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1. Uvod

Virus hepatitidy A (HAV) je plivodcem celosvétove rozSiteného onemocnéni, virové
hepatitidy A. Vyskyt infekce vyvolané HAV se mezi zemémi znaéné lisi, pficemz zvySena
incidence onemocnéni je zaznamenana v rozvojovych zemich zejména v souvislosti

s nedostatecnymi hygienickymi podminkami. Dle Evropského Gtfadu pro bezpecnost potravin
(EFSA) je tento virus fazen mezi patogeny zpusobujici alimentarni infekce. Jedna se o
neobaleny virus, jehoz genom je tvoien jednim fetézcem RNA o pozitivni polarité. Hlavni
zpusob pienosu HAV je fekalné-oralni prenos. Ackoli k nejcastéjsimu Sifeni infekénich
virovych ¢astic dochazi ptimym kontaktem infikovanych osob (klinicky nemocnych ¢i
asymptomatickych pfenasecit), kontaminované povrchy riiznych zatizeni (napf. kliky,
splachovadla toalet, povrchy potravinarskych zafizeni a nastrojti), potraviny a voda hraji
velmi vyznamnou roli v pfenosu HAV. Zdrojem kontaminaci/infekci jsou lidé jiz v inkubaéni
dobé onemocnéni (15 — 50 dni). HAV je ptitomen ve stolici uz dva tydny pted prvnimi
klinickymi ptiznaky a ve stolici miize byt vylu¢ovan vice jak tyden po ukonceni onemocnéni.
Virus byl také prokazan ve slindch, sekretu z nosohltanu a krvi infikovanych osob, coz

z té&chto téInich tekutin ¢ini také moZny zdroj kontaminaci. '+

V soucasné dobé je nejvhodnéjsi metodou prikazu HAV reverzné transkripéni polymerazova
retézové reakce v redlném Case (RT-qPCR), zejména kviili jeji citlivosti, specifité a moznosti
kvantifikace. Proto byl vyvinut diagnosticky prostiedek, ktery umoziiuje in vitro detekci HAV
v riznych typech matric (voda, potraviny a stéry z prostiedi ¢i rukou osob, klinicky material)
a soucasnou kontrolu celého analytického postupu kazdého jednoho vySetfené¢ho vzorku.
Tento prostiedek, oznacen jako ,,HAV triplex RT-qPCR kit“, je unikatni svym sloZenim a
jednoduchosti jeho pouziti. Kit je navrzen v souladu s aktualné platnou legislativou CR a

EU>*4

Literatura:

1. Newell, D.G., Koopmans, M., Verhoef, L., Duizer, E., Aidara-Kane, A., Sprong, H.,
Opsteegh, M., Langelaar, M., Threfall, J., Scheutz, F., van der Giessen, J., Kruse, H.
Food-borne diseases - the challenges of 20 years ago still persist while new ones continue

to emerge. Int J Food Microbiol 2010;139: S3-15.



2. Koopmans, M., Duizer, E. Foodborne viruses: an emerging problem. Int J Food
Microbiol 2004; 90: 23-41.

3. ISO/TS 1526-1, 2013, Microbiology of food and animal feed - Horizontal method for
determination of hepatitis A virus and norovirus in food using real-time RT-PCR part 1:
Method for quantification. First edition, corrected version 2013-05-01.

4. ISO/TS 1526-2, 2013, Horizontal method for determination of hepatitis A virus and
norovirus in food using real-time RT-PCR part 2: Method for qualitative detection. First

edition, corrected version 2013-05-01.

2. Oblast techniky

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

3. Aktualni stav techniky (diagnostiky)

Vzhledem k tomu, ze HAV je problematicky kultivovatelny na bunéénych kulturach, prikaz
tohoto viru je zaloZen na molekularné genetickych (tzn. na ptimé detekci genomu viru) nebo
ELISA metodach. Na soucasném trhu existuje fada komercnich produktt slouzicich praveé

v zdravotnické diagnostice (tzn. k prikazu HAV v klinickém matridlu). Pritkkaz virt
Vzhledem ke stdlému metodickému zlepSovani existuje celd fada postupii slouzicich k
analyze vzorkl potravin ¢i prostiedi; v nékolika pfipadech maji rlizna pracovisté zavedeny
vlastni diagnostické metody (tzv. ,,home-made*). Uginnost t&chto metod miize byt riizna a
vysledky tak nesrovnatelné. Proto Evropskd komise uvetejnila standardizované laboratorni
metody k prikazu a ptipadné kvantifikaci HAV v potravinach (drobné ovoce, zelenina a
balena pitnéa voda) a stérech z prostiedi (ISO /TS 15216-1 a ISO /TS 15216-2). Dle této
metodiky k prikazu HAV je vhodné pouzit metodu RT-qPCR, v ramci které jsou vyuzity
specifické oligonukleotidy (primery a sonda) cilené pouze na jednu konzervativni oblast
genomu HAV (5" nekodujici oblast (NCR; v rozsahu 68 az 260 nt izoldtu HAV HM174),
¢imz muze byt snizena pravdépodobnost prikazu rozdilnych kmentt HAV. Zarovei tato ISO
metodika pozaduje pouziti kontroly celého analytického postupu (tzv. externi kontrolu
analyzy) v pfipad¢ sledovani potravin ¢i prostiedi, u klinickych vzorki je tato kontrola pouze

doporucena.



