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Abstrakt 
Se stále postupujícím technologickým vývojem a rozvojem moderní společnosti 

narůstají i požadavky na zajištění dostatečného množství kvalitních a bezpečných 

potravin, vodních zdrojů a celkové bezpečnosti prostředí, ve kterém žijeme. I přes 
dostupné pokročilé technologie stále existují určitá rizika, která se pojí s jejich 
potenciální kontaminací patogenními agens. Přispívají k tomu procesy globalizace 
a i v současnosti populární trend konzumace čerstvých a minimálně opracovaných 

potravin. V případě prostředí budou v budoucnosti navíc hrát stále podstatnější roli 

i probíhající klimatické změny. Po dlouhou dobu byla věnována pozornost především 

bakteriálním patogenům. Tento přístup se však rychle mění a větší pozornost se 
obrací i na viry a parazity, jakožto významná agens, jejichž socioekonomický dopad 

a dopad na zdraví populace může být značný. Aby bylo možné monitorovat výskyt 

kontaminací a včasně identifikovat původce v případě vypuknutí epidemií, je zapotřebí 

mít dostupné spolehlivé nástroje detekce. Ty musí splňovat požadavky dostatečné 

citlivosti a specifity. Tato práce se zabývá problematikou detekce virových agens ze 
vzorků potravin, vod a prostředí. Zlatým standardem detekce virových částic (resp. 
specifických oblastí jejich genomu) jsou v současnosti metody polymerázové řetězové 

reakce probíhající v reálném čase. Na pracovišti Výzkumného ústavu veterinárního 

lékařství, v.v.i. jsou zavedeny a využívány pro detekci virových agens v humánních 

a zvířecích vzorcích nebo ve vzorcích potravin, vod či prostředí. V kombinaci 
s metodami pro prvotní zpracování vzorků, které většinou musí být cíleny přímo na 
konkrétní matrice, byly využity pro zisk dat, díky kterým vznikla řada publikací, které 

jsou součástí této práce. Používané metody polymerázové reakce probíhající 

v reálném čase mají však také své limitace. Jednou z nejvýraznějších je omezená 

možnost vytvářet robustnější multiplexní systémy. Pro identifikaci vícera patogenů je 

tak zapotřebí použití několika individuálních systémů. Cílem této práce proto bylo 
vyvinout a validovat metodu využívající multiplexní oligonukleotidovou ligaci 

s polymerázovou řetězovou reakcí v kombinaci s technologií xMAP, a tak překonat 

omezení současných metod. V rámci vývoje vzniklo několik aplikovaných výsledků 
zaměřených na detekci nejen virových patogenů. Byla zavedena a mezilaboratorními 

testy i ověřena robustní metoda detekce s dostatečnou specifitou a citlivostí, která má 

potenciál stát se spolehlivým rutinním nástrojem pro monitoring a kontrolu bezpečnosti 
potravin a prostředí. 



 

Abstract 
With the ever-advancing technological progress and the development of modern 

society, the requirement to ensure sufficient amount of quality and safe food, water 
resources and the overall safety of the environment in which we live is also growing. 
Despite the available advanced technologies, there are still certain risks associated 
with their potential contamination with pathogenic agents. The processes of 
globalization and the currently popular trend of consuming fresh and minimally 
processed food contribute to this issue. In the case of the environment, ongoing climate 
changes will also play an increasingly important role in the future. For a long time, 
attention was paid mainly to bacterial pathogens. However, this approach is changing 
rapidly and more attention is being paid to viruses and parasites, as important agents 
whose socio-economic and health impact on the population can be considerably 
significant. Reliable detection tools are needed to monitor the incidence of 
contamination and to identify the cause of epidemics in a timely manner. These must 
meet the requirements of sufficient sensitivity and specificity. This thesis deals with the 
detection of viral agents from food, water and environmental samples. Real-time 
polymerase chain reaction methods are currently the “gold standard” for virus particle 
(i.e. specific regions of their genome) detection. These methods are established and 
used in the laboratories of the Veterinary Research Institute, v.v.i. for the detection of 
viral agents in human, animal, food, water or environmental samples. Together with 
the methods for the initial processing of samples, which usually have to be targeted at 
specific matrices, they were used to obtain data, which resulted in a number of 
publications that are part of this dissertation. However, the real-time polymerase 
reaction methods also have their limitations. One of the most significant is the limited 
ability to create more robust multiplex systems. Hence, the use of several individual 
systems is required to identify multiple pathogens. The main aim of this thesis was to 
develop and validate a method using multiplex oligonucleotide ligation with polymerase 
chain reaction in combination with xMAP technology, and thus overcome the limitations 
of current methods. During the development, several applied results focused on the 
detection of not only viral pathogens were created. A robust detection technique with 
sufficient specificity and sensitivity has been introduced and verified by inter-laboratory 
tests, this method has the potential to become a reliable routine tool for monitoring and 
control of food and environmental safety.  
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SEZNAM ZKRATEK 
 
AdV    adenovirus 
AdV 40/41  adenovirus, sérotypy 40 a 41 
DNA   deoxyribonukleová kyselina 
Fw primer  „forward“ primer 
HAV    virus hepatitidy A 
HEV   virus hepatitidy E 
HEV-1  virus hepatitidy E, genotyp 1 
HEV-3  virus hepatitidy E, genotyp 3 
MFI   medián intenzity fluorescence 
MOL   multiplexní oligonukleotidová ligace 
MOLigo  krátký párový specifický oligonukleotid / sonda 
NaCl   chlorid sodný 
NoV   norovirus 
NoV GI a GII  norovirus, „genogroups“ GI a GII 
PCR   polymerázová řetězová reakce 
PEG   polyethylenglykol 
qPCR kvantitativní polymerázová řetězová reakce probíhající v reálném 

čase 
Rev primer „reverse“ primer 
RNA ribonukleová kyselina 
RT   reverzní transkripce 
RV   rotavirus 
RVA   rotavirus skupiny A 
SAPE   streptavidin, R-Phycoerythrin konjugát 
SARS-CoV-2  koronavirus 2. typu způsobující těžký akutní respirační syndrom 
VÚVeL  Výzkumný ústav veterinárního lékařství, v.v.i. 
xMAP   „Multi-Analyte Profiling“
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1 
 

1. Úvod 
Mikrobiální bezpečnost potravin a prostředí je v posledních letech stále aktuálnější 

téma. Současný zájem a oblasti výzkumu již nejsou soustředěny pouze na bakteriální 

agens, ale stále častěji se zaměřují na dříve opomíjené viry a parazity. Děje se tak 
v souvislosti s narůstajícími požadavky na množství, bezpečnost a kvalitu potravin 

a prostředí, v němž žijeme. V současnosti je pozorovatelný trend přechodu k čerstvým 

či minimálně opracovaným potravinám, což značně, zejména při častém nedodržování 

správné hygienické praxe, zvyšuje rizika výskytu alimentárních infekcí. Stejně tak 

dochází k nárůstu a stárnutí populace, to s sebou nese poptávku po zvýšené produkci 
potravin a narůstá rovněž počet citlivých a imunokompromitovaných jedinců. Stále 

rostoucí cestovní ruch a častější dovoz zboží a potravin ze vzdálených lokalit (zejména 

rozvojové země) ve spojitosti s nedostatečnými kontrolami nezávadnosti daných 

komodit jen podporují šíření patogenů, a to nejen v souvislosti s alimentárními 

infekcemi. Čekají nás i významné globální klimatické změny (nedostatek pitné vody 

a vody k zavlažování, změny teplot aj.) a výskyt nových emergentních patogenů. 
Příkladem je současná situace, kdy je celý svět sužován pandemií nového koronaviru 

