebo zpisobovat stejné symptomy (soubor
respiracnich onemocnéni) (Grondhal et al., 2004).

Dalsi rychly zplisob detekce nabizi metoda MASS-TAG-PCR, kde je pouzito hned
nékolik desitek dvojic primert proti desitkam respiraénich patogent. Vysledné amplifikaty
jsou analyzovany pomoci hmotnostniho spektrometru a vyhodnoceny (Briese et al., 2005).

Velice rychla metoda detekce nejen chiipkovych virl je zaloZzena na reakci specifické
fluorescenc¢ni protilatky - technika ,,direct immuno-fluorescent antigen* DFA. Tato metoda
nevyzaduje Zadné specidlni vybaveni a béhem 15-ti minut se vysledek projevi zabarvenim
prouzku na detekénim pasku, na ktery byl aplikovan vytér nebo nosni vyplach (Chan et al.,
2002). Pomoci FDA techniky ale neni mozné od sebe odlisit dva subtypy hemagglutininu
nebo neuraminidazy, jako u RT-PCR (Spackman et al., 2002). Stejné tak citlivost testu je

omezena a pod ur¢ity titr nelze viry detekovat.

3.8 Porovnani metod izolace virové RNA

Izolace virové RNA je jednim z prvnich krokl pii detekci nejen chiipkovych viri. Bylo
odzkouSeno velké mnozstvi metod, které by odstranily inhibi¢ni substance z testovaného
vzorku (Hale et al., 1995). Tento krok je tedy zasadni, at’ vychdzime z fekalnich vzorku,
faryngo-nasédlnich vytérli nebo ze vzork® kloakalnich vytér(. Prvni z téchto technik bylo
vyvazani celych virovych €éstic pomoci protilatek na pevnou fazi (Jensen et al., 1990). Tuto
techniku po promyti nasleduje rozbiti virovych ¢astic a nasledna RT-PCR. Nasledné techniky
vyuzivaly specifické vazby biotin-streptavidin, navdzany na magnetické kulicky, umoziujici
rychlou purifikaci RNA vzorku (Muir et al., 1993). Dalsi metody vychazely z ¢isténi vzorku
pomoci chloroform — fenolové extrakce (Wilde et al, 1990) nebo =za pouziti

cetyltrimethylamonia-bromidu (CTAB) kationtového detergentu, ktery napomahal odstranit
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inhibi¢ni latky (Jiang et al., 1992). Techniky ¢idténi RNA pomoci specifické vazby na
sklenéna vlakna (¢i prach), popfipadé na specifickou hlinku t&zenou z motského dna (piivod
al., 1990) a staly se soucasti komeréné dodavanych izola¢nich kitl (napf. Qiagen, Stratagen).
Posledni metodu, kterou musim zminit je deaktivace inhibi¢nich latek vyvazanim na metal-
chelator Chelex-100 (Walsh et al., 1991). Nejedna se o klasickou izola¢ni metodu, nebot
chelator pouze vyvaze inhibiéni latky na sv(ij povrch a naslednou reverzni transkripci vlastné
provadime v pGvodnim vzorku. Tato metoda byla specidlné modifikovana pro preparaci

forenznich vzorki, vzorkl slin a krevni plazmy.

3.9 MozZnosti detekce chripkového viru a jejich subtypu

Detekce chiipkovych virG, popiipadé jejich subtypl event. mutantl, zplsobujicich vétsi
patogenicitu ¢&i rezistenci, je dosahovana pomoci velice pfesného procesu, kterym je
hybridizace molekuly oligonukleotidu a templatové DNA vzorku. Pravé tato schopnost
synteticky pfipraveného oligonukleotidu, vyhledat templat a zhybridizovat s touto molekulou
DNA rozhoduje o specifité reakce a prokazani pfitomnosti sekvenci odpovidajicim ,,forward™
a ,revers primeru. Druha informace, kterou PCR reakce ukazuje, je velikost
amplifikovaného primeru, obvykle srovnivana s molekuldrnim standardem odpovidajici
velikosti a rozliSeni. U odvozené techniky PCR, tzv. Real — Time PCR miizeme urcit 1 titr
viru ve vzorku.

Zkoumani variant mutantnich virt HSN1 s vyuzitim RT-PCR a sekvenace pfineslo mnoho
novych informaci o rezistentntech vi¢i Amantadinu. Zde dochazi ke zméné aminokyselinové
sekvence v M2 proteinu. Gen M2 patii mezi velice konzervované a zménu 4 aminokyselin
v tésné blizkosti u sebe je mozné detekovat pomoci RT-PCR a vnitiniho znaceného primeru
(proby), ktery odpovida pozitivni sekvenci rezistenta (Pachucki et al., 2004; llyushina et al.,
2005).

Dals8i moznosti vyuziti RT-PCR je rozliSeni chiipkovych virli subtypu H5N1 mezi
vysoce patogénni é nizkopatogenni. Principem stanoveni a rozliSeni je amplifikace kratkého
tseku hemagglutininu v oblasti, kde se vyskytuje §tépici misto. Toto misto je Stépeno
protedzou a jeho sekvence rozhoduje o spektru proteaz, jez jsou schopny tuto $t€pnou reakci
zahdjit. Koncenzus sekvence pro vysoce patogenni subtypy je —RKKR— (Obr.2) u
nizkopatogennich typii zcela chybi (Klenk et al., 1994). Po amplifikaci Gseku okolo §tépného
mista (baze 967 — 1090) se odcCita celkova délka useku, kterd se porovnava (pozitivni 124 bp,

negativni 112 bp).
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Pozitivnost nalezu vysoce patogenniho typu se potvrzuje sekvenaci a naslednym potvrzenim
aminokyselinového motivu (Payungporn et al., 2006)

Hemagglutininovy a Matrixovy gen nejsou jediné segmenty, jejichz mutace jsou
zodpovédné za vy$3i patogenicitu nebo rezistenci. Napiiklad neuraminiddza, jez ma deleci 19-
ti aminokyselin v oblasti stopky a nasedajici hlavi¢ky, je vysoce patogenni v porovnani
s nedeletovanou variantou. Tuto deleci je opét velice snadné detekovat pomoci PCR
s vyuzitim vnitini proby v oblasti deletovaného mista (Claas et al., 1998).

Kromé metod zaloZzenych na PCR je mozné detekovat subtypy chiipky za pomoci
RFLP metod. Jedna se o subtypové specifické §t€peni za pomoci restrikénich endonukleaz,
které dava na vysledné elektroforéze specificky ,pattern (Cooper et al., 2000). Tato technika
byla pouzita pro detekci H1, H3 a HS aviarni i humanni chiipky b&hem propuknuti epidemie
(Hong-Kong 1997-1998) a jen u méné nez 2% davala nepritkazné a nejasné vysledky.

PCR techniky jsou mnohem rychlejsi a se sadou vhodnych primerii mohou odhalit
celou fadu nepfibuznych patogenli, zplsobujicich onemocnéni s podobnymi symptomy
(Elden et al., 2002) ale vyzadujici odliSnou lécbu. Do této skupiny bychom mohli k chiipce
zatadit Parainfluenzavirus 1-3, Rhinovirus, Influenza virus B, Enterovirus, Haemophilus

influenza, Streptococcus pneumoniae a Coronavirus.

3.10 Klonovani cDNA chripkovych segmentt do plazmidu

Moznosti zaklonovat virovou DNA ¢ RNA (pfepsanou cDNA) do plazmidu se zabyvalo
nespocet praci (Neumann, 1999, 2000, 2001). Zaklonovanim tseku do plazmidu se nabizi
moznost studia jednotlivych regulacnich tsekil, funkénich a strukturnich proteind. Spolu
s vyvojem metodik tkdnovych kultur a moznosti transfekce pomoci plazmidu vznikla reverzni
virovd genetika. Ta umoznuje vzniknout virovému potomstvu, jez je napiiklad u chiipky
produktem multicetné transfekce 12-ti plazmidd, nesoucich informaci pro transkripci vRNA a
translaci nékolika dillezitych virovych proteinii (Neumann et al., 2001, Neuman et al., 1999).
Sou€asné je mozné vyuzit zvlast€¢ hemagglutininového segmentu (seg.4) pro produkci
vakciny. A to bud’ z odvozenych tkariovych kultur nebo je mozné vyuzit velice efektivniho
zplsobu tvorby vakcina¢nich proteint v bakulovirovém expresnim systému (Poompusta et al.,
2003). Vakciny vyvinuté pomoci reverzni genetiky jiz byly pouzity k ochrané ptakl (Tian et

al., 2005).
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4. CiLE PRACE

Cilem prace bylo navrhnout a zoptimalizovat metodu izolace celkové RNA z kloakalnich
vytérl, naso-faryngeélnich vytérti a fekalnich sbérG ptadich vzork( a navrhnout metodu
detekce pomoci RT-PCR. Dale monitorovat vyskyt typi a subtypl chfipkovych virl

v populaci ptak b&hem roku a zaklonovat hemagglutinovy fragment H5 do vektoru.
4.1 Dil¢i cile a jejich splnéni

4.1.1 Metoda izolace celkové RNA

Pii své praci jsem pouzil vSechny 3 mozné typy vzorkl (kloakalni vytér, naso-
pharyngealni vytér a fekalni vzorky) k detekci chfipkovych virti u ptakd. Nejvetsi mnozstvi
vzork(l bylo odebrano jako kloakalni vytér. Metoda izolace pomoci Trizolu se ukdzala jako
nejméné vhodnd. Pouziti RNA izola¢nich kolonek od Qiagenu a Chelexova metoda davaly

velmi dobré vysledky.

