PROTOTYP/FUNKCNI VZOREK

Diagnosticky prostiredek pro simultanni detekci
influenzy typu A (IVA), influenzy typu B (IVB)
a koronaviru SARS-CoV-2

Mgr. Jakub Hrdy
Mgr. Magdaléna Krasna

S




- VYZKUMNY USTAV
‘ ? l I ‘?e I VETERINARNIHO
LEKARSTVI, vov. i,

Prototyp/Funk¢ni vzorek

405/2021

Diagnosticky prostiedek pro simultanni detekci influenzy typu A (IVA),
influenzy typu B (IVB) a koronaviru SARS-CoV-2

Jakub Hrdy
Magdaléna Krasna

Vyzkumny Ustav veterindrniho Iékarstvi, v.v.i., Brno

ISBN 978-80-7672-006-0



Vyzkumny ustav veterinarniho | Druh dokumentace: Verze: 01

1ékafstvi, v.v.i. Popis technického feSeni pro | Strana: 2/11

Hudcova 70 ptihlasku prototypu Pocet priloh: 0

621 00 BRNO

Viytisk ¢.1 Ucinnost od:
1.2.2021

Nazev dokumentace:

Diagnosticky prostiedek pro simultanni detekci influenzy typu A (IVA), influenzy typu B
(IVB) a koronaviru SARS-CoV-2

Popis technického feseni pro ptihlasku prototypu

Evidence o pievzaté dokumentaci

Cislo vytisku Funkce Jméno Datum Podpis
1 vedouci oddéleni | Ivan Rychlik 1.2.2021

2

3

4

5

Evidence o seznameni s dokumentaci

Funkce Jméno Datum Podpis
1
2
3
4
5
6
7
Rozsah plisobnosti: Zpracoval: Vydal: Schvalil:
Vyzkumny ustav Jakub Hrdy Jakub Hrdy Ivan Rychlik
veterinarniho Iékafstvi, | Magdaléna Krasna
V.V.1.




L UVO0otitiiiiee s 4
B © 10 T 1<Te] 11131 USRS 4
3 Aktudlni stav techniky (diag@nostiKy) .....cccoveeecuiieriiiiiiie e 5
4. Popis technického feSeni a narokll na OChIranU .............cocceeeeiieniieiiiniiciieee e 6
5. INAroKY N OCHIANU......coiiiiiiiiiieiiecie ettt et ettt e e beestaesbeesbeeesbeessaeensaesnaeans 7
6. Vysvétleni ndrokli Na OCHIANU .........cccviiiiiiiiiiiicec e 9
7.  Seznam materidlu obsaZeném v diagnostick€ SOUPTaVE .........ccoeeveriervenieriienicneeienene 10
LT B 173 2 11 - BRSPS 12

Vyvoj prototypu diagnostického prostfedku — detekéni soupravy probihal v ramci feSeni

projektu Ministerstva vnitra CR VI20152020044.



1. Uvod

Virova agens jsou nejcastéjSimi ptvodci infekci respiracniho traktu, které se svou
morbiditou pfedstavuji vyznamnou socioekonomickou zatéz. Klinické projevy téchto
onemocnéni jsou Casto velmi podobné, stanoveni jejich pivodce je proto velmi obtizné.
Z tohoto divodu je Zadouci vytvoteni dostatecné rychlé, senzitivni a specifické metody jejich
detekce za ucCelem snizeni negativnich dopadl Spatné¢ indikované 1écby ¢i dalSiho Sifeni
infekce. Mezi Casté ptivodce zédvaznych lidskych virovych onemocnéni dychacich cest patii
puvodce sezonni chiipky typu A a B. Celosvétove se chiipce pficitd pres 645 tisic umrti rocné
(1). Subtypy viru chiipky typu A maji na svédomi 1 jedny z nejvétSich pandemii v déjinach
lidstva, v ptipad¢ tzv. Span¢lské chiipky bylo postizeno vice nez 500 miliént lidi, z nichz vice
nez 50 miliond zemielo (2). V soucasné dobé pandemie onemocnéni COVID-19 je zapotiebi
odlisit tyto chiipkové viry od plivodce tohoto onemocnéni — nového typu koronaviru SARS-
CoV-2.

