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1. Uvod

Vyznamnou oblasti zajmu bezpecnosti potravin se v poslednich letech stavaji virova agens.
O jejich vyznamu sv&d¢i periodické zpravy Evropského tfadu pro bezpecnost potravin
(EFSA), podle kterych jsou viry fazeny mezi nejcastéjsi puvodce onemocnéni z potravin.
Zaroven tyto studie poukazuji na vzristajici poc¢et epidemii souvisejicich s viry a potravinami
(od roku 2011 byl hlasen témét dvojnasobny pocet). Ackoli byl pienos alimentarni cestou
popsan u téméer 11 celedi vir, mezi nejCastéjsi anejvyznamnéj$i agens onemocnéni
z potravin patii noroviry (NoV Gl a NoV Gll), virus hepatitidy A (HAV) a virus hepatitidy E
(HEV). Vzhledem ke svému vyznamu pro lidské zdravi je mozné mezi tato agens zafadit
I viry z ¢eledi Adenoviridae (adenovirus 40 a 41; AdV 40/41) a rotaviry (zejména rotavirus A;
RVA). NoV, AdV 40/41 a RVA jsou puvodci typickych virovych gastroenteritid S kratkou
inkuba¢ni dobou (1 az 6 dni, u AdV 40/41 az 10 dni) a typickymi pfiznaky onemocnéni, jako
jsou zvraceni a prijmy, V nékterych ptipadech i horecka. HAV a HEV zpisobuji hepatitidy,
inkuba¢ni doba téchto onemocnéni je delsi (pfiblizn¢ 2 az 6 tydnt). Nejéastéjsi klinické
priznaky zahrnuji horecku, maléatnost, nechutenstvi, nevolnost, zvraceni a tmavou moc, icterus

nastupuje pouze v nékterych pfipadech. Onemocnéni Casto vyzaduje hospitalizaci.

Hlavni zplsob ptenosu téchto virovych agens je fekalné-ordlni ptenos, Vv ptipadé HEV je
k hlavnimu zpisobu S$ifeni fazena i konzumace syrového nebo nedostateéné tepelné
upravovaného masa ¢i vnitinosti infikovanych zvifat. Zatimco zdrojem nakazy HAV, NoV
a AdV 40/41 jsou zejména lidé, akutné nemocni ¢i bezptiznakovi nosi¢i, u HEV je nutno
zdroje infekci rozsifit o prasata domdci, prasata divokd a pfipadné jelenovité. Zoonoticky
potencial RVA byl také popséan. K Sifeni téchto agens dochazi nejcastéji ptimym kontaktem
s infikovanymi jedinci (klinicky nemocnymi ¢&i asymptomatickymi pienaSeci). Presto
kontaminované potraviny, voda a povrchy riznych zatizeni (napt. kliky, splachovadla toalet,
povrchy potravinaiskych zafizeni a nastrojit) hraji vyznamnou roli v jejich pfenosu. Vyse
zminéné viry byly prokazany ve stolici infikovanych jedincti (NoV i ve zvratcich ¢i slinach).
NakaZeny jedinec vétSinou vylucuje zminéné viry jiz pred objevenim prvnich klinickych
ptiznakt, a i n€kolik tydnd po jejich odeznéni. Z organismu hostitele jsou vylu¢ovany ve
vysokych mnozstvich (10° az 10 ¢astic/g stolice), pii¢emz infekéni davka se pohybuje
v rozmezi 10 az 100 infekcnich virovych castic, u HEV existuji domnénky o vyssi infekéni

