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1. Uvod

Jako bioteroristické prostfedky (zbrané) jsou oznaCovany patogenni organismy popf.
biologické toxiny, které Ize pouZzit za Gcelem terorismu kK vyvolani nemoci ¢i smrti u lidi a
zvitat nebo k poSkozeni rostlin. Témito nastroji mohou byt mikroorganismy vyskytujici se
v ptirodé, ale i jejich modifikované formy upravené za ucelem zvyseni jejich virulence,
odolnosti vuci soucasnym antibiotikiim nebo vakcinam, nebo zvySeni schopnosti $ifit se
V populaci vnimavych hostitelt. Pfesna definice pojmu ,bakteriologicka (biologicka) a
toxinova zbran“ je uvedena v zakon¢ ¢. 281/2002 Sb. Z pohledu terorismu lze povazovat
biologické prostiedky za atraktivni alternativu ke konvenénim zbranim hromadného niceni,
protoZe ve srovnani snimi jsou biologické prostiedky relativné levné a technologicky
dostupné a zaroven maji vysoky potencial vyvolat rozsahlé sociélni a ekonomické naruseni
zivota spoleCnosti. Bioteroristické zbrané mohou byt pouzity viadé forem, pfic¢emz
pomérné vysoce naro¢né. Existuje vSak fada dalSich zpusobu, kterymi lze tyto latky
pomérné snadno $ifit, napf. prostfednictvim kontaminace potravin, krmiv nebo zdroji
vody. Bacillus anthracis — pivodce antraxu, Yersinia pestis — ptivodce moru, Francisella
tularensis — paivodce tularemie nebo Brucella spp. — ptuvodce bruceldzy patii mezi bakterie
nejvice zneuzZivané jako biologické zbrané. Centrum pro kontrolu a prevenci nemoci
(CDC) Kklasifikuje biologické latky z pohledu bioterorismu do kategorii A - C, kde
kategorie A zahrnuje nejnebezpec¢néjsi patogeny. S vyjimkou Brucella spp., ktera je

zatazena do kategorie B, jsou vSechny vySe uvedené patogeny fazeny do skupiny A.

B. anthracis je ptuvodcem snéti slezinné — anthraxu, zavazného onemocnéni spojeného
s vysokou mortalitou u lidi. Patii k sporotvornym bakteriim, C0Z mu umoziuje zachovavat
Zivotaschopnost po mnoho desetileti. Lidé mohou byt nakaZeni kontaktem s infikovanymi
zvitaty nebo kontaminovanymi zivociSnymi produkty. Aerogenni infekce zpiisobena
vdechovanim spor je sice za piirodnich podminek pomérné vzacna, ale zustava zavaznym
problémem, pokud je spojena s bioterorismem, nebot’ vede k plicni formé, ktera je
z tijna 2001 ukazaly, Ze k vyvolani infekce v dusledku teroristické akce staci pouze malé

mnoZzstvi spor.
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DalSim nebezpe¢nym onemocnénim S rizikem zneuZiti bioteroristy je mor zpusobeny Y.
pestis. Nejbéznéjsim pienosem je kousnuti blechami, ale infekce se muze Sifit také
manipulaci nebo konzumaci nedostatecné tepelné upravené¢ho masa z infikovanych zvifat.
Pienos Y. pestis z ¢lovéka na ¢lovéka, tj. primarni pneumonicky mor, je mozny vzdusnou
cestou pomoci kapének nebo aerosolu a je-li nelécen, je 100% smrtelny. Mor se vyznacuje
kratkou inkubac¢ni dobou a velmi nizkou infekéni davkou, kdy onemocnéni mize zpusobit

pouze 1 az 10 bakterii.