Polymerazova fetézova reakce v redlném case (QPCR) je zejména kviili citlivosti, specifité
a moznosti kvantifikace v soucasné dobé nejvhodnéjsi metodou prikazu vySe uvedenych
agens. V pfipad¢ vird, jejichz genom je kodovan RNA, nutné predchazi qPCR krok reverzni
transkripce (RT; RT-qPCR). Metoda qPCR ma vSak velkou nevyhodu v omezené mozZnosti
vytvaret multiplexni systémy pro rychlou simultanni detekci vétSiho poctu patogenti. Proto
byl vyvinut diagnosticky prostiedek, ktery umoznuje in vitro detekci IVA, IVB a SARS-CoV-
2 vriaznych typech matric (voda, potraviny, stéry z prostiedi ¢i rukou osob a klinicky
material) v jedné reakci. Tento prostfedek, oznacen jako ,,xMAP panel — detekce IVA, IVB a
SARS-CoV-2%, je unikatni svym sloZenim a jednoduchosti pouZiti. Souprava zahrnuje i
externi kontrolu analyzy vzorkii (EAC), kterd umoZznuje validni analyzu kazdého jednoho
vzorku. Tento detek&ni nastroj je navrzen v souladu s aktualné platnou legislativou CR a EU

(3,4).

2. Oblast techniky

Produkt je zaméfen na diagnostiku v oblasti bezpecnosti prostfedi, potravin a predevSim

humanni mediciny.



3 Aktualni stav techniky (diagnostiky)

Vzhledem k tomu, ze kultivace vySe uvedenych virovych agens na bunécnych kulturach je
pracn¢ a ¢asové narocnd, jsou metody detekce téchto vird zalozeny piedevsim na molekularné
genetickych (tzn. na pfimé detekci genomu viru), piipadné€ i imunologickych metodach. Na
soucasném trhu existuje fada dostupnych komercnich produktid slouzicich ve zdravotnické
diagnostice (tzn. k prikazu IVA, IVB a SARS-CoV-2 v klinickém materialu). PovétSinou jde
o systétmy zalozené na qPCR metodach. Nicméné tyto produkty vramci jedné reakce
umoznuji detekovat Casto pouze jeden patogen. Limitované schopnosti qPCR vytvaret
multiplexni systémy (omezeny pocet fluorescencnich kanalll) vedou castokrat k tomu, Ze 1
v piipad¢, ze je vice cilii pro dany patogen v rdmci jedné reakce, je jejich detekce sledovana
ve stejném kanale. Analyza vzorkll na pfitomnost vétsiho mnozstvi patogenti / cilti tak mtze

byt finan¢né 1 Casoveé narocna.

Na trhu existuje nckolik komeréné dostupnych souprav urcenych pro detekci zminénych
respiracnich vir. Cena souprav (kombinace dvou systémi se spole¢nou interni kontrolou) od
spole¢nosti GeneProof (Ceska republika) pro priikaz IVA, IVB, SARS-CoV-2 a respiraéniho
syncytidlniho viru je 33 725 K¢ bez DPH / 100 reakci. Tzn. analyza jednoho vzorku na
pfitomnost IVA, IVB a respiracniho syncytidlniho viru je cenéna na 760 K¢ bez DPH a
SARS-CoV-2 na 592 K¢ bez DPH. Spole¢nd interni kontrola vychézi na asi 27 K¢ bez DPH
na 1 vzorek. Jina alternativa, detek¢ni kit pro IVA, IVB a SARS-CoV-2 od spole¢nosti
Ingenetix (Rakousko), nabizi analyzu za cenu 27 000 K¢ bez DPH / 100 reakci (analyza
jednoho vzorku je cenéna na 1080 K& bez DPH). Spoleénost Genespector (Ceska republika)
nabizi kit pro detekci IVA, IVB a SARS-CoV-2 za cenu 23 800 K¢ bez DPH / 100 reakci
(analyza jednoho vzorku stoji 952 K¢ bez DPH). Ceny jsou uvedeny pro analyzu provadénou
dle pozadavki ISO metod v duplikdtu s nefedénou a 10x nafedénou nukleovou kyselinou,
cena je bez zapocitani izolace nukleovych kyselin a negativnich kontrol.

