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1. Uvod

Bakterialni ptivodci onemocnéni s vysoce zavaznymi klinickymi projevy jsou v popiedi zdjmu
bezpecnosti potravin. V poslednich letech roste zdjem i o patogeny, které nejsou v legislativeé
podchyceny konkrétnimi limity, jako napi. Staphylococcus aureus, Campylobacter spp. Ci
Yersinia enterocolitica. Potraviny zivocisného piivodu predstavuji hlavni vehikula hromadnych
ptipadi onemocnéni z potravin (EFSA and ECDC, 2021), coz je dano i tim, Ze vétSina pavodct
alimentarnich ndkaz se vyskytuje primarné v travicim traktu zvifat. Konzumace zivocisnych
potravin se neustale zvysuje spolu s rostouci mirou populace (Dhama et al., 2013). Nejvice
zastoupené komodity jsou maso a masné vyrobky a vejce a vajecné vyrobky jako hlavni
vehikula nejcastéji se vyskytujicich alimentarnich onemocnéni - kampylobakterioz (v ptipadé
masa) a salmoneldz (v pripade vajec a masa). Mezi dalsi vehikula patii ryby a plody mote a
mléko a mlééné vyrobky. Nejvétsi riziko predstavuje konzumace syrovych nebo nedostate¢né
tepelné opracovanych potravin, 1 kdyz ani sekundarni kontaminace z prostfedi potravinarskych
provozoven, ptipadné pracovnikii manipulujicich s potravinami neni vyjimkou.

Pro prototyp detekéniho panelu byly na zaklad¢ literarni reSerSe vybrany nésledujici patogeny,
které se mohou vyskytovat v zivo€iSné matrici: Bacillus cereus, Campylobacter jejuni,
Campylobacter coli, Clostridium botulinum, Clostridium difficile, Clostridium perfringens,
Echinococcus granulosus, Escherichia coli O157 (STEC), Grimontia hollisae, Listeria
monocytogenes, Salmonella enterica, Salmonella enterica subsp. enterica serovar Enteritidis,
Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium, Shigella spp., Staphylococcus
aureus, Vibrio alginolyticus, Vibiro cholerae, Vibrio fluvialis, Vibrio furnissii, Vibrio mimicus,
Vibrio parahaemolyticus, Vibrio vulnificus, Toxoplasma gondii, Trichinella spiralis a Yersinia
enterocolitica. Nékteré z téchto cilt (Bacillus cereus, Campylobacter jejuni, Clostridium
botulinum, E. coli O157 (STEC), Listeria monocytogenes, Salmonella enterica, Shigella spp.,
Staphylococcus aureus, Vibrio cholerae a Yersinia enterocolitica) byly ptevzaty z diive
publikovaného prototypu detekéniho panelu pro rostlinnou matrici, vyvinutého v rdmci feseni
téhoz projektu (prototyp €. 1775/2021), jelikoz se jedna patogeny vyskytujici se také v matrici
zivocisné. Vyse uvedené patogeny jsou detekovany prostiednictvim nékolika cilti z diivodu

eliminace faleSn¢ negativnich vysledka.

Bacillus cereus, grampozitivni fakultativné anaerobni bakterie se bézné vyskytuje v pade a
potravindch. Tato bakterie roste pii Sirokém rozmezi teplot od 4° C do 48° C, i1 kdyz vétSina

kmenil se pomnoZzuje az pfi teplotach nad 10°C. VétSina ptipadli onemocnéni zplisobenych B.



cereus vznikd v dusledku nespravné tepelné upraveného nebo jeSté Castéji nespravné
skladovaného jidla, v€etné mlécnych vyrobkl a masa, vafené ryze, brambor a té€stovin, kdy
pasteracni teploty aktivuji kli¢eni spor s naslednym pomnozenim bakterie v nedostatecné rychle
zchlazeném pokrmu. Otravy zplUsobené B. cereus lze rozdélit na dva typy podle piiznaki a
podilejicich se toxina — rychleji nastupujici emeticky syndrom objevujici se po poziti potraviny

s emetickym toxinem a prijmovy syndrom vyvolany enterotoxiny produkovanymi ve stieve.

Rod Campylobacter je skupina spiralovitych bakterii, ktera zahrnuje vice nez 20 druhti. VéEtSina
huménnich kampylobakteriéz je zplsobena druhem Campylobacter jejuni, v mensi mife
C. coli. Tato gramnegativni termotolerantni bakterie je oznaCovana jako nejcastéj$i ptivodce
sttevnich onemocnéni v Evrop¢. K pfiznaklim onemocnéni patii zvraceni, prijem, nevolnost
nebo zvySena teplota. Za hlavni rezervodr je povazovan zazivaci trakt, a to zejména dribeze,
kde nékaza probiha vétSinou asymptomaticky. Odtud se pak dostava kampylobakter jako
kontaminant do prostfedi a do potravin. Ve vétSiné piipadu jsou bakterie pfenaseny potravou
(zejména syrovou drubezi a syrovymi mléénymi vyrobky), ale také povrchovou vodou

kontaminovanou vykaly.

Clostridium botulinum je fazeno mezi grampozitivni obligatné anaerobni tyCinkovité bakterie
produkujici vysoce toxicky neurotoxin, ktery zpusobuje botulismus (otrava nervového
systému). Botulotoxin (také znamy jako klobasovy jed) je produkovan bakterii pfi teplotach od
4° C. V ramci tohoto bakteridlniho druhu rozliSujeme nékolik antigennich sérovarli (oznaceny
A - G), které se vyskytuji v pud¢, hnoji zvirat, zelenin¢ i moiském sedimentu. Pro konzumenty
jsou nebezpecné zejména vakuoveé balené ryby a (zejména po domécku) konzervované

potraviny (masné vyrobky, ovoce, zelenina a houby), pro malé déti i med obsahujici spory.

Clostridium difficile je spojovano zejména s nosokomialnimi infekcemi a sporadickymi prijmy
po 1écbé antibiotiky. I v tomto ptipadé je onemocnéni spojeno s produkci celé fady toxint,
zejména enterotoxinu, cytotoxinu a binarniho toxinu. V ramci komunitniho Sifeni se jako
vektory mohou uplatiiovat maso, plody mote vcetné ryb, piipadné i zelenina. Stejné jako u

ostatnich patogennich klostridii, spory piezivaji pasteraci (Lim et al., 2020).

Clostridium perfringens zpusobuje alimentarni onemocnéni v disledku produkce fady toxint,
zejména enterotoxinu, jehoZ tvorba je typickd pro nejvyznamnéjsi toxigenni typ F. Na rozdil od

C. botulinum neni tento patogen striktn€ anaerobni, ale sna$i i nizké procento kysliku.
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Vyznacuje se také schopnosti rychlého mnozeni. Bézné se vyskytuje vpadé a
v gastrointestindlnim traktu zvifat. V nedostatecné tepeln¢ upravenych potravinach, zvlaste
mase, mohou prezit a nasledné vyklicit spory a zptisobit prijmové onemocnéni (Gohari et al.,

2021).

Escherichia coli zplsobuje rizna onemocnéni, jako je prujem, hemoragickd kolitida a
potencialné fatalni hemolyticko-uremicky syndrom. Tato gramnegativni fakultativné anaerobni
tyCinkovita bakterie se vyskytuje jako soucast bézné mikroflory tlustého stieva. VétsSina kment
je nepatogennich, existuji vSak sérotypy, které jsou vysoce patogenni. K nim patii
enterohemoragickd Escherichia coli O157:H7, kterd se nejCastéji pfenasi prostiednictvim
nedostatecné tepeln¢ upraveného mletého masa, nepasterizovaného nebo nedostatecné
pasterovaného mléka, klickl a zeleniny.

Listeria monocytogenes zpusobuje listeriézu, infekci s umrtnosti az 20 %. Listeridza se prenasi
prostfednictvim kontaminovanych potravin, jako jsou mlééné vyrobky z nepasterovaného
mléka, lahtidky, maso a uzeniny, mekké syry a ryby uzené za studena. Tato grampozitivni
ty¢inkovitd bakterie se vyskytuje v pidé, vod€ 1 potravinach. Je schopna rlstu i1 pfi
chladirenskych teplotich a ma schopnost perzistovat ve form¢ biofilmu na povrsich v prostiedi
potravinaiskych provozoven, odkud mize kontaminovat RTE potraviny, napt. pii krajeni. U
zdravych lidi, stejn¢ jako u domacich zvifat, zlstava toto onemocnéni neodhaleno, vétSinou
totiZz probih4 bezptiznakové (asymptomaticti nosi¢i), eventudlné se projevuje pouze mirnymi
priznaky (nevolnost, zvraceni, prijem), vyvolanymi Listeria monocytogenes mnozicimi se v
bunik4ch stfevni sliznice, ale nepronikajicimi dale do organismu. Je-li vSak organismus
oslabeny, miiZze dochézet k Sifeni bakterii lymfatickymi a krevnimi cévami do tkani a k rozvoji
znaénych zdravotnich komplikaci, jako je meningitida. U listeridzy miZze také dojit k

transplacentalnimu pfenosu.