davce (cca 20 000 infekénich virovych ¢astic).b 23



Zejména kvuli citlivosti, specifité a moznosti kvantifikace je v soucasné dobé nejvhodnéjsi
metodou prikazu vySe uvedenych agens polymerazova fetézova reakce Vv realném cCase
(gPCR). V ptipadé¢ virt, jejichz genom je v podobé RNA, ptedchazi qPCR krok reverzni
transkripce (RT; RT-gPCR). Tento pfistup ma vSak velkou nevyhodu v omezené moznosti
vytvaiet multiplexni systémy pro rychlou detekci vétsiho pocétu patogent. Proto byl vyvinut
diagnosticky prostfedek, ktery umoznuje in vitro detekci NoV (NoV GI, NoV Gll), HAV,
HEV (HEV-1, HEV-3), AdV 40/41 a RVA v riznych typech matric (voda, potraviny, stéry
z prostiedi ¢i rukou osob a klinicky material) v jedné reakci. Tento prostfedek, oznacen jako
,»XMAP panel — detekce NoV (NoV GI, NoV GllI), HAV, HEV (HEV-1, HEV-3), AdV 40/41
a RVA®, je unikatni svym slozenim a jednoduchosti jeho pouziti. Souprava zahrnuje i externi
kontrolu analyzy vzorkd (EAC), ktera umoznuje validni analyzu kazdého jednoho vzorku. Kit

je navrzen v souladu s aktualné platnou legislativou CR a EU.*®

2. Oblast techniky

Produkt je zaméten na diagnostiku v oblasti bezpe¢nosti potravin a humanni mediciny.

3 Aktualni stav techniky (diagnostiky)

Vzhledem k tomu, Ze vySe uvedena agens jsou problematicky kultivovatelna na bunéénych
kulturach, metody detekce téchto virt jsou zaloZzeny na molekularné genetickych (tzn.
na ptimé detekci genomu viru) nebo ELISA metodach. Na soucasném trhu existuje fada
komer¢nich produktii slouZicich ve zdravotnické diagnostice (tzn. k prikazu HAV, HEV,
NoV, AdV 40/41 ¢i RVA v klinickém materialu). Nicméné tyto produkty v ramci jedné
reakce umoznuji detekovat pouze jeden patogen. Analyza vzorki na pfitomnost vétsiho

mnozstvi patogentl tak mliZze byt financné€ i1 ¢asoveé naro¢na.

Prikaz virt v potravinach ¢i prostiedi je oproti klinickym vzorkiim c¢asové i metodicky
analytického postupu. Diky stalému metodickému zlepSovani existuje cela fada postupl
analyzy vzorkll potravin ¢i prostfedi; v nékolika pfipadech maji rizna pracovisté¢ zavedeny
vlastni diagnostické metody (tzv. ,home-made®). Uéinnost téchto metod miize byt rizna
a vysledky tak nesrovnatelné. Zadna ze spole¢nosti nabizejici komeréné dostupné soupravy

k prikazu vySe uvedenych virt nenabizi komplexni a zaroven vhodné feSeni pro tadnou
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analyzu potravinovych matric a vzorku prostiedi, ¢asteéné s vyjimkou firmy CEERAM S.A.S.
(Francie). Tato firma nabizi samostatné soupravy pro prukaz NoV Gl a/nebo NoV GlI, HAV.
Kontrola celého analytického postupu (zejména izolace nukleovych kyselin) je zajiStovana
dalsi soupravou Kit mengovirus@ceeramTools™. Cena soupravy pro prukaz NoV GI ¢i NoV
Gll je 18260 K& bez DPH/48 reakci (kazdy), souprava slouzici ke kontrole izolace
nukleovych kyselin je prodavana za 19 020 K& bez DPH/50 reakci. Tzn. analyza jednoho
vzorku na piitomnost NoV GI, NoV GII a soucasna kontrola izolace nukleovych kyselin je
cenéna na 4 525 K¢ bez DPH (analyza je dle pozadavku ISO metod provadéna v duplikatu
s nefedénou a 10x nafedénou nukleovou kyselinou, cena je bez zapocitani izolace nukleovych
kyselin a negativnich kontrol). Pokud do analyzy vzorku zahrneme dal$i agens, napi. HAV
cena analyzy jednoho vzorku bude navysena o dalSich 1 553 K¢. Zahrnuti dalSich patogent

do analyzy cenu opét navysi.

