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Vyvoj prototypu diagnostického prostfedku — detekéni soupravy probihal v rdmci feSeni

projektu Ministerstva Zemedelstvi QK1810212.



1. Uvod

Jiz n€kolik desitek let jsou oblasti zajmu bezpe&nosti potravin bakteridlni ptivodei onemocnéni,
zejména druhy s potencidlem zplsobovat epidemické vyskyty onemocnéni s &asto vysoce
zévaznymi klinickymi projevy — tedy patogeny, které maji znaény dopad na vefejné zdravi. Do
poptedi zdjmu se ale v poslednich letech dostavaji 1 jind agens, pro ktera nejsou v legislativé
konkrétni limity, napt. Staphylococcus aureus, Campylobacter jejuni & Yersinia enterocolitica
(EFSA 2016; Dziedzinsk4 a kol., 2018). Pfestoze vétsina infek&nich onemocnéni pfenasenych
potravinami je odbornou i laickou vefejnost{ spojovédna zejména s produkty Zivo&iZného
pvodu, mnoZi se ptipady hromadnych onemocnéni s vehikulem rostlinného pivodu — zejména
se jednd o zeleninu (zv1ast€ listovou) a ovoce, zeleninové a ovocné §t'avy a nakliSend semena
(Berger a kol., 2010). K mikrobidlni kontaminaci vegetabilii miize dochazet prakticky v
kterémkoli kroku vyroby, a to v disledku nedodrZovani spravné vyrobni, hygienické &
zem&d€lské praxe. Jako mozZné zdroje kontaminace se uvadi zdvlahova voda, voda pouZivana
k oplachu plodin, piida, hntjj (vyuzivajici se jako hnojivo), divoce Zijici zvitata a hmyz i lidsky
faktor (Alegbeleye a kol,, 2018; Berger a kol., 2010; Dixon 2016; Tefera 2018).

Nejvetsi riziko pro konzumenta z hlediska moZné nékazy pfedstavuje kontaminace potravin
ur¢enych k pifmé spotfeb& (v odborné literatufe také oznalovéany jako ready-to-eat, RTE
potraviny). Z legislativniho pohledu jsou jako RTE potraviny oznaovany vyrobky, které jsou
urCen€ k piimé lidské spotiebé, aniz by bylo nutné je tepelné upravovat ¢i jinak zpracovéavat za
UCelem uCinného odstranéni ¢i sniZeni dotéenych mikroorganismi na pfijatelnou turovet
(Nafizeni 2073/2005). Spadaji sem tedy potraviny tepelné opracované b&hem vyroby i
potraviny konzumované syrové a nezpracované. Zejména v posledni letech roste obliba tzv.
raw stravy a s ni i konzumace tepelné neoSetfenych potravin rostlinného plvodu.
Mikrobiologickd kritéria jsou pro tento typ vyrobkd definovdna nafizenim Komise ES &.
2073/2005. Mezi legislativng sledované patogeny u vybranych potravin rostlinného piivodu
patti Salmonella spp., Listeria monocytogenes a shiga toxin produkujici Escherichia coli
(STEC); dale musi vyrobei u neékterych druht potravin pravidelné sledovat jako indikator
fekalniho zne€isténi i nepatogenni Escherichia coli.

Pro prototyp detekéniho panelu byly na zakladg literarni reSerSe vybrany ndsledujici patogeny,
které se mohou vyskytovat vrostlinné matrici: Bacillus cereus, Campylobacter jejuni,
Escherichia coli O157:H7, Listeria monocytogenes, Shigella spp., Staphylococcus aureus,

Vibrio cholerae, Yersinia enterocolitica, Clostridium botulinum a Salmonella enterica.



Bacillus cereus je grampozitivni, fakultativné anaerobni bakterie, kterd se béZn¢ vyskytuje
v pudg a potravinach. Tato bakterie roste pfi Sirokém rozmezi teplot od 4 °C do 48 °C, i kdyZ
vét§ina kmendl se pomnoZuje aZ pii teplotdch nad 10 °C. VétSina piipadli onemocnéni
zplsobenych B. cereus vznikd v dusledku nespravné tepelné upraveného nebo jesSt€ Castéji
nespravné skladovaného jidla, véetn® mléénych vyrobkd a masa, vafené ryZe, brambor a
tdstovin, kdy pastera¢ni teploty aktivuji kli€eni spor s naslednym pomnoZenim bakterie v
nedostatedng rychle zchlazeném pokrmu (Blackburn and McClure, 2009). Castym zdrojem této
bakterie je ale také Serstva zelenina (Park a kol., 2018; Yu a kol., 2019). Otravy zplisobené B.
cereus lze rozdélit na dva typy podle pfiznaki a podilejicich se toxint — rychleji nastupujici
emeticky syndrom objevujici se po poZiti potraviny s emetickym toxinem a prijmovy syndrom

vyvolany enterotoxiny produkovanymi ve stievé (Blackburn and McClure, 2009)

Rod Campylobacter je skupina spiralovitych bakterii, ktera zahrnuje vice nez 20 druhif. VéEtSina
humannich kampylobakterioz je zplisobena druhem Campylobacter jejuni. Tato gramnegativni
termotolerantni bakterie je oznalovana jako nejastéj$i pdvodce stfevnich onemocnéni
v Evropé. K piiznakiim onemocnéni patf{ zvraceni, prijjem, nevolnost nebo zvySena teplota.
Za hlavni rezervoar je povazovan zazivaci trakt, a to zejména dribeZe, ptadkd a hlodavcl, u
kterych nakaza probihd v&tSinou asymptomaticky (Blackburn and McClure, 2009). Odtud se
pak &asto dostava Campylobacter jako kontaminant do prostfedi jako je napt. povrchova voda
a piida. Ve v&tSiné€ piipadl jsou bakterie pfenaSeny potravou (zejména syrovou dribezi a
syrovymi mléénymi vyrobky), ale také zelenina, a to pfedevsim saléty, je povaZovana za druhy

nejéast&jsi rizikovy faktor infekce kampylobakteriézou (Heaton and Jones, 2007).

Patogenni Escherichia coli zptsobuje riizna onemocnéni, jako je priijem, hemoragicka kolitida
a potencidln& fatdlni hemolyticko-uremicky syndrom, ktery se vyviji u 5-10 % piipadd
onemocnéni vyvolanych shigatoxigennimi kmeny (Blackburn and McClure, 2009). Tato
gramnegativni fakultativng anaerobni ty¢inkovitd bakterie se vyskytuje jako soucdst b&Zné
mikrofléry tlustého stfeva. VEtSina kmend je nepatogennich, existuji vSak sérotypy, které jsou
vysoce patogenni. K nim patti enterohemoragicka Escherichia coli O157:H7, ktera se nejCastéji
prenasi prostiednictvim nedostatedné tepelné upraveného mletého masa, nepasterovaného nebo

nedostatedné pasterovaného mléka, kli¢kl a zeleniny (Heaton and Jones, 2007).

