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Abstrakt

Se stéle postupujicim technologickym vyvojem a rozvojem moderni spolecnosti
narustaji i pozadavky na zajisténi dostateCného mnozstvi kvalitnich a bezpecnych
potravin, vodnich zdroju a celkové bezpecnosti prostiedi, ve kterém Zijeme. | pfes
dostupné pokrocilé technologie stale existuji urcita rizika, ktera se poji s jejich
potencialni kontaminaci patogennimi agens. Pfispivaji k tomu procesy globalizace
a i v soucCasnosti popularni trend konzumace cCerstvych a minimalné opracovanych
potravin. V pfipadé prostfedi budou v budoucnosti navic hrat stale podstatnéjsi roli
i probihajici klimatické zmény. Po dlouhou dobu byla vénovana pozornost pfedevsim
bakterialnim patogenim. Tento pfistup se vSak rychle méni a vétSi pozornost se
obraci i na viry a parazity, jakozto vyznamna agens, jejichZ socioekonomicky dopad
a dopad na zdravi populace muze byt znacny. Aby bylo mozné monitorovat vyskyt
kontaminaci a v€asné identifikovat plivodce v pfipadé vypuknuti epidemii, je zapotiebi
mit dostupné spolehlivé nastroje detekce. Ty musi splfovat pozadavky dostatecné
citlivosti a specifity. Tato prace se zabyva problematikou detekce virovych agens ze
vzorku potravin, vod a prostfedi. Zlatym standardem detekce virovych Castic (resp.
specifickych oblasti jejich genomu) jsou v sou¢asnosti metody polymerazové fetézové
reakce probihajici v realném Case. Na pracovisti Vyzkumného ustavu veterinarniho
lékarstvi, v.v.i. jsou zavedeny a vyuzivany pro detekci virovych agens v humannich
a zvifecich vzorcich nebo ve vzorcich potravin, vod ¢&i prostfedi. V kombinaci
s metodami pro prvotni zpracovani vzorkl, které vétSinou musi byt cileny pfimo na
konkrétni matrice, byly vyuZity pro zisk dat, diky kterym vznikla fada publikaci, které
jsou soucasti této prace. Pouzivané metody polymerazoveé reakce probihajici
v realném Case maji vSak také své limitace. Jednou z nejvyraznéjSich je omezena
moznost vytvaret robustnéjSi multiplexni systémy. Pro identifikaci vicera patogenu je
tak zapotfebi pouziti nékolika individualnich systému. Cilem této prace proto bylo
vyvinout a validovat metodu vyuzivajici multiplexni oligonukleotidovou ligaci
s polymerazovou fetézovou reakci v kombinaci s technologii xXMAP, a tak prekonat
omezeni sou€asnych metod. V ramci vyvoje vzniklo nékolik aplikovanych vysledku
zameérenych na detekci nejen virovych patogent. Byla zavedena a mezilaboratornimi
testy i ovéfena robustni metoda detekce s dostatecnou specifitou a citlivosti, ktera ma
potencial stat se spolehlivym rutinnim nastrojem pro monitoring a kontrolu bezpec€nosti

potravin a prostiedi.



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.



Podékovani

Na tomto misté bych chtél podékovat vedouci své disertacni prace, Mgr. Petre
Vasickové, Ph.D. (Vyzkumny ustav veterinarniho lékafstvi, v. v. i.), za ochotu, cenné
rady, poskytnuty material, vénovany €as a trpélivé vedeni pfi vypracovavani této prace.
Stejné tak bych rad podékoval i koleglm z pracovni skupiny Virologie potravin
a prostredi, Lence Palasové, Mgr. Magdaléné Krasne a také vSem ostatnim
spoluautoriim pfilozenych publikaci a aplikovanych vysledku, které by bez jejich
zapojeni mohly jen téZko vzniknout. Rovnéz bych chtél podékovat vSem svym blizkym

za podporu a trpélivost béhem celého studia.



SEZNAM ZKRATEK

AdV

AdV 40/41
DNA

Fw primer
HAV

HEV
HEV-1
HEV-3
MFI

MOL
MOLigo
NaCl

NoV

NoV Gl a Gl
PCR

PEG
gPCR

Rev primer
RNA

RT

RV

RVA

SAPE
SARS-CoV-2
VUVel
xMAP

adenovirus

adenovirus, sérotypy 40 a 41
deoxyribonukleova kyselina
~forward“ primer

virus hepatitidy A

virus hepatitidy E

virus hepatitidy E, genotyp 1

virus hepatitidy E, genotyp 3
median intenzity fluorescence
multiplexni oligonukleotidova ligace
kratky parovy specificky oligonukleotid / sonda
chlorid sodny

norovirus

norovirus, ,genogroups‘ Gl a GlI
polymerazova fetézova reakce

polyethylenglykol

kvantitativni polymerazova fetézova reakce probihajici v realném
Case

.reverse” primer

ribonukleova kyselina

reverzni transkripce

rotavirus

rotavirus skupiny A

streptavidin, R-Phycoerythrin konjugat

koronavirus 2. typu zpusobujici tézky akutni respiraéni syndrom
Vyzkumny ustav veterinarniho lékafrstvi, v.v.i.

»Multi-Analyte Profiling*



Originalni publikace a vymezeni podilu autora

dizerta€ni prace

Prace vychazi celkem z 8 rukopist autora dizertace (Jakub Hrdy, JH) a 13 ostatnich
vysledkld v podobé aplikovanych vysledku (prototypy a pfislusnym organem statni

spravy certifikované Ci schvalené metodiky).

Clanek 1 (Annex 1 k této dizertaéni praci)

HRDY, Jakub, Petra VASICKOVA, Michaela NESVADBOVA, Jiri NOVOTNY, Tomas
MATI a Petr KRALIK. MOL-PCR and xMAP Technology A Multiplex System for Fast
Detection of Food- and Waterborne Viruses. The Journal of Molecular Diagnostics.
Elsevier, 2021, ro¢. 23, ¢& 6, s. 765-776. |ISSN  1525-1578.
doi:10.1016/j.jmoldx.2021.03.005.

JH se podilel na pfipravé designu studie, pfipravil plan experimentl, samostatné
realizoval laboratorni experimenty v praci popsané (vyjma kruhovych testu), sepsal
draft rukopisu a pfipravil finalni verzi textu k publikaci po implementaci pfipominek od

spoluautor.

Clanek 2 (Annex 2 k této dizertaéni praci)

HRDY, Jakub a Petra VASICKOVA. Virus detection methods for different kinds of food
and water samples — The importance of molecular techniques. Food Control. Elsevier,
2022, roc. 134, April, S. 108764-108784. ISSN 0956-7135.
doi:10.1016/j.foodcont.2021.108764.