Salmonella enterica je gramnegativni, fakultativné anaerobni bakterie zptisobujici prijmovité
onemocnéni zvifat i lidi. Jako salmoneldza je oznacovano onemocnéni projevujici se typicky
jako gastroenteritida. K nékaze ¢loveéka dochéazi nejcastéji prosttednictvim kontaminovanych
potravin - spolecné s kampylobakterem je salmonela nejrozsitenéjSim alimentarnim patogenem
v Evropé. V soucasné dob¢ je tento druh rozdélovan na jednotlivé poddruhy a ty jsou dale
rozd€lovany na sérotypy (sérovary), kterych je v soucasné dobé vice nez 2500. Nejvyznamnéjsi

jsou sérotypy Enteritidis a Typhimurium, pro které existuje pozadavek na nepiitomnost
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v Cerstvém dribezim mase (Natizeni (ES) 2073/2005), a proto ma vyznam i jejich samostatna
detekce. Salmonely se vyskytuji v syrovém mase, dribezi a vejcich, v syrové zelening,
nepasterovanych mlécnych vyrobcich, mohou se vSak nachézet i v jinych druzich potravin a

vode.

Bakterie rodu Shigella jsou ptivodci akutnich, vysoce nakazlivych prijmovych onemocnéni s
typickou pfimési hlenu a krve ve stolici. Zavaznost onemocnéni je ovlivnéna vékem, vyzivou
pacienta a velikosti infekéni davky. Alimentarni pfenos ndkazy se déje kontaminovanou
potravinou, mlékem a Casto vodou. Tyto gramnegativni aerobni bakterie ve tvaru tyCek jsou
velmi citlivé na vlivy vnéjsiho prostredi (véetné bézné dostupnych dezinfekénich prostredkit).
Stejné jako Staphylococcus aureus tyto bakterie tvoii toxiny, které jsou ptimo zodpovédné za
vysokou patogenitu.

Staphylococcus aureus je velmi rozs§ifenym oportunnim patogenem vyskytujicim se bézné u
zvitat i1 lidi. Tato grampozitivni fakultativné anaerobni bakterie zptisobuje rizné infekce od
mirnych zanéth klize a tkdni aZ po Zivot ohrozujici septické stavy a nekrotizujici pneumonie. Z
hlediska alimentarniho onemocnéni ma vyznam schopnost produkce termostabilnich
enterotoxind v potravinach. Intoxikace se projevuje rychlym nastupem ptiznakt, jako je
nevolnost, zvraceni a prijem (bez horecky). Tento patogen je schopny se mnozit pii Sirokém
rozmezi pH a je znacn€ odolny vici vysuseni. Nejvyznamnéj$im vehikulem je mléko a mlécné

vyrobky, méné ¢asto pak maso a vyrobky z né;.

Toxoplasma gondii je zoonoticky parazit, ktery je schopen nakazit ¢lovéka pfimou cestou z
trusu nakazenych zvitat, nebo skrze konzumaci kontaminovanych a Spatn¢ tepelné upravenych
potravin. NejcCastej$i je pfenos z masa hospodaiskych zvitat obsahujiciho tkanové cysty a z
vody, kde se mohou vyskytovat oocysty 7. gondii vylou€ené definitivnim hostitelem (kockovité
Selmy). Pomérné vzéacny je pfenos syrovym mlékem, ktery je mozny pouze v akutni fazi infekce
dojnice. V téle hostitele pak tato kokcidie miZze zplisobit onemocnéni zvané toxoplazmoza,
které vétSinou probiha jako bézné virové onemocnéni. Po odeznéni piiznaki akutni infekce
parazit preziva ve formé tkanovych cyst az do konce zivota. Vazné nasledky ptedstavuje
toxoplazmoza pro pacienty s poruchou imunity a také u t€hotnych zen, kde miize infekce vést

az k fatalnim disledktim ¢i alesponi t€Zkému poskozeni plodu.



Trichinella spp. je hlistice, ktera se prenasi vyhradné syrovym nebo nedostatecné tepelné
opracovanym masem obsahujicim larvy tohoto parazita. NejcastéjSim a nejvyznamnéj$im
druhem je T. spiralis, kterd je celosvétové rozsifena. Primarnim rezervoarem jsou hlodavci,
jejichz konzumaci se mohou nakazit jak hospodaiska zvirata, tak volné zijici masozravci a
vSezravci. Mezi hospodarska zvifata vnimava k infekci, a proto povinné vySetfovana na
ptitomnost trichinel patii domaci prasata a koné, nicméné Ceské chovy domadcich prasat jsou
dlouhodobé prosté trichinel. V soucasnosti je tak v nasich podminkach za nejrizikovéjsi zdroj
povazovano maso prasete divokého, ve kterém se tento parazit ojedin€le vyskytuje. Jednotlivé
druhy trichinel od sebe nelze odlisit morfologicky, proto se v praxi vyuzivaji metody

molekularni biologie (Bilska-Zajac et al., 2021; EFSA and ECDC, 2021).

Rod Vibrio je taxonomicky zatazen do Celedi Vibrionaceae. Cely rod zahrnuje vice nez 30
riznych druhl@l s riznym patogennim potencidlem. VSichni zdstupci jsou gramnegativni,
fakultativné anaerobni, nesporulujici, rovné, ¢i lehce zahnuté tyCinky schopné pohybu.
Pfirozenym rezervoarem vibrii jsou brakické a pobtezni vody, kde jsou pfitomny voln¢ ve vodé,
v planktonu, sedimentech, osidluji ale i pfitomnou floru a faunu. Podminkou mnozeni vibrii je
teplota motské vody nad 15 °C a 2-3 % salinita. Zejména Stfedozemni mofe se vlivem
klimatickych zmén ohfivda a vznikaji tak idedlni podminky pro mnozeni vibrii.
Nejvyznamnéj§imi zastupci s prokazanym patogennim ucinkem na lidské zdravi jsou
V. cholerae, V. parahaemolyticus a V. vulnificus, do ptivodcii vibridz je v§ak zahrnovéna Siroka

Skala druhti vibrii a dokonce i nékolik blizce piibuznych rodu.

Dobte znamym patogenem kontaminujici vodni zdroje je V. cholerae. Po celém svété, zejména
vSak v rozvojovych zemich, zpiisobuje kazdoro¢né epidemie cholery, coZ je zdvazné prijmové
onemocnéni. Podobné¢ jako ostatni zastupci rodu Vibrio je cely druh rozdélen na sérotypy (vice
nez 200 odlisnych typl) vykazujicich riznou patogenitu. Za epidemiemi cholery stoji
piedevsim sérotypy O1 a O139, ostatni typy jsou oznaceny jako non-O1/non-O139 V. cholerae.
Tyto ostatni sérotypy neprodukuji cholera toxin, ale v rlizné mife dalsi typy toxinid (napf.
enterotoxin, hemolyziny) a fadi se mezi ptivodce vibridzy. Zdrojem vibrii byva nejcastéji voda
kontaminovand fekaliemi, ale také ryby a plody mote (Awasthi et al., 2019; Rober-Pillot et al.,
2014).

V. parahaemolyticus se vyskytuje hojn¢ v motském prostiedi i v brakické vodé po celém svété

(Ward et Bej, 2006). Z pohledu bezpecnosti potravin je kromé tvorby toxinli taktéz dilezita
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schopnost V. parahaemolyticus tvoftit biofilmy. Cely druh se déli podle pfitomnosti O a K
antigenil na povrchu bakteridlni buniky na sérotypy, které vykazuji riizné zdvaznou patogenitu.
Onemocnéni vyvolané pory tvoticimi toxiny V. parahaemolyticus se projevi po konzumaci
syrovych, pfipadné¢ nedostatecné tepelné opracovanych ryb, krevet, krabii aj. plodi moie,
nejcastéji literatura uvadi motské mekkyse. Pro toto onemocnéni je typické sezonnost s vys§imi
zachyty v letnich mésicich. Ptiznaky onemocnéni zahrnuji nevolnost, bolest bficha, zvraceni,
zvysenou teplotu, hlenovité ¢i vodnaté prijmy. Nebezpeci piedstavuje V. parahaemolyticus
zejména pro pacienty s jinymi primarnimi chorobami (onemocnéni jater, ledvin, dychaciho
aparatu apod.) a imunodeficienci, kde mize byt prib¢h t€zsi a skoncit fatalné (Wang et al.,

2015).

Ttetim nejvyznamnéj$Sim druhem patogennich vibrii je V. vulnificus. 1 tento druh se vniting
rozliSuje na rizné biotypy, piicemz biotyp 1 je hlavnim humannim patogenem odpovédnym za
gastroenteritidu, biotypy 2 a 3 infikuji rany a mékké tkané a jsou patogenni i pro moiské
zivoCichy (Passalacqua et al., 2016). V. vulnificus produkuje celou fadu faktort virulence,
nejveétsi vyznam maji protedzy, hemolyziny a transmembranové proteiny. Predispozici pro
vznik a rozvoj onemocnéni po konzumaci potravin jsou jaterni dysfunkce a imunodeficience.
Oba stavy rovnéz napomahaji rozvoji infekce ran po manipulaci se syrovymi rybami, mekkysi
¢i plody mote. Septicka forma je typicka rychlym priibéhem (v fadu n€kolika hodin), poklesem
krevniho tlaku, nevolnosti a celkovou slabosti. Sepse jako nasledek infekce V. vulnificus je u

vice nez 35 % pacienti fatalni (Elbashir et al., 2018).

Mezi vzéacné plivodce humannich infekci 1ze zatadit V. alginolyticus. Kromé gastroenteritidy
zpisobuje Castéji infekce ran, zanéty vnéjsiho 1 stfedniho ucha ¢i spojivky, a to jako nasledek
koupani v moftskych ¢i brakickych vodach, které osidluje. Nachylné€jsi k onemocnéni jsou déti,
imunitné¢ oslabeni jedinci €i pacienti s jinou primarni chorobou. Pti diagnostice je nejdulezitejsi
diikladnd anamnéza, ve které se pravidelné objevuje koupani v mofi, kontakt s moiskymi
rybami, plody moie ¢i kontaminace ran moiskou vodou. Infekce V. alginolyticus jsou na

vzestupu zejména v pobieznich oblastech USA a Ciny (Fu et al., 2016; Li et al., 2009).