F. tularensis je ptivodcem vysoce infekéniho onemocnéni zvaného tularemie. Tularemie je
primarné onemocnéni divokych zvitat (zajici, kralici), které se mize prendset na Clovéka.
Onemocnéni je pienaSeno krevsajicimi Clenovci - klistaty, muskami, komary, ale také
kontaminovanymi potravinami, vodou, piidou. Pfenos z ¢lovéka na ¢lovéka nebyl dosud
zaznamenan. K infekci ¢lovéka miZze vést i vystaveni velmi malému poctu bakterialnich
t. tularensis, oznacovany téz jako typ A, ktery ptedstavuje nejvirulentnéjs$i poddruh F.
tularensis a je obvykle spojovan s tézkymi plicnimi infekcemi, které jsou bez veasné 1écby

smrtelné.

Brucella spp. je sice klasifikovana podle CDC jako patogen skupiny B, ale stale zptisobuje
zavazné nakazlivé onemocnéni pienosné na ¢lovéka, které, ackoliv nebyva smrtelné, vede
ke dlouhotrvajicimu onemocnéni s rozsdhlymi medicinskymi a ekonomickymi dasledky.
Rod Brucella zahrnuje nékolik druhti vykazujicich hostitelské adaptace. B. abortus (hovézi
dobytek), B. melitensis (ovce a kozy) B. suis (prasata) patii mezi nejb€znéjsi a jsou
virulentni nejen pro hospodaiskd zvirata, ale také pro divokou zvér a lidi. K pfenosu na
¢lovéka dochazi pfimym kontaktem, vdechovanim kapének nebo konzumaci infikovaného
masa nebo mléénych vyrobkil. Pro rozvoj onemocnéni postaduje 102 az 10° bakterialnich

bunék.

Pro vCasny a uCinny zasah proti dusledkiim bioteroristickych ttokti je v prvni fadé
nezbytné spravné a co nejrychleji identifikovat pouZité biologické agens. Nejcastéji jsou
v soucasné dob& pouzivany detekéni systémy zalozené na potvrzeni piitomnosti
nukleovych kyselin jednotlivych patogenti. Idedlni detekéni systém by mél byt schopen
detekovat patogeny ve velmi nizké koncentraci a v riznych matricich. Kromé toho by mél

byt pienosny a uzivatelsky piivétivy. Nespornou vyhodou je schopnost detekovat vice
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patogenti zaroven, protoze pii potencialnich hrozbach neni v drtivé vétSing ptipadt predem
zndmo, ktery patogen byl pouZit. Jako idealni detek¢ni metoda se v soucasnosti jevi
polymerazova feté¢zova reakce v redlném Case (QPCR), a to zejména kvili vysoké citlivosti,
vysoké specifit¢ a moznosti kvantifikace. Nevyhoda této metody spociva v omezené
moznosti vytvaret multiplexni systémy pro rychlou detekci vétSiho poctu patogentl.
Piedkladany diagnosticky prostiedek, ktery umoznuje simultanni in vitro detekci
bakterialnich patogeni: Bacillus anthracis (BA), Yersinia pestis (YP), Francisella
tularensis (FT) a Brucella spp. (Br.spp.) v riznych typech matric (voda, potraviny, stéry
Z prosttedi ¢i rukou osob a klinicky material) v jedné reakci tento nedostatek odstranuje.
Tento prostfedek, oznafeny jako ,,Biothreat xXMAP panel — detekce BA, YP, FT a
Br.spp.*‘, je unikatni svym sloZenim a jednoduchosti pouZiti. Souprava zahrnuje interni

pozitivni kontrolu (IPK), ktera umoziuje validni analyzu kazdého jednoho vzorku [1-4].
2. Oblast techniky

Produkt je zaméfen na diagnostiku v Siroké oblasti veterinarni i humanni a to zejména pro

potieby organizaénich slozek Ministerstva vnitra a Ministerstva obrany CR.
3. Aktualni stav techniky (diagnostiky)

Vzhledem k tomu, Ze vétsina vySe uvedenych agens je fazena podle CDC do kategorie A
kontaminovanymi témito patogeny nakladat v laboratotich, které odpovidaji urovni
technického zabezpefeni 3 (BSL-3). V téchto prostorach je personal chranén pred
ndhodnym vystavenim aerosoliim a laboratofe jsou chranény proti uniku agens do okoli.
Vzhledem k vytiZzenosti i organiza¢ni a finan¢ni naro¢nosti laboratofi BSL-3 je vhodné
provést zde jen nejnutnéjsi praci (inaktivaci bakterialnich bunék) a naslednou praci s jiz

neinfekénim materidlem provadéet v laboratofich s niz§im stupném zabezpeceni.