JH se podilel na navrhu obsahu publikace, sepsal draft rukopisu a pfipravil finalni verzi

textu k publikaci po implementaci pfipominek od spoluautora.



Clanek 3 (Annex 3 k této dizertaéni praci)

RESLOVA, Nikol, Veronika HUVAROVA, Jakub HRDY, Martin KASNY a Petr
KRALIK. A novel perspective on MOL-PCR optimization and MAGPIX analysis of in-
house multiplex foodborne pathogens detection assay. Scientific reports. London:
Nature Publishing Group, 2019, ro¢. 9, ¢. 2719, s. 1-13. ISSN 2045-2322.
doi:10.1038/s41598-019-40035-5.

JH se podilel na pfipravé designu studie, samostatné realizoval vybrané experimenty
Vv praci popsané, ziskané vysledky integroval s vysledky od spoluautort a pfipravil dilCi

podklady pro publikaci.

Clanek 4 (Annex 4 k této dizertaéni praci)

JELINKOVA, Pavlina, Jakub HRDY, Jirina MARKOVA, Jiri DRESLER, Petr PAJER,
Oto PAVLIS, Pavel BRANICH, Gabriela BORILOVA, Markéta REICHELOVA, Vladimir
BABAK, Nikol RESLOVA a Petr KRALIK. Development and Inter-Laboratory Validation
of Diagnostics Panel for Detection of Biothreat Bacteria Based on MOL-PCR Assay.
Microorganisms. Basel: MDPI, 2021, ro¢. 9, ¢ 1, s. 1-15. ISSN 2076-2607.
doi:10.3390/microorganisms9010038.

JH se podilel na pfipravé designu studie, realizoval dil€i optimalizacni experimenty
v praci popsané, ziskané vysledky integroval s praci od spoluautort a pfipravil dilCi

podklady pro finalni publikaci.

Clanek 5 (Annex 5 k této dizertaéni praci)

DZIEDZINSKA, Radka, Petra VASICKOVA, Jakub HRDY, Michal SLANY, Vladimir
BABAK a Monika MORAVKOVA. Foodborne Bacterial, Viral, and Protozoan
Pathogens in Field and Market Strawberries and Environment of Strawberry Farms.
Journal of Food Science, HOBOKEN: WILEY, 2018, ro€. 83, €. 12, s. 3069-3075. ISSN
0022-1147. doi:10.1111/1750-3841.14401.




JH provadél dilCi experimentalni prace popsané v publikaci, podilel se na designu
a realizoval optimalizaCni experimenty tykajici se izolace virovych agens ze vzorku

vod.

Clanek 6 (Annex 6 k této dizertaéni praci)

DZIEDZINSKA, Radka, Monika MORAVKOVA, Jakub HRDY, Iva SLANA, Hana
VLKOVA, Hana KUNSTOVNA a Petra VASICKOVA. Occurrence of selected viral,
bacterial and protozoan pathogens in fresh juices and smoothies in Prague, Czech
Republic. Food Control, Oxford: Elsevier Science Ltd, 2018, ro€. 93, s. 310-314. ISSN
0956-7135. doi:10.1016/j.foodcont.2018.05.015.

JH provadél dilCi experimentalni prace popsané v publikaci, navrhl design a realizoval
optimalizaCni experimenty tykajici se izolace virovych agens ze vzorkl ovocnych

a zeleninovych stav a ,smoothies®.

Clanek 7 (Annex 7 k této dizertaéni praci)

DZIEDZINSKA, Radka, Monika MORAVKOVA, Jakub HRDY, Iva SLANA, Hana
VLKOVA, Hana KUNSTOVNA a Petra VASICKOVA. Cerstvé dzusy a smoothies —

sledovani vyskytu legislativou neregulovanych vyznamnych patogenl bakterialniho,

virového a parazitarniho ptvodu. VyZiva a potraviny, VVyziva servis s.r.o., 2018, roc.
2018, €. 5, s. 136-140. ISSN 1211-846X.

JH provadél dil¢i experimentalni prace popsané v publikaci, navrhl design a realizoval
optimalizacni experimenty tykajici se izolace virovych agens ze vzorkd ovocnych

a zeleninovych stav a ,smoothies®.

Clanek 8 (Annex 8 k této dizertaéni praci)

MORAVKOVA, Monika, Petra VASICKOVA, Michal SLANY, Ivana KOLACKOVA,
Jakub HRDY, Renata KARPISKOVA a Petr KRALIK. Selected viral, protozoan and




bacterial agents on minimally processed vegetables and sprouts at point of sale.
Journal of Food and Nutrition Research. Bratislava: VUP Food Research Institute,
2021, ro€. 60, €. 2, s. 138-145. ISSN 1336-8672.

JH provadél dilCi experimentalni prace popsané v publikaci tykajici se izolace virovych

agens ze vzorkd minimalné zpracovanych rostlinnych produkta.

Prototyp 1 (Annex 9 k této dizerta€ni praci)

HRDY, Jakub a Petra VASICKOVA. Diagnosticky prostfedek pro simultanni detekci
humannich norovird (NoV Gl a NoV Gll), viru hepatitidy A, viru hepatitidy E (HEV-1,
HEV-3), adenovirti 40/41 a rotavird A. 2019. ISBN 978-80-7672-018-3.

JH navrhl design aplikovaného vysledku, samostatné realizoval Ilaboratorni
experimenty a se spoluautorem zpracoval podklady a finalni text pro publikaci

vysledku.

Prototyp 2 (Annex 10 k této dizerta€ni praci)

HRDY, Jakub a Magdaléna KRASNA. Diagnosticky prostfedek pro simultanni detekci
influenzy typu A (IVA), influenzy typu B (IVB) a koronaviru SARS-CoV-2. 2021. ISBN
978-80-7672-006-0.

JH se podilel na navrhu designu aplikovaného vysledku, realizoval dil€i laboratorni

experimenty a zpracoval podklady a finalni text pro publikaci vysledku.

Prototyp 3 (Annex 11 k této dizerta€ni praci)

JELINKOVA, Pavlina, Jakub HRDY, Markéta Reichlova a Jifi VOLF. Biothreat xMAP

panel — diagnosticky prostfedek pro simultanni detekci bakterii zneuzitelnych jako



biologické zbrané, konkrétné: Bacillus anthracis, Yersinia pestis, Francisella tularensis
and Brucella spp. 2020. ISBN 978-80-7672-001-5.

JH se podilel na navrhu designu aplikovaného vysledku, realizoval dilCi laboratorni

experimenty a pfipravil podklady pro publikaci vysledku.