Naklady na provedeni analyzy jednoho vzorku pii vyuziti vySe zminéného multiplexniho
detekéniho nastroje na prukaz pfitomnosti NoV (NoV GI, NoV Gll), HAV, HEV (HEV-1,
HEV-3), AdV 40/41 a RVA se pohybuji okolo 752 K¢ bez DPH (analyza dle pozadavka ISO
metod provadéna v duplikatu s nefedénou a 10x nafedénou nukleovou kyselinou, cena je bez
zapocitani izolace nukleovych kyselin a negativnich kontrol). Oproti v sou¢asnosti dostupnym

komerénim soupravam tak toto feSeni predstavuje vyrazné¢ méné finan¢né naro¢nou variantu.

4, Popis technického feSeni a narokii na ochranu

Technické feSeni diagnostického prostiedku, ktery umoziuje in vitro detekci humannich
norovira (NoV GI, NoV GII), viru hepatitidy A (HAV), viru hepatitid E (genotyp 1 a 3; HEV-
1, HEV-3), adenoviru sérotypu 40/41 (AdV 40/41) a rotavira A (RVA) v riznych typech
matric (klinicky materidl, voda, potraviny a stéry z prostiedi ¢i rukou osob). Toto
diagnostické feseni vyuziva kombinaci xMAP technologie (Luminex corporation, USA,
Texas), multiplexni oligonukleotidové liga¢ni reakce a polymerdazové ftetézové reakce
s predchazejicim krokem reverzni transkripce. Spojeni téchto technologii umozZiiuje v jedné
reakci analyzu vzorku na pfitomnost nukleovych kyselin NoV (NoV GI, NoV GllI), HAV,
HEV (HEV-1, HEV-3), AdV 40/41 a RVA.

Jako externi kontrola jednotlivych krokli analyzy u kazdého vzorku je pouzit defektni

bakteriofag MS2. Tento pfistup, tzn. pouziti presné¢ definovaného mnoZstvi externi kontroly
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ve spojeni s XMAP technologii, umoziuje kontrolu analytického postupu kazdého jednoho

analyzovaném vzorku. Metoda je specifikovana jedinenymi parametry, které umoziuji jeji

pouziti v oblasti bezpecnosti potravin i humanni mediciny. Zvolené feSeni je unikatni

V nasledujicich polozkach:

Externi kontrola postupu analyzy vzorku (EAC)

Externi kontrola celého postupu analyzy vzorkll na pfitomnost NoV (NoV GI, NoV
Gll), HAV, HEV (HEV-1, HEV-3), AdV 40/41 a RVA je slozena ze specifickych
sekvenci dvou vyhynulych zivociSnych druh®; vakovlka tasmanského (Thylacinus
cynocephalus) a ptaka moa (Dinornis struthoides). Specificka sekvence je za¢lenéna
do genomu bakteriofaga MS2 a obalena jeho proteiny. Pfipraveny konstrukt je zcela
arteficialni, proto defektni ¢astice MS2 je mozné pouzit k umélé kontaminaci kazdého
typu vzorku.

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

Externi kontrola je stabilni az 12 mésict pii teploté -20 =4 °C.

SloZeni diagnostického produktu ,,xMAP panel — detekce NoV (NoV GI, NoV Gll),
HAV, HEV (HEV-1, HEV-3), AdV 40/41 a RVA“ a jeho uZivatelské vlastnosti

Reakéni smési pro reverzni transkripci (tzv. RT1, RT2 a RT3) obsahuji veskeré
reakéni slozky nezbytné pro prubéh reverzni transkripce: enzym reverzni
transkriptazu, RNase inhibitor, deoxyribonukleotidy (dATP, dTTP, dCTP, dGTP),
reakéni pufr a smés potiebnych oligonukleotidl (usekd nukleové kyseliny - tzv.
primert) V definovanych koncentracich. Smés specifickych oligonukleotidi zajisti
analyzu vzorku na pfitomnost RNA NoV (NoV GI, NoV GllI), HAV, HEV (HEV-1,
HEV-3), RVA a EAC.

Ligacni smési (LG1 a LG2) obsahuji veskeré reakéni slozky pro prub¢eh ligace: ligdzu,
pufr, specifické oligonukleotidy Vv definovanych koncentracich. Smés specifickych
oligonukleotidi zajisti analyzu vzorku na pfitomnost genomu NoV (NoV GI, NoV
Gll), HAV, HEV (HEV-1, HEV-3), AdV 40/41, RVA a EAC.