Listeria monocytogenes zpusobuje listeriozu, infekci s imrtnosti az 20 %. Listeriéza se pfenasi
prostfednictvim kontaminovanych potravin, jako jsou mlééné vyrobky z nepasterovaného
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mléka, lahidky, maso a uzeniny, m&kké syry a ryby uzené za studena. Tato grampozitivni
tyéinkovitd bakterie se vyskytuje v pid€, vodé i potravinach. Je schopna rlstu i pi
chladirenskych teplotdch a ma schopnost perzistovat ve form& biofilmu na povrsich v prosttedi
potravindfskych provozoven, odkud miZe kontaminovat RTE potraviny, napt. p¥i krajeni. U
zdravych lidi, stejn€ jako u domécich zvifat, ziistava toto onemocnéni neodhaleno, vét§inou
totiz probihd bezpiiznakoveé (asymptomatitti nosici), eventudlné se projevuje pouze mirnymi
piiznaky (nevolnost, zvraceni, prijem), vyvolanymi Listeria monocytogenes mnoZicimi se v
butikdch stfevni sliznice, ale nepronikajicimi déle do organismu. Je-li v8ak organismus
oslabeny, miZe dochdzet k Sifeni bakterif lymfatickymi a krevnimi cévami do tkan{ a k rozvoji
znalnych zdravotnich komplikaci, jako je meningitida. U listeridzy mize také dojit k
transplacentdlnimu pfenosu (Khan a kol., 2016). Mezi rizikové potraviny rostlinného ptivodu

patif zejména listova zelenina (§penat) a krdjend mraZend zelenina (EFSA, 2016).

Bakterie rodu Shigella jsou pivodci akutnich, vysoce nakazlivych prijmovych onemocnéni s
typickou piimési hlenu a krve ve stolici. ZavaZnost onemocnéni je ovlivn&na v&kem, vyZivou
pacienta a velikosti infekéni davky. Alimentdrni pfenos nékazy se dé&je kontaminovanou
potravinou, mlékem a Casto vodou. Tyto gramnegativni aerobni bakterie ve tvaru tycek jsou
velmi citlivé na vlivy vngjsiho prostfed! (vEetng b&Zné& dostupnych desinfekénich prostiedk).
Stejn€ jako STEC tyto bakterie tvoii toxiny, které jsou pifmo zodpov&dné za vysokou
patogenitu.

Staphylococcus aureus je velmi rozsifenym oportunnim patogenem vyskytujicim se b&zné u
zvifat i lidi. Tato grampozitivni fakultativné anaerobni bakterie zpisobuje riizné infekce od
mirnych zanétl kiiZe a tkani aZ po Zivot ohrozZujici septické stavy a nekrotizujici pneumonie. Z
hlediska alimentdrniho onemocnéni mé vyznam schopnost produkce termostabilnich
enterotoxind v potravinich. Intoxikace se projevuje rychlym néastupem pfiznaki, jako je
nevolnost, zvraceni a prijem (bez horecky). Tento patogen je schopny se mnozit pii Sirokém
rozmezi pH a je znatné€ odolny vii¢i vysuseni. Z hlediska RTE potravin rostlinného pivodu jsou

rizikové napf. minimalné zpracovand zelenina a klicky.

Vibrio cholerae je gramnegativni fakultativné anaerobni bakterie ve tvaru zak¥ivené tycky
vyvolavajici onemocnéni zazivaciho traktu. Jedna se o neinvazivni bakterii, kterd adheruje na
epitel stfeva a produkuje zde choleratoxin. Ten vyvolava silné vodnaté priijmy. P¥irozeng se
vyskytuje ve sladké i motské vod€, mezi nejcastéjsi potravinové zdroje patii plody mofe. K
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pfenosu dochézi také kontaminovanou vodou, a to pfimo nebo po jejim pouziti k zavlaZovani

nebo oplachovani ovoce a zeleniny.

Yersinia je rod gramnegativnich bakterii ve tvaru tyCinky. Yersinia enterocolitica je
zoonotickym patogenem zpusobujicim akutni gastroenteritidu. NejCastéji se vyskytuje
yersinidéza u déti mladsich 5 let, pfi¢emz pievladajicimi piiznaky jsou horecka, bolest biicha a
prijem, ktery mize byt i krvavy. Nejvétsim rizikovym faktorem je konzumace vepfovych
produkt (prase je povaZovano za hlavni rezervoar), jako je mleté vepfové maso, vepfovy jazyk
nebo maso z hlav. Byly vSak zaznamenany i epidemie yersiniozy, kde vehikulem byla zelenina.
Vzhledem k faktu, Ze mize rist a mnozit se pfi teploté 4° C i méné, jedna se také o vyznamny

potravinovy patogen.

Clostridium botulinum je fazeno mezi grampozitivni obligdtn€ anaerobni ty¢inkovita bakterie
produkujici vysoce toxicky neurotoxin, ktery zplisobuje botulismus (otrava nervového
systému). V ramci tohoto bakteridlniho druhu rozliSujeme né€kolik antigennich sérovarQ
(oznaeny A - G), které se vyskytuji v pidé&, hnoji zvifat, zelenin€ i mofském sedimentu. Pro
konzumenty jsou nebezpecné zejména kompotované potraviny a po domaéacku vyrobené

konzervy (rybi vyrobky, masné vyrobky, ovoce, zelenina a houby).

Salmonella enterica je gramnegativni, fakultativné anaerobni bakterie zptsobujici prijmové
onemocnéni zvitat 1 lidi. Jako salmoneldza je oznaovano onemocnéni projevujici se typicky
jako gastroenteritida. K nédkaze ¢lovéka dochézi nejcasteji prostfednictvim kontaminovanych
potravin — spole¢né srodem Campylobacter je salmonela nejrozSifenéjSim alimentdrnim
patogenem v Evropé. V soucasné dob¢ je tento druh rozdélovan na jednotlivé poddruhy a ty
jsou dale rozdé€lovany na sérotypy (sérovary), kterych je v soucasné dobé vice nez 2500. Tyto
bakterie se vyskytuji v syrovém mase, driibezi a vejcich, v syrové zelening€, nepasterovanych
mléénych vyrobcich, mohou se v8ak nachdzet i v jinych druzich potravin, jako je krajené ovoce,

nepasterované zeleninové a ovocné $tavy nebo nakliena semena.