V soucasné dobé zadna ze spolecnosti nabizejici komercné dostupné soupravy k prukazu
HAYV nenabizi komplexni a zdroven vhodné feseni pro fadnou analyzu potravinovych matric a
vzorki prostiedi, s vyjimkou firmy CEERAM S.A.S. (Francie, do CR dodavané firmou Life
Technologies Ceska republika s.r.o0.). Tato firma nabizi soupravu pro prikaz HAV, pfi¢emz
primery a sonda pouzité v ramci této soupravy jsou cileny pouze na jednu konzervativni
oblast genomu HAV. Cena soupravy pro prikaz HAV je 18 630 K¢ bez DPH/48 reakci.
Kontrola celého analytického postupu (zejména izolace nukleovych kyselin) je zajiStovana
dalsi soupravou Kit mengovirus@ceeramTools™, tato souprava slouzici ke kontrole izolace
nukleovych kyselin je prodavana za 19 410 K¢ bez DPH/50 reakci. Tzn. analyza jednoho
vzorku na ptitomnost HAV a soucasna kontrola izolace nukleovych kyselin je cenéna na

2 328 K¢ bez DPH (analyza je dle pozadavka ISO metod provadéna v duplikétu s nefedénym
a 10x nafedénou nukleovou kyselinou, cena je bez zapocitani izolace nukleovych kyselin a
negativnich kontrol). Firma CEERAM S.A.S. nabizi také kvantifika¢ni standardy pro HAV

v cené 6 740 K¢, ¢imz je (v ptipadé potieby kvantifikace) cena analyzy jednoho vzorku jesté

navysena.

4. Popis technického FeSeni a narokii na ochranu

Technické feseni k prikazu HAV vyuziva metodu RT-qPCR, ktera v jedné reakci umozni
analyzu vzorku na ptitomnost RNA HAV (detekce dvou rozdilnych oblasti genomu HAV,
¢imz je zvySena pravdépodobnost zachytu viru) a zaroven kontrolu celého analytického
postupu. Jedna se tedy o triplex RT-qPCR. Specifické oligonukleotidy (primery a sondy)
cilené na prvni konzervativni oblast genomu HAV jsou pouzity dle ISO/TS 1526-1, 2013 a
ISO/TS 1526-2, 2013. Druhou cilovou oblasti genomu HAV je konzervativni oblast

v rozmezi 346 az 481 nt; primery a sonda byly navrZeny dle publikace Jothikumar et al. 2005
s drobnymi modifikacemi. Jako externi kontrola jednotlivych krokt analyzy u kazdého
vzorku je pouzit defektni bakteriofag MS2. Tento pftistup, tzn. pouziti pfesn¢ definovaného
mnoZzstvi externi kontroly ve spojeni s RT-qPCR, umoziuje nejen kontrolu analytického
postupu, ale také piesnéjsi kvantifikaci virové ndloze v kazdém jenom analyzovaném vzorku.
Metoda je specifikovana jedine¢nymi parametry, které umoziuji jeji pouZziti v oblasti
bezpecnosti potravin i humanni mediciny. Zvolené feseni je unikéatni v nésledujicich

polozkéch:



Priikazu dvou rozdilnych oblasti genomu HAV v ramci jedné reakce

Priikaz dvou rozdilnych oblasti genomu HAV zvysSuje pravdépodobnost zachytu
raznych kmentt HAV.

Prvni cilové oblast genomu HAV: 5" nekddujici oblast (NCR; v rozsahu 68 az 260 nt
izolatu HAV HM174; ISO /TS 15216-1 a ISO /TS 15216-2).

Druh4 cilova oblast genomu HAV: 5 nekodujici oblast (NCR; v rozsahu 346 az

481 nt izolatu HAV HM174; s drobnymi modifikacemi dle Jothikumar et al. 2005).

Externi kontrola postupu analyzy vzorku

Externi kontrola celého postupu analyzy vzorki na ptitomnost HAV je slozena ze
specifickych sekvenci dvou vyhynulych zivoc¢isnych druhii; vakovlka tasméanského
(Thylacinus cynocephalus) a ptdka moa (Dinornis struthoides). Specifické sekvence je
zaclenéna do genomu bakteriofaga MS2 a obalena jeho proteiny. Ptipraveny konstrukt
je zcela arteficidlni, 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
materidlu; tzv. Primery a Sondy, které jsou soucasti reakénich smési)

Externi kontrola je stabilni az 12 mésict piti teploté -20°C.