Naklady na provedeni analyzy jednoho vzorku pii vyuziti vySe zminéného multiplexniho
detek¢niho nastroje na prikaz ptitomnosti IVA, IVB a SARS-CoV-2 se pohybuji okolo 756
K¢ bez DPH (analyza dle pozadavkli ISO metod provadéna v duplikatu s nefedénou a 10%
nafedénou nukleovou kyselinou, cena je bez zapoc€itani izolace nukleovych kyselin
a negativnich kontrol). Oproti v soucasnosti dostupnym komerénim soupravam tak toto feSeni

piedstavuje mén¢ finan¢n€ narocnou variantu. Nespornou vyhodou tohoto nastroje je moznost



piidani dalSich detek¢nich cilti/patogentt/ mutaci dle aktualnich potfeb bez znatelné¢ho

navyseni nakladi.

4. Popis technického feSeni a naroki na ochranu

Technické teseni diagnostického prostiedku, ktery umoziuje in vitro detekci IVA, IVB
a SARS-CoV-2 v riznych typech matric (klinicky materil, voda, potraviny a stéry z prostiedi
¢i rukou osob). Toto diagnostické feseni vyuziva kombinaci xXMAP technologie (Luminex
corporation, USA, Texas), multiplexni oligonukleotidové liga¢ni reakce a polymerazové
fetézové reakce s pfedchazejicim krokem reverzni transkripce. Spojeni téchto technologii
umoznuje v jedné reakci analyzu vzorku na pfitomnost nukleovych kyselin IVA, IVB
a SARS-CoV-2.

Jako externi kontrola jednotlivych krokt analyzy u kazdého vzorku je pouzit defektni
bakteriofag MS2. Tento pfistup, tzn. pouziti pfesné¢ definovaného mnozstvi externi kontroly
ve spojeni s XMAP technologii, umoziiuje kontrolu analytického postupu kazdého jednoho
analyzovaného vzorku. Metoda je specifikovana jedine¢nymi parametry, které¢ umoziuji jeji
pouziti v oblasti bezpe¢nosti prostfedi, potravin i humanni mediciny. Zvolené feSeni je

unikatni v nasledujicich polozkach:

Externi kontrola postupu analyzy vzorku (EAC)

e Externi kontrola celého postupu analyzy vzorkil na pfitomnost IVA, IVB a SARS-
CoV-2 je slozena ze specifickych sekvenci dvou vyhynulych Zivoc¢iSnych druht;
vakovlka tasmanského (Thylacinus cynocephalus) a ptdka moa (Dinornis struthoides).
Specifickd sekvence je zaclenéna do genomu bakteriofaga MS2 a obalena jeho
proteiny. Pfipraveny konstrukt je zcela arteficidlni, proto je defektni Castice MS2
mozné pouzit k umé¢lé kontaminaci kazdého typu vzorku.

e Pro ucely zajisténi sensitivity a specificity procesu detekce externi kontroly byly
navrzeny a testovany specifické unikatni sekvence nukleovych kyselin (viz Seznam
materialu; tzv. oligonukleotidy, které jsou soucasti reakénich smési).

e Externi kontrola je stabilni minimaln¢ 12 mésicu pii teploté -20 +4 °C.