Zejména kvili citlivosti, specifit¢ a moznosti kvantifikace je v soucasné dob& nejvice
pouzivanou metodou prikazu vySe uvedenych agens polymerdzova fetézova reakce v redlném
Case (real time PCR, qPCR). Pomoci qPCR lze multiplexovat v z&vislosti na p¥istrojovém
vybaveni obvykle az 6 nezavislych cild (patogentt). Avsak i tento pocet nemusi byt v n€kterych

ptipadech dostacujici. Vyhody testovani jednoho vzorku na vice potencidlné mozZnych cil
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pomoci jediného testu jsou ziejmé a zahrnuji zkraceni doby testovani, moZnosti identifikovat
koinfekce a v neposledni fadé i znaénd finanéni tspora (Freeman a kol., 2017). Takovou
metodou je XMAP technologie, kterd se v oblasti bezpe&nosti potravin stale vice inkorporuje
do diagnostickych laboratoii. Jednd se o technologii vyuZivajici jiz fadu let zndmé metody
molekuldrni biologie, jako jsou ligace, hybridizace, magneticka separace a PCR. Diky t&mto
jednotlivym metoddm spojenymi dohromady ve sledu jednotlivych krokd lze pomoci piistroje
Luminex MAGPIX® System soucasné detekovat Sirokou $kalu cild v samotném testovaném
vzorku. Kapacita piistroje je omezena na 50 testovanych cili v jedné reakci bez moZnosti uréeni
ptesného mnoZstvi (kvantifikace). Diky moZnosti skladani (multiplexovani) rdznych
detekénich cili dle pozadavki na rizné patogeny &i riizné matrice lze v kratkém Case vySetiit

relativné znané mnozstvi vzorka.

Na zéklad€ uvedenych vyhod byl vyvinut diagnosticky prostiedek, ktery umoZiiuje in vitro
detekci Bacillus cereus, Campylobacter jejuni, Escherichia coli O157:H7, Listeria
monocytogenes, Shigella spp., Staphylococcus aureus, Vibrio cholerae, Yersinia enterocolitica,
Clostridium botulinum a Salmonella enterica v riznych typech rostlinné matrice (smoothie,
nakliCend semena, krajené zeleninové salaty, Cerstva zelenina nebo ovoce aj) v jedné reakci.
Kazdy patogen je identifikovan pomoci miniméln€ dvou nezévislych cilovych sekvenci, diky
CemuZ je vyrazné zvySend spolehlivost, prikaznost a specifita ziskanych vysledkt. Tento
prostfedek, oznaCeny jako ,,xMAP panel pro detekci vybranych bakteridlnich patogenti v
rostlinné matrici®, je unikdtni svym sloZenim a jednoduchosti pouZiti. Souprava zahrnuje i

interni kontrolu (IC), kterd umoziiuje kontrolu analyzy kazdého analyzovaného vzorku.

2. Oblast techniky

Produkt je zamé&fen na diagnostiku v oblasti bezpe€nosti potravin a huméanni mediciny.

3. Aktualni stav techniky (diagnostiky)

PfestoZe se jednd o bakteridlni patogeny, které jsou vice ¢i méné dobie kultivovatelné, pro jejich
detekci je tfeba n€kolik rdznych specifickych médii. Kultivace navic probihaji v nékolika
navaznych krocich a kultivaéni stanoveni tak celkoveé trvaji fadu dni. Navic vysledek kultivace
musi byt podpofen dal$imi metodami pro uréeni konkrétniho druhu, pfipadné dal§imi

analyzami urcujicimi patogenitu izolovaného kmene. Proto je v soudasnosti identifikace
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patogeni stale vice zamé&fena na metody molekularni biologie vyuZzivaji pro jejich detekei ¢i
pifpadnou charakterizaci specifické tseky genomu. Na soucasném trhu existuje tada
komer¢nich produkt slouzZicich k molekularni diagnostice (tzn. k prikazu Bacillus cereus,
Campylobacter jejuni, Escherichia coli O157:H7, Listeria monocytogenes, Shigella spp.,
Staphylococcus aureus, Vibrio cholerae, Yersinia enterocolitica, Clostridium botulinum a
Salmonella enterica). Nicméné tyto produkty v ramei jedné reakce umoziiuji detekovat pouze
jeden patogen, a tak identifikace v&t§iho po¢tu druhd patogend v analyzovaném vzorku miiZe

mit velmi vysokou finanéni i ¢asovou naro¢nost.

Pro vybrané bakterialni agens lze najit komeréné doddvané diagnostické soupravy pro detekci
bud’ pomoci kultivaéniho vySetfeni nebo i pomoci gPCR. Jedn4 se o n¢kolik mélo firem, které
maji ve svém portfoliu soupravy pro tzv. potravinové patogeny. Napiiklad n€émecké firmy
BIOTECON Diagnostics a Qiagen nebo americkd firma Norgen Biotek coporation (napf.
foodproof® E. coli 0157 Detection Kit, foodproof SL Staphylococcus aureus Detection Kit).
Cena individudlnich detekénich (pfipadné i typiza¢nich) diagnostickych souprav se pohybuje
okolo 420 € za 24 reakci (napf. mericon S. aureus Kit) a 1297 € za 96 reakci (napf. mericon
Campylobacter spp Kit). Nicméné ani jedna firma nenabizi komplexni feSeni a pro diagnostiku
nékolika patogenti v rdmci jedné reakce je nezbytné si zakoupit vice diagnostickych souprav,
coz znaéné zvySuje finanéni 1 Casovou narocnost na analyzy.

Néklady na provedeni analyzy jednoho vzorku pifi vyuZiti vySe zminéného multiplexniho
detekéniho xXMAP panelu na prikaz piitomnosti Bacillus cereus, Campylobacter jejuni,
Escherichia coli O157:H7, Listeria monocytogenes, Shigella spp., Staphylococcus aureus,
Vibrio cholerae, Yersinia enterocolitica, Clostridium botulinum a Salmonella enterica se
pohybuji okolo 550 K& bez DPH (cena je bez zapo¢itani izolace deoxyribonukleovych kyselin
a negativnich kontrol). Oproti v soucasnosti dostupnym komerénim soupravam tak toto feSeni

predstavuje vyrazn€ méné finanéné€ narocnou variantu.