Certifikovana metodika 1 (Annex 12 k této dizerta¢ni praci)

HRDY, Jakub a Petr KRALIK. Kvalitativni detekce adenovird (sérotypy 40 a 41)
pomoci metody MOL-PCR. 2019. ISBN 978-80-88233-60-2.

JH navrhl design aplikovaného vysledku, samostatné realizoval Ilaboratorni

experimenty a zpracoval podklady a finalni text pro publikaci vysledku.

Certifikovana metodika 2 (Annex 13 k této dizerta¢ni praci)

HRDY, Jakub a Petr KRALIK. Kvalitativni detekce viru hepatitidy E (HEV-1 a HEV-3)
pomoci metody MOL-PCR. 2019. ISBN 978-80-88233-62-6.

JH navrhl design aplikovaného vysledku, samostatné realizoval Ilaboratorni

experimenty a zpracoval podklady a finalni text pro publikaci vysledku.

Certifikovana metodika 3 (Annex 14 k této dizertaéni praci)

HRDY, Jakub a Petr KRALIK. Kvalitativni detekce viru hepatitidy A pomoci metody
MOL-PCR. 2019. ISBN 978-80-88233-61-9

JH navrhl design aplikovaného vysledku, samostatné realizoval laboratorni
experimenty a zpracoval podklady a finalni text pro publikaci vysledku.



Certifikovana metodika 4 (Annex 15 k této dizerta¢ni praci)

HRDY, Jakub a Petr KRALIK. Kvalitativni detekce norovirti (genogroups Gl a Gll)
pomoci metody MOL-PCR. 2019. ISBN 978-80-88233-63-3.

JH navrhl design aplikovaného vysledku, samostatné realizoval laboratorni

experimenty a zpracoval podklady a finalni text pro publikaci vysledku.

Certifikovana metodika 5 (Annex 16 k této dizerta¢ni praci)

HRDY, Jakub a Petr KRALIK. Kvalitativni detekce rotaviru A pomoci metody MOL-
PCR. 2019. ISBN 978-80-88233-64-0.

JH navrhl design aplikovaného vysledku, samostatné realizoval laboratorni

experimenty a zpracoval podklady a finalni text pro publikaci vysledku.

Certifikovana metodika 6 (Annex 17 k této dizerta¢ni praci)

HRDY, Jakub a Pavlina JELINKOVA. Kvalitativni detekce bovinniho herpesviru 1
pomoci metody MOL-PCR. 2020. ISBN 978-80-88233-90-9.

JH navrhl design aplikovaného vysledku, realizoval dilCi laboratorni experimenty

a zpracoval podklady pro finalni text vysledku.

Certifikovana metodika 7 (Annex 18 k této dizerta¢ni praci)

KRASNA, Magdaléna, Jakub HRDY a Hana MALENOVSKA. Kvalitativni detekce viru
reprodukéniho a respiracniho syndromu prasat (PRRSV) pomoci metody MOL-PCR.
2021. ISBN 978-80-88233-96-1.

JH se podilel na psani textu a na navrhu designu aplikovaného vysledku.



Certifikovana metodika 8 (Annex 19 k této dizertac¢ni praci)

KRASNA, Magdaléna, Jakub HRDY a Hana MALENOVSKA. Kvalitativni detekce
Praseci chfipky pomoci metody MOL-PCR. 2021. ISBN 978-80-88233-97-8.

JH se podilel na psani textu a na navrhu designu aplikovaného vysledku.

Certifikovana metodika 9 (Annex 20 k této dizerta¢ni praci)

KRASNA, Magdaléna, Jakub HRDY a Hana MALENOVSKA. Kvalitativni detekce viru
SARS-CoV-2 pomoci metody MOL-PCR. 2021. ISBN 978-80-88233-94-7.

JH se podilel na psani textu a na navrhu designu aplikovaného vysledku.

Schvalena metodika 1 (Annex 21 k této dizertac¢ni praci)

VASICKOVA Petra, Jakub HRDY, Magdaléna KRASNA, Katefina SOVOVA, Lucia
GHARWALOVA A Hana MLEJNKOVA. Metodicky postup analyzy odpadnich vod na
pfitomnost specifickych oblasti genomu viru SARS-CoV-2. 2022. ISBN 978-80-7672-
021-3.

JH se podilel na navrhu designu aplikovaného vysledku, realizoval dilCi laboratorni

experimenty a zpracoval podklady pro finalni text aplikovaného vysledku.



OBSAH

g TR U1 T ST 1
2. Prehled problematiky ........cccoimimiiiiiciir s 3
2.1 Viry v souvislosti s alimentarnimi infekcemi............ccccoiiiiiii, 3
2.2 Prvotni zpracovani vzorkl a izolace nukleovych kyselin ...............cccooeeennn. 5
2.3 Detekce VIFOVYCh @geNS ......coooiiiiiiiiiei e 6
2.4 XMAP — MOL-PCR ...ttt e 7
R 01 1 12
L S VY £= [T o | T 13
4.1 Metody prvotniho zpracovani vzorku pro pozadované matrice a jejich vyuziti
A o = ) (PSPPI 13
4.1.1 ,Smoothies” a ovocné / zeleninoveé STavy ...........cccoevvivciiieeee e, 13
4.1.2 Pitné, uzitkové a odpadni VOdY ..........couuiiiiiiiiiiiiee e 13
4.1.3 Vyuziti metod prvotniho zpracovani vzorkl v praXi............ccccceevevvennnnnns 15
4.2 DeteKce VIFOVYCh QQENS .....cooiiiiiiieeiee e et e e 17
4.2.1 Optimalizace protokolu pro XMAP — MOL-PCR .........cccccceeiiiiiiiiieee, 17

4.2.2 Konstrukce panelu pro detekci virovych agens spojenych

s kontaminacemi potravin a vodnich zdrojU ... 25

4.2.3 Design systému pro detekci dalSich vybranych virovych a bakterialnich

ZAVEr @ diSKUZE......ccuuiiiiieiiirieciiirie rrmas s s s s s s e s e e nmn e ees 28
Bibliografie.........ccoomceiie e e e 31