Reak¢ni smés (tzv. PCR) v jedné zkumavce obsahuje veskeré reakéni slozky nezbytné

pro prubéh PCR. Tyto slozky jsou: enzym polymeraza, deoxyribonukleotidy (dATP,
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dCTP, dGTP, dTTP), reakéni pufr s optimalizovanym mnozstvim ionti hoic¢iku
(Mg?"), smés viech potiebnych oligonukleotidii (pfevzato z °), kterd zajisti analyzu
vzorku na piitomnost genomu NoV (NoV GlI, NoV GllI), HAV, HEV (HEV-1, HEV-
3), AdV 40/41, RVA aEAC.

Mix specifickych mikrosfér, jejichz fluorescencni signal umozni stanovit piitomnost
genomu NoV (NoV GI, NoV GlIl), HAV, HEV (HEV-1, HEV-3), AdV 40/41, RVA
aEAC.

Produkt kromé& vyse popsanych reakénich smeési obsahuje zkumavku 'pozitivni
kontrola"”, kterou je mozno pouzit jako pozitivni kontrolu reakci, a ptibalovou
informaci o pouziti diagnostické soupravy (véetné navodu K interpretaci ziskanych
vysledku).

Prace s produktem u uzivatele spociva pouze v odebrani potiebného piedepsaného
mnozstvi ,,reakéni smési a ptidani vzorku nebo ,,pozitivni kontroly*.

Produkt je v popsaném sloZeni stabilni az 12 mésict pii teplote -20 +4 °C.

Naroky na ochranu

1) Sekvence nukleotidu cilovych tsekid externi kontroly analytického postupu nebo jejich

2)

Casti, pouzité jako oligonukleotidy (rozpoznavaci sekvence pro metodu RT a ligaci) 5'-

3"

a. GGTTTAGAATGTTTTCTCCCGT

b. PHO-ATTAGCACAATGAATAATCATCGTCTCACTTCTTACTACCGCG

c. ACTCGTAGGGAATAAACCGTATTGTGAAAGAAAGAGAAGAAATTTA
TACACACGCAATCACCAC.

Sekvence oligonukleotida specifickych k cilovym usekim genomu NoV (NoV GI, NoV
Gll), HAV, HEV (HEV-1, HEV-3), AdV 40/41 a RVA (rozpoznavaci sekvence pro
metodu RT a ligaci) 5'- 3":

a. GTCCCCAATTTAGACTCCTACAGCT

b. PHO-ATGGAGCTGTAGGAGTCTAATCTCACTTCTTACTACCGCG

c. ACTCGTAGGGAATAAACCGTTATTAGAGTTTGAGAATAAGTAGTGG
GTCAACTCCATGATTAGC

d. CACAAGCAAATAAACTATAACTCCCG

e. PHO-GTGGGTAAAACTCGGGATCTCACTTCTTACTACCGCG



3)

6.

Ad1 - 2)

navrzeny a testovany v laboratofich Vyzkumného ustavu veterinarniho lékafstvi, v.v.i..