(Godoy et al., 2021; Hiscott et al., 2020). Všechny tyto změny představují náročnou 

výzvu pro vývoj dostatečně citlivých, specifických a robustních nástrojů pro detekci 

nejen patogenních virových agens. 
 Pozitivní průkaz patogenních virů ve vzorcích potravin a prostředí je poměrně 

častou záležitostí poslední doby. Mohou za to nejen výše zmíněné problémy, ale 

i technologický vývoj, ať už se jedná o nové technické vybavení, molekulární metody 
nebo informatické nástroje (dokonalejší a výkonnější software) pro zpracování 

získaných dat. Nové objevy a inovace nám dávají do rukou stále sofistikovanější 
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a citlivější prostředky pro spolehlivější průkaz přítomnosti patogenních agens, a to 

i v komplexnějších nebo náročnějších matricích. Podstatnou roli v nárůstu 

zachycených případů hraje i narůstající povědomí a znalosti dané problematiky 

v případě státních dozorových orgánů či široké veřejnosti. 
Největší problém v případě virových agens ve spojitosti s potravinami a prostředím 

je stále poměrně značný nedostatek informací o rozsahu výskytu jednotlivých agens, 

rozlišení infekčních a neinfekčních virových částic a s tím spojená ucelená data o jejich 
perzistenci mimo hostitelský organismus. Analýza potravin a prostředí na přítomnost 

patogenních virů totiž až na výjimky prozatím nepatří mezi standardně prováděné 

procedury a ani není dosud legislativou vyžadována. Kvůli nedostatku informací tak 

není možné zavádět dostatečně spolehlivá preventivní bezpečnostní opatření pro 

limitaci rizik s tímto problémem spojených. Většina v současnosti existujících 

a prováděných studií je často úzce zaměřena pouze na výskyt konkrétního patogenu 
a specifický typ matrice. Používané analytické metody jsou i proto většinou 

aplikovatelné na úzké spektrum agens a daný typ vzorků. Vývoj vhodných dostatečně 

citlivých, specifických, zároveň robustních a multiplexních metod pro detekci virových 

částic či jejich specifických oblastí genomu je tedy klíčovým krokem pro stanovení 

a zhodnocení rizik spojených s potenciálně kontaminovanými potravinami nebo 

prostředím a je zároveň i v zájmu ochrany veřejného zdraví (Hrdy & Vasickova, 2022; 
Annex 2).
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2.  Přehled problematiky 
2.1 Viry v souvislosti s alimentárními infekcemi 
Mezi patogenní virová agens, která se dostávají do spojitosti s kontaminacemi 

potravin a prostředí a následným alimentárním onemocněním lidí se řadí poměrně 

široké spektrum různých virů, nejčastěji jsou diskutovány viry z čeledi Caliciviridae 
(noroviry; NoV), Picornaviridae (virus hepatitidy A; HAV), Reoviridae (rotaviry; RV), 
Adenoviridae (adenoviry; AdV) a Hepeviridae (virus hepatitidy E; HEV) (Bosch et al., 
2018; EFSA & ECDC, 2018; King et al., 2017). Pro většinu agens z této morfologicky 

i geneticky diverzní skupiny je typická relativně nízká infekční dávka a vysoká stabilita 

jejich virových částic (Atmar et al., 2014; Teunis et al., 2008; Yezli & Otter, 2011), která 

se týká jak vnějšího prostředí, tak i vnitřního prostředí jejich hostitele. Až na výjimky 

tato skupina virů vykazuje významnou odolnost vůči vysychání, výrazným výkyvům 

pH, teplotním stresům nebo působení některých desinfekčních prostředků a čistících 

procesů. Vysoká stabilita spolu s nízkou infekční dávkou jen podporují úspěšné šíření 

těchto virů, jehož potenciál je v dnešním globalizovaném světě takřka neomezený 
(Barker, 2001; Boone & Gerba, 2007; Bosch et al., 2018; van Maarseveen et al., 2010; 
Widen et al., 2011). 

Nejběžnějším následkem infekce výše zmíněnými viry jsou gastroenteritidy, některá 

virová agens však mohou způsobit i poněkud závažnější stavy (paralýzy, meningitidy, 

encefalitidy, hepatitidy, respirační a oční či kožní onemocnění; Bintsis, 2017; Bosch et 
al., 2018; O’Shea et al., 2019). Mezi nejvíce postižené patří zejména malé děti, senioři 
a imunokompromitovaní jedinci (White et al., 2016). Celosvětově se gastrointestinální 

onemocnění stále řadí mezi nejčastější příčiny morbidity a mortality se skoro 

5 miliardami případů onemocnění a více než 1,6 milióny mrtvých ročně (Naghavi et al., 



4 
 

2017; Roth et al., 2018; Troeger et al., 2018). Nejhorší situace je v rozvojových zemích, 

kde stále patří k nejčastějším důvodům úmrtí, a to zejména malých dětí do 5 let (Akhtar 
et al., 2014; Mills, 2014; Roth et al., 2018; Wardlaw et al., 2010). Kromě negativních 

následků na zdraví člověka, které jsou ve většině případů mírné a krátce trvající, je 

nutné zvážit i socioekonomický dopad těchto onemocnění, který je značný a je tak 

často tím hlavním důvodem nutného řešení ve vyspělých částech světa. Jedná se 

zejména o ztráty spojené s morbiditou a s náklady vyloženými na zmírnění dopadu 

možné epidemie na celkovou populaci (Bányai et al., 2018; Graves, 2013; Oude 

Munnink & van der Hoek, 2016). 
Skupina virů spojovaných s alimentárními infekcemi zahrnuje agens, jejichž genom 

je v podobě deoxyribonukleové kyseliny (DNA) i ribonukleové kyseliny (RNA). 
Obzvláště u virů s genomem v podobě RNA je prokázána vysoká frekvence mutací, 

která může vést k překonání mezidruhových bariér. Z tohoto důvodu je zapotřebí vzít 

v úvahu možný zoonotický potenciál těchto virů. Přenos ze zvířete na člověka byl již 

prokázán v případě HEV (Meng, 2010; Smith et al., 2016; Wang et al., 2021; Yugo 
& Meng, 2013) nebo RV (Cliver, 2009; Martella et al., 2010; Simsek et al., 2021), stále 

diskutován je i zoonotický potenciál NoV (Ludwig-Begall et al., 2018; Sisay et al., 2016; 
Villabruna et al., 2020; Villabruna et al., 2019). Kromě nových možností přenosu může 

díky těmto rychlým genetickým změnám docházet i ke vzniku variant virů spojených 

s mnohem závažnějšími projevy onemocnění (Newell et al., 2010). 
Z celého souboru výše zmíněných virových agens jsou v souvislosti s epidemiemi 

alimentárních onemocnění nejčastěji zachyceny, zejména v rozvinutých zemích, HAV 
a NoV („genogroups“ GI a GII; NoV GI a GII; EFSA & ECDC, 2017, 2018, 2021). 
Zvláštní pozornosti se však v souvislosti s kontaminací potravin živočišného původu 

a v případě rozvojových zemí i vodních zdrojů dostává i HEV (EFSA & ECDC, 2017; 
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Van der Poel, 2014; von Wulffen et al., 2017). V rámci této disertační práce byly proto 

vývoj, validace a zavádění detekčních metod zaměřeny zejména na tato výše zmíněná 

agens. Následně byly vzhledem ke svému významu pro lidské zdraví dále zařazeny 

i viry z čeledi Reoviridae (rotavirus skupiny A; RVA) a Adenoviridae (adenovirus 
sérotypů 40 a 41; AdV 40/41), jakožto často navrhované indikátory fekálního 

znečištění v případě kontaminace viry (EFSA & ECDC, 2018; McQuaig et al., 2012; 
Wyer et al., 2012). Kvůli epidemické situaci v letech 2020 a 2021 byla pozornost rovněž 

věnována i novému typu koronaviru SARS-CoV-2, původci onemocnění covid-19, 
a jeho potenciálu šířit se prostřednictvím kontaminovaných potravin a vod (Godoy et 
al., 2021; Han et al., 2020; Hiscott et al., 2020; Hu et al., 2021; Zhang et al., 2021). 