1. Uvod

Mikrobialni bezpe€nost potravin a prostfedi je v poslednich letech stale aktualnéjsi
téma. SoucCasny zajem a oblasti vyzkumu jiZ nejsou soustfedény pouze na bakterialni
agens, ale stale Castéji se zamérfuji na dfive opomijené viry a parazity. Déje se tak
v souvislosti s narUstajicimi pozadavky na mnozstvi, bezpecnost a kvalitu potravin
a prostfedi, v némz Zijeme. V soucasnosti je pozorovatelny trend pfechodu k ¢erstvym
¢i minimalné opracovanym potravinam, coz znac¢né, zejména pfi Castém nedodrzovani
spravné hygienické praxe, zvySuje rizika vyskytu alimentarnich infekci. Stejné tak
dochazi k narlistu a starnuti populace, to s sebou nese poptavku po zvySené produkci
potravin a narasta rovnéz pocet citlivych a imunokompromitovanych jedincu. Stale
rostouci cestovni ruch a €astéjSi dovoz zbozi a potravin ze vzdalenych lokalit (zejména
rozvojové zeme) ve spojitosti s nedostateCnymi kontrolami nezavadnosti danych
komodit jen podporuji Sifeni patogenu, a to nejen v souvislosti s alimentarnimi
infekcemi. Cekaji nas i vyznamné globalni klimatické zmény (nedostatek pitné vody
a vody k zavlazovani, zmény teplot aj.) a vyskyt novych emergentnich patogena.
Pfikladem je souCasna situace, kdy je cely svét suZzovan pandemii nového koronaviru
(Godoy et al., 2021; Hiscott et al., 2020). VSechny tyto zmény pfedstavuji naro¢nou
vyzvu pro vyvoj dostate¢né citlivych, specifickych a robustnich nastroju pro detekci
nejen patogennich virovych agens.

Pozitivni prikaz patogennich virl ve vzorcich potravin a prostfedi je pomérné
Castou zaleZitosti posledni doby. Mohou za to nejen vySe zminéné problémy, ale
i technologicky vyvoj, at’ uz se jedna o nové technické vybaveni, molekularni metody
nebo informatické nastroje (dokonalejSi a vykonnéjSi software) pro zpracovani

ziskanych dat. Nové objevy a inovace nam davaji do rukou stale sofistikovangjsi



v,

a citlivéjsi prostfedky pro spolehlivéjSi prikaz pfitomnosti patogennich agens, a to
i v komplexnéjSich nebo naro¢néjSich matricich. Podstatnou roli v narustu
zachycenych pfipadd hraje i narUstajici povédomi a znalosti dané problematiky
v pfipadé statnich dozorovych organu ¢i Siroké vefejnosti.

Nejvétsi problém v pfipadé virovych agens ve spojitosti s potravinami a prostfedim
je stale pomérné znacny nedostatek informaci o rozsahu vyskytu jednotlivych agens,
rozliSeni infekénich a neinfekCnich virovych ¢astic a s tim spojena ucelena data o jejich
perzistenci mimo hostitelsky organismus. Analyza potravin a prostfedi na pfitomnost
patogennich vira totiz az na vyjimky prozatim nepatfi mezi standardné provadéné
procedury a ani neni dosud legislativou vyzadovana. Kvili nedostatku informaci tak
neni mozné zavadét dostateCné spolehliva preventivni bezpeénostni opatfeni pro
limitaci rizik stimto problémem spojenych. VétSina v soucCasnosti existujicich
a provadénych studii je asto uzce zamérena pouze na vyskyt konkrétniho patogenu
a specificky typ matrice. Pouzivané analytické metody jsou i proto vétSinou
aplikovatelné na uzké spektrum agens a dany typ vzorku. Vyvoj vhodnych dostate¢né
citlivych, specifickych, zarover robustnich a multiplexnich metod pro detekci virovych
Castic Ci jejich specifickych oblasti genomu je tedy kliCovym krokem pro stanoveni
a zhodnoceni rizik spojenych s potencialné kontaminovanymi potravinami nebo

prostfedim a je zaroven i v zajmu ochrany vefejného zdravi (Hrdy & Vasickova, 2022;

Annex 2).



2. Prehled problematiky

2.1 Viry v souvislosti s alimentarnimi infekcemi

Mezi patogenni virova agens, ktera se dostavaji do spojitosti s kontaminacemi
potravin a prostfedi a naslednym alimentarnim onemocnénim lidi se radi pomérné
Siroké spektrum rGznych virQ, nejcastéji jsou diskutovany viry z Celedi 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 vétSinu agens z této morfologicky
i geneticky diverzni skupiny je typicka relativné nizka infek&ni davka a vysoka stabilita
jejich virovych Castic (Atmar et al., 2014; Teunis et al., 2008; Yezli & Otter, 2011), ktera
se tyka jak vnéjSiho prostfedi, tak i vnitiniho prostredi jejich hostitele. AZ na vyjimky
tato skupina virl vykazuje vyznamnou odolnost vi&i vysychani, vyraznym vykyvim
pH, teplotnim stresiim nebo pusobeni nékterych desinfekénich prostfedkd a Cisticich
procesu. Vysoka stabilita spolu s nizkou infekéni davkou jen podporuji uspésné Sifeni
téchto virt, jehoz potencial je v dneSnim globalizovaném svété takika neomezeny
(Barker, 2001; Boone & Gerba, 2007; Bosch et al., 2018; van Maarseveen et al., 2010;
Widen et al., 2011).

NejbéznéjSim nasledkem infekce vySe zminénymi viry jsou gastroenteritidy, néktera
encefalitidy, hepatitidy, respiracni a o¢ni i kozni onemocnéni; Bintsis, 2017; Bosch et
al., 2018; O’Shea et al., 2019). Mezi nejvice postizené patfi zejména malé déti, seniofi
a imunokompromitovani jedinci (White et al., 2016). Celosvétové se gastrointestinalni
onemocnéni stale fadi mezi nejCastéjSi pfi¢iny morbidity a mortality se skoro

5 miliardami pfipadi onemocnéni a vice nez 1,6 miliény mrtvych ro¢né (Naghavi et al.,

3



2017; Roth et al., 2018; Troeger et al., 2018). Nejhorsi situace je v rozvojovych zemich,
kde stale patfi k nejCastéjSim ddvodum umrti, a to zejména malych déti do 5 let (Akhtar
et al., 2014; Mills, 2014; Roth et al., 2018; Wardlaw et al., 2010). Kromé& negativnich
nasledku na zdravi Clovéka, které jsou ve vétSiné pfipadl mirné a kratce trvajici, je
nutné zvazit i socioekonomicky dopad téchto onemocnéni, ktery je znacny a je tak
Casto tim hlavnim divodem nutného feSeni ve vyspélych Castech svéta. Jedna se
zejmeéna o ztraty spojené s morbiditou a s naklady vyloZzenymi na zmirnéni dopadu
mozné epidemie na celkovou populaci (Banyai et al., 2018; Graves, 2013; Oude
Munnink & van der Hoek, 2016).