ACTCGTAGGGAATAAACCGTTGTATATGTTAATGAGATGTTGTACA
GCGCCTTAAGATGAAG

9. AAGGGGTTGGTTGGATGAAT
h. PHO-ATTCATCCAACCAACCCCTTTCTCACTTCTTACTACCGCG

ACTCGTAGGGAATAAACCGTTTGTGTAGTTAAGAGTTGTTTAATCTT
CGCCCTCCCCTAT
GTCYTTAGACGCCATCRTC

. PHO-GAYGATGGCGTCTAARGACTCTCACTTCTTACTACCGCG

ACTCGTAGGGAATAAACCGTAGTAAGTGTTAGATAGTATTGAATGC
RATCTYYTSCCCGAWTWYGTRAAT

. TCAYTCGACGCCATCTTCAC
. PHO-ATCGCAATCTKGCYCCCRTCTCACTTCTTACTACCGCG
. ACTCGTAGGGAATAAACCGTTATGAATGTTATTGTGTGTTGATTTVA

GCACDTGGGAGGGCG

. PHO-GCCAGCACBTWCTTTGACATTCTCACTTCTTACTACCGCG
. ACTCGTAGGGAATAAACCGTAAATAAGAATAGAGAGAGAAAGTTG

ACAACMGRGTGYTRGAYATG

AACTGCAGCTTCAAAAGAAGAG
PHO-CTCAAGATGGAGTCTACGCAACATCTCACTTCTTACTACCGCG
ACTCGTAGGGAATAAACCGTGATAGATTTAGAATGAATTAAGTGAT
TTAATGCTTTTCAGTGGTTGATG

Slozeni reak¢nich smési, tzv. RT1, LG1, LG2, PCR, BM1, které obsahuji minimaln¢ tyto
reakéni slozky nezbytné pro prubéh reakce: enzymy reverzni transkriptaza, ligaza
a polymeraza, deoxyribonukleotidy (dATP, dTTP, dCTP, dGTP), reakéni pufry, RNase

smés vSech potiebnych oligonukleotidii (specifickych tusekii nukleové

kyseliny), mix specifickych mikrosfér.

Vysvétleni naroki na ochranu

Jednd se o unikatni sekvence, které dosud nebyly pouzity, byly origindlné

S jejich pomoci je mozné technologii zalozenou XMAP provést validni analyzu vzort na

ptitomnost genomu NoV (NoV GI, NoV GllI), HAV, HEV (HEV-1, HEV-3), AdV 40/41

a RVA. Sekvence externi kontroly analytického postupu je naprosto jedinecnd, proto
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piipraveny konstrukt (defektni bakteriofag MS2) je mozné pouzit k artificialni kontaminaci

jakékoli matrice (klinicky material, potravina, prostiedi). Tzn. metodika je pouzitelna pro

diagnostiku v ramci humanni mediciny a bezpecnosti potravin. Pfesné urCeni sekvenci

genomu vySe uvedenych virovych agens a externi kontroly je podminkou spravné a piesné

hybridizace nukleovych kyselin ve vysSetfovaném vzorku s navrzenymi kratkymi sekvencemi

DNA (oligonukleotidy); tyto specifické oligonukleotidy se tak vazi vyhradné na nukleovou

kyselinu vySe uvedenych vird a externi kontroly. Pfedmétem ochrany tedy maji byt pravé

uvedené sekvence nukleotidl, které jsou pouzity v tomto diagnostickém prostiredku 5°- 3”:

a)
b)

c)

d)

9)
h)

)
K)

GGTTTAGAATGTTTTCTCCCGT
PHO-ATTAGCACAATGAATAATCATCGTCTCACTTCTTACTACCGCG
ACTCGTAGGGAATAAACCGTATTGTGAAAGAAAGAGAAGAAATTTATACA
CACGCAATCACCAC

GTCCCCAATTTAGACTCCTACAGCT
PHO-ATGGAGCTGTAGGAGTCTAATCTCACTTCTTACTACCGCG
ACTCGTAGGGAATAAACCGTTATTAGAGTTTGAGAATAAGTAGTGGGTCA
ACTCCATGATTAGC

CACAAGCAAATAAACTATAACTCCCG
PHO-GTGGGTAAAACTCGGGATCTCACTTCTTACTACCGCG
ACTCGTAGGGAATAAACCGTTGTATATGTTAATGAGATGTTGTACAGCGCC
TTAAGATGAAG

AAGGGGTTGGTTGGATGAAT
PHO-ATTCATCCAACCAACCCCTTTCTCACTTCTTACTACCGCG
ACTCGTAGGGAATAAACCGTTTGTGTAGTTAAGAGTTGTTTAATCTTCGCC
CTCCCCTAT

m) GTCYTTAGACGCCATCRTC

n)
0)

P)
q)