 
2.2 Prvotní zpracování vzorků a izolace nukleových kyselin 

Prvním krokem detekce virů ve vzorcích potravin a prostředí je separace virových 

částic ze vzorku a jejich další případné zakoncentrování. Vzhledem k nízkým 

koncentracím, v jakých se tato agens v těchto vzorcích většinou vyskytují, je často 

nutné zpracovávat větší objemy vzorků. To spolu s častou a vysokou mírou přítomnosti 

řady inhibičních látek dělá ze separace virových částic kritický krok celé analýzy. 

Vytvoření robustní univerzální metody pro separaci virových částic ze všech možných 

typů vzorků potravin a prostředí se nejeví příliš reálné. Vzorky vykazují vysokou 

variabilitu, pokud jde o obsah vody, proteinů, lipidů, sacharidů, huminových kyselin 
nebo širokého spektra solí (Bosch et al., 2016; Julian & Schwab, 2012; Matheson et 
al., 2010; Widen et al., 2011). Z toho důvodu je nutné minimálně metody pro separaci 
virových částic přizpůsobit danému okruhu / typu vzorků a detekovaných agens (Hrdy 
& Vasickova, 2022; Annex 2). 
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Vzhledem k problematické kultivovatelnosti některých z výše uvedených virů na 

buněčných kulturách a časové a materiální náročnosti je nejčastěji detekce virových 

částic založena na průkazu genomu jednotlivých patogenů. Z toho důvodu je nutné 

před samotou detekcí provést izolaci nukleových kyselin. Za tímto účelem je ve většině 

případů využíváno optimalizovaných komerčních izolačních souprav. Jejich výběr je 

vázán na daný typ matrice. V případě použití „in house“ metod je velmi náročné dostát 

požadované reprodukovatelnosti a stálosti výsledků. V některých případech však 

mohou představovat finančně méně náročnou alternativu (Hrdy & Vasickova, 2022; 
Annex 2). 

 
2.3 Detekce virových agens 

Tato disertační práce se částečně zaměřuje na krok prvotního zpracování vzorků 
(uvolnění či oddělení virových částic od matrice a jejich další zakoncentrování), jejím 
hlavním cílem je však následný krok detekce. V současnosti je nejčastějším 

a pravděpodobně i nejoptimalizovanějším nástrojem detekce virových částic v těchto 

vzorcích metoda polymerázové řetězové reakce (PCR) sledovaná v reálném čase 

(qPCR), v případě RNA virů navíc s předcházejícím krokem reverzní transkripce (RT). 
Nicméně, i detekční systémy založené na qPCR/RT-qPCR mají svá úskalí, jedním 

z nejvýznamnějších je omezená možnost vytvářet multiplexní systémy. Z důvodů 
vzájemných interakcí jednotlivých sad primerů / sond a zejména také vzhledem k počtu 

dostupných fluorescenčních značek či detekčních kanálů není možné vytvářet 

robustnější systémy. V případě multiplexních qPCR metod většinou dochází i ke 

snížení citlivosti s narůstajícím počtem detekovaných cílů (vzájemné nespecifické 
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interakce jednotlivých podsystémů a kompetice o reagencie). To může představovat 

významný problém v případě detekce virových agens v potravinách a prostředí 

z hlediska jejich nízké koncentrace v analyzovaných matricích (Bosch et al., 2018; 
Huang et al., 2011; van Maarseveen et al., 2010). Překonat toto omezení qPCR 

umožňuje nově navržená metoda pro detekci patogenních virů ve spojitosti 
s kontaminacemi potravin a prostředí – multiplexní oligonukleotidová ligační (MOL) 
PCR s předcházejícím krokem RT v kombinaci s xMAP technologií („Multi-Analyte 
Profiling“; Luminex Corporation, Austin, Texas, USA). 

 
2.4 xMAP – MOL-PCR 
Metoda MOL-PCR kombinuje multiplexní ligaci několika párů specifických sond 

(MOLig) v přítomnosti cílových DNA molekul s následnou amplifikací ligovaných 

produktů za využití singleplexní PCR s univerzálními primery (fluorescenčně značený 

„reverse“ primer). Samotnou detekci těchto amplifikovaných produktů pak zajišťuje 

technologie xMAP (Hrdy et al., 2021; Reslova et al., 2019; Annex 1, 3).  
Tento detekční systém je schopen zpracovat pouze templát v podobě DNA 

(vlastnosti ligačního enzymu). Většina z výše zmíněných virů má však genom 

v podobě RNA (NoV, HAV, HEV, RV). Z tohoto důvodu je prvním krokem detekce 

nutné provedení RT. Tato reakce může probíhat se směsí specifických reverzních 

primerů pro všechny vybrané cíle. Po provedení reverzní transkripce následuje 

samotná ligační reakce. V rámci ligace je využito dvou sond (MOLigo 1 a MOLigo 2) 
specifických pro každý cíl. Jedná se o krátké oligonukleotidy, z nichž jeden obsahuje 

tzv. TAG sekvenci (24 bází dlouhá unikátní sekvence pro daný cíl). Na koncích obou 

MOLig jsou umístěny vazebné sekvence pro univerzální primery. Důležitou roli hraje 
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5' konec MOLiga 1 a 3' konec MOLiga 2. Na těchto koncích se nachází sekvence 

komplementární k vybranému cíli (vybraná konzervativní část sekvence genomu 

umožňující specifickou identifikaci cíle patogenu; viz Obr. 1).  
 

 
Obrázek 1. Ligační sondy – MOLigo 1 a MOLigo 2. MOLigo = krátký párový 

specifický oligonukleotid / sonda; Rev primer = „reverse“ primer; Fw primer = „forward“ 
primer; TAG = 24 bází dlouhá unikátní sekvence pro daný cíl. Upraveno dle Hrdy et al. 
(2021). 

 
V přítomnosti cílové molekuly DNA dochází k nasednutí komplementárních konců 

obou MOLig na sousedící místa. Poté může díky fosforylovanému 5' konci MOLiga 1 

dojít k ligaci obou sond. Krok ligace je tedy klíčovým krokem detekce přítomnosti cílové 

molekuly / specifické sekvence v analyzovaném vzorku. Sekvence pro univerzální 

primery na obou koncích této nově vzniklé spojené molekuly následně umožní její 

amplifikaci v rámci konvenční PCR. Tyto univerzální primery jsou společné pro 

všechny ligované sondy, krok amplifikace tedy probíhá uniformně pro všechny 
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obsažené cíle (minimalizace rizik amplifikačního „bias“ či „cross-hybridization“). 
„Reverse“ primer použitý v této reakci je na svém 5' konci značen fluorescenční 

značkou (BODIPY-TMRX, Eurofins, Luxembourg, Lucembursko) umožňující detekci 
amplifikovaných molekul v následujících krocích (viz Obr. 2). 

 
 

 
Obrázek 2. Zjednodušené schéma MOL-PCR. MOLigo = krátký párový specifický 
oligonukleotid / sonda; Rev primer = „reverse“ primer; Fw primer = „forward“ primer; 
TAG = 24 bází dlouhá unikátní sekvence pro daný cíl; anti-TAG = 24 bází dlouhá 

unikátní sekvence komplementární k TAG sekvenci. Upraveno dle Hrdy et al. (2021). 
 