4.1.2 Monitoring chfipkovych virll v ptaci populaci béhem sezdény

Z celkového mnozstvi 205 vzorkid na 6 stanovistich bylo pozitivné identifikovano 8
vzorkll. Ty byly odebrany béhem 12 mésicl v rdznych ro¢nich obdobich od 10-ti druhi

vodnich ptaki.

4.1.3 Zaklonovani hemagglutinového genu do vektoru

K zaklonovéni byl pouzit hemagglutininovy gen inaktivovaného vzorku (a soucasné
standardu) H5N1 (A/dk/Viet. TG24-01/05 238/06). Tento H5 gen byl amplifikovan pomoci
PCR a zaklonovan do vektoru pCR®TOPO® (Invitrogen,USA).



5. MATERIAL A METODY

5.1 Bakterialni kmeny a plazmidy

Escherichia coli TOP 10F" (F-, mcrAd, A(mrr-hsdRMS-mcrBC), @80lacZAMI1S5, AlacX74,

deoR, recAl, araD139, Alara-leu)7697, galU, galK, rpsL (Str'), endAl, nupG)

Bakterie od firmy Invitrogen, které ale ddvaji nékolikrat vy3si vytézek plazmidové DNA.

5.2 Virové standardy

Influenza A virus HSN1 (A/dk./Viet.) TG24-01/05 238/06

Chtipkovy kmen, inaktivovany B-propiolaktonem, ziskano od Statniho zdravotniho ustavu v

Praze.

5.3 Primery

Seznam primert (Invitrogen, USA), vSechny v mnozstvi 50 nM.:

Primery pro typizaci chripky (M gen)

Oznadeni Sekvence 5’-37 Citace

Fouchier et
M52 . CTTCTAACCGAGGTCGAAACG al., 2000

Fouchiecr et
M253R AGGGCATTTTGGACAAAKCGTCTA al., 2000
M-WH5N-8 GAAGGTAGATATTGAAAGATG (WHO maruaz, 2002)
M-1023R GAAACAAGGTAGTTTTTTACTC (WHO manual, 2Z002)
FLU-MA-F-00. CTTCTAACCGAGGTCGAAACG viastrnl
FLU-MA-R-001 AGGGCATTTTGGACAAAKCGTCTA viastnl
Primery pro reverzni transkripci
vI3 AGTAGAAACAAGG (WHO manual, 2002)
iz AGCAAAAGCAGG voastni

Primery pro amplifikaci hemagglutininu a neuraminidazy

HF18 AGCRAAAGCAGGGGWWWW vliastni
HR20 AGTAGAAACAAGGGTGTTTT vliastni
NF20 AGCRAAAGCAGGAGWTNAAA viastni
NR20 AGTAGAAACAAGGAGTTTTT viastni

Tab.1.: Primery pro PCR
R=A+G;M=A+C:W=A+T;K=T+G.; Y =C+T
Vsechny primery byly nafedény 30 mM do DEPC vody a uchovavany pti -20 °C.
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Primery pro typizaci

Oznacon:
FLU-H1I-F-001
FLG-H1-R-001
F_LU-HEZ2-F-002
FLU-Ez-R-002
F_LU-E3-F-003
F_LU-E3-2-003
F

FHSE
FLU-H5-F-003
FLU-HS5-R-003
FH6F
FEGFR
FETF
FET =
FEOF
FHO9P

Primery pro

HA-1144
EA-Z
E5-1735FP
He-_48B0R
E9-_
H9-508R

Primery pro
FL-ES-F620

F_L-ES5-R1154
FL-ES-F1094
F_L-ES5-R1679
F_L-ES5-F35
FL-H5-R365

Primery pro

F_U-NI-F-001

m

ZU-NI-R-001
LU-NZ2-F-001
FLU-N2-R-001
FNY

RNS

FNT7F

FNTF®

M

(Hemagglutinin)
Sekvence 5°-3°
GRGAAAGAAGTCAATGCYTG
TTAATCCAGTGGCACDTTYC
GAGAAARTWAAGATTCTGCC
CCAARACAAYCCYCTTGAYTC
CARATTGARGTGACHAATGC
GGTGCATCTGAYCTCATTA
GCAGGGGAAARCAATGCTATC
CCWGGYTCTACAATWGTCC
ACACATGCYCARGACATACT
CTYTGRTTYAGTGTTGATGT
AGCATGAATTTTGCCAAGAG
GGRCATTCTCCTATCCACAG
GGGATACAAAATGAAYACTC
CCATABARYYTRGTCTGYTC
CTYCACACAGARCACAATGG
GTCACACTTGTTGTTGTRTC

typizaci HS5

GGAATGATAGATGGNTGGTAYGG
ATATCGTCTCGTATTAGTAGAAACAAGGGTGTTTT
GTGTTTTTAAYTAMAATCTGRACTMA
AATTCAAAGCAACCATTCCC
AGCAAAAGCAGGGGAAYWWC
CCATACCATGGGGCAATTAG

klonovani Hemagglutininu

CGGCAGAGCAGACAAAGCTCT
CTCCCCTGCTCATTGCTATG
GGATGGCAGGGAATGGTAGAT
AGACCAGCTACCATGATTGC
GTGCTTCTTCTTGCAATAG
CATAGTCATTGAAATCCCCTG

typizaci Neuraminidazy

TTGCTTGGTCGGCAAGTGC

CCAGTCCACCCATTTGGATCC
GGAAATCGTTCATATTAGCCCATTG
AGCACACATAACTGGAAACAATGC
AAAGCTTGTCGACCTGCAGCRAAAGCA
GAAGCTTGTCGACCTGCAGTAGAAACAA
TTCTGCAGCGTCTCAGGGAGCRAAAGC
TTCTGCAGCGTCTTATATTAGTAGAAAC

Citace:

viastni

vliastn
(Lee e
(Lee

©
(Lee e
e

[ t ot t

™ O ® [0} ® ® O
o O o [0 ™ 0 0
oo o0 0] o 0

WHO m
WHO m
WEO

(WEO m

(WEO ¢
(WEO ¢

vias

vias

vias
vias
viastn

vliastn
vliastn
vliastn

viastn

Primery pouzité pri klonovani fragmentu do plazmidu TOPO

Mi3 “Forward”
M13 “Reverse”
T3
T7

GTAAAACGACGGCCAG
CAGGAAACAGCTATGAC
ATTAACCCTCACTAAAGGGA
TAATACGACTCACTATAGGGG

Tab.2.: Primery pro PCR
R=A+G:M=A+C;W=A+T. K=T+G; Y =C+T
Vsechny primery byly nafedény 30 mM do DEPC vody a uchovavany pfi -20 °C.
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5.4 Média, material pro izolaci RNA, tvorbu cDNA a elektroforézu

5.4.1 Média a dalSi roztoky pro kultivaci baktérii:

- LB medium: 1% pepton, 0.5% kvasni¢ny autolyzat, 0.5% NaCl, pH upraveno KOH na 6.8.
Klavovano 30-45 minut, pfi 60 kPa. Pro nalévani ploten pfidan pted klavovanim agar do

2% koncentrace.

- S.0.C. médium (pro pfipravu kompetentnich baktérii): 2% trypton, 0.5% kvasni¢ny
autolyzat, 10mM NaCl, 2,5 mM KCI, 10 mM MgCl,, 10 mM MgSOs, 0.2% glukosa

(Invitrogen, USA). Médium se klavuje bez glukdzy a ta se nakonec prida sterilné pres filtr.

- Ampicilin byl pfidavan do médii sterilnég, po klavovani, z 1000x koncentrovan€ho zasobniho

roztoku 100 mg.ml'l ve sterilni vodé, uchovavaného v mrazaku.

5.4.2 Média pro Chelexovou metodu

-TE pufr pro preciSténi vzorku Chelexovou metodou: 10 mmol Tris-HCI, pH 7.2, 1 mmol

EDTA pH 8.0
- Chelex — 100 (Bio-Rad, USA).

543 Média‘ pro izolaci plazmidU

- roztok A - 25mM Tris, pH 8, 50 mM gluko6za, 10 mM EDTA

- roztok B — 0.2M NaOH s 2% SDS, Cerstvé pfipraveny nebo skladovany v mrazdku
- roztok C - nanéSeci elfo pufr + 2M Tris pH 7, 1:1

- 9.5M octan amonny

- Qiagen Plazmid Midi Kit (Qiagen, USA).