V. fluvialis patii mezi dal§i humanni patogeny, které vyvoldvaji gastrointestinadlni onemocnéni
podobné cholete. Zdrojem infekce byva nejcastéji kontaminovana voda, konzumace syrovych

ryb ¢i plodii mofte, a to zejména v rozvojovych zemich. U imunitné oslabenych jedinci mohou
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prvotni pfiznaky, mezi které se fadi vodnaté prtijmy, zvraceni, teplota, nevolnost a bolest bticha,
rozvinout v onemocnéni systémové — bakteriémii, Sok a organové selhani. Podobné¢ jako ostatni
vibria i V. fluvialis mtize ptisobit lokaln€ a vyvolat zanéty ran, zejména po manipulaci s rybami,

kraby aj. plody mofte (Igbinosa et Okoh, 2010; Ramamurthy et al., 2014).

Mezi vibria s prokdzanym patogennim ucinkem patii i V. furnisii. Jedna se o druh fenotypové
uzce piibuzny s V. fluvialis. Prajmy, které jsou hlavnim pfiznakem postizeni
gastrointestinalniho traktu, se objevuji za 2-3 dny po konzumaci tepelné neopracovanych ¢i
nedostatecné¢ tepelné¢ opracovanych moiskych ryb a plodi (Derber et al., 2011).
Gastrointestindlni ptiznaky jsou ve vétSiné ptipadi mirné a kratkodobé. Pouze u starSich
pacientll s jinymi pfidruzenymi chorobami, typicky diabetes II. typu aj., mize V. furnisii

zpusobit tézké stavy, jako je bakteriémie ¢i orgdnova selhani (Ballal et al., 2017).

Dal$im patogennim zéastupcem rodu Vibrio je V. mimicus. Jeho pisobeni v gastrointestinalnim
traktu vyvolava zanétlivé zmény, které se projevuji priijmy, nevolnosti, zvracenim ¢i bolesti
bticha a nékdy i horeckou (Hernandez-Robles et al., 2021). Nejvétsi riziko predstavuji kmeny,
které nesou cholera gen - pokud dojde k jejich expresi, jsou pacienti postizeni tézkymi
vodnatymi prijmy, které jsou typické pro choleru. Zdrojem vSech vibrii véetn€ V. mimicus jsou
pfedevsim moitské ryby a plody mofe konzumované v syrovém nebo polosyrovém stavu

(Guardiola-Avila et al., 2016).

Grimontia hollisae byla poprvé popsana v roce 1982 a pojmenovana Vibrio hollisae. AZ po vice
nez 20 letech bylo zjisténo, ze je nutné cely rod vyclenit samostatné, prozatim je G. hollisae
jedinym zéastupcem (Thompson et al., 2003). Bakterie pfitomna ve vodnim prostfedi produkuje
fadu toxint, které piisobi patogenné v travicim traktu lidi a zplisobuji prijmy. V ptipad¢ jinych
primarnich onemocnéni a véku, které pacienta oslabuji, mize byt plisobeni toxinti natolik
zavazné, ze vyvolad bakteriémii (Edouard et al., 2009). I u jinak zdravych lidi, ktefi maji v
anamnéze konzumaci moiskych plodid je ptfi diferencidlni diagnostice téZkych prijmi
doprovazenych celkovou slabosti, dehydrataci a horeckou nutné uvazovat pravé o G. hollisae
jako o mozném pitvodci. Odborna literatura také uvadi, ze G. hollisae byla v n€kolika ptipadech

puvodcem sepse Ci extraintestinalnich infekei (Hinestrosa et al., 2007).

Yersinia je rod gramnegativnich bakterii ve tvaru ty€inky. Yersinia enterocolitica je
zoonotickym patogenem zpusobujicim akutni gastroenteritidu. Nejcastéji se vyskytuje
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yersinioza u déti mladsSich 5 let, pficemz pievladajicimi ptiznaky jsou horecka, bolest bficha a
prijem, ktery mize byt i krvavy. Nejvétsim rizikovym faktorem je konzumace veprovych
produktt (prase je povazovano za hlavni rezervoar), jako je mleté veptové maso, veprovy jazyk
nebo maso z hlav. Byly v§ak zaznamendany i epidemie yersiniozy, kde vehikulem byla zelenina.
Vzhledem k faktu, ze mlze rtist a mnozit se pfi teploté 4° C 1 méné, jedna se také o vyznamny

potravinovy patogen.

Zejména kvuli citlivosti, specifit¢ a moznosti kvantifikace je v soucasné dobé nejvice
pouzivanou metodou priikkazu vyse uvedenych agens polymerdzova fetézova reakce v realném
case (real time PCR, qPCR). Pomoci qPCR Ize multiplexovat v zavislosti na pfistrojovém
vybaveni obvykle 6 nezavislych cili (patogentl). Avsak i tento poc¢et nemusi byt v nékterych
ptipadech dostacujici. Vyhody testovani jednoho vzorku na vice potencialné piitomnych
patogenit pomoci jediného testu jsou ziejmé a zahrnuji zkrdceni doby testovani, moznosti
identifikovat ko-infekci a v neposledni fad¢€ i zna¢nou finan¢ni usporu (Freeman a kol., 2017).
Takovouto metodou je XMAP technologie, ktera se v oblasti bezpe¢nosti potravin inkorporuje
do diagnostickych laboratofi. Jedna se o technologii vyuzivajici jiz fadu let znamé metody
molekularni biologie, jako jsou ligace, hybridizace, magneticka separace a PCR. Diky témto
jednotlivym metodam spojenym dohromady v sledu jednotlivych krokl Ize pomoci pftistroje
MAGPIX® soudasné detekovat fadu patogenti v daném vzorku. V soucasné dobé je kapacita
pfistroje omezena na 50 cilovych molekul bez moZnosti urceni presného mnoZstvi
(kvantifikace). Diky moZnosti skladdni (multiplexovéani) riznych detekénich cild dle
pozadavkl na rizné patogeny ¢i rizné matrice lze v kratkém case vySetfit relativné znacné

mnozstvi vzorku.

Na zaklad¢ uvedenych vyhod byl vyvinut diagnosticky prosttedek, ktery umoziuje in vitro
detekci Bacillus cereus, Campylobacter jejuni, Campylobacter coli, Clostridium botulinum,
Clostridium difficile, Clostridium perfringens, Echinococcus granulosus, Escherichia coli
0157 (STEC), Grimontia hollisae, Listeria monocytogenes, Salmonella enterica, Salmonella
enterica subsp. enterica serovar Enteritidis, Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Typhimurium, Shigella spp., Staphylococcus aureus, Vibrio alginolyticus, Vibiro cholerae,
Vibrio fluvialis, Vibrio furnissii, Vibrio mimicus, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio vulnificus,
Toxoplasma gondii, Trichinella spiralis a Yersinia enterocolitica v zivo€isné matrici. Tento

prostiedek, oznaceny jako ,,xMAP panel pro detekci vybranych patogentli v Zivo€isné matrici®,
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je unikatni svym slozenim a jednoduchosti pouziti. Souprava zahrnuje i kontrolu analyzy

vzorki (IC), kterd umoziuje kontrolu analyzy kazdého analyzovaného vzorku.

2. Oblast techniky

Produkt je zaméfen na diagnostiku v oblasti bezpecnosti potravin a huméanni mediciny.

3.  Aktualni stav techniky (diagnostiky)

Prestoze se jedna zejména o bakteridlni patogeny, které jsou vice ¢i mén¢ dobte kultivovatelné,
pro jejich detekcei je tieba nékolik riznych specifickych médii. Kultivace navic probihaji v
n¢kolika navaznych krocich a kultivaéni stanoveni tak celkové trvaji fadu dni. Proto je v
soucasnosti detekce stale vice zamétena na metody molekuldrni biologie vyuzivaji pro detekci
¢i ptipadnou charakterizaci patogent specifické tiseky genll. Na soucasném trhu existuje fada
komerénich produktd slouzicich k molekularni diagnostice (tzn. k prikazu nejvyznamnéjsich
patogenil). Nicméné tyto produkty v ramci jedné reakce umoziuji detekovat pouze jeden
patogen. Analyza vzorki na pfitomnost vétSiho poctu druhti patogenii tak miize byt finan¢né i

¢asove narocna.

Pro vybrané bakterialni ptivodce lze najit komerén¢ dodavané diagnostické soupravy pro
detekci bud’ pomoci kultiva¢niho vySetfeni nebo i pomoci qPCR. Jedna se o nékolik malo firem,
které maji ve svém portfoliu soupravy pro tzv. potravinové patogeny. Napiiklad némecké firmy
BIOTECON Diagnostics a Qiagen nebo americkd firma Norgen Biotek coporation (napf.
foodproof® E. coli O157 Detection Kit, foodproof SL Staphylococcus aureus Detection Kit).
Nicméné ani jedna firma nenabizi komplexni feSeni a pro diagnostiku né&kolika patogent
v ramci jedné reakce a je nezbytné si zakoupit vice diagnostickych souprav, coz zna¢né zvysuje

finan¢ni naro¢nost na analyzu.