Pro detekci značených amplikonů slouží sety magnetických mikrosfér (6,5 µm; 
Luminex Corporation). Každý set těchto mikrosfér obsahuje ve svém polystyrenovém 
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jádře rozdílný poměr dvou červených barviv, to mu udává unikátní absorpční / emisní 

profil umožňující vzájemné rozlišení jednotlivých setů mikrosfér (celkem až 50 různých 

kombinací dostupných pro MAGPIX™; Luminex Corporation). Mikrosféry jsou pokryty 

krátkými specifickými oligonukleotidy, tzv. anti-TAGy, kdy každý set je pokryt pouze 
jedním typem těchto anti-TAGů (Angeloni et al., 2018; Tang & Stratton, 2013). 
Amplifikované ligované sondy se tak v rámci následného provedení hybridizační 

reakce naváží prostřednictvím svých TAG sekvencí ke komplementárním anti-TAG 
sekvencím na povrchu daných mikrosfér (mikrosféry s unikátním spektrálním profilem 

určené pro daný cíl; viz Obr. 3). 
 

 
Obrázek 3. Hybridizace produktu MOL-PCR na magnetické mikrosféry. MOL-PCR 

= multiplexní oligonukleotidová ligační polymerázová řetězová reakce; TAG = 24 bází 

dlouhá unikátní sekvence pro daný cíl; anti-TAG = 24 bází dlouhá unikátní sekvence 

komplementární k TAG sekvenci. Upraveno dle Hrdy et al. (2021). 
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Následně je nutné magnetické mikrosféry roztřídit a odečíst hodnotu fluorescence 

navázaných amplikonů. Pro tento účel slouží přístroj MAGPIX™ (viz Obr. 4). Přístroj 

využívá magnetu a dvojici diod. Mikrosféry jsou po vstupu do přístroje zachyceny na 

magnetu díky své magnetické vrstvě. Červená dioda poté slouží k rozlišení 

jednotlivých setů mikrosfér dle jejich unikátních spektrálních vlastností (mikrosféry 

s odpovídajícími anti-TAGy určené pro daný cíl). Zelená dioda dále slouží k odečtení 

intenzity fluorescenčního signálu amplikonů navázaných na povrchu příslušných 

mikrosfér. 

 
Obrázek 4. MAGPIX™ přístrojové vybavení. Autor fotografie: Jakub Hrdý.



12 
 

3. Cíle 
 
Hlavní cíle této disertační práce je možné rozdělit do tří tematických okruhů: 
 

1. Návrh a optimalizace metod pro prvotní zpracování vzorků určených k detekci 
virových agens v požadovaných matricích a jejich implementace do současné 

rutinní laboratorní praxe. 
 

2. Design a vytvoření nového multiplexního detekčního systému založeného na RT-MOL-PCR v kombinaci s xMAP technologií. 
 

3. Optimalizace navrženého detekčního systému a jeho ověření na reálných 

vzorcích a v rámci provedených mezilaboratorních testů.  
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4. Výsledky 
4.1 Metody prvotního zpracování vzorků pro požadované 

matrice a jejich využití v praxi 
4.1.1 „Smoothies“ a ovocné / zeleninové šťávy 

Pro matrice typu ovoce a zelenina je v akreditovaných laboratořích výzkumné 

skupiny Virologie potravin a prostředí na Výzkumném ústavu veterinárního lékařství, 
v.v.i. (VÚVeL) v Brně zavedena metoda oplachu pufrem s vyšší hodnotou pH 
s následným zakoncentrování polyethylenglykolem (PEG) a precipitací roztokem 
chloroformu a butanolu (Dziedzinska, Vasickova, et al., 2018; Moravkova et al., 2021; 
Annex 5 a 8). Tento přístup je založen na poměrně nedávno vzniklých a pravidelně 

aktualizovaných normách (Anonymous, 2017, 2019). Zvláštní protokol však bylo nutné 

optimalizovat v případě nové matrice v podobě ovocných / zeleninových šťáv 

a „smoothies“. Byla testována řada v současnosti používaných a dostupných metod 

pro podobné matrice (ovoce/zelenina, voda). Jako experimentálně nejúčinnější 

metoda bylo zvoleno smíchání vzorku s fosfátovým pufrem o vysokém pH a jeho 

následná centrifugace. Takto je získána peleta, ze které je možné následně provést 
samotnou izolaci DNA/RNA (Dziedzinska, Moravkova, et al., 2018a; Dziedzinska, 
Moravkova, et al., 2018b; Annex 6 a 7). 

 
4.1.2 Pitné, užitkové a odpadní vody 

Jako velmi obtížná se projevila separace virových částic ze vzorků různých typů vod 

(pitná, užitková a odpadní voda). Zde bylo již dříve otestováno několik metod 
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využívajících filtračních kolon se sloupcem skelné sodnovápenaté vaty, komerčně 

dostupných filtračních systémů (koncentrační pipety; InnovaPrep, Drexel, Missouri, 
USA), membránových filtrů (celulose nitrate HA Millipore membrane, 0,45 µm; Merck, 

Darmstadt, Německo) a dále i různých flokulačních roztoků (hovězí extrakt s glycinem, 
odstředěné mléko, roztok chloridu hlinitého; prezentovaná, ale nepublikovaná data). 
Jako nejúčinnější metoda pro zpracování vzorků o velkém objemu (cca 10 L) se 

osvědčila a byla zavedena metoda filtrace přes negativně nabité membránové filtry 

s následným srážením eluátu při nízkém pH v roztoku hovězího extraktu s glycinem 
(Dziedzinska, Vasickova, et al., 2018; Annex 5). Pro vzorky s malým objemem (cca 

500 ml), u kterých je tento přístup aplikovatelný jen s výrazně nižší citlivostí, byla 

zvolena a optimalizována metoda přímé organické flokulace roztokem hovězího 

extraktu s glycinem při nízkém pH (prezentované, ale prozatím nepublikované 

výsledky). 
Výrazně problematickou matrici představují vzorky odpadních vod, jejichž analýza 

je žádoucí z důvodu vytvoření prediktivního nástroje pro sledování vývoje epidemie 
nového koronaviru SARS-CoV-2. Tyto vzorky se vyznačují výrazně vyšším podílem 

pevné složky a jejich zpracování standardním postupem proto není vhodné. Rovněž 

jsou nutná zvýšená bezpečností opatření, která s sebou přináší řadu omezení. 
Z tohoto důvodu byla vytvořena nová separační metoda vycházející z technik pro 
zakoncentrování roztoku s využitím směsi PEG a chloridu sodného (NaCl; Masclaux 
et al., 2013; Zhang et al., 2020). Vzorky jsou smíchány se směsí PEG 6000 (SERVA 
Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Německo) / NaCl (Sigma-Aldrich) ve formě 

roztoku nebo prášku (40 g PEG 6000 a 8,8 g NaCl / 500 ml vzorek odpadní vody). 

Následuje inkubace vzorku při chladničkové teplotě (± 4 °C) po dobu 12-16 hodin, 
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centrifugace a resuspendace získané pelety ve fosfátovém pufru, ze kterého je 

provedena izolace DNA/RNA (Annex 21). 
 

4.1.3 Využití metod prvotního zpracování vzorků v praxi 
Výše uvedené separační metody byly po své řádné optimalizaci spolu s již ostatními 

zavedenými protokoly použity pro testování širokého spektra potravinových matric 

a vzorků prostředí v laboratořích Virologie potravin a prostředí (VÚVeL). Finální 

detekce patogenních virových agens proběhla za využití několika systémů založených 

na qPCR/RT-qPCR. Toto testování probíhalo v rámci monitorování výskytu virových, 

bakteriálních a parazitárních agens v daných matricích. Získané dílčí výsledky byly 

zveřejněny ve spoluautorských publikacích.  
V rámci studie Dziedzinska, Vasickova, et al. (2018; Annex 5) se podařilo detekovat 

přítomnost genomu humánních NoV u 1,3 % vzorků jahod odebraných přímo z farem 
na území ČR (celkem 156 vzorků) a u 1,4 % testovaných vzorků jahod z tržní sítě 
(celkem 70 vzorků; 45 vzorků s původem v ČR, vyjma testovaných farem, a 25 vzorků 

s původem v jiných státech EU), u vzorků prostředí (celkem 241 vzorků) byla 
zachycena pozitivita na NoV u 2,1 % vzorků (ruce pracovníků, toalety, vzorky vod). 