V soucasné dob¢ dostupné diagnostické nastroje jsou urcené vzdy pro prukaz jednoho
konkrétniho agens. Analyza neznamych vzorkd na pfitomnost vétsiho mnozstvi patogent
tak mtze byt finanén€ i ¢asové naro¢na. Pro srovnani napt. Biovendor — Laboratorni
medicina a.s. detek¢ni kit pro stanoveni B. anthracis pomoci metody gPCR vychazi
350 K¢ (bez DPH) za jedno stanoveni (reakci), cena celého kitu na 25 reakci je 8 750 K¢
(bez DPH).
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Naklady na provedeni analyzy jednoho vzorku pii vyuziti pfedkladaného multiplexniho
detek¢niho nastroje na prikaz ptfitomnosti Ctyf patogent - BA, YP, FT a Br.spp. se
pohybuji okolo 432 K¢ (bez DPH) pii vysetfeni dvou vzorkl a jejich duplikata (tzn. 4
reakce). Cenu za stanoveni jednoho patogenu ve vzorku lze tedy pocitat jako 432/8 = 54
K¢ (bez DPH). Pii vysSim poctu vzorkd se cena za jedno vySetieni jeSté snizuje. Oproti
V soucasnosti dostupnym komerc¢nim soupravam toto feSeni piedstavuje usporu financnich

prostredka.
4. Popis technického FeSeni a narokii na ochranu

Technické feseni diagnostického prostiedku pro in vitro detekci biologickych agens (BA,
YP, FT a Br.spp.), které mohou byt zneuzity jak biologické zbran¢ v riznych typech matric
(klinicky material, voda, potraviny, stéry z prostiedi ¢i rukou osob) vyuziva tzv. XMAP
technologii (Luminex corporation, USA, Texas) na pristrojové platformé¢ MagPix.
Technologie XMAP je zalozena na tfech po sobé jdoucich krocich: 1) multiplexni
oligonukleotidova ligacni assay, 2) PCR suniverzalnim parem primerd shodnym pro
vSechny cile a 3) hybridizace. Spojeni téchto krokli umoznuje simultanni detekci fady

molekuldrnich cilt v Siroké skéle matric.

Piedkladany detekéni systém je pro zajiSténi spolehlivosti vybaven i systémem interni
pozitivni kontroly pro vylouceni PCR inhibice a spociva v piidani nukleové kyseliny
0 znamé sekvenci do kazdého vzorku a jeji nasledné simultanni detekci spolu s ostatnimi
detek¢énimi cili. Jako interni pozitivni kontrola (IPK) jednotlivych kroki MOL-PCR
analyzy u kazdého vzorku je pouzita nekompetitivni synteticka sekvence zaloZzena na DNA
sekvencich dvou vyhynulych druht. Kontrolni synteticka sekvence byla syntetizovana de
novo a klonovéna do plazmidu. Tento pfistup, tzn. pouziti pfesné definovaného mnozstvi
interni kontroly ve spojeni s xXMAP technologii, umoziuje kontrolu analytického postupu
kazdého jednoho analyzovaneho vzorku. Metoda je specifikovana jedine¢nymi parametry,
které umoznuji jeji pouZiti v oblasti veterinarni i humanni mediciny. Zvolené feSeni je

unikatni v nasledujicich polozkach:
Interni pozitivni kontrola postupu analyzy vzorku (IPK)

e Interni pozitivni kontrola celého postupu analyzy vzorki na pfitomnost BA, YP, FT a

Br.spp. je slozena ze specifickych sekvenci dvou vyhynulych zivo¢isnych druhii; vakovlka
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(Thylacinus cynocephalus) a ptdka moa (Dinornis struthoides). Specifickd sekvence je
klonovéna do plazmidu a namnoZena za pouZiti kompetentnich bun¢k Escherichia coli.