5.4.4 Material na elektroforézu a izolaci DNA z gelu:

- Agardza pro bézné pouziti

- 100x TAE pufr pro elfo: 4M Tris, 0.2M EDTA, pH upraveno kys. octovou na 8,0

- 10 x TBE pufr pro elfo: 20 mM Na,EDTA, 0.89 M kyselina borita, 0.89 M Tris-HCI, pH
upraveno na 8;0

- nanaseci elfo pufr: 10mg bromfenolové modfi, 10ml TAE pufru, 10ml glycerinu

- 1kb DNA (Fermentas, Canada) standard molekulovych vah, upraveny na konc. 250 ng.pl”

- Elektroforeticka vana MiniGel
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545

5.5

5.6

5.6.1

Material a media pro izolaci delSich amplifikatd H5 genu

Elongaza — enzymovy mix (Invitrogen, USA)
5 x Pufr A (Invitrogen, USA)
5 x Pufr B (Invitrogen, USA)

Material pro zaklonovani genu do plazmidu

pCR"™ 4-TOPO" (Invitrogen, USA), koncentrace 10 ng/ul, 50% glycerol, 50 mM Tris-
HCIL, pH 7.4 (pti 25 °C), | mM EDTA, 2 mM DTT, 0.1% Triton X-100, 100 pg/ml
BSA, 30 uM fenol.

10 x PCR Pufr (Invitrogen, USA), 100 mM Tris-HCI, pH 8.3 (pii 42 °C), 500 mM
KCl, 25 mM MgCl,, 0.01% Zzelatina.

dNTP Mix (Invitrogen, USA), 12.5 mM dATP, 12.5 mM dCTP, 12.5 mM dGTP, 12.5
mM dTTP, pH 8

Solny roztok (Invitrogen, USA), 1.2 M NaCl, 0.06 M MgCl,

Voda (Invitrogen, USA)

M13 ,forward“ primer (Invitrogen, USA), 0.1 pg.ml-1 v pufru TE pii pH 8 (sekvence
viz seznam primer()

M13 ,reverse primer (Invitrogen, USA), 0.1 pg.ml-1 v pufru TE pii pH 8 (sekvence
viz seznam primer()

T3 ,forward* primer (Invitrogen, USA), 0.1 pg.ml-1 v pufru TE pii pH 8 (sekvence
viz seznam primert)

T3 ,reverse* primer (Invitrogen, USA), 0.1 pg.ml-1 v pufru TE pii pH 8 (sekvence
viz seznam primeru)

Kontrolni PCR templat (Invitrogen, USA), 0.1 pg.ml-1 v pufru TE pii pH 8
Izolace plazmidové DNA z baktérii

Izolace plazmidt metodou mp ("minipreps")

Touto metodou jsem izoloval plazmidy pro vétSinu béZznych reakcei: restrikéni St€peni, ligact,
transformaci apod.

=  Vybrané klony (6-12) jsem péstoval v 5 ml LB média s antibiotikem pfes noc.
= Kulturu jsem nalil do mikrozkumavek 1.5 ml, a centrifugoval pfi 5000 rpm 2 min.,

supernatant jsem vylil.
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* Pfidal jsem 200 pl (pufr) a resuspendoval na vortex mixeru.

* Pridal jsem 400 pl (louh s SDS) a okamzit¢ fadné promichal
pievracenim. Nechal jsem stat vzorek 10 minut pfi pokojové teploté.

* Pridal jsem 200 pl 9.5 M octanu amonného a opét fadné promichal. Vzorek jsem
dal do mrazéaku -20°C na alespoil 30 minut.

» Sto¢il jsem chuchvalcovitou srazeninu SDS, proteind, zbytkd bunék a
jednofetézcové DNA 3 minuty pti 14000 rpm. Centrifugami jsem 1 x opakoval.

» Zcela Cisty supernatant jsem slil do novych mikrozkumavek, ptidal 500 pl
izopropanolu a nechal stat 10 minut pii pokojové teploté.

*  Vzorek jsem centrifugoval pfi 10000 rpm 2 minuty, supernatant slil a malou, ale

viditelnou srazeninku DNA rozpustil ve 30 pl vody.

5.6.2 lzolace plazmidi metodou pr ("z prouzkd").

Velmi rychla a levna metoda izolace, vhodna jen pro stanoveni velikosti plazmidu.

* Do mikrozkumavek 1.5 ml jsem napipetoval po 50 ul .

= Kratkou plastovou klickou jsem odebral malé mnozstvi bakteridlni pasty z prouzku
na plotné a resuspendoval v roztoku A —~ vSechny vzorky.

* Do prvniho vzorku jsem pfidal 50 pl a okamzit¢ klickou fadné
promichal, klicku jsem nechal v mikrozkumavce a pokracoval s dal§imi vzorky.
Vzorek jsem nechal stat 10 minut pfi pokojové teploté.

* Po 10-ti minutdch jsem pfidal do prvniho vzorku 20 pl a op€t fadné
promichal, klicku jsem vyndal a pokracoval postupné s dalSimi vzorky.

* V3Sechny vzorky jsem dal do mrazaku na alespon 10 minut. Tésné pfed nanesenim
na elektroforézu jsem sto¢il slizovitou srazeninu 3 minuty pii 14000 rpm.

Supernatant (20 pl) jsem nanesl na gel.

5.6.3 lzolace plazmidd — Qiagen plasmid minikit

* Vybranou kolonii narostlou na Petrino misce jsem pieockoval do LB 3 ml média a
nechal tfepat (200 rpm) 8 hodin pii 37 °C.
= Narostlou kulturu jsem centrifugoval 15 minut pfi 6000 rpm (+4 °C).

*  Po odstranéni supernatantu jsem piidal 0.3 ml pufru P1 a peletu jsem Uplné rozpustil.
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= Dale jsem pfidal 0.3 ml pufru P2, smés protfepal a inkuboval 15 minut pfi pokojové
teploté.

= Dale jsem piidal 0.3 ml pufru P3, smés inkuboval na ledu 5 minut

* Do kolonky jsem pfidal 1 ml pufru QBT a nechal protéct.

» Dale jsem zcentrifugoval mikrozkumavku s pufry P1 P2 a P3 z ptedchoziho kroku a
supernatant pfevedl do kolonky. Nechal jsem pufr voln€ protéct.

» Kolonku jsem nasledn¢ 2 promyl pufrem QC, vzdy 2 ml.

= Z kolonky jsem vymyl DNA pomoci 0.8 m! pufru QF.

= Pridal jsem 0,7 x mnozstvi izopropanolu a piesrazel. Centrifugoval jsem vzorek pii
14000 rpm a supernatant opatrné odstranil.

» Ziskanou peletu jsem znovu rozpustil v 70% ethanolu, centrifugoval pti 14000 rpm.
Supernatant jsem opatrné odstranil.

= Peletu jsem mimé vysusil a rozpustil v 100 ul TE pufru.

5.7 Izolace RNA ze vzorku

5.7.1 lzolace RNA pomoci TRIZOLU

Vatové tyCinky s kloakalnim vytérem jsem zastfihnul tak, aby se veSly do 1.5 ml
mikrozkumavky a pfidal jsem 500 pl destilované vody. Po 1 hodin€ odmaceni jsem vatove
ty¢inky obratil vzhiiru vatovou &isti a centrifugoval (Eppendorf, Némecko). K 350 pul
odebrané kloakalni tekutiny jsem pridal 1 ml RNAzolu (Invitrogen, USA) a zvortexoval. Dale
jsem piidal 120 pl chloroformu a diikladné protiepal. Smés jsem nechal na ledu 5 minut a pak
15 minut centrifugoval 12000 g (cca 15000 rpm) v chlazené (4 °C) centrifuze. Pipetou jsem
opatrné odebral do nové mikrozkumavky spodni organickou fazi, obsahujici totalni RNA.
K takto odebrané fazi (cca 400 ul) jsem pfidal stejné mnozstvi izopropanolu a nechal 15
minut stat na ledu. Vyslednou smés jsem 15 minut centrifugoval pii 12 000 g (4 °C). Opatrné
jsem slil supernatant a pridal 800 pl 75% etanolu. Jemné jsem mikrozkumavky zvortexoval a
dale 10 minut centrifugoval pii 4 °C a 8000 g. Etanol jsem odstranil a nechal vyschnout. Na
dné se tvoii peleta, kterou jsem nasledné rozpustil v 20 pl vody. Takto izolovanou totalni

RNA vzorku jsem uchoval pfi -80 °C.
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5.7.2 lzolace RNA pomoci Qiagenu

Vatové tyCinky s kloakdlnim vytérem jsem zastiihnul tak, aby se vesly do 1.5 ml
mikrozkumavky a pfidal jsem 500 pl destilované vody. Po 1 hodin¢ odmaceni jsem vatové
ty¢inky obratil vzhiiru vatovou ¢asti a zcentrifugoval (Eppendorf, Némecko). K odebranému
roztoku ze dna mikrozkumavky jsem ptidal 350ul lyzaéniho pufru a 550 pl 70% etanolu. Po
5-ti minutach stani jsem obsah mikrozkumavky podle ndvodu pfevedl do kolonky a
centrifugoval pfi 6000 g (odpovida 8000 rpm), 2 minuty. Odstranil jsem roztok, ktery protekl
kolonkou a pfidal 500 pl roztoku RW a centrifugoval opét pfi 6000 g, 2 minuty. Roztok, ktery
protekl kolonkou jsem odstranil a pfidal do kolonky 500 ul roztoku RPE a opét centrifugoval
pfi 6000 g. Tuto proceduru jsem opakoval 2 krat. Déle jsem kolonku prendal do nové 1,5 ml
mikrozkumavky a pfidal jsem do kolonky 20pul DEPC vody. Roztok, ktery protekl kolonkou

obsahoval totalni RNA a byl zchlazen a uchovéavan pfi -80 °C.