4. Popis technického feSeni a naroki na ochranu

Technické feSeni diagnostického prosttedku, ktery umoznuje in vitro detekci Bacillus cereus,
Campylobacter jejuni, Campylobacter coli, Clostridium botulinum, Clostridium difficile,
Clostridium perfringens, Echinococcus granulosus, Escherichia coli O157 (STEC), Grimontia

hollisae, Listeria monocytogenes, Salmonella enterica, Salmonella enterica subsp. enterica

12



serovar Enteritidis, Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium, Shigella spp.,
Staphylococcus aureus, Vibrio alginolyticus, Vibiro cholerae, Vibrio fluvialis, Vibrio furnissii,
Vibrio mimicus, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio vulnificus, Toxoplasma gondii, Trichinella
spiralis a Yersinia enterocolitica v zivoCisné matrici. Toto diagnostické feSeni vyuziva
kombinaci xMAP technologie (Luminex corporation, USA, Texas), multiplexni
oligonukleotidové ligacni reakce a polymerazové fetézové reakce. Spojeni téchto technologii
umoziiuje v jedné reakci analyzu vzorku na pfitomnost deoxyribonukleovych kyselin
Grimontia hollisae, Vibrio alginolyticus, V. fluvialis, V. furnissii, V. mimicus, V.
parahaemolyticus, V. vulnificus (panel 1), Bacillus cereus, Campylobacter jejuni,
Campylobacter coli, Clostridium botulinum, Clostridium difficile, Clostridium perfringens,
Echinococcus granulosus, Escherichia coli O157 (STEC), Listeria monocytogenes, Salmonella
enterica, Salmonella enterica subsp. enterica serovar Enteritidis, Salmonella enterica subsp.
enterica serovar Typhimurium, Shigella spp., Staphylococcus aureus, Toxoplasma gondii,
Trichinella spiralis a Yersinia enterocolitica (panel 2 a 3).

Soucasti diagnostického prostfedku je interni kontrola. Tato kontrola je trvale soucasti vSech
analyz a umoznuje odhaleni fale$n€ negativniho vysledku v disledku inhibice analyzovaného
vzorku. Tato kontrola vznikla spojenim sekvenci dvou vyhynulych druhii a ptirozené se tedy
v realnych vzorcich nevyskytuje. De novo pfipravena sekvence byla naklonovana do komercné
dostupného plasmidu, ten byl transformovan do komeréné dostupnych bunck (vSe firma
Qiagen) a je uchovavana ve form¢é hluboce zamraZené bakteridlni suspenze. Pouziti xMAP
technologie ve spojeni s IC zaru€uje kontrolu analytického postupu. Takto sestavend metoda,
jejiz pouziti je univerzalni (veterinarni i huméanni medicina) je unikatni v nésledujicich

polozkéch:

Kontrola postupu analyzy vzorku (IC)

e Kontrola analyzy vzorkli na pfitomnost interni kontroly, Bacillus cereus,
Campylobacter jejuni, Campylobacter coli, Clostridium botulinum, Clostridium
difficile, Clostridium perfringens, Echinococcus granulosus, Escherichia coli O157
(STEC), Grimontia hollisae, Listeria monocytogenes, Salmonella enterica, Salmonella
enterica subsp. enterica serovar Enteritidis, Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Typhimurium, Shigella spp., Staphylococcus aureus, Vibrio alginolyticus, Vibiro
cholerae, Vibrio fluvialis, Vibrio furnissii, Vibrio mimicus, Vibrio parahaemolyticus,
Vibrio vulnificus, Toxoplasma gondii, Trichinella spiralis a Yersinia enterocolitica je

slozena ze specifickych sekvenci dvou vyhynulych zivociSnych druhi; vakovlka
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tasmanského (Thylacinus cynocephalus) aptdka moa (Dinornis struthoides).
Ptipraveny konstrukt (pfipraven pomoci klonovani do komeréniho kitu od firmy
Qiagen) je zcela unikatni a jeho pouziti je univerzalni pro typ vzorku a druh patogent.
Pro ucely zajisténi sensitivity a specificity procesu detekce kontroly byly navrzeny a
testovany specifické unikatni sekvence nukleovych kyselin (viz v Seznam materidlu tzv.
oligonukleotidy, které jsou soucasti reak¢nich smési).

Kontrola je stabilni az jeden rok pfi teploté -20 +4 °C.

SloZeni diagnostického produktu ,,xMAP panel pro detekci vybranych patogenu v

Zivo€isné matrici“ a jeho uZivatelské vlastnosti

Ligacni smési (oznaceny Lig 1.1 a Lig 2.1; resp. Lig 1.2, Lig 2.2 a Lig 1.3, Lig 2.3)
obsahujici veskeré slozky pro prib¢h ligace: ligazu, puftr, specifické oligonukleotidy
v definovanych koncentracich. Smés specifickych oligonukleotidii zajisti analyzu
vzorku na pfitomnost interni kontroly a genomu Bacillus cereus, Campylobacter jejuni,
Campylobacter coli, Clostridium botulinum, Clostridium difficile, Clostridium
perfringens, Echinococcus granulosus, Escherichia coli O157 (STEC), Grimontia
hollisae, Listeria monocytogenes, Salmonella enterica, Salmonella enterica subsp.
enterica serovar Enteritidis, Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium,
Shigella spp., Staphylococcus aureus, Vibrio alginolyticus, Vibiro cholerae, Vibrio
fluvialis, Vibrio furnissii, Vibrio mimicus, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio vulnificus,
Toxoplasma gondii, Trichinella spiralis a Yersinia enterocolitica.

Reakéni smés (oznacena PCR) v jedné zkumavce obsahuje veSkeré reakcni slozky
nezbytné pro prub¢h konvenéni PCR. Tyto slozky jsou: voda, enzym polymeraza,
deoxyribonukleotidy (dATP, dCTP, dGTP, dUTP), reakéni pufr s optimalizovanym
mnoZstvim iontii hotéiku (Mg?"), smés vSech potiebnych oligonukleotidi.

Mix specifickych mikrosfér (oznacen M 1.1; resp. M 1.2 a M 1.3), jejichZ fluorescenéni
signdl umoZni stanovit pfitomnost interni kontroly a genomu Bacillus cereus,
Campylobacter jejuni, Campylobacter coli, Clostridium botulinum, Clostridium
difficile, Clostridium perfringens, Echinococcus granulosus, Escherichia coli O157
(STEC), Grimontia hollisae, Listeria monocytogenes, Salmonella enterica, Salmonella
enterica subsp. enterica serovar Enteritidis, Salmonella enterica subsp. enterica serovar

Typhimurium, Shigella spp., Staphylococcus aureus, Vibrio alginolyticus, Vibiro
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5.
1)

2)

cholerae, Vibrio fluvialis, Vibrio furnissii, Vibrio mimicus, Vibrio parahaemolyticus,
Vibrio vulnificus, Toxoplasma gondii, Trichinella spiralis a Yersinia enterocolitica.

e Produkt krom¢ vySe popsanych reakénich smési obsahuje zkumavku oznacenou ,,PK*,
ktera slouzi jako pozitivni kontrola reakci. Obsahuje také ptibalovou informaci o pouZiti
diagnostické soupravy (vcetné¢ navodu k interpretaci ziskanych vysledk).

e Prace s produktem u uzivatele spociva pouze v odebrani potfebného predepsané¢ho
mnozstvi ,,reakéni smési* a pridani vzorku nebo ,,PK*.

e Tento produkt je v popsaném slozeni stabilni maximaln¢ po dobu jednoho roku (pii

teplote -20 +4 °C).

Naroky na ochranu

Sekvence oligonukleotida cilovych tisekt kontroly analytického postupu nebo jejich ¢asti,
pouzité jako oligonukleotidy (rozpoznédvaci sekvence ligaci) 5'- 3"

a. PHO-ATTAGCACAATGAATAATCATCGTCTCACTTCTTACTACCGCG

b. ACTCGTAGGGAATAAACCGTATTGTGAAAGAAAGAGAAGAAATTTAT

ACACACGCAATCACCAC.

Sekvence oligonukleotidii specifickych k cilovym tsekiim genomu Bacillus cereus (1,2),
Campylobacter jejuni (3,4), Campylobacter coli (5,6), Clostridium botulinum (7,8),
Clostridium difficile (9,10), Clostridium perfringens (11,12), Echinococcus granulosus
(13,14), Escherichia coli O157 (STEC; 15,16,17), Grimontia hollisae (18,19), Listeria
monocytogenes (20,21), Salmonella enterica (22,23), Salmonella enterica subsp. enterica
serovar Enteritidis (24), Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium (25),
Shigella spp. (26), Staphylococcus aureus (27,28), Vibrio alginolyticus (29,30), Vibiro
cholerae (31,32), Vibrio fluvialis (33,34), Vibrio furnissii (35,36), Vibrio mimicus (37,38),
Vibrio parahaemolyticus (39,40), Vibrio vulnificus (41,42), Toxoplasma gondii (43,44),
Trichinella spiralis (45,46) a Yersinia enterocolitica (47,48). Rozpoznavaci sekvence pro

ligaci ve sméru 5'- 3":