4.  Popis technického FeSeni a naroku na ochranu

Technické feSeni diagnostického prostiedku, ktery umoziiuje in vitro detekei Bacillus cereus,
Campylobacter jejuni, Escherichia coli O157:H7, Listeria monocytogenes, Shigella spp.,
Staphylococcus aureus, Vibrio cholerae, Yersinia enterocolitica, Clostridium botulinum a
Salmonella enterica v riznych typech rostlinné matrice (smoothie, nakli¢ena semena, kréjené

zeleninové salaty, Cerstva zelenina nebo ovoce aj). Toto diagnostické feseni vyuziva kombinaci
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xMAP technologie (Luminex corporation, USA, Texas), multiplexni oligonukleotidové ligaéni
reakce a polymerdzové fetézové reakce. Spojeni téchto technologii umoZiiuje v jedné reakci
identifikovat piitomnost specifickych cilovych sekvenci vyznamnych vyse uvedenych
potravinovych patogenfl. Kazdy druh je identifikovan pomoci minimaln& dvou nezavislych
cilovych sekvenci.

Soucasti diagnostického prostfedku je interni kontrola (IC). Tato kontrola je trvale soudasti
vSech analyz a umoZiiuje odhaleni fale$né negativniho vysledku v didsledku inhibice
analyzovaného vzorku. Interni kontrola vznikla spojenim sekvenci dvou vyhynulych druht a
piirozené¢ se tedy vredlnych vzorcich nevyskytuje. De novo ptipravend sekvence byla
naklonovana do komerén€ dostupného plasmidu, ten byl transformovan do komeréné
dostupnych bungk (vSe firma Qiagen) a je uchovavéana ve formé& hluboce zamrazené bakterialni
suspenze. PouZiti xMAP technologie ve spojeni s IC zaru€uje kontrolu analytického postupu.
Takto sestavend metoda, jejiz pouziti je univerzalni (veterinarni i huménni medicina) je unikéatni

v nasledujicich polozkéch:

Kontrola postupu analyzy vzorku (IC)

e Kontrola analyzy vzorkl (IC) na piftomnost Bacillus cereus, Campylobacter jejuni,
Escherichia coli O157:H7, Listeria monocytogenes, Shigella spp., Staphylococcus
aureus, Vibrio cholerae, Yersinia enterocolitica, Clostridium botulinum a Salmonella
enterica je sloZena ze specifickych sekvenci dvou vyhynulych Zivo&isnych druhd;
vakovlka tasmanského (Thylacinus cynocephalus) a ptédka moa (Dinornis struthoides).
Piipraveny konstrukt (pfipraven pomoci klonovéani komeréné dostupnym kitem od
firmy Qiagen) je zcela unikétni a jeho pouZiti je univerzalni pro typ vzorku a druh
patogent.

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

o Kontrola je stabilni az jeden rok pii teploté -20 £4 °C.

Slozeni diagnostického produktu ,,xMAP panel pro detekei vybranych bakteridlnich
patogeniu v rostlinné matrici® a jeho uzivatelské vlastnosti
e Ligadni smési (oznaeny Lig 1 a Lig 2) obsahuji veskeré sloZky pro pribéh ligace:

ligdzu, pufr a specifické oligonukleotidy v definovanych koncentracich. Smés
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2)

specifickych oligonukleotidt zajisti detekei specifickych ¢asti genomu Bacillus cereus,
Campylobacter jejuni, Escherichia coli O157:H7, Listeria monocytogenes, Shigella
spp., Staphylococcus aureus, Vibrio cholerae, Yersinia enterocolitica, Clostridium
botulinum, Salmonella enterica a interni kontroly.

Reakéni smés (oznalena PCR) v jedné zkumavce obsahuje veskeré reakéni slozky
nezbytné pro prib&h konvenéni PCR. Tyto slozky jsou: ultralistd voda, enzym
polymeraza, deoxyribonukleotidy (dATP, dCTP, dGTP, dUTP), reakéni pufr s
optimalizovanym mnoZstvim iontd hoi¢iku (Mg?*), smés vSech potfebnych
oligonukleotidi.

Mix specifickych mikrosfér (ozna¢en M1), jejichz fluorescenéni signal umoZzni stanovit
pfitomnost specifickych tsek( genomu Bacillus cereus, Campylobacter jejuni,
Escherichia coli O157:H7, Listeria monocytogenes, Shigella spp., Staphylococcus
aureus, Vibrio cholerae, Yersinia enterocolitica, Clostridium botulinum, Salmonella
enterica a interni kontroly.

Produkt kromé& vys$e popsanych reakénich smési obsahuje zkumavku ozna¢enou ,,PC%,
ktera slouzi jako pozitivni kontrola reakci. Obsahuje také piibalovou informaci o pouZiti
diagnostické soupravy (véetné navodu k interpretaci ziskanych vysledki).

Prace s produktem u uZivatele spo¢iva pouze v odebréni potfebného piedepsaného
mnozstvi ,,reakéni smési* a pfidani analyzovaného vzorku nebo ,,PC*.

Tento produkt je v popsaném sloZeni stabilni maximaln€ po dobu jednoho roku (pfi

teploté -20 +4 °C).

Naroky na ochranu

Sekvence oligonukleotidli cilovych tsekd interni kontroly analytického postupu nebo

jejich &asti, pouzité jako oligonukleotidy (rozpoznavaci sekvence ligaci) 5'- 3":

a. PHO-ATTAGCACAATGAATAATCATCGTCTCACTTCTTACTACCGCG
b. ACTCGTAGGGAATAAACCGTATTGTGAAAGAAAGAGAAGAAATTT
ATACACACGCAATCACCAC.