573 Izolace RNA chelexovou metodou

Vatové tyCinky s kloakdlnim vytérem jsem =zastfihnul tak, aby se veSly do 1.5 ml
mikrozkumavky a pfidal jsem 500 pl destilované vody. Po 1 hodiné odmaceni jsem vatové
ty¢inky obratil vzhiru vatovou ¢asti a zcentrifugoval (Eppendorf, Némecko). K 350 pl
roztoku kloakalniho vytéru jsem pfidal 500 pl 5% suspenze pryskyfice Chelex-100 (Bio-Rad,
USA) vTE pufru (10 mmol Tris-HCIL, pH 7.2, 1 mmol EDTA pH 8.0). Vzorek jsem
inkuboval ptres noc pii 56 °C. Po inkubaci jsem obsah mikrozkumavky 2 minuty centrifugoval
pii 6000 g a supernatant prevedl do nové mikrozkumavky. K supernatantu jsem piidal 200 pl
5% suspenze Chelex-100. Vzorek jsem inkuboval 1 hodinu. Dale jsem vzorek zahfal 15
minut na 95 °C, centrifugoval a zchladil na 4°C. Odebral jsem supernatant a uchoval pii -80

°C pro dalsi pouziti.
5.8 Syntéza cDNA

5.8.1 Metoda pomoci hexanukleotid(

Mikrozkumavku s 4 pl izolované virové RNA, 1ul hexanukleotidii a 6 pul DEPC vody jsem
inkuboval 5 minut pii 72 °C. RT-PCR reak¢éni mix obsahoval 6.5 pl DEPC vody, 2 pl 5xRT
pufru, 0.5 pl Rnasinu a 2.5 pl 10 mmol dNTPs a 1 pl reverzni transkriptazy M-MLV (vSe kit

Fermentas). Reakéni mix jsem inkuboval pfed pridanim k templatu 5 minut pfi 30 °C. Do
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mikrozkumavky s templatem jsem pfidal 12.5 pl RT-PCR reakéniho mixu a inkuboval jsem

60 minut pii 42 °C. Inkubaci nasledovala inaktivace reverzni transkriptdzy (10 minut, 30 °C).

5.8.2 Metoda pomoci specifického primeru

Stejny postup jako vmetodé 5.6.2, jen misto hexanukleotidl jsem pfidal Ipl 30 mM

specifického primeru UNI-12.

5.9 PCR amplifikace

5.9.1 Standardni

Do sterilnich 0.2 ml PCR mikrozkumavek na ledu jsem prevedl 1.5 pul cDNA, podle
poZzadovaného typu amplifikatu nepipetujeme 1 pl 30 mM potiebného primeru (Tab. 1 a 2) a
pfidame 18.5 pl PCR master mixu. Ten obsahuje: 2 pul PCR pufru s MgCl,, 15 pl vody, 1 ul
10 mM dNTPs, 0.4 pl dNTPs (10 mM) a 0.1 pl Taq Polymerazy (vSe Fermentas).
Mikrozkumavky jsem vlozil do termocykleru (Bio-Rad, USA) s programem pro amplifikaci:
94 °C, 2 minuty, 30 krat cyklus (94 °C, 1 minuta, 58 °C, 1 minuta, 72 °C, 3 minuty), 72 °C, 8
minut a 4 °C, az do dal§iho pouziti nebo pfendani do mrazdku (-20 °C) k uchovani.

Anealingova teplotu a ¢as jsem operativné ménil podle pouziti primerti a typu amplifikace.

5.9.2 Gradientova

Pripravil jsem pro kazdy zkoumany vzorek stejny PCR mix s templatem a primery jako pfi
standardni PCR amplifikaci a rozpipetoval jej do 8-mi 0.2 ml PCR mikrozkumavek. Na

termocykleru jsem nastavil gradientovou annealingovou teplotu zvolenim meznich hodnot

fNvwr

jamek v termocykleru.

5.9.3 Amplifikace delSich kusti H5 genu

Na ledu byly pfipraveny dva mixy:

Mix I: 1 ul dNTPs (10 mM)
(20 ub) 1 pl,,forward* primeru
1 pl ,,reverse primeru
2 ul cDNA
15 pl vody
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Mix 2: 5 ul Pufr A (Invitrogen, USA)
(30 ul) 5 pl Pufr B (Invitrogen, USA)
1 ul Elongaza — enzymatickd smes
19 pl voda
Dvacet pl Mixu 1 a 30 ul Mixu 2 bylo pievedeno do PCR mikrozkumavky a amplifikovéno
v cykleru (Bio-Rad, USA).

5.10 Gelova elektroforéza

Pripravil jsem si 1% TBE gel rozvafenim agarézy v TBE pufru a po mirném
zchladnuti jsem pfidal Ethidium bromid do koncentrace (10 pg/ml). K PCR produktu jsem
pfidal 3 pl nanaseciho pufru a napipetoval jsem 7 pl PCR reakéni smési oddélené do jamek
v agarézovém gelu. Dale jsem nanesl molekularni marker 100 bp (Fermentas, Canada).
Elektroforéza probihala pfi 100 V asi 40-50 minut. Gel jsem vizualizoval pomoci UV lampy

(254 — 366 nm) a zdokumentoval pomoci fotoaparatu.

5.11 Sekvenace amplifikatu H5

Amplifikat genu HS byl sekvenovan na pfistroji 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems,
USA) za pouziti kitu BigDye Terminator v.3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems,

USA) v8e podle manualu vyrobce.

5.12 Pfiprava vektoru H5-pCR®TOPO®

5.12.1 Pfiprava vektoru

Smichal jsem pFi pokojové teploté nasledujici slozky “TOPO® Clonning Kitu” (Invitrogen,

USA):

- PCR product Il
- Solny roztok 1 ul
- Voda 3l
- TOPO “ vector 1 ul

Reakéni smés jsem inkuboval 5 minut pfi pokojové teploté (22-23 °C).
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5.12.2 Transformace bunék a vysev na plotny

Z reakéni smési po inkubaci jsem odeberal 2 ul a pridal jsem do tajici suspenze

)

kompetentnich bakterii TOP10™ (Invitrogen, USA). Jemné jsem promichal obracenim
mikrozkumavky a nechal stat 10 minut na ledu. Poté jsem inkuboval 30 vtefin pfi 42 °C a
nasledné jsem ihned zchladil mikrozkumavku na ledu. Poté jsem piidal 250 pul S.O.C. média a
vzorek jsem nechal tfepat (200 rpm) horizontalné 60 minut. Narostl¢ bakterie jsem nao¢koval
na plotny (15 pl transformacni smési/ plotnu) s LB médiem a ampicilinem o koncentraci 100
pg/ml. Plotny jsem inkuboval 24 hodin pii 37 °C.

Nasledujici den jsem preklonoval narostlé pozitivni kolonie na nové plotny s

ampicilinem (100 pg/ml) a o¢isloval; po 24 hodinach jsem provedl izolaci DNA z narostlych

kolonii (viz. izolace plazmid(i metodou “pr”).

5.12.3 Naklonovani plazmidu v baktériich

Pozitivni kolonie jsem preokoval do LB media s ampicilinem (50 pg/ml) a kultivoval za
extenzivniho orbitalniho tfepani pfi 230 rpm a 37 °C pies noc. Z narostlé bakterialni kultury

Jsem izoloval plazmidy (viz. izolace plazmidi — Qiagen plasmid minikit).
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6. VYSLEDKY
6.1 Srovnaniizolace vRNA chripkového viru (3 metody)

6.1.1 lzolace RNA pomoci TRIZOLU

Metodou izolace RNA pomoci Trizolu jsem izoloval celkem 72 vzorkl a u Zadného z nich
jsem nevyizoloval virovou RNA, ktera by méla byt pfepsana na cDNA a prokdzéna pomoci
PCR. Na dné zkumavky jsem po pfesrazeni 75% etanolem, zcentrifugovani a vyschnuti
nenalezl zadnou peletu. Soub&Zna izolace virové RNA ze stejnych vzorkidi pomoci jinych

metod dala pozitivni vysledky.

6.1.2 lzolace RNA pomoci kolonek od Qiagenu

Izolace pomoci kolonek od firmy Qiagen vedla k ziskani totalni RNA ze vSech vzorkil.
Izolovana RNA byla vykapana z kolonky do vody v mnozstvi 20 pl. Z celkového mnozstvi

205 vzorka jsem identifikoval 8 pozitivnich (Tab.2).

6.1.3 Blokovani inhibi¢nich latek chelexovou metodou

Pfi této metodé€ neslo o typickou izolaci. Vzorky byly pouze vyciStény pomoci Chelexu-100 a
pfimo pouzity pro reverzni transkripci; Z celkového mnozstvi 100 vzork( jsem u 5-ti

pozitivné identifikoval chfipkovy virus (Tab.2).