SloZeni diagnostického produktu ,,HAV RT-qPCR Kkit“ a jeho uZivatelské vlastnosti

Reak¢nich smési pro reverzni transkripci (tzv. RT1, RT2 a RT3) obsahuji veskeré
reak¢ni slozky nezbytné pro pribeh reverzni transkripce: enzym reverzni
transkriptazu, RNase inhibitor, deoxyribonukleotidy (dATP, dTTP, dCTP, dGTP),
reakéni pufr a smés potiebnych oligonukleotidll (Usekd nukleové kyseliny - tzv.
primertt). Smés specifickych oligonukleotidl zajisti analyzu vzorku na pfitomnost
RNA HAYV a zaroven kontrolu celého analytického postupu v rdmci jedné RT-qPCR
reakce.

Reakéni smés (tzv. qPCR) v jedné zkumavce obsahuje veSkeré reakcni slozky
nezbytné pro pribeh PCR. Tyto sloZzky jsou: enzym polymeraza, deoxyribonukleotidy
(dATP, dCTP, dGTP, dUTP), reakéni pufr s optimalizovanym mnozstvim ionti
hot¢iku (Mg?"), enzym Uracil-DNA Glycosylase, smés v§ech potiebnych

oligonukleotidt (usekt nukleové kyseliny - tzv. primerti a flurescen¢nich sond). Smés



specifickych oligonukleotidl zajisti analyzu vzorku na pfitomnost RNA HAV a
zaroven kontrolu celého analytického postupu v ramci jedné RT-qPCR reakce.

e Produkt dale kromée shora popsanych reak¢nich smési obsahuje zkumavku "pozitivni
kontrola", kterou je mozno pouzit jako pozitivni kontrolu reakci a v ptipad¢ potieby
kvantifikace HAV jako koncentra¢ni gradient. Produkt zahrnuje také ptibalovou
informaci o pouziti diagnostické soupravy (véetné navodu k vypoctu virové naloze ve
vzorku).

e Préce s produktem u uzivatele spociva pouze v odebrani potiebného piredepsaného
mnozstvi ,,reakéni smési a pfidani vzorku nebo ,,pozitivni kontroly/kvantifikacniho
standardu*.

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

5. Naroky na ochranu

1) Sekvence nukleotidi cilovych Gsekll externi kontroly analytického postupu nebo jejich
¢asti, pouzité jako primery (rozpoznavaci sekvence pro metodu RT-qPCR) anebo jako
sonda (sekvence nukleovych kyselin zajistujici specificitu detekce) uvedené ve sméru 5°-
3: CGC TTC CGT CAA ACC CCT AA, GGT TTA GAA TGT TTT CTC CCG T, TGC
TAA TGT GGT GAT TGC GTG TG.

2) SloZeni reak¢nich smési, tzv. RT1 a qPCR, které obsahuji minimalné tyto reakcni slozky
nezbytné pro pribéh RT-qPCR: enzymy reverzni transkriptaza a polymeraza,
deoxyribonukleotidy (dATP, dTTP, dCTP, dGTP, dUTP), reakéni pufry, enzym Uracil-
DNA Glycosylase, RNase inhibitor, smés specifickych oligonukleotida (tsekti nukleové

kyseliny - tzv. primert a fluorescen¢nich sond).

6. Vysvétleni narokii na ochranu

Adl) Jedna se o unikatni sekvence, které dosud nebyly pouzity, byly originalné¢ navrzeny a
testovany v laboratotfich Vyzkumného tstavu veterinarniho 1ékatstvi, v. v. i.. S jejich pomoci
je mozné metodou RT-qPCR a s pouZzitim externi kontroly zjistit zda analyza kazdého
jednoho vzorku probéhla fadné. Pouziti presné¢ definovaného mnoZzstvi externi kontroly ve
spojeni s RT-qPCR umoznuje piesnéjsi stanoveni mnozstvi (kvantifikaci) virovych ¢éstic
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(resp. jejich genomt) v kazdém jednom analyzovaném vzorku. Sekvence externi kontroly
analytického postupu je naprosto jedinecnd, proto pfipraveny konstrukt (defektni bakteriofag
MS2) je mozné pouzit k artificidlni kontaminaci jakéhokoli matrice (potravina, prostiedi,
klinicky material). Tzn. metodika je pouzitelna pro diagnostiku v ramci bezpecnosti potravin i
huménni mediciny. Pfesné urceni sekvenci externi kontroly je podminkou spravné a ptesné
hybridizace nukleovych kyselin ve vySetfovaném vzorku s navrzenymi kratkymi sekvencemi
DNA (primery, sonda); tyto specifické oligonukleotidy se tak vazi vyhradné na nukleovou
kyselinu externi kontroly. Pfedmétem ochrany tedy maji byt praveé uvedené sekvence
nukleotidi, které jsou pouZzity v tomto diagnostickém prostfedku: CGC TTC CGT CAA ACC
CCT AA, GGT TTA GAA TGT TTT CTC CCG T, TGC TAA TGT GGT GAT TGC GTG
TG.