1) PHO TTCTAAGTTTGCAAATGGAAATTCCC a TTCTTGAGAACATGTTGTACGAGTTAC

2) PHO GGCTGAGTTCCTTCAATAATAAGTGG a GTTGTCGTAGTTAATTGTCCACCC

3) PHO TCCTACTTTGTAATCACTCACGCT a CTCCTTCCTTGTCGCTTAATTCTTC

4) PHO GGGTGGAATTGAAGTGGCTAAAT a GTCCAACGGCGCATTATTCTAT

5) PHO GTTGTAAATTGTAGTAAAGAAGTACACGCGAAGAAATTATAGAAAGATTTAAG a
CCCTGAAGTGCTTAATCAATATGTAG

6) PHO AAATAAGAATAGAGAGAGAAAGTTGAAGACTCCGATATTTGCTTTAAGAAC a
CCCAATAAAGGCTGAAAGTATCGC
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7) PHO CTATGCTAGAGGTTTGTATATGTTGAATCC a CCTAGAAATATTGATGCAGCACCTAG

8) PHO AGGATGTGCTTGGTGTCAGG a GAGTGTATAGAGTGTGAAGTTGCAAC

9) PHO ATTGTTGAATGTGTTTAAAGAGACATATTGTGGCTCCATAATCCAAAG a
CCACAATACAGCTACAGATACTAGT

10) PHO GATTGATATTTGAATGTTTGTTTGATCYTCATTGTTAACATGCATCCA a
AGCAGTCTGTGTTAAACTTGGTAA

11) PHO TATTAGAGAGAAATTGTAGAGATTCATCCTGCTAATGTTACTGCCG a
TTGATAGCGCAGGACATGTTAAG

12) PHO TTTGTTGTTAAGTATGTGATTTAGTCYTCATTGTTAACATGCATCCAA a
GCAGTCTGTGTTAAACTTGGTAAAG

13) PHO GATAGATTTAGAATGAATTAAGTGTCATCATGTTCCATTTCCAGGC a
CGTGATCTGCATAACTTTCAGCT

14) PHO AGTGAATGTAAGATTATGTATTTGCACCCTGGCCCTATTCTCT a
CTCTGTGTGGGTATTGCTGC

15) PHO GATCATCCAGTGTTGTACGAAATCC a TCATTACATAAGAACGCCCACTGA

16) PHO CTGGCGTTAATGGAGTTCAGTG a TCGTCACTCACTGGTTTCATCATAT

17) PHO CCGCAATCTTTCCCTGATTTCTG a CGTAATTGTTCCTTCCTTACTGTTCG

18) PHO AAATAAGAATAGAGAGAGAAAGTTGATCAAGCGCGCAGAAGATG a
GTAAGAAACGCCCACCTGAC

19) PHO TTTGATTTAAGAGTGTTGAATGTACGTGATAGTCTGCGCCAATG a
GCAGTCGCTTGGTCATATCAG

20) PHO TAACGGAACCTTTGCTAGTCCAA a AGTAGTACCACCAACAACGATTAGTAA

21) PHO GTTGAGCGAATTCCTTGTCCTG a GGGACGGATGAAGCTAGTCTG

22) PHO CAGATAGGTAGGTAATGGAATGACGA a TCAGTGCGATCAGGAAATCAA

23) PHO GTTAAGATTTATGCCTGCCCTGA a GGATCAGCAAAGCCCAGATC

24) PHO TTGTGATAGTAGTTAGATATTTGTCAAAGCCCATAAGATCAGCGG a
CGATCTCCTGAGTAAGTTTGAGGT

25) PHO AAATTAGTTGAAAGTATGAGAAAGTGCAAGTAGGACAGGCTGG a
GAATTCTGGGATCAACGGTGG

26) PHO CTGTCTCCCGACTTAAAGAATGTCT a CGGTGAAGAGCGTGATGAGG

27) PHO TCTACGGTTGTTTGGCTAATAGATAAATG a TTCGTCTAATAGAAGTTGATATGCATGC

28) PHO GCGACCTATTTCCTAATGCAGC a TGTATGAACCCTATGTCCGATTATTTC

29) PHO GTTGAGAATTAGAATTTGATAAAGCAGATGGTAGTGTCGAAGGG a
TGACGGCTGATGTAGTCCTG

30) PHO TTGTGATAGTAGTTAGATATTTGTGTTTCATGGTGGAGAAAGCCG a
CGGGCTTGAACATTGTCGC

31) PHO GACAAGCTTGCGATATTCAATCTTTAAG a GCAGTTATGGCCGTTCACATATATG

32) PHO GTGGTGTCTGTGCAATGGAG a ATTGTGGATGAAGGTGTTAGCG

33) PHO TATTAGAGAGAAATTGTAGAGATTCATCAATATTACGCCGGAAACCT a
TGATGGATGAGGCGTGTATGG

34) PHO TTTGTGTGTTATTGTAATTGAGATGATGAACCACGCTTTGCTGAA a
GTAGCTCGTGAAATGGTGGTAT

35) PHO AATAAGAGAATTGATATGAAGATGACTCATTATTCGAATCAGTACGCATT a
CGAAGATTTGATGATGGCGGC

36) PHO ATTAAGTAAGAATTGAGAGTTTGAGAGAAGACCATTGAGATTATCGAAGT a
GGTGTATCAGCCTGAACGTG

37) PHO TAGAGAAAGAGAGAATTGTATTAAAAGGTTCATCTTCTGGCAAGTG a
CGGATGARTTTGCTAATGAAGTG

38) PHO GTATAGTGTGATTAGATTTGTAAACAACCCATTACGCATTGCAGT a
ATGAAGGGCGGCATATCAATG

39) PHO GATAGATTTAGAATGAATTAAGTGGAACAACAGCAAACCCATCATCA a
ATCTATCGGTCGAACAGCAACT

40) PHO GATTGATATTTGAATGTTTGTTTGTCTTGGAGTTCTTCTGCTAACAC a
TCGCCATTCTTTGACTTTATTGTG

41) PHO TGAAATGTGTATTTGTATGTTTAGCAATTGTTTGTTTGGAATCACAGTGA a
AGGYGAGTTGGTAGGRGC

42) PHO GTAAGAGTATTGAAATTAGTAAGACTAGATGCCGCTGTCACTTATC a
AGATGCTGCCGAATGATGAG

43) PHO TTTGTTAGAATGAGAAGATTTATGCGGCTACAGATCCAWCTCCT a
GAAGAAGTGTCAGCATCTGGTG

16



44) PHO TTTGTTGTTAAGTATGTGATTTAGTACATGCTCAAGTACGACTCTGT a
GCATGGAAAGTTCGACGGC

45) PHO TTTGTGTGTTATTGTAATTGAGATCTGCAAATTGGAAACCAGGCT a
CTTTGACCATAGATCCGCATCC

46) PHO GTAAGAGTATTGAAATTAGTAAGACAATGTGCATCGTGTGAAAGCTT a
TGAAATTCAACCATTAGCACGACG

47) PHO GCACAGAGATAATTTCCGGGTCA a TCCAGTCAACGGCAACCAC

48) PHO TGTTGACGGACTATGGCAAGG a GTGAGTATTGCTGCTGTTGTGG

3) Slozeni reak¢nich smési, tzv. Lig 1.1, Lig 2.1 (resp. Lig 1.2, Lig 2.2 a Lig 1.3, Lig 2.3),
PCR, M 1.1 (resp. M 1.2 a M 1.3), které obsahuji minimalné tyto reak¢ni slozky
nezbytné pro prabeh reakce: enzymy ligaza a polymeraza, deoxyribonukleotidy (dATP,
dCTP, dGTP, dUTP), reakéni pufry, smés vSech potiebnych oligonukleotidi, mix

specifickych mikrosfér.

6.  Vysvétleni narokii na ochranu

Ad1a?2) Jedna se o unikatni sekvence, které dosud nebyly pouzity, byly originalné
navrzeny a testovany v laboratofich Veterinarni univerzity Brno a Vyzkumného ustavu
veterinarniho 1ékafstvi, v.v.i.. S jejich pomoci je mozné technologii zalozenou na xMAP
provést validni analyzu vzorkil na ptitomnost genomu Bacillus cereus (1,2), Campylobacter
Jjejuni (3,4), Campylobacter coli (5,6), Clostridium botulinum (7,8), Clostridium difficile (9,10),
Clostridium perfringens (11,12), Echinococcus granulosus (13,14), Escherichia coli O157
(STEC; 15,16,17), Grimontia hollisae (18,19), Listeria monocytogenes (20,21), Salmonella
enterica (22,23), Salmonella enterica subsp. enterica serovar Enteritidis (24), Salmonella
enterica subsp. enterica serovar Typhimurium (25), Shigella spp. (26), Staphylococcus aureus
(27,28), Vibrio alginolyticus (29,30), Vibiro cholerae (31,32), Vibrio fluvialis (33,34), Vibrio
furnissii (35,36), Vibrio mimicus (37,38), Vibrio parahaemolyticus (39,40), Vibrio vulnificus
(41,42), Toxoplasma gondii (43,44), Trichinella spiralis (45,46) a Yersinia enterocolitica
(47,48). Sekvence kontroly analytického postupu je naprosto jedine¢nd, proto je mozné ji pouzit
pii diagnostice jakékoli matrice (potravina, prostedi, klinické vzorky). Tento metodicky
produkt je pouZitelny pro diagnostiku v rdmci humanni i veterinarni mediciny ¢i bezpecnosti
potravin. Pfesné urceni sekvenci genomu vySe uvedenych bakteridlnich agens a kontroly je
podminkou spravné a piesné hybridizace nukleovych kyselin ve vySetfovaném vzorku s

navrzenymi kratkymi sekvencemi DNA (oligonukleotidy); tyto specifické oligonukleotidy se
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tak vazi vyhradné na nukleovou kyselinu vySe uvedenych patogent a kontroly. Pfedmétem
ochrany tedy maji byt pravé uvedené sekvence oligonukleotidl, které jsou pouzity v tomto

diagnostickém prostredku (smér 5°- 37):