6.2 Srovnani metod tvorby cDNA

Pro pfipravu cDNA byla pouzita metoda pomoci ndhodnych hexanukleotidii a metoda se
specifickym primerem U12. Primer Ul2 naseda na konzervativni oblast U/2 na 3° konci

virové RNA kazdého z 8-mi segmentl [nfleunza A viru. Oproti tomu ndhodné nukleotidy

nasedaji na veskerou vyizolovanou RNA. Konzervativni oblast je druhové specificka. Pii
pouziti ndhodnych hexanukleotidii a specifického primeru Ul2 jsem doSel ke stejnym

vysledkiim a nenaSel jsem mezi metodami zadny kvalitativni rozdil.
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6.3 Diagnostika chripkového viru v populaci kachen

o 0 o0 120 180

Obr. 5: Mapka stanovist sbéru vzorku

Cervené vyznalené body: 1 — stanovidté ndbrezi Hlavkav most, Praha; 2 — stanovi3t¢ rybniky u Sobéslavi,
subtypizace H3, 3 — Zoologickda zahrada, Hlubokd nad Vltavou, subtypizace HI. U stanovi§t' vyznaleny
identifikované pta¢i subtypy hemagglutininu H1 a H3.

Monitoring chfipkovych virdi v ptacich populacich jsem provadél na riznych lokalitach a
v riiznych &astech roku. Celkové bylo odebrano 205 vzorkid, z nichz bylo 8 pozitivnivh
(Tab.2). Vzorky pochazely ze Zoologické zahrady v Hluboké nad Vltavou, z podzimnich
odstrelt kachen v okoli Sobéslavi, z Prahy a z odchytu kachen na hnizdech (Obr.5).

Vsechny odebirané vzorky byly pfepravovany pii 4 °C. Pfepravovéni na suchém ledu,
uchovavani vzorkt pri -20 °C nebo ¢asté rozmrazovani plisobi negativné na virus a snizuje

jeho titr ve vzorku.

Cislo vzorku Lokalita Datum Celkem' Inf.
H-060101-H060128 | Zoo, Hluboka n.Vlt. 4.8.2006 16 3
H-060301-H060356 | Rybniky, Sobé&slav 22.9.2006 56 0
H-060401-H060433 | Rybniky, Sobéslav 29.9.2006 33 0
H-070101-H070168 | Hlavkiav most, Praha | 5.2.2007 68 0
H-070201-H070120 | Rybniky, Hluboka nad | 27.4.2007 20 |
Vlitavou
H-070301-H070311 | Rybniky, Sobéslav 15.6.-15.7.2007 12 4
Celkem 205 8

Tab.2.: Celkovy prehled stanovist

1- celkovy pocet odebranych vzorki na lokalitg, 2 — pocet pozitivnich vzorkt na Influenza A virus
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Vzorky byly skladoviny pii -84 °C az do koneéného zpracovéani. Z prvnich dvou

stanovi§t' byly vzorky zpracoviny metodou pomoci Trizolu a zadna zizolaci nevedla

k produkci takového mnozstvi a kvality RNA, aby bylo mozno potvrdit chiipkovy virus. Dale

jsem se ji7 izolaci Trizolem ncrzabyval. Dale byla RNA izolovana pomoci kolonek od

Qiagenu a pomoci Chelexu (Tab 3.).

Stanovisté Celkovy Pozitivnich Pozitivnich Pozitivnich
pocet vzorkii Quiagen Chelex - 100 Trizol

Zoo, Hluboké n.Vlt. 16 3 neprovadéno 0*
Rybniky, Sobé&slav 36 0 neprovadéno 0
Rybniky. Sobé&slav 33 0 neprovadéno | neprovadéno
Hlavkiiv most, Praha N 0 neprovadéno
Rybniky, Hluboka 20 1 neprovadéno
nad Vltavou

Rybniky, Sobéslav 12 4 neprovadéno

Tab.3.: Prehled pozitivnich vzorku pri pouZiti ruznveh metod izolace RNA
* - viechny vzorky pii izolaci Tritolem by v negativni: izolace pomoci Quiagenu dala pozititivy.

6.3.1 Casoveé rozdéleni vzorku

Vzorky byly odebirany béhem podzimnich odstrell (zafi), dale v zimé fekélni vzorky (unor) a

béhem odchytd ptakl na hnizdech (duben - srpen). Celkovy procentuelni podil infikovanych

Stanovisté Celkovy Pozitivnich | Podil
pocet vzorku

Vytéry hnizdicich 32 5 15.6%

ptaki

Zoo, Hluboka n.Vlt. 16 3 18%

Podzimni odstiely na 137 0 0%

rybnicich + zimni

sbéry

Celkem 205 8 3.9%

Tab.4.: Procentuelni podil je. //'m//i\{\"ch skupin

vzorkl z celkového
po¢tu 205 testovanych
vzorki pfedstavuje
3.9%. Srovname - i
v§ak oddélené kloakalni
vytéry vzorkd ptakl na
hnizdech, dale oddélené
vzorky ze ZOO a vzorky

odebrané pfi odstielech,

pfedstavuje skupina ptakd na hnizdech 5 pozitivné infekénich vzorki na chiipku z celkového

poctu 32 vzork(, tj. 15.6%. Vzorky odebrané v iijnu v ZOO Hluboka nad Vltavou predstavuji

18% (3 pozitivni z 16 odebranveh vzorkil) a béhem podzimnich odstield kachen nebyl

zaznamenan jediny pozitivni vzorek (Tab. 4).
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6.3.2 Monitoring ZOO, Hiuboka nad Vitavou

Bylo odebrano 16 kloakalnich vytérd pomoci vaty na 3pejly, které byly prevedeny do
mikrozkumavky a zbytek $pejle sestfizen tak, aby se dala mikrozkumavka zavfit. Ke kazdému
vzorku bylo pfidano 150 pl stabilizaéniho pufru s ampicilinem (500 pg.ml™). Vzorky byly
piepravovany pii +4°C a uchovavany

o2z 3 45 6 7 8 9 10 a7 do zpracovani pfi -84 °C. Po
rozmrazeni bylo pfidano ke kazdému

vzorku 1000 pl destilované vody. Po

Zﬁ hodiné stani na ledu a obcasném

——

o protiepani bylo odebrano 3 x 300 pl
tekutiny  z kloakédlnitho  vytéru a
provedena izolace totdlni RNA
pomoci Qiagenu (lzolace pomoci

Obr.6.: Typizace chripky Qiagenu), izolace totdlni RNA

Naneseno 5 pl amplifikatu, slot ¢.1- molekularni standard 100bp , . .
(Fermentas). Slot &2 — negativni kontrola, slot ¢. 5, 6 pozitivni ~ POINOCI Trizolu (viz. Izolace RNA
nalez., otekavana velikost amplifikatu 244 bp, slot 10 - pozitivni , . .
kontrola, A/H5N1/Viet. Ostatni sloty, negativni. pomocl Trizolu). Pro ucely
standardizace v nasledujicich testech
byl pouzit vzorek viru A/H5N1/Viet. TG24-01/05 (238/06), ze kterého se postupné provedla
izolace totalni RNA vSemi tfemi vySe uvedenymi metodami. Kazd4 analyza obsahovala
negativni kontrolu, kde byla pfidana namisto tekutiny kloakalniho ¢i naso-faryngeéalniho

vytéru destilovana voda.
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Obr. 7: Subtypizace chripky HS5

Naneseno 5 pl amplifikatu, slot 8 — molekulami standard
100bp (Fermentas). Slot 6 a 7. pozitivni kontrola,
ot¢ekavand velikost amplifikatu 545 bp, slot 1- negativni
kontrola. Ostatni vzorky, negativni.

Ziskana totalni RNA byla prepsana

do cDNA metodou pomoci nahodnych
nukleotidli i metodou pomoci specifického
primeru Ul2. Ziskana cDNA byla pouzita
jako templat pro PCR (viz Standardni PCR
amplifikace). P¥i monitoringu chfipky bylo
pouzito dvoustupfiové metody detekce.
V prvnim  kroku byly pfidany primery,
detekujici chfipkové viry. Nasledné byly
subtypizovany pouze pozitivni vzorky na
Influenza A virus. Pro ucel typizace chfipky
byla pouzita dvojice primerdt FLU-MA-F-

001 / FLU-MA-R-001 (Lee et al., 2001)

s oekdvanym pozitivnim amplifikatem 244 bp a dvojice primerd M52C / M253R (Fouchier
et al., 2000) s ocekdvanym pozitivnim amplifikdtem 221 bp. a WSN-8/1023R (WHO, 2002).

Vysledny PCR produkt byl, v mnozstvi 5 pl
spolu s 4 pl nanaseciho elfo pufru, nanesen
do slotil. Elektroforéza probihala pii 100V
zhruba 40 minut az 1 hodinu. Vysledny gel

byl prosvicen na UV lampé¢ a
vyfotografovan.
Subtypizace vzorkll probihala

obdobnym zplisobem. S ¢cDNA pozitivnich
vzorkil byla provedena amplifikace pomoci
PCR a pfiddny specifické primery pro
detekci H5 genu FLU-HS5-F-003 / FLU-HS-
R-003 (Lee et al.,, 2001). Vysledny PCR
produkt byl, v mnozstvi 5 pl spolu s4 pnl
nanaseciho elfo pufru, nanesen do sloti.