SloZeni diagnostického produktu ,,xMAP panel — detekce IVA, IVB a SARS-CoV-2¢

a jeho uzivatelské vlastnosti

e Reakéni smési pro reverzni transkripci (tzv. RT1, RT2 a RT3) obsahuji veskeré
reakéni slozky nezbytné pro pribéh reverzni transkripce: enzym reverzni
transkriptazu, RNase inhibitor, deoxyribonukleotidy (dATP, dTTP, dCTP, dGTP),
reakéni pufr a smés potiebnych oligonukleotiddi (useki nukleové kyseliny - tzv.
primert) v definovanych koncentracich. Smés specifickych oligonukleotidi zajisti
analyzu vzorku na pfitomnost RNA IVA, IVB, SARS-CoV-2 a EAC.

e Ligacni smési (LG1 a LG2) obsahuji veskeré reak¢ni slozky pro pribéh ligace: ligazu,
pufr, specifické oligonukleotidy v definovanych koncentracich. Smés specifickych
oligonukleotidii zajisti analyzu vzorku na pfitomnost genomu IVA, IVB, SARS-CoV-
2 aEAC.

e Reakéni smés (tzv. PCRmix) vjedné zkumavce obsahuje veSkeré reakcni slozky
nezbytné pro pribéh PCR. Tyto slozky jsou: enzym polymeraza, deoxyribonukleotidy
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP), reakéni pufr s optimalizovanym mnozstvim iontl
hot¢iku (Mg?"), smés viech potiebnych oligonukleotidi (prevzato z ©)), ktera zajisti
analyzu vzorku na pfitomnost genomu IVA, IVB, SARS-CoV-2 a EAC.

e Mix specifickych mikrosfér, jejichZ fluorescenéni signal umozZni stanovit pfitomnost
genomu [VA, IVB, SARS-CoV-2 a EAC.

e Produkt kromé& vySe popsanych reakénich smési obsahuje zkumavku "pozitivni
kontrola", kterou je moZno pouzit jako pozitivni kontrolu reakci, a piibalovou
informaci o pouziti diagnostické soupravy (véetné navodu k interpretaci ziskanych
vysledkd).

e Prace s produktem u uzivatele spo¢iva pouze v odebrani potfebného ptredepsaného
mnozstvi ,,reakéni smési* a ptidani vzorku nebo ,,pozitivni kontroly*.

e Produkt je v popsaném slozeni stabilni minimalné 12 mésici pii teploté -20 +4 °C.

5. Naroky na ochranu

1) Sekvence nukleotidii cilovych tsekli externi kontroly analytického postupu nebo jejich

¢asti, pouzité jako oligonukleotidy (rozpoznavaci sekvence pro metodu RT a ligaci) 5'-
3"



a. GGTTTAGAATGTTTTCTCCCGT

b. PHO-ATTAGCACAATGAATAATCATCGTCTCACTTCTTACTACCGCG

c. ACTCGTAGGGAATAAACCGTATTGTGAAAGAAAGAGAAGAAATTTA
TACACACGCAATCACCAC

2) Sekvence oligonukleotidi specifickych k cilovym usekim genomu IVA, IVB
a SARS-CoV-2 (rozpoznavaci sekvence pro metodu RT a ligaci) 5'- 3":