Sekvence oligonukleotid specifickych k cilovym tuseklim genomu Bacillus cereus,
Campylobacter jejuni, Escherichia coli O157:H7, Listeria monocytogenes, Shigella spp.,
Staphylococcus aureus, Vibrio cholerae, Yersinia enterocolitica, Clostridium botulinum a

Salmonella enterica. Rozpoznavaci sekvence pro ligaci ve sméru 5'- 3"
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PHO TTCTAAGTTTGCAAATGGAAATTCCC a TTCTTGAGAACATGTTGTACGAGTTAC
PHO GGCTGAGTTCCTTCAATAATAAGTGG a GTTGTCGTAGTTAATTGTCCACCC
PHO TCCTACTTTGTAATCACTCACGCT a CTCCTTCCTTGTCGCTTAATTCTTC

PHO GGGTGGAATTGAAGTGGCTAAAT a GTCCAACGGCGCATTATTCTAT

PHO GATCATCCAGTGTTGTACGAAATCC a TCATTACATAAGAACGCCCACTGA

PHO CTGGCGTTAATGGAGTTCAGTG a TCGTCACTCACTGGTTTCATCATAT

PHO CCGCAATCTTTCCCTGATTTCTG a CGTAATTGTTCCTTCCTTACTGTTCG

PHO GGAATGGTGGAGAACGGTAATT a CAAAGAATGCACTGGTTTAGCTTG

PHO TAACGGAACCTTTGCTAGTCCAA a AGTAGTACCACCAACAACGATTAGTAA

j. PHO GTTGAGCGAATTCCTTGTCCTG a GGGACGGATGAAGCTAGTCTG

k. PHO CTGTCTCCCGACTTAAAGAATGTCT a CGGTGAAGAGCGTGATGAGG

l. PHO TCTACGGTTGTTTGGCTAATAGATAAATG a TTCGTCTAATAGAAGTTGATATGCATGC
m. PHO GCGACCTATTTCCTAATGCAGC a TGTATGAACCCTATGTCCGATTATTTC

n. PHO CGCCAAGAAATGCCCAAAGA a AGAGAATACGGAGCAACAGTTTC

PHO GACAAGCTTGCGATATTCAATCTTTAAG a GCAGTTATGGCCGTTCACATATATG
PHO GTGGTGTCTGTGCAATGGAG a ATTGTGGATGAAGGTGTTAGCG

PHO GCACAGAGATAATTTCCGGGTCA a TCCAGTCAACGGCAACCAC

PHO TGTTGACGGACTATGGCAAGG a GTGAGTATTGCTGCTGTTGTGG

s. PHO CTATGCTAGAGGTTTGTATATGTTGAATCC a CCTAGAAATATTGATGCAGCACCTAG
t. PHO AGGATGTGCTTGGTGTCAGG a GAGTGTATAGAGTGTGAAGTTGCAAC

u. PHO CAGATAGGTAGGTAATGGAATGACGA a TCAGTGCGATCAGGAAATCAA

v. PHO GTTAAGATTTATGCCTGCCCTGA a GGATCAGCAAAGCCCAGATC

o p

e e

5@ oo
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e
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3) SloZeni reakénich smési, tzv. Lig 1, Lig 2, PCR, M1, které obsahuji tyto reakéni slozky
nezbytné pro pribéh reakce: enzymy ligdza a polymeraza, deoxyribonukleotidy (dATP,
dCTP, dGTP, dUTP), reakéni pufry, smés vSech potfebnych oligonukleotid, mix
specifickych mikrosfér.

6.  Vysvétleni naroku na ochranu

Adla?2) Jednd se o unikétni sekvence, které dosud nebyly pouZity, byly origindlné
navrZeny a testovany v laboratotich Veterinarni a farmaceutické univerzity a Vyzkumného
ustavu veterindrniho lékaistvi, v.v.i.. S jejich pomoci je moZzné xMAP technologii provést
validni analyzu vzorkl a identifikovat pfitomnost (nebo naopak) vybranych Usekd genomu

bakterii Bacillus cereus, Campylobacter jejuni, Escherichia coli O157:H7, Listeria
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monocytogenes, Shigella spp., Staphylococcus aureus, Vibrio cholerae, Yersinia enterocolitica,
Clostridium botulinum a Salmonella enterica. Také sekvence IC analytického postupu je
naprosto jedine¢nd. Tento metodicky produkt je mozné pouZit pfi diagnostice jakékoli matrice
(potravina, prostiedi, klinické vzorky) pro diagnostiku v rdmci humdénni i veterindrni mediciny
&1 bezpednosti potravin. P¥esné uréeni sekvenci genomu vy$e uvedenych bakterialnich agens a
kontroly je podminkou spravné a presné hybridizace nukleovych kyselin ve vySetfovaném
vzorku s navrZzenymi kratkymi sekvencemi DNA (oligonukleotidy); tyto specifické
oligonukleotidy se tak vazi vyhradn€ na nukleovou kyselinu vySe uvedenych bakterii a
kontroly. Pfedmétem ochrany tedy maji byt pravé uvedené sekvence oligonukleotidd, které jsou

pouzity v tomto diagnostickém prostiedku (smér 5'- 3°):

PHO TTCTAAGTTTGCAAATGGAAATTCCC a TTCTTGAGAACATGTTGTACGAGTTAC
PHO GGCTGAGTTCCTTCAATAATAAGTGG a GTTGTCGTAGTTAATTGTCCACCC
PHO TCCTACTTTGTAATCACTCACGCT a CTCCTTCCTTGTCGCTTAATTCTTC

PHO GGGTGGAATTGAAGTGGCTAAAT a GTCCAACGGCGCATTATTCTAT

PHO GATCATCCAGTGTTGTACGAAATCC a TCATTACATAAGAACGCCCACTGA

PHO CTGGCGTTAATGGAGTTCAGTG a TCGTCACTCACTGGTTTCATCATAT

PHO CCGCAATCTTTCCCTGATTTCTG a CGTAATTGTTCCTTCCTTACTGTTCG

PHO GGAATGGTGGAGAACGGTAATT a CAAAGAATGCACTGGTTTAGCTTG

PHO TAACGGAACCTTTGCTAGTCCAA a AGTAGTACCACCAACAACGATTAGTAA
PHO GTTGAGCGAATTCCTTGTCCTG a GGGACGGATGAAGCTAGTCTG

PHO CTGTCTCCCGACTTAAAGAATGTCT a CGGTGAAGAGCGTGATGAGG

PHO TCTACGGTTGTTTGGCTAATAGATAAATG a TTCGTCTAATAGAAGTTGATATGCATGC
PHO GCGACCTATTTCCTAATGCAGC a TGTATGAACCCTATGTCCGATTATTTC

PHO CGCCAAGAAATGCCCAAAGA a AGAGAATACGGAGCAACAGTTTC

PHO GACAAGCTTGCGATATTCAATCTTTAAG a GCAGTTATGGCCGTTCACATATATG
PHO GTGGTGTCTGTGCAATGGAG a ATTGTGGATGAAGGTGTTAGCG

PHO GCACAGAGATAATTTCCGGGTCA a TCCAGTCAACGGCAACCAC

PHO TGTTGACGGACTATGGCAAGG a GTGAGTATTGCTGCTGTTGTGG

PHO CTATGCTAGAGGTTTGTATATGTTGAATCC a CCTAGAAATATTGATGCAGCACCTAG
PHO AGGATGTGCTTGGTGTCAGG a GAGTGTATAGAGTGTGAAGTTGCAAC

PHO CAGATAGGTAGGTAATGGAATGACGA a TCAGTGCGATCAGGAAATCAA

PHO GTTAAGATTTATGCCTGCCCTGA a GGATCAGCAAAGCCCAGATC

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

pokud je obsazena v diagnostickém prostiedku pro in vitro diagnostiku.