Elektroforéza probihala pii 100V zhruba 40

Obr. 8. Subtypizace chripky H1

Naneseno 5 pl amplifikatu, slot 2 - molekulari standard
100bp (Fermentas). Slot 3, pozitivni, o¢ekavana velikost
amplifikatu 900 bp, slot 1- negativni kontrola. Ostatni
vzorky (slot 4 a 5) negativni.

minut az 1 hodinu. Vysledny gel byl prosvicen na UV lampé a vyfotografovan. Podobné bylo

postupovano pii subtypizaci na hemagglutinin H1, H2, H3, H4, H6, H7 a H9. Ze vzorkl ze

ZOO v Hluboké nad Vltavou jsem pozitivné identifikoval u 3 vzorkdl ptaci subtyp
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hemagglutininu H1 (Obr. 8). VSechny tfi pozitivni vzorky H1-hemagglutininu byly odebrany

od potapivé kachny Zrzohldvka rudozoba (Netta rufina). Ostatni vzorky byly negativni

(Tab.6).

Cislo Druh Datum Typizace Subtypizace
H-060101 | Anas crecca 4.8.2006 Negativni

H-600102 | Netta rufina 4.8.2006 Pozitivni HI*
H-600103 | Netta rufina 4.8.2006 Pozitivni HI1*
H-600104 | Anser canagicus 4.8.2006 Negativni

H-600105 | Netta rufina 4.8.2006 Pozitivni HI1*
H-600106 | Cygnus atratus 4.8.2006 Negativni

H-600107 | Branta ruficollis 4.8.2006 Negativni

H-600108 | Cygnus atratus 4.8.2006 Negativni

H-600109 | Branta ruficollis 4.8.2006 Negativni

H-600110 | Branta ruficollis 4.8.2006 Negativni

H-600111 | Branta ruficollis 4.8.2006 Negativni

H-600112 . | Anser erythropus 4.8.2006 Negativni

H-600113 | Anas platyrhynchos 4.8.2006 Negativni

H-600114 | Anas platyrhynchos 4.8.2006 Negativni

H-600115 | Anas platyrhynchos 4.8.2006 Negativni

H-600116 | Anser canagicus 4.8.2006 Negativni

Tab.6.: Vzorky kloakalnich vytéru odebrané v ZOO, Hluboka nad Vitavou.
* - pozitivni vzorky H1 - hemagglutininu
Testy na subtyp neuraminiddzy byly provadény stejn¢ jako testovani hemagglutininu.
Zadny z testovanych primer(i na neuraminidazu (N1, N2, N9, N7) neprokazal jeji pfitomnost,
navic negativné vySel i standard Influenza A viru A/H5N1/dk./Viet. na pfitomnost NI-

neuraminidazy.
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6.3.3 Monitoring Kachny divoké (Anas

platyrhynchos) — podzimni odstiel

Viech 89 vzorkd koakdlnich vytéru
odebranych z odstieltl kachen v obdobi mezi
22. - 29.9.2006 z lokality St rvhnik byly
negativni na pfitomnost chiipkového  viru.
Byla pouzita metoda izolacc RNA pomoci
Qiagenu a soucasné zopakovina metoda
izolace pomoci Trizolu u 56 v orku. Prepsani
do cDNA bylo provedeno pomoci nahodnych
hexanukleoudd 1 specifického primeru Ul12.
Byla provedena negativni kontrola a soucasné
s vzorkem

pozitivni kontrola

A/HSN1/dk /Viet. (Obr. 9)

RGO

B,

Obr. 9: Tyvpizace chiipky

Naneseno 5 pl amplifikiw, slot 1 molekularni standard
100bp (Fermentas). Slot 7. pozitivni kontrola, o¢ekavana
velikost amplifikiatu 244 bp. ostatni sloty  negativni.

6.3.4 Monitoring vzorkl — stanovi$té Nabrezi Hlavklv most

VSech 68 fekalnich vzorkl schranych v Praze v okoli Nabiezi u Hlavkova mostu bylo

negativnich. Pro zjednodudceni  procedury
izolace RNA a ndsledné 1 tvorby ¢cDNA byly
vzorky, po rozlyzovani v lvzaénim pufru
(Qiagen), 10-ti

smésnych vzorkd byl vytvoicn 2x a jedna

po smisenyv.  Jeden  ze

z dvojic obsahovala i pfimés rozlvzovaného

standardu A/HS5N1/dk./Viet. Tvorba ¢cDNA

probihala pomoci niahodnych
hexanukleoidi. PCR probihala za
standardnich podminek. Positivné  vysel

pouze standard A/HSN1/dk./\'ict. a vzorek.,
k némuz byl tento standard primichan jako

pozitivni kontrola (Obr. 10).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Obr. 10: Tvpizace chripky — Nabrezi
H.Most

Naneseno 5 pl amplitikatu, slot 1 a 10 molekularni
standard 100bp (Fermentas). Slot 2, pozitivni kontrola
standard  A/HSNIdk. Viet,  ocekavand  velikost
amplifikdtu 244 bp. slot 9 ncgativni kontrola, ostatni
sloty - negativni.
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6.3.5 Monitoring vzorkll — stanovisté rybniky Hluboka nad Vlitavou

Dalsi oblasti pro odbér vzorkl bylo
okoli Hluboké nad Vltavou. Zde
27.4.2006 provedeno odebrani kloakalniho
20-ti
platyrhynchos), oblast - rybnik Nadéje.

bylo

vytéru kachnam (Anas
Jeden vzorek byl pozitivni na pfitomnost
Influenza A viru (Obr. 11). Dalsi
subtypizaci byl potvrzen hemagglutinin H3.
Byla pouzita metoda izolace RNA pomoci

cDNA bylo

Qiagenu a prepsani do

Obr. 11: Subypizace chripky H3— Hlubokd
n.Vit.

Naneseno 5 pl amplifikatu, slot 7 — molekulami standard
100bp (Fermentas). Slot 6 pozitiv - o¢ekdvana velikost
722bp, slot 5 pozitivni vzorek - multiplex primery,
pozitivni, slot 4, slot 3 typizace vzorku, matrix gen
oCekavana velikost amplifikatu 244 bp, slot 2- negativni
kontrola. Slot 1 - pozitivni kontrola, matrix gen
A/HSN1/dk./Viet.

provedeno pomoci nahodnych
hexanukleotidi. Byla provedena negativni
kontrola a kontrola

s vzorkem A/HS5N1/Viet.

soucasné pozitivni

6.3.6 Monitoring vzork(l — stanovisté rybniky Sobéslav

V oblasti rybnikl Stary u Sobéslavi, Volovsky, Nadéje, Samokoly a Novy u Mezné bylo na
hnizdech, mezi 16.5.2007 a 15.7.2007, odebrano 12 vzork kloakélnich a naso-faryngealnich
vytért (Tab. 5).

Cislo Druh Datum V! Lokalita - Subtyp
rybnik
H-060101 | Aythya ferina 15.6.2006 | K | Stary u Sobéslavi H3
H-600102 | Anas platyrhynchos 17.6.2006 | K Vikovsky -
H-600103 | Aythya fuligula 17.6.2006 | K Vikovsky -
H-600104 | Aythya ferina 18.6.2006 | K | Stary u Sobéslavi H3
H-600105 | Aythya ferina 19.6.2006 | K | Stary u Sobéslavi H3
H-600106 | Anas platyrhynchos 1.7.2006 K Nadé&je H3
H-600107 | Anas platyrhynchos 1.7.2006 N Nadéje -
H-600108 | Aythya fuligula 1.7.2006 K Samosoly -
H-600109 | Aythya fuligula 2.7.2006 K | Stary u Sobéslavi -
H-600110 | Aythya fuligula 2.7.2006 K Novy u Mezné -
H-600111 | Aythya fuligula 8.7.2006 N Nadgje -
Tab.5.: Vzorky kloakalnich —a naso-faryngealnich vytéru odebrané v oblasti rybniku na

Sobéslavsku

1: K - kloakalni vytér, N  naso-pharyngedlni vytér
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Obr.12.: Mapa rybmku v okoli Sobéslavi a Vesell nad Luznici s vyznacemm nalezu

pozitivnich vzorkii chiipky H3 u Aythya ferina.
- ¢ervené vyznadeny rybnik Nadéje a rybnik Stary u Sobé&slavi s pozitivnimi nalezy ch¥ipkového viru H3

U 4 vzorkl v oblasti rybnika Nadéje a Stary u Sobéslavi byl potvrzen chfipkovy virus, subtyp

/44 bp, 626 °C

M“““ 4

L
L

Obr. 13: Gradientova PCR amplifikace

Zleva sloty: Molekularni standard 100 bp
(Fermentas), sloty zleva (2-7) 70 °C, 68.6 °C, 66.2°C,
62.6 °C, 57,6 °C, 54 °C, 51.5°C

H3 (Obr. 12).