a. CTGTTCGTCTCTTCCACTCAC

b. PHO-GGTATGAGGAGTTCACAATGTCTCACTTCTTACTACCGCG

c. ACTCGTAGGGAATAAACCGTAATTAGAAGTAAGTAGAGTTTAAGCA
TTGAAGATAAGAGTACATGAGG

d. TTCCAGGATTCAGGTACATGAC

e. PHO-GAATGGGAACAACAGCAACAAATCTCACTTCTTACTACCGCG

f. ACTCGTAGGGAATAAACCGTGTATGTTGTAATGTATTAAGAAAGCA
TCACAGAGCCCCTATCAG

g. CTTTGTTAGCACCATAGGGAA

h. PHO-GTATTTCTACTACCTAGGAACTGGTCTCACTTCTTACTACCGCG

i. ACTCGTAGGGAATAAACCGTATTAAGTAAGAATTGAGAGTTTGATG
AAAGATCTCAGTCCAAGATG

j. TGATGATCGGCTGCAACACG

k. PHO-GAACTTTAAAATCTGTGTGGCTGTCTCACTTCTTACTACCGCG

l. ACTCGTAGGGAATAAACCGTAGTGAATGTAAGATTATGTATTTGTCT
CTTGTAGATCTGTTCTCTAAAC

3) Slozeni reakcnich smési, tzv. RT1, LG1, LG2, PCRmix, BMI, které obsahuji minimalné
tyto reakcni slozky nezbytné pro prubéh reakce: enzymy reverzni transkriptaza, ligdza
a polymeraza, deoxyribonukleotidy (dATP, dTTP, dCTP, dGTP), reak¢ni pufry, RNase
inhibitor, smés vSech potfebnych oligonukleotidii (specifickych usekd nukleové

kyseliny), mix specifickych mikrosfér.



6.  Vysvétleni narokii na ochranu

Adl -2) Jednd se o unikatni sekvence, které dosud nebyly pouzity, byly originalné
navrzeny a testovany v laboratofich Vyzkumného ustavu veterinarniho lékaistvi, v.v.i..
S jejich pomoci je mozné technologii zalozenou xXMAP provést validni analyzu vzori na
pritomnost genomu IVA, IVB, SARS-CoV-2 a EAC. Sekvence externi kontroly analytického
postupu je naprosto jedinecnd, proto pfipraveny konstrukt (defektni bakteriofag MS2) je
mozné pouzit k artificidlni kontaminaci jakékoli matrice (klinicky materidl, potravina,
prostiedi). Tzn. metodika je pouzitelnd pro diagnostiku v rdmci humanni mediciny
a bezpec€nosti potravin a prostiedi. Pfesné urceni sekvenci genomu vySe uvedenych virovych
agens a externi kontroly je podminkou spravné a ptesné hybridizace nukleovych kyselin ve
vySettovaném vzorku s navrzenymi kratkymi sekvencemi DNA (oligonukleotidy); tyto
specifické oligonukleotidy se tak vazi vyhradné€ na nukleovou kyselinu vyse uvedenych virl
a externi kontroly. Pfedmétem ochrany tedy maji byt pravé uvedené sekvence nukleotidd,

které jsou pouzity v tomto diagnostickém prosttedku 5°- 3":

a) GGTTTAGAATGTTTTCTCCCGT

b) PHO-ATTAGCACAATGAATAATCATCGTCTCACTTCTTACTACCGCG

c) ACTCGTAGGGAATAAACCGTATTGTGAAAGAAAGAGAAGAAATTTATACA
CACGCAATCACCAC

d) CTGTTCGTCTCTTCCACTCAC

e) PHO-GGTATGAGGAGTTCACAATGTCTCACTTCTTACTACCGCG

f) ACTCGTAGGGAATAAACCGTAATTAGAAGTAAGTAGAGTTTAAGCATTGA
AGATAAGAGTACATGAGG

g) TTCCAGGATTCAGGTACATGAC

h) PHO-GAATGGGAACAACAGCAACAAATCTCACTTCTTACTACCGCG

1) ACTCGTAGGGAATAAACCGTGTATGTTGTAATGTATTAAGAAAGCATCAC
AGAGCCCCTATCAG

7)) CTTTGTTAGCACCATAGGGAA

k) PHO-GTATTTCTACTACCTAGGAACTGGTCTCACTTCTTACTACCGCG

1) ACTCGTAGGGAATAAACCGTATTAAGTAAGAATTGAGAGTTTGATGAAAG
ATCTCAGTCCAAGATG

m) TGATGATCGGCTGCAACACG

n) PHO-GAACTTTAAAATCTGTGTGGCTGTCTCACTTCTTACTACCGCG



0) ACTCGTAGGGAATAAACCGTAGTGAATGTAAGATTATGTATTTGTCTCTTG
TAGATCTGTTCTCTAAAC

Specifickym znakem naroku na ochranu je: kterdkoliv z uvedenych sekvenci nukleové

kyseliny, pokud je obsazena v diagnostickém prostifedku pro in vitro diagnostiku.