Skupina virG spojovanych s alimentarnimi infekcemi zahrnuje agens, jejichz genom
je v podobé deoxyribonukleové kyseliny (DNA) i ribonukleové kyseliny (RNA).
Obzvlasté u virl s genomem v podobé& RNA je prokazana vysoka frekvence mutaci,
ktera maze vést k pfekonani mezidruhovych bariér. Z tohoto dlivodu je zapotiebi vzit
v Uvahu mozny zoonoticky potencial téchto virli. Pfenos ze zvifete na Clovéka byl jiz
prokazan v pfipadé 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), stale
diskutovan je i zoonoticky potencial NoV (Ludwig-Begall et al., 2018; Sisay et al., 2016;
Villabruna et al., 2020; Villabruna et al., 2019). Kromé novych moznosti pfenosu mize

diky témto rychlym genetickym zménam dochazet i ke vzniku variant virG spojenych

Vv s

Z celého souboru vySe zminénych virovych agens jsou v souvislosti s epidemiemi
alimentarnich onemocnéni nejcastéji zachyceny, zejména v rozvinutych zemich, HAV
a NoV (,genogroups” Gl a Gll; NoV Gl a Gll; EFSA & ECDC, 2017, 2018, 2021).
Zvlastni pozornosti se vSak v souvislosti s kontaminaci potravin zivoc¢isného puvodu

a v pfipadé rozvojovych zemi i vodnich zdroju dostava i HEV (EFSA & ECDC, 2017;



Van der Poel, 2014; von Wulffen et al., 2017). V ramci této disertani prace byly proto
vyvoj, validace a zavadéni detekénich metod zaméfeny zejména na tato vySe zminéna
agens. Nasledné byly vzhledem ke svému vyznamu pro lidské zdravi dale zafazeny
i viry z Celedi Reoviridae (rotavirus skupiny A; RVA) a Adenoviridae (adenovirus
sérotypl 40 a 41; AdV 40/41), jakozto Casto navrhované indikatory fekalniho
znecisténi v pripadé kontaminace viry (EFSA & ECDC, 2018; McQuaig et al., 2012;
Wyer et al., 2012). Kvuli epidemickeé situaci v letech 2020 a 2021 byla pozornost rovnéz
vénovana i novému typu koronaviru SARS-CoV-2, plvodci onemocnéni covid-19,
a jeho potencialu Sifit se prostfednictvim kontaminovanych 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 Prvotni zpracovani vzorku a izolace nukleovych kyselin

Prvnim krokem detekce virli ve vzorcich potravin a prostfedi je separace virovych
Castic ze vzorku a jejich dalSi pfipadné zakoncentrovani. Vzhledem k nizkym
koncentracim, v jakych se tato agens v téchto vzorcich vétSinou vyskytuji, je ¢asto
nutné zpracovavat vétsi objemy vzorkl. To spolu s €astou a vysokou mirou pritomnosti
fady inhibiCnich latek déla ze separace virovych castic kriticky krok celé analyzy.
Vytvofeni robustni univerzalni metody pro separaci virovych ¢astic ze vSech moznych
typl vzorku potravin a prostfedi se nejevi pfrili§ realné. Vzorky vykazuji vysokou
variabilitu, pokud jde o obsah vody, proteinu, lipidl, sacharidl, huminovych kyselin
nebo Sirokého spektra soli (Bosch et al., 2016; Julian & Schwab, 2012; Matheson et
al., 2010; Widen et al., 2011). Z toho divodu je nutné minimalné metody pro separaci
virovych ¢astic pfizplsobit danému okruhu / typu vzorkl a detekovanych agens (Hrdy

& Vasickova, 2022; Annex 2).



Vzhledem k problematické kultivovatelnosti nékterych z vy$e uvedenych virl na
bunécnych kulturach a casové a materialni naroc¢nosti je nejCastéji detekce virovych
Castic zalozena na prikazu genomu jednotlivych patogenu. Z toho divodu je nutné
pfed samotou detekci provést izolaci nukleovych kyselin. Za timto ucelem je ve vétsiné
pfipadl vyuzivano optimalizovanych komercnich izolaénich souprav. Jejich vybér je
vazan na dany typ matrice. V pfipadé pouZiti ,in house“ metod je velmi naro¢né dostat
pozadované reprodukovatelnosti a stalosti vysledku. V nékterych pfipadech vSak
mohou pfedstavovat finanéné méné narocnou alternativu (Hrdy & Vasickova, 2022;

Annex 2).

2.3 Detekce virovych agens

Tato disertacni prace se CasteCné zaméfuje na krok prvotniho zpracovani vzorku
(uvolnéni ¢i oddéleni virovych €astic od matrice a jejich dalSi zakoncentrovani), jejim
hlavnim cilem je vSak nasledny krok detekce. V souCasnosti je nejCastéjSim
a pravdépodobné i nejoptimalizované&jSim nastrojem detekce virovych castic v téchto
vzorcich metoda polymerazové fetézové reakce (PCR) sledovana v realném Case
(gPCR), v pfipadé RNA virl navic s pfedchazejicim krokem reverzni transkripce (RT).
Nicméné, i detekeni systémy zalozené na qPCR/RT-qgPCR maji sva uskali, jednim
z nejvyznamnéjSich je omezena moznost vytvaret multiplexni systémy. Z divodu
vzajemnych interakci jednotlivych sad primer( / sond a zejména také vzhledem k poctu
dostupnych fluorescennich znacdek ¢&i detekénich kanald neni mozné vytvaret
robustnéjsi systémy. V pfipadé multiplexnich qPCR metod vétSinou dochazi i ke

snizeni citlivosti s narustajicim poctem detekovanych cili (vzajemné nespecifické

6



interakce jednotlivych podsystémua a kompetice o reagencie). To mize predstavovat
vyznamny problém v pfipadé detekce virovych agens v potravinach a prostredi
z hlediska jejich nizké koncentrace v analyzovanych matricich (Bosch et al., 2018;
Huang et al.,, 2011; van Maarseveen et al., 2010). Pfekonat toto omezeni qPCR
umozniuje nové navrzena metoda pro detekci patogennich vird ve spoijitosti
s kontaminacemi potravin a prostfedi — multiplexni oligonukleotidova ligacni (MOL)
PCR s pfedchazejicim krokem RT v kombinaci s xXMAP technologii (,Multi-Analyte

Profiling“; Luminex Corporation, Austin, Texas, USA).