Takto vytvoifena interni kontrola je unikatni a zcela arteficialni. Proto je mozné ji pouZit pti

detekci jakéhokoliv typu vzorku a patogenu.

e Pro ucely zajisténi sensitivity a specificity procesu detekce interni pozitivni kontroly
byly navrZzeny a testovany specifické unikatni sekvence nukleovych kyselin (viz bod 7; tzv.

oligonukleotidy, které jsou soucasti reakénich smési)
e Interni pozitivni kontrola je stabilni minimaln¢ 12 mésici pii teploté -20+4 °C.

SloZeni diagnostického produktu ,,Biothreat XMAP panel — detekce BA, YP, FT a
Br.spp.‘ a jeho uZivatelske vlastnosti

e Ligacni smési (LP1 a LP2) obsahuji veskeré reakéni slozky pro prabéeh ligace: ligazu,
pufr, specifické oligonukleotidy v definovanych koncentracich. Smés specifickych
oligonukleotidu zajisti analyzu vzorku na pritomnost genomu BA, YP, FT, Br.spp. a IPK.

e Reak¢ni smés (tzv. PCR) v jedné zkumavce obsahuje veskeré reakéni slozky nezbytné
pro pribéh PCR. Tyto slozky jsou: reakéni pufr s optimalizovanym mnozstvim iontd
hot¢iku (Mg?"), smés viech potfebnych oligonukleotidii, ktera zajisti analyzu vzorku na

pfitomnost genomu BA, YP, FT, Br.spp. a IPK.

e Smés specifickych magnetickych fluorescenéné oznacenych mikrosfér, jejichz
fluorescen¢ni signal umozni stanovit ptitomnost detekénich cili z genomu BA, YP, FT,

Br.spp. a IPK.

e Piedkladany produkt kromé vySe popsanych reakénich smési obsahuje zkumavky
"pozitivni kontrola"”, obsahujici naklonované jednotlivé detekéni cile, které je mozno
pouzit jako pozitivni kontrolu reakci, a piibalovou informaci o pouziti diagnostické

soupravy vcetné€ navodu k interpretaci ziskanych vysledk.

e Préce sproduktem u uZivatele spociva pouze v odebrani potiebného ptredepsaného

mnozstvi ,,reakéni smési a pridani vzorku nebo/a ,,pozitivnich kontrol®.

e Produkt je v popsaném sloZeni stabilni minimalné 12 mésic pii teploté -20+4 °C.
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5. Naroky na ochranu

I.  Sekvence nukleotidi cilovych useka interni pozitivni kontroly analytického postupu

nebo jejich ¢asti, pouzité oligonukleotidy (rozpoznavaci sekvence pro ligaci) 5°- 3":

a) PHO-ATTAGCACAATGAATAATCATCGTCTCACTTCTTACTACCGCG

b) ACTCGTAGGGAATAAACCGTATTGTGAAAGAAAGAGAAGAAATTTA
TACACACGCAATCACCAC

Il.  Sekvence oligonukleotidii specifickych k cilovym usekiim genomu BA, YP, FT a

Br.spp. (rozpoznévaci sekvence pro ligaci) 5°- 3":