V publikacích Dziedzinska, Moravkova, et al. (2018a); Dziedzinska, Moravkova, et 
al. (2018b; Annex 6 a 7) byly prezentovány výsledky testování ovocných / zeleninových 

čerstvých šťáv a „smoothies“ na přítomnost patogenních agens. Celkem bylo 
otestováno 80 různých vzorků z území hlavního města Prahy. V tomto případě však 

přítomnost virových původců gastrointestinálních onemocnění prokázána nebyla. 

V 1/5 vzorků byla detekována jen bakteriální či parazitární agens (Staphylococcus 
aureus, Yersinia enterocolitica, Cryptosporidium sp. a Giardia Lamblia).  
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V rámci studie Moravkova et al. (2021; Annex 8) bylo analyzováno 175 vzorků 

čerstvě sklizené zeleniny, mražené zeleniny a klíčků s původem v ČR nebo jiných 

evropských zemích na přítomnost bakteriálních, virových a parazitárních agens. 
Z celého souboru byla v 1,1 % vzorků detekována přítomnost genomu NoV, jednalo 
se o vzorky rukoly a mražených zeleninových směsí. 

V roce 2020 se z důvodu pandemie zapříčiněné novým koronavirem (onemocnění 

covid-19) objevila příležitost testovat vzorky odpadních vod z různých fází procesu 
zpracování čistíren odpadních vod. V tomto případě bylo nejdříve využito výše 

zmíněné metody přímé organické flokulace pro analýzu vzorků vod malého objemu. 
Specifický charakter této matrice si však vyžádal zavedení zcela nového, časově méně 

náročného způsobu zpracování vzorku. Za tímto účelem byla vytvořena 

a optimalizována výše popsaná metoda separace virových částic pro tento typ vzorků, 
jež vyšla i v podobě aplikovaného výsledku ve formě schválené metodiky (Annex 21). 
Pravidelné testování vzorků odpadních vod na přítomnost tohoto agens může sloužit 

jako důležitý epidemiologický ukazatel. Existuje zde totiž předpoklad, že narůstající 

detekce nového koronaviru (resp. jejich genomu) v odpadních vodách předchází 

vypuknutí jednotlivých vln epidemií. Práce na tomto projektu stále probíhají, 

v pravidelných intervalech jsou analyzovány vzorky z různých fází probíhající 

epidemie, a sběr a vyhodnocení dat tak nejsou ukončeny. Nicméně, předběžné 

výsledky, které byly doposud shromážděny, potvrzují výše zmíněný předpoklad 

korelace. Tyto unikátní vzorky odpadních vod jsou také analyzovány na přítomnost 

dalších virových agens (NoV, HAV, AdV; prozatím nepublikovaná data). 
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4.2 Detekce virových agens 
V současnosti optimalizované a zavedené RT-qPCR nebo qPCR systémy 

používané na pracovišti Virologie potravin a prostředí ve VÚVeL představují 

dostatečně citlivý a specifický nástroj pro detekci vybraných patogenních virových 

agens. Do určité míry umožňují i tvorbu multiplexních systémů, kdy je možné stanovit 
více cílů, včetně zahrnuté vnitřní amplifikační kontroly (IAC). Kontrola celého procesu 

analýzy všech vzorků na tomto pracovišti je zajištěna prostřednictvím cílené 

kontaminace před začátkem zpracováním vzorků za využití kontroly v podobě uměle 
připravených virových částic (Mikel et al., 2015; Mikel et al., 2016). Nicméně, právě 

možnost vytvářet multiplexní systémy je u RT-qPCR/qPCR výrazně omezena. Počet 

cílů v rámci jednoho systému je limitován počtem dostupných fluorescenčních značek 
/ detekčních kanálů. Z tohoto důvodu byla vyvinuta a optimalizována nová detekční 

metoda, která je schopna tyto limitace RT-qPCR/qPCR obejít. Jedná se o metodu 

kombinující MOL-PCR s detekčním systémem xMAP (Luminex Corporation). Díky této 

metodě je možné nejen navýšit počet detekovaných patogenů v rámci jedné reakce, 

ale i využít více cílů v rámci jednotlivých sledovaných patogenů. Jak již bylo zmíněno, 

některé z uvedených virů podléhají velmi rychlým genetickým změnám, více cílů tak 

snižuje pravděpodobnost falešně negativních vzorků. 
 

4.2.1 Optimalizace protokolu pro xMAP – MOL-PCR 
Technologie xMAP vznikla na počátku 21. století. První aplikace se objevily již 

v roce 2004 (Biagini et al., 2004). Nejedná se tedy o převratně novou technologii. 
Novější je však její aplikace v kombinaci s multiplexní ligační reakcí (Thierry et al., 
2013; Wuyts et al., 2015), zejména optimalizace celého procesu, zavedení na 
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pracovišti VÚVeL a validace celého systému (Hrdy et al., 2021; Reslova et al., 2019; 
Annex 1 a 3). Původní xMAP technologie je využívána především pro detekci 
a analýzu proteinů, její použití pro analýzu nukleových kyselin je výrazně limitované, 

a to jak dostupnými technickými materiály, tak i počtem reálných aplikací a uživatelů 

(Angeloni et al., 2018). Aplikace této technologie ve spojení s MOL-PCR pro detekci 
patogenních virových agens (detekce jejich genomu), která se pojí s kontaminacemi 
potravin a prostředí je zcela unikátní.  

Během posledních let byl na pracovišti VÚVeL testován a následně aplikován 
nespočet optimalizací protokolu pro xMAP – MOL-PCR / xMAP – RT-MOL-PCR. Řada 

z nich vedla k časové a materiální úspoře nebo k celkovému snížení pracnosti celého 

procesu. Většina těchto modifikací byla prováděna pro maximalizaci získaného 

detekčního signálu oproti signálu pozadí a v rámci zjednodušení celého protokolu pro 

jeho snadnou adaptaci do běžného laboratorního provozu. 
 
4.2.1.1 Ligace 
V rámci ligační reakce bylo během optimalizací testováno několik parametrů. 

Důležitou roli hrála volba ligačního enzymu. Dále byly testovány i různé teplotní 

protokoly pro průběh ligace a doba jejich trvání nebo design, koncentrace a vzájemné 

poměry jednotlivých MOLig či celkový objem reakce (Hrdy et al., 2021; Reslova et al., 
2019; Annex 1 a 3). 

Na začátku optimalizací byla prvním nutným krokem separace ligační reakce od 

následné singleplexní PCR. I když jsou zde nezpochybnitelné výhody provedení 

v rámci jedné zkumavky (jednoduchost, pracnost a riziko možných kontaminaci), 
nevýhody tohoto uspořádaní prozatím převládají (vzájemná interakce jednotlivých 
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složek směsí či omezená možnost kontroly jednotlivých kroků; Hrdy et al., 2021; 
Reslova et al., 2019; Annex 1 a 3; Deshpande et al., 2010; Stucki et al., 2012; Walker 
et al., 1992).  