PHO-GAYGATGGCGTCTAARGACTCTCACTTCTTACTACCGCG
ACTCGTAGGGAATAAACCGTAGTAAGTGTTAGATAGTATTGAATGCRATCT
YYTSCCCGAWTWYGTRAAT

TCAYTCGACGCCATCTTCAC
PHO-ATCGCAATCTKGCYCCCRTCTCACTTCTTACTACCGCG
ACTCGTAGGGAATAAACCGTTATGAATGTTATTGTGTGTTGATTTVAGCAC
DTGGGAGGGCG
PHO-GCCAGCACBTWCTTTGACATTCTCACTTCTTACTACCGCG
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t) ACTCGTAGGGAATAAACCGTAAATAAGAATAGAGAGAGAAAGTTGACAA
CMGRGTGYTRGAYATG

u) AACTGCAGCTTCAAAAGAAGAG

v) PHO-CTCAAGATGGAGTCTACGCAACATCTCACTTCTTACTACCGCG

w) ACTCGTAGGGAATAAACCGTGATAGATTTAGAATGAATTAAGTGATTTAAT
GCTTTTCAGTGGTTGATG.

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

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

Ad3) Slozeni reakénich smési je pro ¢ast navrzené metody typické a obecné znamé.
V navrzeném naroku na ochranu je vSak pozadovana ochrana reak¢énich smési, které obsahuji
vSechny uvedené slozky najednou: RT1 (dATP, dTTP, dCTP, dGTP, specifické
oligonukleotidy), LG1 a LG2 (reak¢ni pufr, specifické oligonukleotidy), PCR (enzym
polymeraza, dATP, dCTP, dGTP, dTTP, reakéni pufr, smés vSech potiebnych oligonukleotidii
tzv. primert)) a BM1 (mix specifickych mikrosfér). Soucéasti diagnostického prostiedku jsou
také zkumavky s reakéni smési RT2 a RT3, LG3, AP, BM2, BM3 a zkumavka s pozitivni
kontrolou a externi kontrolou. Vyhodou pro zakaznika je jednoduché pouziti, kdy k provedeni
detekce postaci do zkumavky odebrat dany objem reakcni smési a pridat izolat nukleové
kyseliny ze vzorku. Dalsi z vyhod je moznost analyzy vzorku na ptitomnost NoV (NoV Gl,
NoV Gll), HAV, HEV (HEV-1, HEV-3), NoV Gl a NoV GllI, AdV (40/41) a RVA

a soucasn¢ ovefit fadnost celého analytického postupu v ramci jedné reakce.

Specifickym znakem naroku na ochranu je pét zkumavek, které obsahuji minimaln¢ shora

uvedené reakéni slozky, pokud jsou obsazeny v diagnostickém prostiedku pro in vitro

diagnostiku.

7. Seznam materialu obsaZeném v diagnostické soupravé

PK obsahuje RNA/DNA NoV (NoV GlI, NoV Gll), HAV, HEV (HEV-1, HEV-3),
AdV 40/41 a RVA (pozitivni kontrola)

EAC obsahuje externi kontrolu analytického postupu, tzn, defektni bakteriofag MS2

do jehoz genomu je vc¢lenéna artificialni sekvence (vakovlk tasmansky, ptak

moa), kterd je zaclenéna do jeho genomu
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DDW

RT smési

LG smési

PCR smés

BM smési

AP

obsahuje RNase-free vodu

RT1 obsahuje: vodu, deoxyribonukleotidy, specifické oligonukleotidy
RT2 obsahuje: enzym reverzni transkriptaza, RNase inhibitor

RT3 obsahuje: pufr, voda

Poznamka: slozeni RT2 a RT3 neni pfedmétem naroku na ochranu.
LG1 obsahuje: vodu, pufr, specifické oligonukleotidy M1

LG2 obsahuje: vodu, pufr, specifické oligonukleotidy M2

LG3 obsahuje: ligazu

Poznamka: slozeni LG3 neni pfedmétem naroku na ochranu.

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

Poznamka: slozeni PCR neni pfedmétem naroku na ochranu.

BM1 obsahuje smés specifickych mikrosfér

BM2 obsahuje roztok NaCl

BM3 obsahuje roztok MES

Poznamka: slozeni BM2, BM3 neni piredmétem naroku na ochranu.

obsahuje analyza¢ni pufr

Poznamka: slozeni AP neni pfedmétem naroku na ochranu.