c) PHO-ATTACAAGTATTATTCAGAGAACGTTCTCACTTCTTACTACCGCG

d) ACTCGTAGGGAATAAACCGTTATTAGAGTTTGAGAATAAGTAGTGGTA
TTTTTTGCTTCAATGGTG

e) PHO-CTGTATCAGCGGTATTTAAACTCTCACTTCTTACTACCGCG

f) ACTCGTAGGGAATAAACCGTTGAGTAAGTTTGTATGTTTAAGTAATCT
AATATCGGCATTTAATCTTG

g) PHO-TTCTGTTGTTTTGCCTTGACATTCTCCTCTCACTTCTTACTACC
GCG

h) ACTCGTAGGGAATAAACCGTGTGTTATAGAAGTTAAATGTTAAGCATA
ATGACGGGGCGCTCA

i) PHO-AGGAACCACTAGCACATCTTCTCACTTCTTACTACCGCG

J) ACTCGTAGGGAATAAACCGTGTAAGATTAGAAGTTAATGAAGAACTTA
CTCTTGGCGGCTATAAAAC

k) PHO-TGAGATGATAACAAGACAACAGTCTCACTTCTTACTACCGCG

) ACTCGTAGGGAATAAACCGTGTAAGAGTATTGAAATTAGTAAGAAACT
AAAAAAAGGAGAATGATTATGAG

m) PHO-ACTATCTAGAAATGTTCAAGCAAGTGTTCTCACTTCTTACTACC
GCG

n) ACTCGTAGGGAATAAACCGTAGTAAGTGTTAGATAGTATTGAATGGGT
GGTGGTCTTAAGTTTGA

0) PHO-CAGGCTACGAATCCAGAAATCTCACTTCTTACTACCGCG
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p) ACTCGTAGGGAATAAACCGTATTTGTTATGATAAATGTGTAGTGCGCA
CTGAATCTCTGTTTTTC
q) PHO-TATGCCATTCGCCGCCTGATCTCACTTCTTACTACCGCG
r ACTCGTAGGGAATAAACCGTGTGATTGAATAGTAGATTGTTTAACATT
CTTCACATCCAGGAAACCCGAC

I1l.  SloZeni reakénich smési, tzv. LP1, LP2, PCR, KM, které obsahuji minimalné tyto
reakéni slozky nezbytné pro pribéh reakce: ligdza, reakéni pufry, smés vSech potiebnych

oligonukleotidl (specifickych usekl nukleové kyseliny), mix specifickych mikrosfér.

6. Vysvétleni narokii na ochranu

Ad 1. —11.) Jednd se o unikatni sekvence, které dosud nebyly pouzity, byly originalné
navrzeny a testovany vV laboratofich Vyzkumného ustavu veterinarniho 1ékafstvi, v.v.i.
S jejich pomoci je mozne technologii XMAP provest validni analyzu vzorkd na pfitomnost
genomu BA, YP, FT, Brucella spp. Sekvence interni pozitivni kontroly analytického postupu
je naprosto jedine¢na, proto piipraveny konstrukt (specifickd sekvence klonovana do
plazmidu) je mozné pouzit pro jakoukoliv matrici (klinicky material, potravina, prostiedi).
Tzn. metodika je pouzitelna pro diagnostiku v ramci veterinarni i humanni mediciny. Pfesné
ur¢eni sekvenci genomu vySe uvedenych bakteridlnich agens a interni pozitivni kontroly je
podminkou pro spravné a ptesné hybridizace nukleovych kyselin ve vySetfovaném vzorku
s navrzenymi kratkymi sekvencemi DNA (oligonukleotidy); tyto specifické oligonukleotidy
se tak vazi vyhradné na nukleovou kyselinu vySe uvedenych bakterii a interni kontroly.
Pfedmétem ochrany tedy maji byt pravé uvedené sekvence nukleotidll, které jsou pouzity

v tomto diagnostickém prostiedku 5°- 3":
a) PHO-ATTAGCACAATGAATAATCATCGTCTCACTTCTTACTACCGCG