Dalším důležitým parametrem ligace je i koncentrace jednotlivých MOLig. Na 
základě předchozích publikovaných aplikací byly testovány koncentrace 10 000, 1 000 
50, 10, 5 a 1 nM, jako optimální se ukázala koncentrace 5 nM. V tomto případě bylo 

dosaženo nejlepšího poměru mezi hodnotou signálu pozitivního vzorku a hodnotou 
signálu pro negativní kontrolu (Reslova et al., 2019; Annex 3). Kromě koncentrace párů 

MOLig v reakci byl testován i poměr jednotlivých MOLig (MOLigo 1 : MOLigo 2) v rámci 

páru. V případě testování jen jednotlivých systémů bylo experimentálně prokázáno, že 

nadbytek MOLiga 1 oproti MOLigu 2 (4:1), vede k potlačení signálu pozadí. Nicméně, 

v případě, že reakce probíhala v multiplexním provedení (několik různých párů 

MOLig), tento výhodný efekt zcela vymizel. Nadbytek MOLiga 1 jednoho systému byl 

zřejmě vykompenzován přítomností MOLig 1 systémů ostatních (nepublikovaná data).  
Kromě výše zmíněných parametrů ligace týkajících se MOLig bylo testováno 

i umístění specifické TAG sekvence. Nejlepších výsledků bylo dosaženo v případě její 

polohy na MOLigu 2 (Hrdy et al., 2021; Reslova et al., 2019; Annex 1 a 3). Roli zde 
zřejmě hraje vzdálenost fluorescenčního značení navázaného produktu od 
magnetické mikrosféry (rozlišení a interakce signálů; nepublikovaná data). 

Pokud jde o volbu ligačního enzymu, byl zvolen takový, který měl v danou dobou 
nejvyšší deklarovanou účinnost a přesnost a zároveň byl komerčně dostupný (Hifi Taq 
DNA Ligase; New England BioLabs, Ipswich, Massachusetts, USA). V případě 

testování jiného enzymu (Ampligase; Epicentre, Madison, Wisconsin, USA), který byl 

využit v dřívějších podobných aplikacích (Deshpande et al., 2010), docházelo 

k navýšení hodnot signálu pozadí, což by vedlo k nepoužitelnosti jednotlivých 
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detekčních systémů. (Reslova et al., 2019; Annex 3). Kromě jednotlivých reakčních 

komponent byly testovány i podmínky, za kterých ligace probíhá. Jednou 

z nejdůležitějších je teplota. Byl testován gradient teplot 55-70 °C. Vyšší teploty, které 

se blíží teplotám tání MOLig zajišťují vyšší stringenci (Barany, 1991). Stejně tak bylo 

bráno v potaz i doporučení výrobce pro daný enzym a jeho optimální podmínky. Jako 
nejvýhodnější se ukázala teplota ligace 59-60 °C. Dalším testovaným parametrem byla 

doba trvání a cyklování ligační reakce. Jako optimální byl zvolen delší protokol ligace 

zahrnující cyklování (denaturace 10 min při 95 °C, 20 cyklů po 30 s při 95 °C a 1 min 

při 60 °C), oproti kratšímu protokolu bez cyklování (denaturace 5 min při 95 °C a 60 °C 

po 15 min). Kratší protokol bez cyklování vedl ke vzniku nespecifických produktů 

a nárůstu signálu pozadí (Reslova et al., 2019; Annex 3). 
 
4.2.1.2 PCR 
Pro následující singleplexní PCR reakci byly testovány různé dostupné komerční 

směsi, teplotní protokoly reakce, koncentrace a vzájemné poměry univerzálních 

primerů, koncentrace iontů a celkový objem reakce (Reslova et al., 2019; Annex 3). 
Jedním z nejdůležitějších faktorů pro singleplexní PCR byla volba reakční směsi. 

Z důvodu reprodukovatelnosti a stálosti výsledků bylo využito pouze komerčně 

dostupných kompletních reakčních směsí. Celkem bylo testováno 6 různých směsí. 

Tento výběr zahrnoval i směsi již dříve využité pro podobné aplikace - HotStarTaq DNA 
Polymerase (Qiagen, Hilden, Německo; Thierry et al., 2013; Wuyts et al., 2015) 
a AmpliTaq Gold 360 Master Mix (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, 
USA; Deshpande et al., 2010; Woods et al., 2016). Nejlepšího výsledku bylo dosaženo 

s pomocí EliZyme HS Robust mix (Elisabeth Pharmacon, Brno, Česká republika). 

Kromě nejlepšího poměru hodnoty signálu pozitivního vzorku a hodnoty signálu 
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negativní kontroly je výhodný i reakční protokol pro tuto směs, který je časově méně 

náročný, oproti ostatním dostupným alternativám (Reslova et al., 2019; Annex 3). 
Kromě vhodné reakční směsi byla testována i koncentrace a vzájemný poměr 
univerzálních primerů, jejichž sekvence byly převzaty od Thierry et al. (2013). Byly 
testovány následující poměry a koncentrace primerů: 0,125 / 0,5 μM; 0,25 / 1 μM; 

0,0625 / 0,25 μM; 0,05 / 2,5 μM a 0,25 / 0,25 μM („forward“ primer / „reverse“ primer). 
Nadbytek „reverse“ primeru byl použit z toho důvodu, aby vznikal i nadbytek 

fluorescenčně značených produktů (princip asymetrické PCR), jejichž signál je 

následně po hybridizaci na magnetické mikrosféry detekován. Jako nejvhodnější byla 

experimentálně ověřena koncentrace univerzálních primerů 0,0625 / 0,25 μM 

(„forward“ primer / „reverse“ primer). Oproti uniformní koncentraci obou primerů bylo 

dosaženo výrazně vyšších hodnot fluorescence (Reslova et al., 2019; Annex 3). 
 
4.2.1.3 Hybridizace 
Optimalizace fáze hybridizace produktů singleplexní PCR na magnetické mikrosféry 

zahrnovaly teplotní protokol reakce, složení hybridizační směsi, testování minimální 

koncentrace použitých mikrosfér a testování komerčně dostupných mikrosfér s již 

potaženými anti-TAGy oproti „in house“ potaženým mikrosférám. Jedním 

z nejvýznamnějších aspektů celé metody je i způsob signalizace resp. značení 

detekovaných produktů (Hrdy et al., 2021; Reslova et al., 2019; Annex 1 a 3).  
Tradiční aplikace xMAP technologie pro přístroj MAGPIX ve většině případů 

využívají streptavidin, R-Phycoerythrin konjugát (SAPE) a jeho afinity k biotinu, který 

nesou detekované molekuly. SAPE má teoreticky poskytovat nejvyšší hodnoty signálu 

fluorescence s minimálním signálem pozadí (Angeloni et al., 2018). V rámci 

optimalizací bylo kromě značení SAPE dále otestováno celkem 6 různých 
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fluorescenčních značení: HEX, TAMRA, BODIPY-TMRX, DY480, Cy3 a Alexa 
Fluor532. Nejlepších výsledků bylo dosaženo s využitím SAPE. Nicméně, tento 

způsob značení má podstatné nevýhody. Vysoké hodnoty signálu vykazují výraznou 

variabilitu. Další problém je v náročném provedení značení, které vyžaduje řadu 

inkubačních a promývacích kroků, které kromě časové a materiální náročnosti i zvyšují 

riziko možné kontaminace. Oproti dalším alternativním možnostem značení je navíc 

tento přístup finančně náročnější. Z tohoto důvodu bylo přistoupeno na přímé 

fluorescenční značení „reverse“ primeru. Hned po SAPE dosahovalo nejlepších 

hodnot značení BODIPY-TMRX, což nekorespondovalo s doporučením ostatních 

fluorescenčních značení, které měly teoreticky poskytovat znatelně lepší hodnoty 

(Angeloni et al., 2018; Reslova et al., 2019; Annex 3). 
Takřka všechny současné aplikace využívají v rámci implementace xMAP 

technologie komerčně dostupné mikrosféry s již navázanými specifickými 

oligonukleotidy (TAGy/antiTAGy) - MagPlex-TAG Microspheres a MicroPlex 
Microspheres (Luminex Corporation). V tomto případě odpadá nutnost provádět 

vlastní potahování mikrosfér. V rámci optimalizačních experimentů bylo provedeno 

srovnání výsledků získaných za využití komerčně dostupných již potažených mikrosfér 

a mikrosfér, jejichž potažení bylo provedeno tzv. „in-house“ metodou. MagPlex 

Microspheres (12,5 × 106 mikrosfér/ml; Luminex Corporation) byly potaženy anti-TAGy 
podle nově zavedeného protokolu vycházejícího z „Bio-Plex Bead Coupling protocol“ 