Ad3) Slozeni reak¢nich smési je pro cast navrzené metody typické a obecné znamé.
V navrzeném naroku na ochranu je vSak pozadovana ochrana reakcnich smési, které obsahuji
vSechny uvedené slozky najednou: RT1 (dATP, dTTP, dCTP, dGTP, specifické
oligonukleotidy), LG1 a LG2 (reakéni pufr, specifické oligonukleotidy), PCR (enzym
polymeraza, dATP, dCTP, dGTP, dTTP, reakéni pufr, smés vSech pottebnych oligonukleotidt
tzv. primertl) a BM1 (mix specifickych mikrosfér). Souc¢asti diagnostického prostiedku jsou
také zkumavky s reakéni smési RT2 a RT3, LG3, AP, BM2, BM3 a zkumavka s pozitivni
kontrolou a externi kontrolou. Vyhodou pro zakaznika je jednoduché pouziti, kdy k provedeni
detekce postaci do zkumavky odebrat dany objem reakcni smési a piidat izolat nukleové
kyseliny ze vzorku. Dals§i z vyhod je moznost analyzy vzorku na pfitomnost IVA, IVB

a SARS-CoV-2 a soucasn¢ ovetit fadnost celého analytického postupu v rdmci jedné reakce.

Specifickym znakem naroku na ochranu je pét zkumavek, které obsahuji minimalné shora
uvedené reak¢ni slozky, pokud jsou obsazeny v diagnostickém prostiedku pro in vitro

diagnostiku.

7. Seznam materialu obsaZeném v diagnostické soupravé

PK obsahuje RNA IVA, IVB a SARS-CoV-2 (pozitivni kontrola)

EAC obsahuje externi kontrolu analytického postupu, tzn, defektni bakteriofag MS2
do jehoZ genomu je v¢lenéna artificidlni sekvence (vakovlk tasmansky, ptak
moa), ktera je zaclenéna do jeho genomu

DDW obsahuje RNase-free vodu

RT smési RT1 obsahuje: vodu, deoxyribonukleotidy, specifické oligonukleotidy
RT2 obsahuje: enzym reverzni transkriptdza, RNase inhibitor
RT3 obsahuje: puftr, voda
Poznamka: slozeni RT2 a RT3 neni pfedmétem naroku na ochranu.

LG smési LG1 obsahuje: vodu, pufr, specifické oligonukleotidy M1
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LG2 obsahuje: vodu, pufr, specifické oligonukleotidy M2

LG3 obsahuje: ligdzu

Poznamka: slozeni LG3 neni pfedmétem naroku na ochranu.
PCRmix obsahuje vodu, deoxyribonukleotidy, pufr, polymerazu, specifické

oligonukleotidy, ale neobsahuje nukleové kyseliny

Poznamka: slozeni PCR neni pfedmétem ndroku na ochranu.
BM smési  BMI obsahuje smés specifickych mikrosfér

BM2 obsahuje roztok NaCl

BM3 obsahuje roztok MES

Poznamka: slozeni BM2, BM3 neni pfedmétem naroku na ochranu.
AP obsahuje analyzacni pufr

Poznamka: slozeni AP neni pfedmétem naroku na ochranu.