12



Ad 3) SloZeni reakénich smési je pro &ast navrZené metody typické a obecn& zndmé.
V navrzeném naroku na ochranu je vSak pozadovéana ochrana reak&nich smési, které obsahuji
vSechny uvedené sloZky najednou: Lig 1 a Lig 2 (voda, pufr, specifické oligonukleotidy 1 a 2),
Lig 3 (ligdza), PCR (enzym polymeréaza, dATP, dCTP, dGTP, dUTP, reakéni pufr, smés viech
potiebnych oligonukleotidit), IC (interni kontrola) a M1 (mix specifickych mikrosfér). Sougasti
diagnostického prostfedku jsou také zkumavky s reakéni smési PC, DDW, M 2, M 3 a AP.
Vyhodou pro zdkaznika je jednoduché pouZiti, kdy k provedeni detekce postadi do zkumavky
odebrat dany objem reakéni smési a pfidat izolovanou nukleovou kyselinu z analyzovaného
vzorku. DalSim benefitem je mozZnost kontroly analyzy vzorku na pfitomnost Bacillus cereus,
Campylobacter jejuni, Escherichia coli O157:H7, Listeria monocytogenes, Shigella spp.,
Staphylococcus aureus, Vibrio cholerae, Yersinia enterocolitica, Clostridium botulinum,

Salmonella enterica pomoci kontroly (IC), a to v§e v ramci jedné reakce.

Specifickym znakem néroku na ochranu jsou ¢étyfi zkumavky, které obsahuji minimalng shora
uvedené reakéni sloZky, pokud jsou obsaZeny v diagnostickém prostfedku pro in vitro

diagnostiku.

7.  Seznam materidlu obsazeném v diagnostické soupravé

IC obsahuje kontrolu analytického postupu

PC obsahuje DNA patogent Bacillus cereus, Campylobacter jejuni, Escherichia
coli O157:H7, Listeria monocytogenes, Shigella spp., Staphylococcus aureus,
Vibrio cholerae, Yersinia enterocolitica, Clostridium botulinum, Salmonella
enterica

DDW obsahuje ultacistou vodu v PCR kvalité

Lig smési Lig 1 obsahuje: ultadistou vodu, pufr, specifické oligonukleotidy 1
Lig 2 obsahuje: ultacistou vodu, pufr, specifické oligonukleotidy 2
Lig 3 obsahuje: ligazu
Poznamka: sloZeni Lig 3 neni pfedmétem néroku na ochranu

PCR obsahuje vodu, deoxyribonukleotidy, pufr, polymerazu, specifické
oligonukleotidy, ale neobsahuje nukleové kyseliny

Poznamka: sloZeni PCR neni pfedmétem naroku na ochranu
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M smési M 1 obsahuje smes specifickych mikrosfér

M 2 obsahuje roztok NaCl

M 3 obsahuje roztok MES

Poznémka: sloZeni M2, M3 neni pfedmétem néroku na ochranu.
AP obsahuje analyzac¢ni pufr

Poznamka: sloZeni AP neni pfedmétem néroku na ochranu

Sekvence oligonukleotidt specifickych pro Bacillus cereus, Campylobacter jejuni, Escherichia
coli O157:H7, Listeria monocytogenes, Shigella spp., Staphylococcus aureus, Vibrio cholerae,

Yersinia enterocolitica, Clostridium botulinum, Salmonella enterica a I1C:

Oligo nazev Sekvence (5°-3") Délka
(nt)