b) ACTCGTAGGGAATAAACCGTATTGTGAAAGAAAGAGAAGAAATTTATACA
CACGCAATCACCAC

c) PHO-ATTACAAGTATTATTCAGAGAACGTTCTCACTTCTTACTACCGCG

d) ACTCGTAGGGAATAAACCGTTATTAGAGTTTGAGAATAAGTAGTGGTATTT
TTTGCTTCAATGGTG

10



VUVel, i
e) PHO-CTGTATCAGCGGTATTTAAACTCTCACTTCTTACTACCGCG

f) ACTCGTAGGGAATAAACCGTTGAGTAAGTTTGTATGTTTAAGTAATCTAAT
ATCGGCATTTAATCTTG

g) PHO-TTCTGTTGTTTTGCCTTGACATTCTCCTCTCACTTCTTACTACCGCG

h) ACTCGTAGGGAATAAACCGTGTGTTATAGAAGTTAAATGTTAAGCATAAT
GACGGGGCGCTCA

1) PHO-AGGAACCACTAGCACATCTTCTCACTTCTTACTACCGCG

J) ACTCGTAGGGAATAAACCGTGTAAGATTAGAAGTTAATGAAGAACTTACT
CTTGGCGGCTATAAAAC

k) PHO-TGAGATGATAACAAGACAACAGTCTCACTTCTTACTACCGCG

) ACTCGTAGGGAATAAACCGTGTAAGAGTATTGAAATTAGTAAGAAACTAA
AAAAAGGAGAATGATTATGAG

m)PHO-ACTATCTAGAAATGTTCAAGCAAGTGTTCTCACTTCTTACTACCGCG

n) ACTCGTAGGGAATAAACCGTAGTAAGTGTTAGATAGTATTGAATGGGTGG
TGGTCTTAAGTTTGA

0) PHO-CAGGCTACGAATCCAGAAATCTCACTTCTTACTACCGCG

p) ACTCGTAGGGAATAAACCGTATTTGTTATGATAAATGTGTAGTGCGCACTG
AATCTCTGTTTTTC

q) PHO-TATGCCATTCGCCGCCTGATCTCACTTCTTACTACCGCG

r) ACTCGTAGGGAATAAACCGTGTGATTGAATAGTAGATTGTTTAACATTCTT
CACATCCAGGAAACCCGAC

11
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Specifickym znakem naroku na ochranu je: kterdkoliv z uvedenych sekvenci nukleové

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

Ad 111.) Slozeni reakénich smési je pro ¢ast navrzené metody typické a obecné znamé.
V navrzeném naroku na ochranu je vSak pozadovana ochrana reak¢nich smési, které obsahuji
vSechny uvedené sloZzky najednou: LP1 a LP2 (reak¢ni pufr, specifické oligonukleotidy,
interni kontrola), PCR (enzym polymeraza, dATP, dCTP, dGTP, dTTP, reak¢ni pufr, smés
vSech pottebnych oligonukleotidd, tzv. primertl) a KM (mix specifickych mikrosfér). Soucasti
diagnostického prostfedku jsou také zkumavky s reakéni smési LP3, AP (analyzacni pufr),
KM2, KM3 a zkumavky s pozitivni kontrolou. Vyhodou pro zékaznika je jednoduché pouZiti,
kdy k provedeni detekce postaci do zkumavky odebrat dany objem reakéni smési a piidat
izolat nukleové kyseliny ze vzorku. Dalsi z vyhod je mozZnost analyzy vzorku na pfitomnost
BA, YP, FT, Brucella spp. a soucasn¢ ovéfit fadnost celého analytického postupu v ramci

jedné reakce.

Specifickym znakem naroku na ochranu jsou ¢tyfi zkumavky, které obsahuji minimalné shora
uvedené reakéni slozky, pokud jsou obsazeny v diagnostickém prostiedku pro in vitro

diagnostiku.

7. Seznam materialu obsazeném v diagnostické soupravé

PK obsahuje DNA BA, YP, FT, Brucella spp. (abortus, melitensis a suis)
(pozitivni kontrola)

IPK obsahuje interni kontrolu analytického postupu, tzn. syntetickou sekvenci
zalozenou na DNA sekvencich dvou vyhynulych druhii (vakovlk tasmansky,
ptak moa), ktera je klonovana do plazmidu. Tato sekvence je zcela artificialni a
nevyskytuje se v zadném Zzivoc¢isném, rostlinném ¢i bakterialnim druhu.