Specifické oligonukleotidy (kratké uiseky nukleové kyseliny, vyznacujici se unikatni sekvenci
za sebou fazenych nukleotidd; zajistuji sensitivitu a specificitu detekce). Sekvence

oligonukleotida pro reverzni transkripci specifickych pro IVA, IVB, SARS-CoV-2 a EAC:

Oligo Sekvence (5°- 3") Délka
IVA _RP CTGTTCGTCTCTTCCACTCAC 21 nt
IVB_RP TTCCAGGATTCAGGTACATGAC 22 nt
SARS-CoV-2 A RP CTTTGTTAGCACCATAGGGAA 21 nt
SARS-CoV-2 B RP  TGATGATCGGCTGCAACACG 20 nt
EAC RP GGTTTAGAATGTTTTCTCCCGT 22 nt

Sekvence oligonukleotidl specifickych pro IVA, IVB, SARS-CoV-2 a EAC:

Oligo Sekvence (5°- 37) Délka

IVA M1 PHO-GGTATGAGGAGTTCACAATGTCTCACTTCTTACTACCGCG 40 nt

IVA M2 ACTCGTAGGGAATAAACCGTAATTAGAAGTAAGTAGAGTTTAAGCA 68 nt
TTGAAGATAAGAGTACATGAGG

IVB_ Ml PHO-GAATGGGAACAACAGCAACAAATCTCACTTCTTACTACCGCG 42 nt

IVB_M2 ACTCGTAGGGAATAAACCGTGTATGTTGTAATGTATTAAGAAAGCA 64 nt
TCACAGAGCCCCTATCAG

SARS-CoV2-A Ml PHO-GTATTTCTACTACCTAGGAACTGGTCTCACTTCTTACTACCGCG 44 nt
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SARS-CoV2-A M2  ACTCGTAGGGAATAAACCGTATTAAGTAAGAATTGAGAGTTTGATG 66 nt
AAAGATCTCAGTCCAAGATG
SARS-CoV2-B_M1 PHO-GAACTTTAAAATCTGTGTGGCTGTCTCACTTCTTACTACCGCG 43 nt

SARS-CoV2-B_M2 ACTCGTAGGGAATAAACCGTAGTGAATGTAAGATTATGTATTTGTCT 69 nt
CTTGTAGATCTGTTCTCTAAAC

EAC M1 PHO-ATTAGCACAATGAATAATCATCGTCTCACTTCTTACTACCGCG 43 nt
EAC M2 ACTCGTAGGGAATAAACCGTATTGTGAAAGAAAGAGAAGAAATTTA 64 nt
TACACACGCAATCACCAC

Vyvoj prototypu diagnostického prostfedku — detekéni soupravy probihal v ramci feSeni

projektu Ministerstva vnitra CR s reg. ¢. V120152020044,

8. Literatura

1. luliano AD, Roguski KM, Chang HH, Muscatello DJ, Palekar R, Tempia S, et al.
Estimates of global seasonal influenza-associated respiratory mortality: a modelling study.
The Lancet. 2018;391(10127):1285-300.

2. Chowell G, Sullivan P, Rothenberg R. Introduction to symposium: a century after the
1918 influenza pandemic. Ann Epidemiol. 2018;28(5):265-6.

3. Anonymous. ISO 15216-1:2017 Microbiology of the food chain — Horizontal method
for determination of hepatitis A virus and norovirus using real-time RT-PCR — Part 1:
Method for quantification. Geneva, Switzerland: International Organization for
Standardization; 2017.

4, Anonymous. ISO 15216-2:2019 Microbiology of the food chain — Horizontal method
for determination of hepatitis A virus and norovirus using real-time RT-PCR — Part 2:
Method for detection. Geneva, Switzerland: International Organization for Standardization;
2019. 40 p.

5. Thierry S, Hamidjaja RA, Girault G, Lofstrom C, Ruuls R, Sylviane D. A multiplex bead-
based suspension array assay for interrogation of phylogenetically informative single
nucleotide polymorphisms for Bacillus anthracis. J Microbiol Methods. 2013;95(3):357-65.

12



Vyzkumny tstav veterinarniho 1ékatstvi, v.v.i.
Hudcova 296/70
621 00 Brno
Czech Republic
Tel.: +420 5 3333 1111; www.vri.cz; e-mail: vri@vri.cz




	Stránka 1
	Stránka 2