6.4 Gradientova PCR amplifikace

Pfi PCR amplifikaci je zvolena annealingova
teplota jeden z nejdilezitéjSich faktord a odvisi
od ni zda se nahybridizuji zvolené primery.
Z tohoto divodu jsem vyzkou$el jiz pozitivni
vzorky otestovat na nejvhodnéjsi annealingovou
teplotu  pomoci teplotné-gradientové PCR
amplifikace. Na cykleru (Biorad, USA) jsem
nastavil hodnoty pro krajni teploty annealingu, a
to od 50 °C do 70 °C. Cykler automaticky
vypocetl teploty uvnité rozsahu a rozdélil na 8

teplot, pfi kterych bude probihat annealing pfi
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PCR. Teploty annealingu byly 50 °C, 51.5 °C, 54 °C, 57.6 °C, 62.6 °C, 66.2 °C, 68,6 °C a 70
°C — nastaveny ¢as | minuta. Ostatni teploty a ¢asy odpovidaly standardni PCR, tedy 94 °C
pro denaturaci 30 sekund, a 72 °C pro syntetickou fazi 1 minuta. Byla pouzita standardni
PCR smés, 1 pl templatu vzorku standardu A/HSN1/dk./Viet. a primery pro typizaci chiipky
M52C / M523R (Fouchier et al., 2000). Pocet cykld byl 35. Jak vyplyva z gelu, po obarveni
ethidium-bromidem a prosviceni UV lampou, nejlep$iho vytézku amplifikatu bylo dosazeno
pti teploté 62.6 °C (Obr. 13).

6.5 Vektor H5- pCR®4-TOPO®

Z vytvofené cDNA jsem naamplifikoval DNA fragmenty za pouziti specifickych primerd. Pro
hemagglutinin jsem pouzil dvojici HF-18 a HR-20 a pro neuraminidézu dvojici NF-20 a NR-
20. Primery jsem sestavil na zakladé porovnani dvaceti vybranych hemagglutininti, riznych
sérotypl a vyhledal koncenzus sekvence HF-18: accaaaaccaceeewwww, HR-20:
AGCAAAAGCAGGGGWWWW pro vSechny typy hemagglutininu. Pro neuraminiddzu jsem postupoval
stejné. Vychézel jsem z konzervativni sekvence poc¢atku a konce (U12 a Ul13) k niz bylo
ptidano 6-8 bazi, z nichz nékteré byly ¢aste¢né degenerované (Obr. 14).

PCR  produkt po

H1 AGCAAAAGCAGGGGATAATCAAATCAATCGAGATG

H3 AGCAAAAGCAGGGGATATTTTCATTAATCATG probéhlé ampllﬁkaCI jsem

H5 AGCAAAAGCAGGGGTATAATCTGT

H7 AGCAAAAGCAGGGGATACAAARATG) naligoval do vektoru pCR® 4-
TOPO® (Obr. 15). Navéazani

HF-18 AGCAAAAGCAGGGGWWWW

do otevieného vektoru probihd
Obr. 14: Concensus sekvence 3 ‘UTR hemagglutininu

Ctyti ndhodn& vybrané sekvence, podtrzend zvyraznénd sekvence Ul2, v
ramecku iniciaéni triplet ATG, ,forvard® primer HF-18 pro amplifikaci
Hemagglutininu s degenerovanymi nukleotidy. Zpracovano programem
BioEdit v.7.0.4.1. (Hall, 1999).

za ucasti terminaln¢ ptipojené
topoizomerdzy, kterd spoji
Gsek fragmentu. Vzniklym
produktem H5-pCR®™ 4-TOPO® jsem transformoval
kompetentni baktérie TOP10. Selekci jsem
provadél na LB agarovém médiu sampicilinem
(100 mg/ml). Kolonie baktérii, které do 24 hodin
narostou, jsou pozitivni klony, nebot’ pfi neuzavieni
plazmidu nedojde k jeho replikaci a nenavodi se tak
rezistence k antibiotiku. Na Petrino misce vzniklo

obvykle 5 — 30 kolonii.

Obr. 15: Plazmid pCR® 4-TOPO®

- vyznaleny jsou mista rezistence, ORI, promotoru
a klonovaciho mista
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Obdobnym zpisobem jsem ziskal amplifikat neuraminiddzy pomoci primeru NF-20:
AGCRAAAGCAGGAGWTNAAA a NR-20: AGTAGAAACAAGGAGTTTTT. Tyto primery jsem odvodil
z n€kolika desitek sekvenci riznych subtypii neuraminiddzy a obecné konzervované sekvence
Ul2 a Ul3 3’a 5° koncové UTR oblasti chfipkového vVRNA segmentu. Sekvence jsem
zpracovaval programem BioEdit v.7.0.4.1. (Hall, 1999).

1 500 1000 1500 1760
H5 Y
Psl
pPs2
PS3
PS4
PS5

Obr. 16: Sekvence Hemagglutininu a vyznaceni dvojic primeri a vyslednych PCR produktii
HS5: Hemagglutinin H5; nahote pozice nukleotidii na sekvenci

PS1: primer set 1 (HF18/FLU-H5-R-003) a vysledny produkt 693 bp ¢ervené

PS2: primer set 2 (FL-H5-F35/FLU-H5-R-003) a vysledny produkt 658 bp ervené

PS3: primer set 3 (FLU-H5-F-003/FLU-H5-R-003) a vysledny produkt 544 bp ¢ervené

PS4: primer set 4 (FL-H5-F620/FL-H5-R1154) a vysledny produkt 534 bp &ervené

PS5: primer set 5 (FL-H5-F1094/HA-R) a vysledny produkt 614 bp ¢ervené

PFi zaklonovani segmentu do vektoru pCR® 4-TOPO® miize dojit k ligaci v orientaci
¢tectho ramce nebo mize byt fragment zaligovdan do vektoru v opatné orientaci. Po
zaklonovani bylo odebrano vice kolonii od kazdého typu fragmentu a orientace byla urCena

sekvenéné. Pro sekvenaci byly vyuzity primery M13 ,forvard* a M13 ,revers® (Obr. 17).

LacZa intiation codon
M13 Reverse priming site | T3 priming ske
|

| J
201 CACACAGGAA ACAGCTATGA CCATGATTAC GCCAAGCTCA GAATTAACCC TCACTAAAGG
GTGTGTCCTT TGTCGATACT GGTACTAATG CGGTTCGAGT CTTAATTGGG AGTGATITCC

| pa'n P‘mnl Ec'oRl EcoR | M:n
2861 GACTAGTCCT GCAGGTTTAA ACGAATTCGC CCTTIEER AGGGC G'AATTOGCGG
CTGATCAGGR CGTCCAAATT TGCTTAAGCG GGAIACELIAMNTTCCCG CTTAAGCGCC
T7 priming sie M13 Forward (-20) paming sie

341 | CCGCTAAATT CAATTCGCOC TATAGTGAGT CGTATTACAA TTCACTGGCC GTCGTTTTAC

GGCGATTTAA GTTAAGCGGG ATATCACTCA GCATAATGTT AAGTGACOGG CAGCAAAATG

Obr. 17: Sekvence plazmidu pCR® 4-TOPO®s mistem inkorporace PCR produktu

- vyznacené jsou sekvence ,,forvard™ i ,.reverse” primeru M13 pro néslednou sekvenaci.

Celkové jsem ziskal 6 klonl s rizné velkymi fragmenty hemagglutininu (Obr. 16) a
M genu. Klony nesou fragmenty rizné délky, které vznikly po amplifikaci s pozadovanymi

primery a pokryvaji cely sekven¢ni usek genu hemagglutininu.
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[zolaty bakterii s pozadovanym plazmidem jsem uchoval v konzerva¢nim médiu (50%

LB médium + 50% glycerin) pii -84 °C (Tab.6).

Oznadeni Nazev klonu Velikost fragmentu Zdroj Gen
5-18-693 H5-pCR*TOPO":18-693 693 bp A/H5N1/dk./Viet. | H5
5-35-693 H5-pCR*TOPO":35-693 658 bp A/H5N1/dk./Viet. | H5
5-149-693 | H5-pCR*TOPO":149-693 544 bp A/H5N1/dk./Viet. | HS5
5-620-1154 | H5-pCR*TOPO":620-1154 534 bp A/H5N1/dk./Viet. | HS
5-1094-1708 | H5-pCR*TOPO":1094-1708 614 bp A/H5N1/dk./Viet. | HS5
M-52-253 | M-pCR*TOPO":52-253 . 201 bp A/H5N1/dk./Viet. | M

Tab.6.: Seznam zaarchivovanych vzorkii
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7. DISKUZE

7.1 Srovnani izolace vVRNA chfipkového viru

Ve vétsiné starsich praci bylo pouzito pro izolaci VRNA metodu pomoci Trizolu.
Z takto vyizolované vRNA z kloakalniho vytéru ¢i fekdlniho vzorku byla uspésné prokazana
pfitomnost nebo nepfitomnost viru. Ani u jednoho z 62 vzorkll jsem nevyizoloval takové
mnozstvi virové RNA, abych byl schopen (pomoci TR-PCR) prokazat virus. Dvodi miize
byt nékolik:

1) piestoze se v literatufe uvadi, ze fekalni vzorky a kloakalni vytéry obsahuji velké
mnozstvi chiipkovych virl, tak jejich titr pfi bézné teploté klesa na polovinu zhruba po 4
hodinach. Na vysledném mnozZstvi pfitomnych virli ma podil pfevoz a uchovavani vzorki.