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

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

Ad2) SloZeni reakéni smési je pro metodu RT-qPCR typické a obecné zndmé. V navrzeném
naroku na ochranu je poZadovana ochrana reak¢nich smési, které obsahuji vSechny uvedené
slozky najednou: RT1 (dATP, dTTP, dCTP, dGTP, specifické oligonukleotidy), gPCR
(enzym polymeraza, dATP, dCTP, dGTP, dUTP, reak¢ni pufr, enzym Uracil-DNA
Glycosylase, smés specifickych oligonukleotidi tzv. primera a fluorescen¢nich sond).
Soucasti diagnostického prostfedku jsou také zkumavky s reakéni smési RT2 a RT3,
zkumavka s pozitivni kontrolou a externi kontrolou. Vyhodou pro zédkaznika je jednoducheé
pouziti, kdy k provedeni detekce postaci do zkumavky odebrat dany objem reak¢ni smési a
pfidat izolat nukleové kyseliny ze vzorku. Dalsi z vyhod je moZnost analyzy vzorku na
pfitomnost HAV a sou€asné ovéfit fadnost celého analytického postupu v ramci jedné RT-

qPCR reakce.
Specifickym znakem naroku na ochranu je: dvé zkumavky obsahujici minimalné¢ shora

uvedené reakéni slozky, pokud je obsazena v diagnostickém prosttedku pro in vitro

diagnostiku.

7. Seznam materialu obsazeném v diagnostické soupravé



HAV PK defektni Castice bakteriofaga MS2 se zaClenénym tsekem genomu HAV

(pozitivni kontrola, ptipadné kvantifikacni gradient)

ExK externi kontrola analytického postupu, defektni bakteriofag MS2 se artificidlni

sekvenci (vakovlk tasmansky, ptak moa), ktera je zaclenéna do jeho genomu

(v ptipad¢ kvantifikace slouzi jako kalibra¢ni kontrola)

DDW RNase-free water

RT reakcni smeési (RT1 obsahuje: voda, deoxyribonukleotidy, specifické oligonukleotidy;

RT2 obsahuje: enzym reverzni transkriptdza, RNase inhibitor; RT3 obsahuje: pufr, voda).

Poznamka: slozeni RT2 a RT3 neni pfedmétem naroku na ochranu.

qPCR reakéni smés (obsahuje: voda, deoxyribonukleotidy, pufr, polymerazu, specifické

oligonukleotidy, ale neobsahuje nukleové kyseliny).

Primery a sondy (kratké useky nukleové kyseliny, vyznacujici se unikatni sekvenci za sebou

razenych nukleotid; zajist'uji sensitivitu a specificitu detekce):

Sekvence primeri a sond specifickych pro externi kontrolu analytického postupu

Oligo Sekvence Délka
Primer Vako-moaF 5’- CGC TTC CGT CAA ACC CCT AA-3° 20 nt
Primer Vako-moaR 5’- GGT TTA GAA TGT TTT CTC CCG T-3° 22 nt
Sonda Vako-moa P2 5’- Cy5- TGC TAA TGT GGT GAT TGC GTG TG-BHQ1-3> 23 nt

Sekvence primeri a sond specifickych pro HAV (dle ISO/TS 1526-1, 2013 a s drobnymi

modifikacemi dle Jothikumar et al., 2005)

Oligo Sekvence Délka
HAV68 5°’-TCA CCG CCG TTT GCC TAG-¥’ 18 nt
HAV240 5’-GGA GAG CCC TGG AAG AAA G-3° 19 nt
HAV150(-) 5"-FAM-CCT GAA CCT GCA GGA ATT AA-MGB-NFQ-3’ 20 nt
HAV-JVF 5-GGT AGG CTA CGG GTG AAA C-3° 19 nt
HAV-JVR 5-AYC AAC TCA CCA ATA TCC GC-3’ 20 nt
HAV-JVP 5-HEX-CTT ARG CTA RTA CTT CTA TGA AGA GAT GC-3’ 29 nt




Vyvoj prototypu detekéni soupravy probihal v rameci feseni projektu Ministerstva zeméd¢lstvi

QJ1210113 a projektu Ministerstva Skolstvi, mladeze a télovychovy NPU LO1218
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