PUH obsahuje PCR ultra H20

LP smési LP1 obsahuje: vodu, pufr, specifické oligonukleotidy M1
LP2 obsahuje: vodu, pufr, specifické oligonukleotidy M2
LP3 obsahuje: enzym ligazu

Poznamka: slozeni LP3 neni pfedmétem naroku na ochranu
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VUVeL: s

PCR smés  obsahuje vodu, deoxyribonukleotidy, pufr, polymerdzu, specificke

oligonukleotidy, ale neobsahuje nukleové kyseliny

Poznamka: slozeni PCR neni pfedmétem naroku na ochranu.
KM smési  KM1 obsahuje smés specifickych mikrosfér

KM2 obsahuje roztok NaCl

KM3 obsahuje roztok MES (pufr)

Poznamka: slozeni KM2, KM3 neni pfedmétem naroku na ochranu.
AP obsahuje analyzac¢ni pufr

Poznamka AP neni pfedmétem naroku na ochranu.
Specifické oligonukleotidy (kratké tiseky nukleové kyseliny, vyznacujici se unikatni sekvenci
za sebou ftazenych nukleotidl; zajiStujici sensitivitu a specificitu detekce). Sekvence

oligonukleotidii specifickych pro BA, YP, FT, Br.spp. a IPK:

Oligo Sekvence (5°- 37) Délka

BA 5345 M1 PHO-AATTACAAGTATTATTCAGAGAACGTTCTCAC 46
TTCTTACTACCGCG

BA 5345 M2 ACTCGTAGGGAATAAACCGTTATTAGAGTTTGAGA 49
ATAAGTAGTGGTAT

BApagA_M1 PHO-TGTATCAGCGGTATTTAAACTCTCACTT 40
CTTACTACCGCG

BApagA_ M2 ACTCGTAGGGAATAAACCGTTGAGTAAGTTTGTAT 68

GTTTAAGTAATCTAATATCGGCATTTAATCTTG

YPpla_M1 PHO- TTCTGTTGTTTTGCCTTGACATTCTCCTCTCAC 47
TTCTTACTACCGCG
YPpla_M2 ACTCGTAGGGAATAAACCGTGTGTTATAGAAGTTA 63

AATGTTAAGCATAATGACGGGGCGCTCA

YPcafl_M1 PHO-AGGAACCACTAGCACATCTTCTCACTTC 39
TTACTACCGCG
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YPcafl M2

FTspp.23kDa_M1

FTspp.23kDa_M2

FTspp_fopA_M1

FTspp_fopA_M2

Br.spp._omp2_M1

Br.spp._omp2_M?2

Br.spp._bcsp31l_M1

Br.spp._bcsp31_M2

IPK_M1

IPK_M2

7 VYZKUMNY USTAV
e VETERINARNIHO
LEKARSTVI, vov. i

ACTCGTAGGGAATAAACCGTGTAAGATTAGAAGT
TAATGAAGAACTTACTCTTGGCGGCTATAAAAC

PHO-TGAGATGATAACAAGACAACAGTCTCACTTCTTA
CTACCGCG

ACTCGTAGGGAATAAACCGTGTAAGAGTATTGAA
ATTAGTAAGAAACTAAAAAAAGGAGAATGATTA
TGAG

PHO-ACTATCTAGAAATGTTCAAGCAAGTGTTCTCA
CTTCTTACTACCGCG

ACTCGTAGGGAATAAACCGTAGTAAGTGTTAGATA
GTATTGAATGGGTGGTGGTCTTAAGTTTGA

PHO-CAGGCTACGAATCCAGAAATCTCACTTCTTA
CTACCGCG

ACTCGTAGGGAATAAACCGTATTTGTTATGATAAA
TGTGTAGTGCGCACTGAATCTCTGTTTTTC

PHO-TATGCCATTCGCCGCCTGATCTCACTTCTTACT
ACCGCG

ACTCGTAGGGAATAAACCGTGTGATTGAATAGTA
GATTGTTTAACATTCTTCACATCCAGGAAACCCGAC

PHO-ATTAGCACAATGAATAATCATCGTCTCACTTCT
TACTACCGCG

ACTCGTAGGGAATAAACCGTATTGTGAAAGAAAG
AGAAGAAATTTATACACACGCAATCACCAC

67

42

71

47

65

39

65

39

70

43

64

Vyvoj prototypu diagnostického prostiedku — detekéni soupravy probihal v rdmci feSeni

projektu Bezpeénostniho vyzkumu MV CR V120152020044,
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