BC 1 Ml PHO TTCTAAGTTTGCAAATGGAAATTCCCTGAGGTAGTAAGAGGTGAGG 46

BC 1 M2 CACGATGAGTCCTGAGTAACTTTGTGTGTTATTGTAATTGAGATTTCTTGAG 71
AACATGTTGTACGAGTTAC

BC 2 M3 PHO GGCTGAGTTCCTTCAATAATAAGTGGTGAGGTAGTAAGAGGTGAGG 46

BC 2 M4 CACGATGAGTCCTGAGTAACTTTGTTAGAATGAGAAGATTTATGGTTGTCGT 68
AGTTAATTGTCCACCC

CJ 1 Ml PHO TCCTACTTTGTAATCACTCACGCTTGAGGTAGTAAGAGGTGAGG 44

CJ 1 M2 CACGATGAGTCCTGAGTAACGTTATGATATAGTGAGTTGTTATTCTCCTT 69
CCTTGTCGCTITAATTCITC

Cl 2 M3 PHO GGGTGGAATTGAAGTGGCTAAATTGAGGTAGTAAGAGGTGAGG 43

Cl 2 M4 CACGATGAGTCCTGAGTAACAATGTAAAGTAAAGAAAGTGATGAGTCC 66
AACGGCGCATTATTCTAT

EC 1 M1 PHO GATCATCCAGTGTTGTACGAAATCCTGAGGTAGTAAGAGGTGAGG 45

EC 1 M2 CACGATGAGTCCTGAGTAACATTAAGTAAGAATTGAGAGTTTGATCATTA 68
CATAAGAACGCCCACTGA

EC 2 M3 PHO CTGGCGTTAATGGAGTTCAGTGTGAGGTAGTAAGAGGTGAGG 42

EC 2 M4 CACGATGAGTCCTGAGTAACTGTATATGTTAATGAGATGTTGTATCGT 69
CACTCACTGGTTTCATCATAT

EC 3 M5 PHO CCGCAATCTTTCCCTGATTTCTGTGAGGTAGTAAGAGGTGAGG 43

EC 3 M6 CACGATGAGTCCTGAGTAACAAAGAATTAGTATGATAGATGAGACGT 70
AATTGTTCCTTCCTTACTGTTCG

14




LM_1_MI

PHO GGAATGGTGGAGAACGGTAATTTGAGGTAGTAAGAGGTGAGG

42

LM_1_M2 CACGATGAGTCCTGAGTAACGTAAGAGTATTGAAATTAGTAAGACAAA 68
GAATGCACTGGTTTAGCTTG

ILM_2 M3 PHO TAACGGAACCTTTGCTAGTCCAATGAGGTAGTAAGAGGTGAGG 43

LM_2_M4 CACGATGAGTCCTGAGTAACGTAATTGAATTGAAAGATAAGTGTAGTAG 71
TACCACCAACAACGATTAGTAA

LM_3_MS5S PHO GTTGAGCGAATTCCTTGTCCTGTGAGGTAGTAAGAGGTGAGG 42

LM_3_Mé6 CACGATGAGTCCTGAGTAACGTATAGTGTGATTAGATTTGTAAAGG 65
GACGGATGAAGCTAGTCTG

SF_1_Ml1 PHO CTGTCTCCCGACTTAAAGAATGTCTTGAGGTAGTAAGAGGTGAGG 45

SF 2 M2 CACGATGAGTCCTGAGTAACAAATAAGAATAGAGAGAGAAAGTTCGGTG 64
AAGAGCGTGATGAGG

SA_1 M1 PHO TCTACGGTTGTTTGGCTAATAGATAAATGTGAGGTAGTAAGAGGTGAGG 49

SA_1 M2 ACGATGAGTCCTGAGTAACGTTGTAAATTGTAGTAAAGAAGTATTCGTCTAAT 71
AGAAGTTGATATGCATGC

SA_2 M3 PHO GCGACCTATTTCCTAATGCAGCTGAGGTAGTAAGAGGTGAGG 42

SA 2 M4 CACGATGAGTCCTGAGTAACGTTGAGAATTAGAATTTGATAAAGTGTAT 71
GAACCCTATGTCCGATTATTTC

SA_3_MS5 PHO CGCCAAGAAATGCCCAAAGATGAGGTAGTAAGAGGTGAGG 40

SA 3_M6 CACGATGAGTCCTGAGTAACGATTGATATTTGAATGTTTGTTTGAGAG 71
AATACGGAGCAACAGTTTC

VCH_1_M1 PHO GACAAGCTTGCGATATTCAATCTTTAAGTGAGGTAGTAAGAGGTGAGG 48

VCH_1_M2 ACGATGAGTCCTGAGTAACTATGAATGTTATTGTGTGTTGATTGCAGTTATGG 68
CCGTTCACATATATG

VCH_2 M3 PHO GTGGTGTCTGTGCAATGGAGTGAGGTAGTAAGAGGTGAGG 40

VCH_2_M4 CACGATGAGTCCTGAGTAACAAGATGATAGTTAAGTGTAAGTTAATT 66
GTGGATGAAGGTGTTAGCG

YE 1 Ml PHO GCACAGAGATAATTTCCGGGTCATGAGGTAGTAAGAGGTGAGG 43

YE_1_M2 CACGATGAGTCCTGAGTAACTAGAGAAAGAGAGAATTGTATTAATCCA 63
GTCAACGGCAACCAC

YE_2 M3 PHO TGTTGACGGACTATGGCAAGGTGAGGTAGTAAGAGGTGAGG 41

YE 2 M4 CACGATGAGTCCTGAGTAACAATTAGAAGTAAGTAGAGTTTAAGGTGA 66
GTATTGCTGCTGTTGTGG

CB_1_Ml PHO CTATGCTAGAGGTTTGTATATGTTGAATCCTGAGGTAGTAAGAGGTGAGG 50

CB_1 M2 CACGATGAGTCCTGAGTAACGTGTGTTATTTGTTTGTAAAGTATCCTAGAAATAT 70
TGATGCAGCACCTAG

CB_2_M3 PHO AGGATGTGCTTGGTGTCAGGTGAGGTAGTAAGAGGTGAGG 40

CB_2_M4 CACGATGAGTCCTGAGTAACTTTGATTTAAGAGTGTTGAATGTAGAGTGTATAGA | 70

GTGTGAAGTTGCAAC
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SE_1_MI PHO CAGATAGGTAGGTAATGGAATGACGATGAGGTAGTAAGAGGTGAGG 46

SE_1_M2 ACGATGAGTCCTGAGTAACGTTAGTTATGATGAATATTGTGTATCAGTGCGATCAG | 65
GAAATCAAC

SE 2 M3 PHO GTTAAGATTTATGCCTGCCCTGATGAGGTAGTAAGAGGTGAGG 43

SE 2_M4 CACGATGAGTCCTGAGTAACTTTAAGTGAGTTATAGAAGTAGTAGGATCAGCAAA | 64
GCCCAGATC

Vyvoj prototypu diagnostického prostiedku — detekéni soupravy probihal vrameci feSeni

projektu Ministerstva Zem&dglstvi CR QK1810212.
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XMAP panel pro detekci vybranych bakterialnich patogenii v rostlinné matrici

Popis

Diagnosticky prostiedek umoziujici in vitro detekci vybranych zdvaznych patogent
bakteridlniho plivodu, které se mohou vyskytovat v rostlinné matrici (ovoce, zelenina,
bylinky, nakli€end semena). Technické feSeni k prikazu uvedenych patogend vyuziva
kombinaci xMAP technologii (Luminex corporation, USA, Texas) zahrnujici specifické
multiplexni oligonukleotidové ligaéni reakce a jejich amplifikaci pomoci polymerazové
fetézové reakce (PCR). Spojeni t€chto molekuldrnich metod umoziiuje v jedné reakci provést
analyzu vzorku a detekovat tak Sirokou $kalu vybranych usekti deoxyribonukleovych kyselin
(DNA). Jako intern{ kontrola analyzy u kazdého vzorku je pouZit uméle vytvofeny konstrukt,
ktery poskytuje informaci o mozné fale$né negativité analyzovaného vzorku. Tato detek&ni
souprava je unikatni svym sloZenim a moZnosti simultdnni detekce deseti patogennich agens a
interni kontroly v jedné reakci. XMAP panel je navrzen pro detekci vybranych zoonotickych

patogent, které je moZné detekovat v rostlinné matrici.



Slozky detekéni soupravy

Tato souprava obsahuje slozky, které jsou nezbytné k analyze 20/50 vzorki.