24 XMAP — MOL-PCR

Metoda MOL-PCR kombinuje multiplexni ligaci nékolika part specifickych sond
(MOLig) v pfitomnosti cilovych DNA molekul s naslednou amplifikaci ligovanych
produktl za vyuZziti singleplexni PCR s univerzalnimi primery (fluorescenéné znaceny
Jreverse” primer). Samotnou detekci téchto amplifikovanych produktl pak zajistuje
technologie xMAP (Hrdy et al., 2021; Reslova et al., 2019; Annex 1, 3).

Tento detekéni systém je schopen zpracovat pouze templat v podobé DNA
(vlastnosti ligaCniho enzymu). VétSina z vySe zminénych vird ma v8ak genom
v podobé RNA (NoV, HAV, HEV, RV). Z tohoto duvodu je prvnim krokem detekce
nutné provedeni RT. Tato reakce mlze probihat se smési specifickych reverznich
primer pro vSechny vybrané cile. Po provedeni reverzni transkripce nasleduje
samotna ligacni reakce. V ramci ligace je vyuzito dvou sond (MOLigo 1 a MOLigo 2)
specifickych pro kazdy cil. Jedna se o kratké oligonukleotidy, z nichZ jeden obsahuje
tzv. TAG sekvenci (24 bazi dlouha unikatni sekvence pro dany cil). Na koncich obou

MOLig jsou umistény vazebné sekvence pro univerzalni primery. Dulezitou roli hraje



5' konec MOLiga 1 a 3' konec MOLiga 2. Na téchto koncich se nachazi sekvence
komplementarni k vybranému cili (vybrana konzervativni ¢ast sekvence genomu

umoznujici specifickou identifikaci cile patogenu; viz Obr. 1).
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Obrazek 1. Liga¢ni sondy — MOLigo 1 a MOLigo 2. MOLigo = kratky parovy
specificky oligonukleotid / sonda; Rev primer = ,reverse” primer; Fw primer = ,forward*

primer; TAG = 24 bazi dlouha unikatni sekvence pro dany cil. Upraveno dle Hrdy et al.

(2021).

V pfitomnosti cilové molekuly DNA dochazi k nasednuti komplementarnich konct
obou MOLig na sousedici mista. Poté muze diky fosforylovanému 5' konci MOLiga 1
dojit k ligaci obou sond. Krok ligace je tedy kliCovym krokem detekce pfitomnosti cilové
molekuly / specifické sekvence v analyzovaném vzorku. Sekvence pro univerzalni
primery na obou koncich této nové vzniklé spojené molekuly nasledné umozni jeji
amplifikaci v ramci konvencéni PCR. Tyto univerzalni primery jsou spole¢né pro

vSechny ligované sondy, krok amplifikace tedy probiha uniformné pro vSechny



obsazené cile (minimalizace rizik amplifikacniho ,bias“ Ci ,cross-hybridization®).
,Reverse® primer pouZzity vtéto reakci je na svém 5' konci znacen fluorescencni
znackou (BODIPY-TMRX, Eurofins, Luxembourg, Lucembursko) umoziujici detekci

amplifikovanych molekul v nasledujicich krocich (viz Obr. 2).
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Obrazek 2. Zjednodusené schéma MOL-PCR. MOLigo = kratky parovy specificky
oligonukleotid / sonda; Rev primer = ,reverse” primer; Fw primer = ,forward“ primer;
TAG = 24 bazi dlouha unikatni sekvence pro dany cil; anti-TAG = 24 bazi dlouha

unikatni sekvence komplementarni k TAG sekvenci. Upraveno dle Hrdy et al. (2021).

Pro detekci znaCenych amplikonl slouzi sety magnetickych mikrosfér (6,5 um;

Luminex Corporation). Kazdy set téchto mikrosfér obsahuje ve svém polystyrenovém



jadfe rozdilny pomér dvou Cervenych barviv, to mu udava unikatni absorpcni / emisni
profil umozhujici vzajemné rozliSeni jednotlivych setl mikrosfér (celkem az 50 rliznych
kombinaci dostupnych pro MAGPIX™; Luminex Corporation). Mikrosféry jsou pokryty
kratkymi specifickymi oligonukleotidy, tzv. anti-TAGy, kdy kazdy set je pokryt pouze
jednim typem téchto anti-TAGU (Angeloni et al., 2018; Tang & Stratton, 2013).
Amplifikované ligované sondy se tak vramci nasledného provedeni hybridizacni
reakce navazi prostfednictvim svych TAG sekvenci ke komplementarnim anti-TAG
sekvencim na povrchu danych mikrosfér (mikrosféry s unikatnim spektralnim profilem

ur¢ené pro dany cil; viz Obr. 3).

znaceny produkt MOL-PCR

magneticka
mikrosféra

5|

Obrazek 3. Hybridizace produktu MOL-PCR na magnetické mikrosféry. MOL-PCR
= multiplexni oligonukleotidova liga¢ni polymerazova fetézova reakce; TAG = 24 bazi
dlouha unikatni sekvence pro dany cil; anti-TAG = 24 bazi dlouha unikatni sekvence

komplementarni k TAG sekvenci. Upraveno dle Hrdy et al. (2021).
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Nasledné je nutné magnetické mikrosféry roztfidit a odecist hodnotu fluorescence
navazanych amplikonl. Pro tento ucel slouzi pfistroj MAGPIX™ (viz Obr. 4). Pfistroj
vyuziva magnetu a dvojici diod. Mikrosféry jsou po vstupu do pfistroje zachyceny na
magnetu diky své magnetické vrstvé. Cervena dioda poté slouzi k rozlideni
jednotlivych setl mikrosfér dle jejich unikatnich spektralnich viastnosti (mikrosféry
s odpovidajicimi anti-TAGy urené pro dany cil). Zelena dioda dale slouzi k odecteni

intenzity fluorescenéniho signalu amplikonl navazanych na povrchu pfislusnych

mikrosfér.
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Obrazek 4. MAGPIX™ pfistrojové vybaveni. Autor fotografie: Jakub Hrady.
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3. Cile

Hlavni cile této disertaCni prace je mozné rozdélit do tfi tematickych okruhu:

1. Navrh a optimalizace metod pro prvotni zpracovani vzorkd ur€enych k detekci
virovych agens v poZadovanych matricich a jejich implementace do soucasné
rutinni laboratorni praxe.