Specifické oligonukleotidy (kratké tiseky nukleové kyseliny, vyznacujici se unikatni sekvenci

za sebou fazenych nukleotidu; zajist'uji sensitivitu a specificitu detekce). Sekvence

oligonukleotidii pro reverzni transkripci specifickych pro NoV (NoV Gl, NoV GllI), HAV,
HEV (HEV-1, HEV-3), RVA a EAC:

Oligo Sekvence (5-3") Délka
HAV_RP GTCCCCAATTTAGACTCCTACAGCT 25 nt
HEV_G1_RP CACAAGCAAATAAACTATAACTCCCG 26 nt
HEV_G3 RP AAGGGGTTGGTTGGATGAAT 20 nt
NoV_GI_RP GTCYTTAGACGCCATCRTC 19 nt
NoV_GII_RP TCAYTCGACGCCATCTTCAC 20 nt
RVA_RP AACTGCAGCTTCAAAAGAAGAG 22 nt
EAC_RP GGTTTAGAATGTTTTCTCCCGT 22 nt
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Sekvence oligonukleotidu specifickych pro NoV (NoV GI, NoV Gll), HAV, HEV (HEV-1,
HEV-3), AdV 40/41, RVA a EAC:

Oligo Sekvence (5°- 3") Délka

HAV_M1 PHO-ATGGAGCTGTAGGAGTCTAATCTCACTTCTTACTACCGCG 40 nt

HAV_M2 ACTCGTAGGGAATAAACCGTTATTAGAGTTTGAGAATAAGTAGTGGGTCA 64 nt
ACTCCATGATTAGC

HEV_G1 M1 PHO-GTGGGTAAAACTCGGGATCTCACTTCTTACTACCGCG 37nt

HEV_G1 M2 ACTCGTAGGGAATAAACCGTTGTATATGTTAATGAGATGTTGTACAGCGCC62 nt
TTAAGATGAAG

HEV_G3 M1 PHO-ATTCATCCAACCAACCCCTTTCTCACTTCTTACTACCGCG 40 nt

HEV_G3 M2 ACTCGTAGGGAATAAACCGTTTGTGTAGTTAAGAGTTGTTTAATCTTCGCC 60 nt
CTCCCCTAT

NoV_GI_M1  PHO-GAYGATGGCGTCTAARGACTCTCACTTCTTACTACCGCG 21 nt

NoV_GI_M2  ACTCGTAGGGAATAAACCGTAGTAAGTGTTAGATAGTATTGAATGCRATC 70 nt
TYYTSCCCGAWTWYGTRAAT

NoV_GIll_M1 PHO-ATCGCAATCTKGCYCCCRTCTCACTTCTTACTACCGCG 38nt

NoV_GII_M2 ACTCGTAGGGAATAAACCGTTATGAATGTTATTGTGTGTTGATTTVAGCAC 62 nt
DTGGGAGGGCG

AdV_40/41_M1 PHO-GCCAGCACBTWCTTTGACATTCTCACTTCTTACTACCGCG 40 nt

AdV_40/41_M2 ACTCGTAGGGAATAAACCGTAAATAAGAATAGAGAGAGAAAGTTGACAA 65nt
CMGRGTGYTRGAYATG

RVA_ M1 PHO-CTCAAGATGGAGTCTACGCAACATCTCACTTCTTACTACCGCG 43 nt

RVA_M2 ACTCGTAGGGAATAAACCGTGATAGATTTAGAATGAATTAAGTGATTTAA 69 nt
TGCTTTTCAGTGGTTGATG

EAC_M1 PHO-ATTAGCACAATGAATAATCATCGTCTCACTTCTTACTACCGCG 43 nt

EAC_M2 ACTCGTAGGGAATAAACCGTATTGTGAAAGAAAGAGAAGAAATTTATACABA nt
CACGCAATCACCAC

Vyvoj prototypu diagnostického prostredku — detekéni soupravy probihal v ramci feSeni

projektu Ministerstva Zdravotnictvi CR s reg. &. NV17-31921A.
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