(Bio-Rad, Hercules, Kalifornie, USA). Během tohoto srovnání bylo zjištěno, že 

s použitím komerčně dostupných potažených mikrosfér nelze dosáhnout ani poloviční 

síly fluorescenčního signálu, který je detekován při použití mikrosfér, které byly 

potaženy „in-house“ metodou (Reslova et al., 2019; Annex 3). Kromě způsobu 

potažení mikrosfér hraje důležitou roli i jejich koncentrace v hybridizační směsi, 



23 
 

respektive jejich počet ve finálním roztoku pro analýzu. V rámci prvotních optimalizací 

bylo testováno množství 350, 750, 1 000, 1 500, 2 500, 3 500, and 5 000 mikrosfér na 

reakci s nutnou podmínkou minimálně 50 detekovaných mikrosfér ve vzorku. Jako 
optimální bylo stanoveno množství mikrosfér ve vzorku na 2 500 (síla fluorescenčního 

signálu pozitivních vzorků a negativních kontrol, dostatečný počet detekovaných 

mikrosfér; Reslova et al., 2019; Annex 3). Po provedení dalších optimalizací a úpravy 

protokolu pro hybridizaci byl počet mikrosfér nutných pro správný průběh analýzy ve 

100 % případů stanoven na 1 250. Tato úprava vedla ke snížení celkové finanční 

náročnosti metody, jelikož mikrosféry představují jednu z nejdražších materiálních 

položek celého systému (Hrdy et al., 2021; Annex 1). 
Protokol, za kterého probíhá samotná hybridizace i následné složení a aplikace 

analyzačního pufru byl původně převzat z Deshpande et al. (2010); (Reslova et al., 
2019). Další experimenty během tvorby detekčního panelu pro patogenní virová agens 

však vedly k dalším modifikacím, kdy se jako nejvhodnější protokol pro hybridizaci 

osvědčil standardní protokol z xMAP Cookbook (Angeloni et al., 2018) původně určený 

pro hybridizaci se SAPE. Hybridizace tedy probíhá při 96 °C po 90 s a následných 

37 °C po dobu 30 min (Hrdy et al., 2021; Annex 1). 
 
4.2.1.4 MAGPIX analýza 
Pro finální analýzu na přístroji MAGPIX bylo nutné vytvořit protokol pro údržbu 

a kalibraci přístroje (volba promývacích a nosných roztoků a výběr vhodného software) 

vyhovující používané aplikaci. Bylo testováno i několik laboratorních plastů, ve kterých 

probíhá samotná analýza vzorků, a složení a množství analyzačního roztoku. Všechny 

tyto aspekty měly značný vliv na průběh a finální výsledky celé analýzy (nepublikovaná 

data). Kromě toho bylo nutné vytvořit i metodiku pro vyhodnocení získaných surových 
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dat, která bude dostatečně jednoduchá na provedení a zároveň poskytne jednoznačné 

stanovení pozitivity či negativity testovaných vzorků (Hrdy et al., 2021; Reslova et al., 
2019; Annex 1 a 3). 

Pro vyhodnocení získaných výsledků bylo v rámci prvotních optimalizací využito 

dvou kritérií. Hodnota mediánu intenzity fluorescence (MFI) pro analyzovaný vzorek 

musela dosahovat minimálně 200 a její poměr k hodnotě MFI pro příslušnou negativní 

kontrolu musel být minimálně 4 (Reslova et al., 2019; Annex 3). Tento způsob 

hodnocení získaných dat se však neosvědčil v rámci hodnocení výsledků získaných 

při tvorbě detekčního panelu pro patogenní virová agens. Jeho použití by v tomto 
případě výrazně zvýšilo počet falešně negativních vzorků. Z tohoto důvodu byl pro 

vyhodnocení získaných dat zvolen odlišný přístup. Vzorek je vyhodnocen jako pozitivní 

v případě, že jeho hodnota MFI po odečtení hodnoty MFI negativní kontroly (signál 
pozadí) překračuje hodnotu 50 (Hrdy et al., 2021; Annex 1).
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4.2.2 Konstrukce panelu pro detekci virových agens spojených 

s kontaminacemi potravin a vodních zdrojů 
První optimalizace celého systému byly prováděny na bakteriálních a parazitárních 

agens (Reslova et al., 2019; Annex 3). Již během těchto optimalizací však byly 

prováděny práce na konstrukci detekčního panelu pro vybraná cílová virová agens. 

Konkrétně se jedná o kombinaci systémů zaměřených na průkaz specifických oblastí 

genomu virů HAV, HEV (genotyp 1 a 3; HEV-1, HEV-3), NoV GI a GII, AdV 40/41 
a RVA. 

Využití kombinace xMAP technologie a MOL-PCR pro vytváření detekčních 

systémů pro viry má oproti systémům pro bakterie či parazity určitá specifika. Je 

nezbytné zavést a optimalizovat podmínky nutné RT (včetně návrhu specifických 

reverzních primerů), jelikož některé viry mají svůj genom v podobě RNA. Pokusy 

o návrhy a utilizaci sond, které by nasedaly přímo na cílovou RNA, totiž prozatím 

nebyly úspěšné i přes použití vhodného ligačního enzymu (SplintR® Ligase, New 
England BioLabs; nepublikovaná data). Další výzvu představuje poněkud vyšší 

variabilita genomu u vybraných virových agens. Vyhledávání dostatečně 

konzervovaných a dlouhých úseků a navrhování funkčních párů MOLig, které splňují 

požadovaná kritéria (tvorba vlásenek, teploty tání, tvorba dimerů, obsah G/C) je 
poměrně náročné. 

V současnosti je na pracovišti Virologie potravin a prostředí již vytvořen a zaveden 

fungující multiplexní detekční panel (8 různých párů MOLig / cílů) zahrnující všechny 

výše uvedené patogeny a navíc i systém pro vnitřní kontrolu analýzy. Systémy pro 

jednotlivé patogeny byly publikovány v podobě 5 certifikovaných metodik (Annex 12, 
13, 14, 15 a 16) a celý detekční panel vyšel v podobě prototypu (Annex 9). Funkčnost 

a aplikovatelnost detekčního panelu byla testována na širokém spektru reálných 
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biologických vzorků a navíc i ověřena provedením mezilaboratorních testů 

v nezávislých partnerských laboratořích (Veterinární a farmaceutická univerzita Brno, 

Vojenský veterinární ústav - Hlučín a Vojenský zdravotní ústav – Odbor biologické 

ochrany – Těchonín). Vývoj, optimalizace a verifikace tohoto panelu zaměřeného na 

viry kontaminující potraviny, vodní zdroje a prostředí byly publikovány v Hrdy et al. 
(2021; Annex 1). Limit detekce této metody byl stanoven na 5 × 100 (AdV, HEV a RVA) 
a 5 × 101 (HAV, NoV) genomových ekvivalentů v reakci. Vytvořený diagnostický panel 

tak má potenciál sloužit nejen pro výzkumné účely, ale i jako stěžejní nástroj v rutinní 

analýze komerčně testovaných vzorků. 
 