2. Design a vytvofeni nového multiplexniho detekéniho systému zalozeného na
RT-MOL-PCR v kombinaci s xMAP technologii.

3. Optimalizace navrzeného detekéniho systému a jeho ovéfeni na realnych
vzorcich a v ramci provedenych mezilaboratornich testu.
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4. Vysledky

4.1 Metody prvotniho zpracovani vzorkl pro pozadované

matrice a jejich vyuziti v praxi
4.1.1 ,,.Smoothies” a ovocné / zeleninové st'avy

Pro matrice typu ovoce a zelenina je v akreditovanych laboratofich vyzkumné
skupiny Virologie potravin a prostfedi na Vyzkumném ustavu veterinarniho lékarstvi,
v.v.i. (VUVel) vBrn& zavedena metoda oplachu pufrem s vy$8i hodnotou pH
s naslednym zakoncentrovani polyethylenglykolem (PEG) a precipitaci roztokem
chloroformu a butanolu (Dziedzinska, Vasickova, et al., 2018; Moravkova et al., 2021;
Annex 5 a 8). Tento pfistup je zaloZzen na pomérné nedavno vzniklych a pravidelné
aktualizovanych normach (Anonymous, 2017, 2019). Zvlastni protokol vSak bylo nutné
optimalizovat v pfipadé nové matrice v podobé ovocnych / zeleninovych $tav
a ,smoothies”. Byla testovana fada v sou€asnosti pouzivanych a dostupnych metod
pro podobné matrice (ovoce/zelenina, voda). Jako experimentalné nejucinnéjsi
metoda bylo zvoleno smichani vzorku s fosfatovym pufrem o vysokém pH a jeho
nasledna centrifugace. Takto je ziskana peleta, ze které je mozné nasledné provést
samotnou izolaci DNA/RNA (Dziedzinska, Moravkova, et al., 2018a; Dziedzinska,

Moravkova, et al., 2018b; Annex 6 a 7).

4.1.2 Pitné, uzitkové a odpadni vody

Jako velmi obtizna se projevila separace virovych ¢astic ze vzorku riznych typu vod

(pitna, uzitkova a odpadni voda). Zde bylo jiz dfive otestovano nékolik metod
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vyuzivajicich filtraCnich kolon se sloupcem skelné sodnovapenaté vaty, komercné
dostupnych filtracnich systému (koncentraéni pipety; InnovaPrep, Drexel, Missouri,
USA), membranovych filtrd (celulose nitrate HA Millipore membrane, 0,45 um; Merck,
Darmstadt, Némecko) a dale i riznych flokulacnich roztokd (hovézi extrakt s glycinem,
odstfedéné mléko, roztok chloridu hlinitého; prezentovana, ale nepublikovana data).
Jako nejucinnéjSi metoda pro zpracovani vzorkl o velkém objemu (cca 10 L) se
osvédcila a byla zavedena metoda filtrace pfes negativné nabité membranové filtry
s naslednym srazenim eluatu pfi nizkém pH v roztoku hovéziho extraktu s glycinem
(Dziedzinska, Vasickova, et al., 2018; Annex 5). Pro vzorky s malym objemem (cca
500 ml), u kterych je tento pfistup aplikovatelny jen s vyrazné nizsi citlivosti, byla
zvolena a optimalizovana metoda pfimé organické flokulace roztokem hovéziho
extraktu s glycinem pfi nizkém pH (prezentované, ale prozatim nepublikované
vysledky).

Vyrazné problematickou matrici pfedstavuji vzorky odpadnich vod, jejichZ analyza
je zadouci z davodu vytvoreni prediktivniho nastroje pro sledovani vyvoje epidemie
nového koronaviru SARS-CoV-2. Tyto vzorky se vyznacuji vyrazné vysSim podilem
pevné slozky a jejich zpracovani standardnim postupem proto neni vhodné. Rovnéz
jsou nutna zvySena bezpecCnosti opatfeni, ktera s sebou pfinasi fadu omezeni.
Z tohoto duvodu byla vytvofena nova separacni metoda vychazejici z technik pro
zakoncentrovani roztoku s vyuzitim smési PEG a chloridu sodného (NaCl; Masclaux
et al., 2013; Zhang et al., 2020). Vzorky jsou smichany se smési PEG 6000 (SERVA
Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Némecko) / NaCl (Sigma-Aldrich) ve formé
roztoku nebo prasku (40 g PEG 6000 a 8,8 g NaCl / 500 ml vzorek odpadni vody).

Nasleduje inkubace vzorku pfi chladniCkové teploté (+ 4 °C) po dobu 12-16 hodin,
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centrifugace a resuspendace ziskané pelety ve fosfatovém pufru, ze kterého je

provedena izolace DNA/RNA (Annex 21).

4.1.3 Vyuziti metod prvotniho zpracovani vzorkt v praxi

VySe uvedené separacni metody byly po své fadné optimalizaci spolu s jiz ostatnimi
zavedenymi protokoly pouzity pro testovani Sirokého spektra potravinovych matric
a vzorkd prostfedi v laboratofich Virologie potravin a prostfedi (VUVel). Finalni
detekce patogennich virovych agens probéhla za vyuziti nékolika systémuU zalozenych
na qPCR/RT-gPCR. Toto testovani probihalo v ramci monitorovani vyskytu virovych,
bakterialnich a parazitarnich agens v danych matricich. Ziskané dilCi vysledky byly
zverejnény ve spoluautorskych publikacich.

V ramci studie Dziedzinska, Vasickova, et al. (2018; Annex 5) se podafilo detekovat
pFitomnost genomu humannich NoV u 1,3 % vzorkl jahod odebranych pfimo z farem
na Uzemi CR (celkem 156 vzorki) a u 1,4 % testovanych vzorkd jahod z trzni sité
(celkem 70 vzork(; 45 vzork(i s pvodem v CR, vyjma testovanych farem, a 25 vzork(i
s pavodem v jinych statech EU), u vzork( prostfedi (celkem 241 vzorku) byla
zachycena pozitivita na NoV u 2,1 % vzorku (ruce pracovnikd, toalety, vzorky vod).

V publikacich Dziedzinska, Moravkova, et al. (2018a); Dziedzinska, Moravkova, et
al. (2018b; Annex 6 a 7) byly prezentovany vysledky testovani ovocnych / zeleninovych
Cerstvych Stav a ,smoothies na pfitomnost patogennich agens. Celkem bylo
otestovano 80 ruznych vzorkd z Uzemi hlavniho mésta Prahy. V tomto pfipadé vSak
pfitomnost virovych puvodcl gastrointestinalnich onemocnéni prokazana nebyla.
V 1/5 vzork( byla detekovana jen bakterialni ¢i parazitarni agens (Staphylococcus