2) metoda pomoci Trizolu je velice G¢innd a levnd, pokud izolujeme RNA napfiklad
ztkani. V nasem pfipad¢ je vSak ve vytéru piitomna RNA bakteridlni a v minoritnim
mnozstvi nepatrné virové. Pozorovat peletu pfi presrazeni vzorku je tudiz v tomto pfipadé
nemozné.

3) Trizol obsahuje fenol a procedura spociva ve vysrazeni proteinli a prevedeni RNA
do vodné faze. Pravé diky povaze vzorku, je ve fekaliich a kloakalnim vytéru velké mnozstvi
aromatickych latek, které snadno mohou prechéazet z fenolu do vodné faze. A prave tyto latky
mohou hrat inhibi¢ni roli pfi nasledné reverzni transkripci. Nasledné opakované piesrazeni
pomoci etanolu sice muiZe tento problém fesit, ale kazdé presrazeni zase snizuje vytézek.

Izolace VRNA pomoci Qiagenu je standardni metodika (WHO, 2002) pro izolaci
RNA chiipkovych virli. Metoda davala spolehlivé vysledky i pfi opakovanych izolacich RNA
z jednoho vzorku.

Pro né&kolik ¢eledi virh byla odzkousena metodika pomoci Chelexu-100. S touto latkou
se zadna typicka izolace neprovadi, pouze je pfidana suspenze Chelexu k vzorku. Cast
(obvykle 2-5 pl) takto oSetfeného vzorku se bere jako templat pro reverzni transkripci. Chelex
vyvaze inhibi¢ni latky, které by mohly rusit pfi naslednych amplifikacich. Metodu jsem
neodzkousel na dostate¢ném poctu vzorkl, ale zaznamenal jsem pozitivy v soubéznych
izolacich pomoci kolonek od Qiagenu. Predpoklddam, ze by bylo mozné vyuzit Chelex -100
pfimo pfi odbéru vzorkl. Odbérova Spejle s vatou by se mohla ihned po kloakalnim vytéru
ponofit do mikrozkumavky naplnéné suspenzi Chelexu-100 v TE pufru. Pfi zalozeni ¢asovych
vzorkil by se mohlo prokazat, zda Chelex-100 miZe u¢inn€ vyvazat inhibitory a RNazy a jiné
latky zplsobujici degradaci vzorku. Zajimavé by byly i ¢asové vzorky pfi riiznych teplotach.

Pravé piepravou vzorku z terénu je mnohdy velice naro¢né dodrzet predepsanou teplotu.
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7.2 Diagnostika chripkového viru v populaci kachen

Molekularni metody detekce virové RNA za pouziti reversni transkripce a nésledné

amplifikace pomoci PCR je jednoduché a rychla metoda, ov§em za pfedpokladu, Ze mame

primery, které dobfe nasedaji pfi odpovidajici annealingové teploté a dostatek standardl pro
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multiplex detekci.

Hypotetické rozdéleni PCR
amplifikati M, HA a NA genii pro

kazdy sérotyp. Ty jsou dulezité pro soub&zné
potvrzeni pozitivni kontroly. Situaci kolem
detekce chtipkovych virt komplikuje jesté
n€kolik dalsich anomalii, jez jsou pravé
chiipce vlastni. Mizeme bez problémi
detekovat zda jsou chiipkové viriony ve
vzorku pfitomny - tady vyuzivdme celkem
konzervativni sekvence Matrix genu. Horsi
situace je se subtypizaci, kde potiebujeme
hned nékolik desitek parti primerti, abychom
pokryli celé spektrum sérotypli
hemagglutininu (H1-H16) a neuraminidazy
(N1-N9). Mame-li jiz primery pro aviarni
subtypy hemagglutininu a neuraminidazy,
neplati, Ze by je bylo mozné pouzit pro
detekci subtypt chtipky lidské, velbloudi,
praseci, koriské ¢i delfini. Tady si mOzeme
polozit otazku, zda je nutné, pfi potvrzeni
chiipky (typizace na zdkladé¢ prokazani
piitomnosti Matrix genu) detekovat déle u
jednotlivych druhi jednotlivé subtypy. Urcité
ano a molekularni techniky vtomto sméru
budou hrat nadale velice dilezitou roli. Jedna
se pfedevSsim o

subtypizaci  vysoce

patogennich  variant hemagglutininu a

neuraminidazy (napi. HSN1). A pravé proto,

Ze podstatou prokdzani pozitivnosti testu je hybridizace molekul syntetického primeru a

templatu vzorku, ktery tvofi nejéastéji cDNA, je moZné naslednou subtypizaci prokazat i
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specifické sekvence, zodpovédné napfiklad za $t€peni hemagglutininu nebo mutace na
neuraminidaze umoziujici jeji vyssi aktivitu.

Jelikoz jsem nemél veskeré mozné varianty (HI — H16 a N1 — N9) chiipkovych
aviarnich virG, nemohu se 100% jistotou dolozit, Ze zadny z negativnich vzorkll opravdu
chiipkové viry neobsahuje, nebot’ jsem nemohl srovnavat vzorky se standardy vSech subtypi
(pozitivni kontrola H5N1/dk./Viet slouzila jen na potvrzeni spravného priibéhu RT-PCR

nikoli nasednuti v§ech primert).

7.3 Problémy s PCR chripkové cDNA

Spektrum pouzivanych primert, navrzenych jako standard (WHO, 2002; Lee et al., 2001,
Fouchier et al., 2000), je co do délky velice riiznorodé (oligonukleotidy 18 — 36 bazi). Je tedy
velice problematické navrhnout “one tube” metodiku, kdy je v jedné mikrozkumavce
pfipravena jak cDNA, tak nasledna PCR s v§emi moznymi kombinacemi primerl — a to jak
pro 16 par( hemagglutininu tak pro 9 pari neuraminidazy. Zapomenout nemizeme ani na
nutnost detekovat Matrix gen. Pokud jsem ptidal do reakéni smési vice primerl pro
hemagglutinin (3 pary), nedostal jsem jiz na vysledném gelu Zadny pozitiv.

Podobna situace nastala pfi mixovani vice primer( pro gen Hemagglutininu a pro gen
pro Matrix gen. Pokud jsem vSak zvolil pouze jeden par pro Hemagglutinin a primerovy par
pro gen Matrix gen (M52C/M253R) dostal jsem diskrétni prouzky na gelu, ale byly znatelné
slabsi. Dalsi kombinace primeri jsem nezkousel.

Pro tu¢ely rutinniho monitoringu chiipkovych vird by, podle mého nazoru, bylo
vhodné odzkouset primery pomoci gradientové PCR na nejvhodnéjsi annealingovou teplotu.
Jak jsem zjistil pfi své praci, cela fada odbornych praci a metodik pouziva rlizné a stale
nové€j§i primery pro typizaci a subtypizaci. Tento evoluéni proces je zcela pochopitelny,
nebot’ nové mutanty a sérotypy chiipky vznikaji. Srovnanim nékterych popsanych teplot pro
PCR a porovnanim soptimalni teplotou pfi gradientové PCR jsem doSel k rozdilim
v annealingovych teplotach az o 6 °C a prokazatelné€ riznym vytézkim amplifikatd. Metodiku

jsem proto upravil.

7.4 Vektor H5-pCR® TOPO®

Zaklonovani fragmentt HS, H3 a HI, podle metodiky Invitrogenu probiha velice rychle a
ucinné. ZnadékovanYch ploten po transformaci bunék narostlo veliké mnozstvi kolonii,
z kterych bylo snadné vybrat nékolik desitek, abych obdrzel klony fragmentd v obou

orientacich. Orientaci zaklonovanych fragmentl bylo mozné zjistit také asymetrickym
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vystépenim segmentu s ¢asti plazmidu a restrikénim §tépenim tohoto fragmenu. Z Casovych

divodi jsem radéji pouzil sekvenéni potvrzeni.

8. ZAVER

Srovnanim rtznych metod izolaci jsem dosel k zavéru, ze nejlepsi vysledek ddva metodika
pomoci RNA izola¢nich kolonek od Qiagenu a blokovani inhibi¢nich latek pomoci Chelexu -
100. Chelexovou metodu bych chtél i dale vyuzit pfi sbéru vzorkil a vyuzit moznosti uchovat
delsi dobu vzorky pted rozkladem. Tato metoda mlze byt vyuzita pro plo$né sbéry vzorki
v terénu.

Detekoval jsem 2 druhy hemagglutininu (H1, H3) u 10-ti druh( vodnich ptakd, z nichz 2
druhy (Netta rufina, Aythya ferina) byly pozitivni na Influenza A virus. Z celkového poctu
205 testovanych vzorki jsem potvrdil 8 pozitivnich. Zadny z pozitivnich vzorkii nepochazel
z podzimnich odstrelli, nicméné nemohu s jistotou tvrdit, Ze je prevalence virll v jarnich a
letnich vzorcich vyssi nez u podzimnich. Diivodem je jednak mald mnozina nasbiranych dat a
také to, Ze vétSina kachen z podzimnich odstfeld pochézela zumélych chovi. Zde je
pravdépodobné, ze se takto uméle odchované kachny nesta¢i oro-fekalné nakazit.

Hemagglutinin a M gen ze standardu A/H5N1/dk./Viet jsem zaklonoval do plazmidu
pCR¥TOPO" pro dalii experimenty.
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