4.2.3 Design systémů pro detekci dalších vybraných virových 

a bakteriálních agens 
Kromě výše zmíněného panelu zaměřeného na detekci virů spojených 

s kontaminovanými potravinami či vodními zdroji bylo v rámci vývoje a optimalizace 

metody xMAP – MOL-PCR vytvořeno i několik dalších doprovodných systémů cílených 

na detekci vybraných bakteriálních a dalších virových agens. Tvorba těchto 

doprovodných systémů vedla k dalšímu ověření funkčnosti a aplikovatelnosti navržené 

metody. 
V rámci spolupráce s Armádou České republiky byl vytvořen panel pro detekci 

bakterií, které jsou teoreticky využitelné pro tvorbu biologických zbraní. Konkrétně se 

jedná o Bacillus anthracis, Yersinia pestis, Francisella tularensis, and Brucella spp. 
(Jelinkova et al., 2020; Annex 4). Tento detekční systém byl publikován i jako 
aplikovaný výsledek ve formě prototypu (Annex 11). 

Pokud jde o detekci virů, byl vytvořen systém pro detekci bovinního herpesviru 1 

(Annex 17), viru reprodukčního a respiračního syndromu prasat (Annex 18), viru 
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prasečí chřipky (Annex 19) a nového koronaviru SARS-CoV-2 (Annex 20). Všechny 

tyto systémy byly vydány jako aplikované výsledky ve formě certifikovaných metodik. 
Kromě toho byl vytvořen i panel pro detekci původců respiračních onemocnění – 
chřipky typu A, chřipky typu B a covid-19, který byl vydán jako aplikovaný výsledek ve 

formě prototypu (Annex 10).
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5. Závěr a diskuze 
Viry spojované s kontaminovanými potravinami, vodními zdroji a prostředím 

představují z lékařského a ekonomického hlediska vážný problém. Jsou takřka 

všudypřítomné a jejich význam a rizika s nimi spojená jsou i přes pokroky v posledních 

letech stále podhodnoceny. Nicméně, jsou zde určité tendence zavádět mechanismy 
pro kontrolu přítomnosti těchto patogenních agens a rovněž provádět opatření pro 
minimalizaci rizik případných kontaminací vodních zdrojů, potravin a prostředí jejich 

zpracování. V případě těchto kontrolních mechanismů, stejně jako při již existujícím 
podezření na možnou kontaminaci, je nutné mít k dispozici dostatečně optimalizované 

a spolehlivé metody detekce pro její včasnou identifikaci.  
V posledních letech jsou v případě kontaminace potravin a vodních zdrojů nejčastěji 

diskutovány NoV, HAV, HEV, AdV a RV. Zvláštní pozornosti se dostává zejména 
novému koronaviru SARS-CoV-2. 

Detekce virů ve vzorcích potravin, vod a prostředí je mnohem náročnější, než je 

tomu v případě klinických vzorků. Virové částice se v těchto typech vzorků vyskytují 

většinou ve velmi nízkých koncentracích a navíc je zde i častá přítomnost vysokých 

koncentrací různých látek inhibujících detekční metody. Existuje nespočet různých 

přístupů, technik a metod pro analýzu tohoto typu vzorků vykazujících různou míru 

účinnosti. Tato nejednotnost, spolu s absencí standardizovaných metodik je jedním ze 

stěžejních problémů této oblasti. V současnosti jsou dostupné standardizované 

metody pouze pro detekci NoV a HAV a pro omezené typy vzorků (zelenina, drobné 

ovoce, stěry povrchů potravin a povrchů pro styk s potravinami, mlži a balená voda; 

Anonymous, 2017, 2019). Z tohoto důvodu je v případě potřeby povětšinou nutné 

experimentálně ověřit široké spektrum možných potenciálně vhodných metod na 
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konkrétní požadované matrici / patogenu a na základě získaných dat pak následně 

zvolit tu nejvhodnější.  
V rámci této disertační práce byly provedeny experimenty a studie, kdy byly různé 

vzorky vod, potravin a prostředí testovány na přítomnost příslušných patogenních 

virových agens za účelem zjištění rozsahu jejich výskytu. Bylo zapotřebí vytvořit 
a optimalizovat zcela nové metody pro extrakci virových částic ze vzorků různých typů 

vod (pitné, užitkové a odpadní) a ovocných a zeleninových šťáv či „smoothies“. Spolu 
s ostatními již zavedenými byly tyto metody adaptovány pro rutinní potřeby laboratoře 

Virologie potravin a prostředí ve VÚVeL. Pro samotnou detekci těchto agens je zde 
využíváno řady optimalizovaných systémů qPCR/RT-qPCR. Tyto systémy umožňují 
dostatečně citlivou a specifickou detekci konkrétního úseku virového genomu. 

Nicméně, jejich významnou nevýhodou je omezená možnost vytvářet multiplexní 

systémy. Limitovaný počet detekční kanálů / fluorescenčních značek totiž neumožňuje 

vytvářet dostatečně robustní systémy. Povětšinou jsou v rámci jedné analýzy 

detekovány maximálně 3 až 4 cíle/sekvence (Anonymous, 2017, 2019; Vasickova et 
al., 2012; Wong et al., 2008). S narůstajícím počtem cílů navíc většinou dochází 

i k poklesu citlivosti metody (interference jednotlivých setů primerů, mimocílové 

interakce či vyčerpání reagencií). Tento fakt může představovat problém v případě 

detekce zmíněných patogenních virových agens vyznačujících se velmi nízkou 

infekční dávkou (Bosch et al., 2018; Huang et al., 2011; van Maarseveen et al., 2010). 
Z tohoto důvodu byl na tomto pracovišti vytvořen a zaveden nový systém využívající 
xMAP – RT-MOL-PCR. Tato nová metoda umožňuje vytvářet otevřené robustní panely 

sloužící k detekci několika patogenních agens současně, a tím obejít zmíněné limity 

qPCR systémů. Použitelnost této metody byla ověřena na reálných vzorcích a rovněž 
v rámci nezávislých mezilaboratorních kruhových testů. Bylo dosaženo specifity 
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a citlivosti srovnatelné s qPCR systémy (jednotky či desítky genomových ekvivalentů 

v izolované DNA/RNA v reakci). Tato metoda tak představuje spolehlivý, dostatečně 

specifický a citlivý nástroj detekce virů spojených s kontaminacemi potravin, vodních 

zdrojů a prostředí. 
V budoucnu je možné provést další optimalizace zde prezentované metody 

multiplexní detekce. Jednou z možných je náhrada ligačního enzymu, který 

představuje jednu z nejvíce ekonomicky náročných položek celé analýzy vzorku. 

V současnosti však prozatím nebylo možné zvolit levnější a přitom stejně spolehlivou 

ligázu, která by vyhovovala dané aplikaci. Kromě změny ligačního enzymu je důležitou 

otázkou i volba směsi pro provedení singleplexní PCR. V současnosti používaný 

komerční produkt (Elizyme) neumožňuje pracovat s uracilem a uracil DNA 
glykosylázou, jejichž využití je výhodné pro minimalizaci rizik kontaminace vzorků 

produkty PCR. Stejně jako v případě ligázy však prozatím nebylo možné dosáhnout 

stejně kvalitních výsledků s žádným jiným testovaným enzymem či kompletní směsí 

pro PCR. Testování těchto dvou parametrů lze spojit v rámci teoreticky možného 

provedení celé analýzy v rámci jedné jediné zkumavky. Taková úprava by vedla 

k materiální a časové úspoře a ke zjednodušení celého procesu, nicméně, 

proveditelnost této změny a případná citlivost výsledné metody jsou diskutabilní. Další 

možnost optimalizace představuje obměna designu ligačních sond. Je možné je 

navrhnout tak, aby v přítomnosti detekovaného cíle došlo k jejich cirkularizaci. Toto je 
kombinováno s následným ošetřením vzorku zajišťujícím degradaci všech lineárních 

DNA (Boland et al., 2018), což by mohlo vést k menším interferencím a ve výsledku 

tedy i k nižším detekovaným hodnotám pozadí.
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