1) PHO TTCTAAGTTTGCAAATGGAAATTCCC a TTCTTGAGAACATGTTGTACGAGTTAC

2) PHO GGCTGAGTTCCTTCAATAATAAGTGG a GTTGTCGTAGTTAATTGTCCACCC

3) PHO TCCTACTTTGTAATCACTCACGCT a CTCCTTCCTTGTCGCTTAATTCTTC

4) PHO GGGTGGAATTGAAGTGGCTAAAT a GTCCAACGGCGCATTATTCTAT

5) PHO GTTGTAAATTGTAGTAAAGAAGTACACGCGAAGAAATTATAGAAAGATTTAAG a
CCCTGAAGTGCTTAATCAATATGTAG

6) PHO AAATAAGAATAGAGAGAGAAAGTTGAAGACTCCGATATTTGCTTTAAGAAC a
CCCAATAAAGGCTGAAAGTATCGC

7) PHO CTATGCTAGAGGTTTGTATATGTTGAATCC a CCTAGAAATATTGATGCAGCACCTAG

8) PHO AGGATGTGCTTGGTGTCAGG a GAGTGTATAGAGTGTGAAGTTGCAAC

9) PHO ATTGTTGAATGTGTTTAAAGAGACATATTGTGGCTCCATAATCCAAAG a
CCACAATACAGCTACAGATACTAGT

10) PHO GATTGATATTTGAATGTTTGTTTGATCYTCATTGTTAACATGCATCCA a
AGCAGTCTGTGTTAAACTTGGTAA

11) PHO TATTAGAGAGAAATTGTAGAGATTCATCCTGCTAATGTTACTGCCG a
TTGATAGCGCAGGACATGTTAAG

12) PHO TTTGTTGTTAAGTATGTGATTTAGTCYTCATTGTTAACATGCATCCAA a
GCAGTCTGTGTTAAACTTGGTAAAG

13) PHO GATAGATTTAGAATGAATTAAGTGTCATCATGTTCCATTTCCAGGC a
CGTGATCTGCATAACTTTCAGCT

14) PHO AGTGAATGTAAGATTATGTATTTGCACCCTGGCCCTATTCTCT a
CTCTGTGTGGGTATTGCTGC

15) PHO GATCATCCAGTGTTGTACGAAATCC a TCATTACATAAGAACGCCCACTGA

16) PHO CTGGCGTTAATGGAGTTCAGTG a TCGTCACTCACTGGTTTCATCATAT

17) PHO CCGCAATCTTTCCCTGATTTCTG a CGTAATTGTTCCTTCCTTACTGTTCG

18) PHO AAATAAGAATAGAGAGAGAAAGTTGATCAAGCGCGCAGAAGATG a
GTAAGAAACGCCCACCTGAC

19) PHO TTTGATTTAAGAGTGTTGAATGTACGTGATAGTCTGCGCCAATG a
GCAGTCGCTTGGTCATATCAG

20) PHO TAACGGAACCTTTGCTAGTCCAA a AGTAGTACCACCAACAACGATTAGTAA

21) PHO GTTGAGCGAATTCCTTGTCCTG a GGGACGGATGAAGCTAGTCTG

22) PHO CAGATAGGTAGGTAATGGAATGACGA a TCAGTGCGATCAGGAAATCAA

23) PHO GTTAAGATTTATGCCTGCCCTGA a GGATCAGCAAAGCCCAGATC

24) PHO TTGTGATAGTAGTTAGATATTTGTCAAAGCCCATAAGATCAGCGG a
CGATCTCCTGAGTAAGTTTGAGGT

25) PHO AAATTAGTTGAAAGTATGAGAAAGTGCAAGTAGGACAGGCTGG a
GAATTCTGGGATCAACGGTGG

26) PHO CTGTCTCCCGACTTAAAGAATGTCT a CGGTGAAGAGCGTGATGAGG

27) PHO TCTACGGTTGTTTGGCTAATAGATAAATG a TTCGTCTAATAGAAGTTGATATGCATGC

28) PHO GCGACCTATTTCCTAATGCAGC a TGTATGAACCCTATGTCCGATTATTTC

29) PHO GTTGAGAATTAGAATTTGATAAAGCAGATGGTAGTGTCGAAGGG a
TGACGGCTGATGTAGTCCTG

30) PHO TTGTGATAGTAGTTAGATATTTGTGTTTCATGGTGGAGAAAGCCG a
CGGGCTTGAACATTGTCGC

31) PHO GACAAGCTTGCGATATTCAATCTTTAAG a GCAGTTATGGCCGTTCACATATATG

32) PHO GTGGTGTCTGTGCAATGGAG a ATTGTGGATGAAGGTGTTAGCG

33) PHO TATTAGAGAGAAATTGTAGAGATTCATCAATATTACGCCGGAAACCT a
TGATGGATGAGGCGTGTATGG

34) PHO TTTGTGTGTTATTGTAATTGAGATGATGAACCACGCTTTGCTGAA a
GTAGCTCGTGAAATGGTGGTAT

35) PHO AATAAGAGAATTGATATGAAGATGACTCATTATTCGAATCAGTACGCATT a
CGAAGATTTGATGATGGCGGC
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36) PHO ATTAAGTAAGAATTGAGAGTTTGAGAGAAGACCATTGAGATTATCGAAGT a
GGTGTATCAGCCTGAACGTG

37) PHO TAGAGAAAGAGAGAATTGTATTAAAAGGTTCATCTTCTGGCAAGTG a
CGGATGARTTTGCTAATGAAGTG

38) PHO GTATAGTGTGATTAGATTTGTAAACAACCCATTACGCATTGCAGT a
ATGAAGGGCGGCATATCAATG

39) PHO GATAGATTTAGAATGAATTAAGTGGAACAACAGCAAACCCATCATCA a
ATCTATCGGTCGAACAGCAACT

40) PHO GATTGATATTTGAATGTTTGTTTGTCTTGGAGTTCTTCTGCTAACAC a
TCGCCATTCTTTGACTTTATTGTG

41) PHO TGAAATGTGTATTTGTATGTTTAGCAATTGTTTGTTTGGAATCACAGTGA a
AGGYGAGTTGGTAGGRGC

42) PHO GTAAGAGTATTGAAATTAGTAAGACTAGATGCCGCTGTCACTTATC a
AGATGCTGCCGAATGATGAG

43) PHO TTTGTTAGAATGAGAAGATTTATGCGGCTACAGATCCAWCTCCT a
GAAGAAGTGTCAGCATCTGGTG

44) PHO TTTGTTGTTAAGTATGTGATTTAGTACATGCTCAAGTACGACTCTGT a
GCATGGAAAGTTCGACGGC

45) PHO TTTGTGTGTTATTGTAATTGAGATCTGCAAATTGGAAACCAGGCT a
CTTTGACCATAGATCCGCATCC

46) PHO GTAAGAGTATTGAAATTAGTAAGACAATGTGCATCGTGTGAAAGCTT a
TGAAATTCAACCATTAGCACGACG

47) PHO GCACAGAGATAATTTCCGGGTCA a TCCAGTCAACGGCAACCAC

48) PHO TGTTGACGGACTATGGCAAGG a GTGAGTATTGCTGCTGTTGTGG

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

pokud je obsazena v diagnostickém prosttedku pro in vitro diagnostiku.

Ad 3) SloZeni reakénich smési je pro Cast navrZzené metody typické a obecné znadmé.
V navrzeném néroku na ochranu je vSak pozadovédna ochrana reakénich smési, které obsahuji
vSechny uvedené slozky najednou: Lig 1.1, Lig 2.1; resp. Lig 1.2, Lig 2.2 a Lig 1.3, Lig 2.3
(voda, pufr, specifické oligonukleotidy 1 a 2 pro panel 1, 2 nebo 3), Lig 3 (ligdza), PCR (enzym
polymerdza, dATP, dCTP, dGTP, dUTP, reakéni pufr, smés vSech potiebnych
oligonukleotidil), IC (interni kontrola) a M 1.1; resp. M 1.2 a M 1.3 (mix specifickych mikrosfér
pro panel 1, 2 nebo 3). Soucasti diagnostického prostfedku jsou také zkumavky s reakéni smeési
PK, DDW, M 2, M 3 a AP. Vyhodou pro zakaznika je jednoduché pouziti, kdy k provedeni
detekce postaci do zkumavky odebrat dany objem reakéni smési a ptidat izolovanou nukleovou
kyselinu ze vzorku. Dal§im benefitem je moznost kontroly analyzy vzorku na pfitomnost
Bacillus cereus, Campylobacter jejuni, Campylobacter coli, Clostridium botulinum,
Clostridium difficile, Clostridium perfringens, Echinococcus granulosus, Escherichia coli
0157 (STEC), Grimontia hollisae, Listeria monocytogenes, Salmonella enterica, Salmonella
enterica subsp. enterica serovar Enteritidis, Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Typhimurium, Shigella spp., Staphylococcus aureus, Vibrio alginolyticus, Vibiro cholerae,
Vibrio fluvialis, Vibrio furnissii, Vibrio mimicus, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio vulnificus,

Toxoplasma gondii, Trichinella spiralis a Yersinia enterocolitica pomoci kontroly.

19



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

diagnostiku.