Oznaleni  \i1 0y Objem 20/50 reakei  Slozky
vicka
1 ® IC 20/50 pl Interni kontrola
DNA patogent Bacillus cereus, Campylobacter jejuni, Escherichia
coli O157:H7, |Listeria monocytogenes, Shigella  spp.,
2 ® PC 100250 pi Staphylococcus aureus, Vibrio cholerae, Yersinia enterocolitica,
Clostridium botulinum, Salmonella enterica
3 © DDW 1/2x1,5 ml voda v PCR kvalité
4 Lig 1 220/550 pl voda, puft, specifické oligonukleotidy 1
5 Lig2 220/550 pl voda, pufr, specifické oligonukleotidy 2
6 t Lig3 10/25 pl lighza
voda, deoxyribonukleotidy, pufr, polymerdza, specifické
7 ® PCR 360/500 ul oligonukleotidy
8 M1 34/85 ul mix specifickych mikrosfér
9 o M2 16/40 pl roztok NaCI
10 o M3 50/125 pl roztok MES
11 e AP 900/2 250 pl analyzaéni pufr
Skladovani

Slozky soupravy 1 - 8 skladujte p¥i -20 + 4 °C po dobu max. jednoho roku. Slozky soupravy

9-11 skladujte pfi 4-8 °C po dobu max. jednoho roku. Reagencie chraiite pred svétlem.

Nevhodné podminky skladovani mohou negativné ovlivnit vysledky analyz.



Navod na pouziti

Ligace

kazdy b&h musi zahrnovat analyzovany vzorek (vzorky) a dale pozitivni kontrolu
(PC), negativni kontrolu izolace (NIC) a negativni kontrolu ligace s ultragistou vodou
(NCL) — tedy minimalné 4 separatni reakce
rozmrazit, ndleZit€ vortexovat a kratce centrifugovat roztoky Lig 1, Lig 2 a Lig 3
k analyze jednoho vzorku smichat v 0,2 ml zkumavece 11 pl Lig 1, 11 pl Lig 2 a 0,5 pl
Lig 3 (celkovy objem 22,5 pl); stejnym postupem pfipravit i reakce pro PC, NIC a
NCL
ke 22,5 pl liga¢ni smési pfidat 2,5 pl DNA do zkumavek v nasledujicim potadi:

(1) DNA analyzovaného vzorku

(2) pozitivni kontrola (PC)

(3) negativni kontrola izolace (NIC)

(4) negativni kontrola ligace (NCL)

kratce vortexovat a centrifugovat, po vloZeni do termocycleru spustit protokol ligaéni

reakce:
Uvodni denaturace 95 °C/ 10 min
Denaturace . 95°C/30s
Ligace 20 cykla 59°C/60s
Chlazeni 10°C/ 0
Konvenéni PCR

rozmrazit a nalezit€ vortexovat a kratce centrifugovat roztok PCR

do kazdé 0,2 ml PCR zkumavky pipetovat 18 pl PCR roztoku

e k 18 pl smési pfidat 6 pl produktu ligadni reakce v nasledujicim pofadi:

(1) analyzovany vzorek

(2) pozitivni kontrola (PC)

(3) negativni kontrola izolace (NIC)

(4) negativni kontrola ligace (NCL)

(5) negativni kontrola PCR (NCP) — ultracistd voda



e kratce vortexovat a centrifugovat, po vloZeni do termocycleru spustit protokol

konvenéni PCR:

Uvodni denaturace 95 °C/ 2 min

Denaturace 95°C/15s

Annealing 40 cykla 60°C/ 15 s

Extenze 72°C/ 15

Chlazeni 10 °C/
Hybridizace

e roztoky M 1, M 2 a M 3 kréatce promichat v ultrazvukové 14zni
e pro analyzu jednoho vzorku smichat 1,7 ul roztoku M 1, 0,8 ul roztoku M 2 a 2,5 pl
roztoku M 3 (celkovy objem 5,0 ul); mnoZstvi imérné navysit po¢tu analyzovanych
vzorkd a kontrolnich vzork (celkem tedy min. 5 pro kazdy b&h)
e rozdélit vytvofeny mix po 5 pl do 0,2 ml PCR zkumavek
e k5 ul smési ptidat 10 pl produktu konvenéni PCR v nésledujicim potadi:
(1) analyzovany vzorek
(2) pozitivni kontrola (PC)
(3) negativni kontrola izolace (NIC)
(4) negativni kontrola ligace (NCL)
(5) negativni kontrola PCR (NCP)
(6) negativni kontrola XMAP analyzy (NCX) — ultradista voda

e kratce centrifugovat a provést hybridizaci v termocycleru dle protokolu hybridizace:

Uvodni denaturace 96 °C/ 90 s
Hybridizace 37 °C/ 30 min




Hodnoceni vysledki
Po provedeni hybridizace jsou vzorky analyzovany na pf¥istroji Luminex MAGPIX® System
(Luminex corporation, USA, Texas).
e po provedeni hybridizace vzorky kratce centrifugovat a ihned ke kazdému vzorku
piidat 45 pl roztoku AP vytemperovaného na laboratorni teplotu;

e kratce centrifugovat a provést analyzu na pfistroji Luminex MAGPIX®

System(Luminex corporation, USA, Texas).

Je-li fluorescenéni signal daného vzorku v p¥islugném regionu mikrosfér po odedteni hodnoty
fluorescence negativni kontroly vy3si jak 50 (medién intenzity fluorescence; MFI), je vzorek

vyhodnocen jako pozitivni.

Oznadeni detekéniho cile | Patogen Region mikrosfér
1 |BC 1 Bacillus cereus 67
2 |BC2 Bacillus cereus 75
3 |]CI1 Campylobacter jejuni 77
4 |CJ2 Campylobacter jejuni 44
5 |EC 1 Escherichia coli O157:H7 Shiga toxin 1 | 21
6 |EC 2 Escherichia coli O157:H7 Shiga toxin 2 | 37
7 |EC 3 Escherichia coli O157:H7 76
8§ |LM 1 Listeria monocytogenes 66
9 |[LM 2 Listeria monocytogenes 18
10/ LM 3 Listeria monocytogenes 78
11| Sh 1 Shigella spp. 43
12 | SA 1 Staphylococcus aureus 15
13|SA 2 Staphylococcus aureus 73
14 | SA 3 Staphylococcus aureus 22
15| VCh 1 Vibrio cholerae 48
16 | VCh 2 Vibrio cholerae 27
17| YE 1 Yersinia enterocolitica 54
18 | YE 2 Yersinia enterocolitica 56
19 CB 1 Clostridium botulinum 19
20 | CB 2 Clostridium botulinum 26
21 |SE 1 Salmonella enterica 54
22 | SE 2 Salmonella enterica 56
23 | IC Interni kontrola 14




Pozn.:

Pokud je vysledek v pifpad& regionu pro interni kontrolu vyhodnocen jako negativni, miiZe se
jednat o inhibici reakce nebo nedokonalé provedeni izolace NK. V tomto pfipad€ je nutné

izolovanou NK 5x a 10x nafedit, pfipadné zopakovat izolaci NK.
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