7. Seznam materidlu obsaZeného v diagnostické soupravé

IC obsahuje kontrolu analytického postupu

PK obsahuje DNA patogenil Bacillus cereus, Campylobacter jejuni, Campylobacter
coli, Clostridium botulinum, Clostridium difficile, Clostridium perfringens,
Echinococcus granulosus, Escherichia coli O157 (STEC), Grimontia hollisae,
Listeria monocytogenes, Salmonella enterica, Salmonella enterica subsp.
enterica serovar Enteritidis, Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Typhimurium, Shigella spp., Staphylococcus aureus, Vibrio alginolyticus,
Vibiro cholerae, Vibrio fluvialis, Vibrio furnissii, Vibrio mimicus, Vibrio
parahaemolyticus, Vibrio vulnificus, Toxoplasma gondii, Trichinella spiralis a
Yersinia enterocolitica

DDW obsahuje vodu v PCR kvalité

Lig smési Lig 1.1 obsahuje: vodu, puft, specifické oligonukleotidy 1 pro panel 1
Lig 2.1 obsahuje: vodu, puft, specifické oligonukleotidy 2 pro panel 1
Lig 1.2 obsahuje: vodu, pufr, specifické oligonukleotidy 1 pro panel 2
Lig 2.2 obsahuje: vodu, puft, specifické oligonukleotidy 2 pro panel 2
Lig 1.3 obsahuje: vodu, puft, specifické oligonukleotidy 1 pro panel 3
Lig 2.3 obsahuje: vodu, pufr, specifické oligonukleotidy 2 pro panel 3
Lig 3 obsahuje: ligdzu
Poznamka: sloZeni Lig 3 neni pfedmétem naroku na ochranu

PCR obsahuje  vodu, deoxyribonukleotidy, pufr, polymerdzu, specifické
oligonukleotidy, ale neobsahuje nukleové kyseliny
Poznamka: sloZzeni PCR neni pfedmétem naroku na ochranu

M smési M 1.1 obsahuje smés specifickych mikrosfér pro panel 1
M 1.2 obsahuje smé&s specifickych mikrosfér pro panel 2
M 1.3 obsahuje smé&s specifickych mikrosfér pro panel 3
M 2 obsahuje roztok NaCl
M 3 obsahuje roztok MES
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Poznamka: slozeni BM2, BM3 neni prfedmétem naroku na ochranu.
AP obsahuje analyzacni pufr

Poznamka: slozeni AP neni pfedmétem néroku na ochranu

Sekvence oligonukleotidi specifickych pro Grimontia hollisae, Vibrio alginolyticus, Vibiro
cholerae, V. fluvialis, V. furnissii, V. mimicus, V. parahaemolyticus, V. vulnificus (panel 1),
Bacillus cereus, Campylobacter jejuni, Campylobacter coli, Clostridium botulinum,
Clostridium difficile, Clostridium perfringens, Echinococcus granulosus, Escherichia coli
O157 (STEC), Listeria monocytogenes, Salmonella enterica, Salmonella enterica subsp.
enterica serovar Enteritidis, Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium,

Shigella spp., Staphylococcus aureus, Toxoplasma gondii, Trichinella spiralis a Yersinia

enterocolitica (panel 2 a 3) a IC:

Panel 1 Nazev oligo Sekvence Délka
(nt)
Grimontia GH_1 Ml PHO CACGATGAGTCCTGAGTAACAAATAAGAATAGAGAGAGAAAG | 64
hollisae TTGATCAAGCGCGCAGAAGATG
GH 1 M2 GTAAGAAACGCCCACCTGACTGAGGTAGTAAGAGGTGAGG 40
GH 2 M3 PHO CACGATGAGTCCTGAGTAACTTTGATTTAAGAGTGTTGAATGTA | 64
CGTGATAGTCTGCGCCAATG
GH 2 M4 GCAGTCGCTTGGTCATATCAGTGAGGTAGTAAGAGGTGAGG 41
Vibrio VA 1 Ml PHO CACGATGAGTCCTGAGTAACGTTGAGAATTAGAATTTGATAAA | 65
alginolyticus GCAGATGGTAGTGTCGAAGGGA
VA 1 M2 TGACGGCTGATGTAGTCCTGTGAGGTAGTAAGAGGTGAGG 40
VA 2 M3 PHO CACGATGAGTCCTGAGTAACTTGTGATAGTAGTTAGATATTTGT | 65
GTTTCATGGTGGAGAAAGCCG
VA 2 M4 CGGGCTTGAACATTGTCGCTGAGGTAGTAAGAGGTGAGG 39
Vibrio cholerae | VCH 1 M1 PHO GACAAGCTTGCGATATTCAATCTTTAAGTGAGGTAGTAAGAGG | 48
TGAGG
VCH 1 M2 ACGATGAGTCCTGAGTAACTATGAATGTTATTGTGTGTTGATTGCAG
TTATGGCCGTTCACATATATG 68
VCH 2 M3 PHO GTGGTGTCTGTGCAATGGAGTGAGGTAGTAAGAGGTGAGG 40
VCH 2 M4 CACGATGAGTCCTGAGTAACAAGATGATAGTTAAGTGTAAGTTAATT 66
= GTGGATGAAGGTGTTAGCG
Vibrio fluvialis | VF1_1_M1 PHO CACGATGAGTCCTGAGTAACTATTAGAGAGAAATTGTAGAGAT | 67
TCATCAATATTACGCCGGAAACCT
VFl 1 M2 TGATGGATGAGGCGTGTATGGTGAGGTAGTAAGAGGTGAGG 41
VF1 2 M3 PHO CACGATGAGTCCTGAGTAACTTTGTGTGTTATTGTAATTGAGAT | 65
GATGAACCACGCTTTGCTGAA
VF1 2 M4 GTAGCTCGTGAAATGGTGGTATTGAGGTAGTAAGAGGTGAGG 42
Vibrio furnissii | VFu_1_MI1 PHO CACGATGAGTCCTGAGTAACAATAAGAGAATTGATATGAAGAT | 70
GACTCATTATTCGAATCAGTACGCATT
Vfu 1 M2 CGAAGATTTGATGATGGCGGCTGAGGTAGTAAGAGGTGAGG 41
Vfu 2 M3 PHO CACGATGAGTCCTGAGTAACATTAAGTAAGAATTGAGAGTTTG | 70
AGAGAAGACCATTGAGATTATCGAAGT
Vfu 2 M4 GGTGTATCAGCCTGAACGTGTGAGGTAGTAAGAGGTGAGG 40
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Vibrio mimicus | VM_1 M1 PHO CACGATGAGTCCTGAGTAACTAGAGAAAGAGAGAATTGTATTA | 66
AAAGGTTCATCTTCTGGCAAGTG
VM 1 M2 CGGATGARTTTGCTAATGAAGTGTGAGGTAGTAAGAGGTGAGG 43
VM _2 M3 PHO CACGATGAGTCCTGAGTAACGTATAGTGTGATTAGATTTGTAAA | 65
CAACCCATTACGCATTGCAGT
VM 2 M4 ATGAAGGGCGGCATATCAATGTGAGGTAGTAAGAGGTGAGG 41
Vibrio VP 1 Ml PHO CACGATGAGTCCTGAGTAACGATAGATTTAGAATGAATTAAGT | 67
parahaemolyti- GGAACAACAGCAAACCCATCATCA
cus VP 1 M2 ATCTATCGGTCGAACAGCAACTTGAGGTAGTAAGAGGTGAGG 42
VP 2 M3 PHO CACGATGAGTCCTGAGTAACGATTGATATTTGAATGTTTGTTTG | 67
TCTTGGAGTTCTTCTGCTAACAC
VP 2 M4 TCGCCATTCTTTGACTTTATTGTGTGAGGTAGTAAGAGGTGAGG 44
Vibrio vulnificus | VV_1 M1 PHO CACGATGAGTCCTGAGTAACTGAAATGTGTATTTGTATGTTTAG | 70
CAATTGTTTGTTTGGAATCACAGTGA
VV 1 M2 AGGYGAGTTGGTAGGRGCTGAGGTAGTAAGAGGTGAGG 38
VV_ 2 M3 PHO CACGATGAGTCCTGAGTAACGTAAGAGTATTGAAATTAGTAAG | 66
ACTAGATGCCGCTGTCACTTATC
VV 2 M4 AGATGCTGCCGAATGATGAGTGAGGTAGTAAGAGGTGAGG 40
Panel2 a3
Bacillus cereus | BC_1 M1 PHO TTCTAAGTTTGCAAATGGAAATTCCCTGAGGTAGTAAGAGGTG | 46
AGG
BC 1 M2 CACGATGAGTCCTGAGTAACTTTGTGTGTTATTGTAATTGAGATTTCT
TGAGAACATGTTGTACGAGTTAC 71
BC 2 M3 PHO GGCTGAGTTCCTTCAATAATAAGTGGTGAGGTAGTAAGAGGTG | 46
AGG
BC 2 M4 CACGATGAGTCCTGAGTAACTTTGTTAGAATGAGAAGATTTATGGTT 68
GTCGTAGTTAATTGTCCACCC
Campylobacter | CJ 1 Ml PHO TCCTACTTTGTAATCACTCACGCTTGAGGTAGTAAGAGGTGAGG | 44
Jejuni Cl 1 M2 CACGATGAGTCCTGAGTAACGTTATGATATAGTGAGTTGTTATTCTC | ¢q
CTTCCTTGTCGCTTAATTCTTC
Cl 2 M3 PHO GGGTGGAATTGAAGTGGCTAAATTGAGGTAGTAAGAGGTGAGG | 43
C] 2 M4 CACGATGAGTCCTGAGTAACAATGTAAAGTAAAGAAAGTGATGAGT
CCAACGGCGCATTATTCTAT 66
Campylobacter | CC_1_MI1 PHO CACGATGAGTCCTGAGTAACGTTGTAAATTGTAGTAAAGAAGT | 73
coli ACACGCGAAGAAATTATAGAAAGATTTAAG
CC 1 M2 CCCTGAAGTGCTTAATCAATATGTAGTGAGGTAGTAAGAGGTGAGG | 46
CC 2 M3 PHO CACGATGAGTCCTGAGTAACAAATAAGAATAGAGAGAGAAAG | 71
TTGAAGACTCCGATATTTGCTTTAAGAAC
CC 2 M4 CCCAATAAAGGCTGAAAGTATCGCTGAGGTAGTAAGAGGTGAGG 44
Clostridium CB_1 M1 PHO CTATGCTAGAGGTTTGTATATGTTGAATCCTGAGGTAGTAAGAG | 50
botulinum GTGAGG
CB_ 1 M2 CACGATGAGTCCTGAGTAACGTGTGTTATTTGTTTGTAAAGTATCCT 70
AGAAATATTGATGCAGCACCTAG
CB 2 M3 PHO AGGATGTGCTTGGTGTCAGGTGAGGTAGTAAGAGGTGAGG 40
CB 2 M4 CACGATGAGTCCTGAGTAACTTTGATTTAAGAGTGTTGAATGTAGAG
TGTATAGAGTGTGAAGTTGCAAC 70
Clostridium CD_1 Ml PHO CACGATGAGTCCTGAGTAACTATTGTTGAATGTGTTTAAAGAGA | 69
difficile CATATTGTGGCTCCATAATCCAAAG
CD 1 M2 CCACAATACAGCTACAGATACTAGTGTGAGGTAGTAAGAGGTGAGG | 46
CDh 2 M3 PHO CACGATGAGTCCTGAGTAACGATTGATATTTGAATGTTTGTTTG | 68
ATCYTCATTGTTAACATGCATCCA
CD 2 M4 AGCAGTCTGTGTTAAACTTGGTAATGAGGTAGTAAGAGGTGAGG 44
Clostridium CP_1 Ml PHO CACGATGAGTCCTGAGTAACTATTAGAGAGAAATTGTAGAGAT | 66
perfringens TCATCCTGCTAATGTTACTGCCG
CP 1 M2 TTGATAGCGCAGGACATGTTAAGTGAGGTAGTAAGAGGTGAGG 43
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CP 2 M3

PHO CACGATGAGTCCTGAGTAACTTTGTTGTTAAGTATGTGATTTAG
TCYTCATTGTTAACATGCATCCAA

68

CP 2 M4 GCAGTCTGTGTTAAACTTGGTAAAGTGAGGTAGTAAGAGGTGAGG | 45
Echinococcus | EG_1_MI PHO CACGATGAGTCCTGAGTAACGATAGATTTAGAATGAATTAAGT | 66
granulosus GTCATCATGTTCCATTTCCAGGC

EG 1 M2 CGTGATCTGCATAACTTTCAGCTTGAGGTAGTAAGAGGTGAGG 43
EG 2 M3 PHO CACGATGAGTCCTGAGTAACAGTGAATGTAAGATTATGTATTIG | 63
CACCCTGGCCCTATTCTCT
EG 2 M4 CTCTGTGTGGGTATTGCTGCTGAGGTAGTAAGAGGTGAGG 40
Escherichia coli | EC_I_MI1 PHO GATCATCCAGTGTTGTACGAAATCCTGAGGTAGTAAGAGGTGA | 45
0157:H7 GG
EC_I M2 CACGATGAGTCCTGAGTAACATTAAGTAAGAATTGAGAGTTTGATCA | (o
TTACATAAGAACGCCCACTGA
EC 2 M3 PHO CTGGCGTTAATGGAGTTCAGTGTGAGGTAGTAAGAGGTGAGG | 42
EC 2 M4 CACGATGAGTCCTGAGTAACTGTATATGTTAATGAGATGTTGTATCG | 69
TCACTCACTGGTTTCATCATAT
EC 3 M5 PHO CCGCAATCTTTCCCTGATTTCTGTGAGGTAGTAAGAGGTGAGG | 43
EC 3 M6 CACGATGAGTCCTGAGTAACAAAGAATTAGTATGATAGATGAGACG | 70
TAATTGTTCCTTCCTTACTGTTCG
Listeria LM 1 Ml PHO TAACGGAACCTTTGCTAGTCCAATGAGGTAGTAAGAGGTGAGG | 43
Mmonocylogenes N 1 M2 CACGATGAGTCCTGAGTAACGTAATTGAATTGAAAGATAAGTGTAGT | 71
AGTACCACCAACAACGATTAGTAA
LM 2 M3 PHO GTTGAGCGAATTCCTTGTCCTGTGAGGTAGTAAGAGGTGAGG | 42
LM 2 M4 CACGATGAGTCCTGAGTAACGTATAGTGTGATTAGATTTGTAAAGG | 65
GACGGATGAAGCTAGTCTG
Salmonella SE_1 Ml PHO CAGATAGGTAGGTAATGGAATGACGATGAGGTAGTAAGAGGTG | 46
enterica AGG
SE_1 M2 ACGATGAGTCCTGAGTAACGTTAGTTATGATGAATATTGTGTATCAG |
TGCGATCAG GAAATCAAC
SE_2 M3 PHO GTTAAGATTTATGCCTGCCCTGATGAGGTAGTAAGAGGTGAGG | 43
SE 2 M4 CACGATGAGTCCTGAGTAACTTTAAGTGAGTTATAGAAGTAGTAGGA | 64
TCAGCAAAGCCCAGATC
S. Typhimurium | SEt_1_MI PHO CACGATGAGTCCTGAGTAACAAATTAGTTGAAAGTATGAGAAA | 63
GTGCAAGTAGGACAGGCTGG
SEt 1 M2 GAATTCTGGGATCAACGGTGGTGAGGTAGTAAGAGGTGAGG 41
S. Enteritidis SEe 1 M3 PHO CACGATGAGTCCTGAGTAACTTGTGATAGTAGTTAGATATTTGT | 65
CAAAGCCCATAAGATCAGCGG
SEe 1 M4 CGATCTCCTGAGTAAGTTTGAGGTTGAGGTAGTAAGAGGTGAGG 44
Shigella spp. SF_1_MI PHO CTGTCTCCCGACTTAAAGAATGTCTTGAGGTAGTAAGAGGTGA | 45
GG
SF_1_M2 CACGATGAGTCCTGAGTAACAAATAAGAATAGAGAGAGAAAGTTCG | ,
GTGAAGAGCGTGATGAGG
Staphylococcus | SA_1_MI1 PHO TCTACGGTTGTTTGGCTAATAGATAAATGTGAGGTAGTAAGAG | 49
aureus GTGAGG
SA I M2 ACGATGAGTCCTGAGTAACGTTGTAAATTGTAGTAAAGAAGTATTCG |
TCTAATAGAAGTTGATATGCATGC
SA 2 M3 PHO GCGACCTATTTCCTAATGCAGCTGAGGTAGTAAGAGGTGAGG | 42
SA 2 M4 CACGATGAGTCCTGAGTAACGTTGAGAATTAGAATTTGATAAAGTGT | 71
ATGAACCCTATGTCCGATTATTTC
Toxoplasma TG_1_MI PHO CACGATGAGTCCTGAGTAACTTTGTTAGAATGAGAAGATTTATG | 64
gondii CGGCTACAGATCCAWCTCCT
TG 1 M2 GAAGAAGTGTCAGCATCTGGTGTGAGGTAGTAAGAGGTGAGG 42
TG 2 M3 PHO CACGATGAGTCCTGAGTAACTTTGTTGITAAGTATGTGATTTAG | 67
TACATGCTCAAGTACGACTCTGT
TG 2 M4 GCATGGAAAGTTCGACGGCTGAGGTAGTAAGAGGTGAGG 39
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Trichinella TS_1 Ml PHO CACGATGAGTCCTGAGTAACTTTGTGTGTTATTGTAATTGAGAT | 65
spiralis CTGCAAATTGGAAACCAGGCT
TS 1 M2 CTTTGACCATAGATCCGCATCCTGAGGTAGTAAGAGGTGAGG 42
TS 2 M3 PHO CACGATGAGTCCTGAGTAACGTAAGAGTATTGAAATTAGTAAG | 67
ACAATGTGCATCGTGTGAAAGCTT
TS 2 M4 TGAAATTCAACCATTAGCACGACGTGAGGTAGTAAGAGGTGAGG 44
Yersinia YE_I Ml PHO GCACAGAGATAATTTCCGGGTCATGAGGTAGTAAGAGGTGAGG | 43
enterocolitica Iy CACGATGAGTCCTGAGTAACTAGAGAAAGAGAGAATTGTATTAATC | 63
CAGTCAACGGCAACCAC
YE 2 M3 PHO TGTTGACGGACTATGGCAAGGTGAGGTAGTAAGAGGTGAGG 41
YE 2 M4 CACGATGAGTCCTGAGTAACAATTAGAAGTAAGTAGAGTTTAAGGT | 66
GAGTATTGCTGCTGTTGTGG

Vyvoj prototypu diagnostického prostfedku — detekéni soupravy probihal v ramci feSeni

projektu Ministerstva Zem&dé&lstvi CR QK 1810202,
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