aureus, Yersinia enterocolitica, Cryptosporidium sp. a Giardia Lamblia).
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V ramci studie Moravkova et al. (2021; Annex 8) bylo analyzovano 175 vzorku
erstvé sklizené zeleniny, mrazené zeleniny a klick( s pavodem v CR nebo jinych
evropskych zemich na pfitomnost bakterialnich, virovych a parazitarnich agens.
Z celého souboru byla v 1,1 % vzork( detekovana pfitomnost genomu NoV, jednalo
se o vzorky rukoly a mrazenych zeleninovych smési.
covid-19) objevila pfilezitost testovat vzorky odpadnich vod z rliznych fazi procesu
zpracovani Cistiren odpadnich vod. V tomto pfipadé bylo nejdfive vyuZito vySe
zminéné metody pfimé organické flokulace pro analyzu vzork(l vod malého objemu.
Specificky charakter této matrice si vSak vyzadal zavedeni zcela nového, Casové méné
naroného zplsobu zpracovani vzorku. Za timto uCelem byla vytvofena
a optimalizovana vySe popsana metoda separace virovych ¢astic pro tento typ vzorkd,
jez vySla i v podobé aplikovaného vysledku ve formé schvalené metodiky (Annex 21).
Pravidelné testovani vzorkll odpadnich vod na pfitomnost tohoto agens muze slouzit
jako dulezity epidemiologicky ukazatel. Existuje zde totiz pfedpoklad, Ze narUstajici
detekce nového koronaviru (resp. jejich genomu) v odpadnich vodach pfedchazi
vypuknuti jednotlivych vin epidemii. Prace na tomto projektu stale probihaji,
v pravidelnych intervalech jsou analyzovany vzorky zrlznych fazi probihajici
epidemie, a sbér a vyhodnoceni dat tak nejsou ukonceny. Nicméneg, predbézné
vysledky, které byly doposud shromazdény, potvrzuji vySe zminény predpoklad
korelace. Tyto unikatni vzorky odpadnich vod jsou také analyzovany na pfitomnost

dalSich virovych agens (NoV, HAV, AdV; prozatim nepublikovana data).
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4.2 Detekce virovych agens

V souCasnosti optimalizované a zavedené RT-gPCR nebo gPCR systémy
pouzivané na pracovisti Virologie potravin a prostfedi ve VUVel predstavuji
dostatecné citlivy a specificky nastroj pro detekci vybranych patogennich virovych
agens. Do urcité miry umoznuiji i tvorbu multiplexnich systéma, kdy je mozné stanovit
vice cill, v€etné zahrnuté vnitfni amplifikacni kontroly (IAC). Kontrola celého procesu
analyzy vSech vzorkl na tomto pracovisti je zajiSténa prostiednictvim cilené
kontaminace pred zaCatkem zpracovanim vzorkd za vyuziti kontroly v podobé& uméle
pfipravenych virovych Castic (Mikel et al., 2015; Mikel et al., 2016). Nicméné, pravé
moznost vytvaret multiplexni systémy je u RT-gPCR/gPCR vyrazné omezena. Pocet
cili v ramci jednoho systému je limitovan poétem dostupnych fluorescenénich znacek
/ detek&nich kanall. Z tohoto duvodu byla vyvinuta a optimalizovana nova detekéni
metoda, ktera je schopna tyto limitace RT-gPCR/gqPCR obejit. Jedna se o metodu
kombinujici MOL-PCR s detekénim systémem xMAP (Luminex Corporation). Diky této
metodé je mozné nejen navysit pocet detekovanych patogenu v ramci jedné reakce,
ale i vyuzit vice cilt v ramci jednotlivych sledovanych patogend. Jak jiz bylo zminéno,
nékteré z uvedenych virll podléhaji velmi rychlym genetickym zménam, vice cilt tak

snhizuje pravdépodobnost faleSné negativnich vzork.

4.2.1 Optimalizace protokolu pro xMAP — MOL-PCR

Technologie xMAP vznikla na po€atku 21. stoleti. Prvni aplikace se objevily jiz
vroce 2004 (Biagini et al., 2004). Nejedna se tedy o prevratné novou technologii.

Noveéjsi je v8ak jeji aplikace v kombinaci s multiplexni ligacni reakci (Thierry et al.,

2013; Wuyts et al.,, 2015), zejména optimalizace celého procesu, zavedeni na
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pracovisti VUVelL a validace celého systému (Hrdy et al., 2021; Reslova et al., 2019;
Annex 1 a 3). Puvodni xMAP technologie je vyuzivana pfredevSim pro detekci
a analyzu proteind, jeji pouziti pro analyzu nukleovych kyselin je vyrazné limitované,
a to jak dostupnymi technickymi materialy, tak i po¢tem realnych aplikaci a uzivatel(
(Angeloni et al., 2018). Aplikace této technologie ve spojeni s MOL-PCR pro detekci
patogennich virovych agens (detekce jejich genomu), ktera se poji s kontaminacemi
potravin a prostfedi je zcela unikatni.

B&hem poslednich let byl na pracovisti VUVel testovan a nasledné aplikovan
nespodet optimalizaci protokolu pro xMAP — MOL-PCR / xMAP — RT-MOL-PCR. Rada
z nich vedla k ¢asové a materialni uspofe nebo k celkovému sniZeni pracnosti celého
procesu. VétSina téchto modifikaci byla provadéna pro maximalizaci ziskaného
detekéniho signalu oproti signalu pozadi a v ramci zjednodu$eni celého protokolu pro

jeho snadnou adaptaci do béZzného laboratorniho provozu.

4211 Ligace

V ramci ligaéni reakce bylo béhem optimalizaci testovano nékolik parametru.
Dulezitou roli hrala volba ligaéniho enzymu. Dale byly testovany i rdzné teplotni
protokoly pro pribéh ligace a doba jejich trvani nebo design, koncentrace a vzajemné
poméry jednotlivych MOLig €i celkovy objem reakce (Hrdy et al., 2021; Reslova et al.,
2019; Annex 1 a 3).

Na zacatku optimalizaci byla prvnim nutnym krokem separace liga¢ni reakce od
nasledné singleplexni PCR. | kdyZ jsou zde nezpochybnitelné vyhody provedeni
vramci jedné zkumavky (jednoduchost, pracnost a riziko moznych kontaminaci),

nevyhody tohoto uspofadani prozatim pfevladaji (vzajemna interakce jednotlivych
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slozek smési ¢i omezena moznost kontroly jednotlivych krokd; Hrdy et al., 2021;
Reslova et al., 2019; Annex 1 a 3; Deshpande et al., 2010; Stucki et al., 2012; Walker
et al., 1992).

DalSim dulezitym parametrem ligace je i koncentrace jednotlivych MOLig. Na
zakladé predchozich publikovanych aplikaci byly testovany koncentrace 10 000, 1 000
50, 10, 5 a 1 nM, jako optimalni se ukazala koncentrace 5 nM. V tomto pfipadé bylo
dosazeno nejlepSiho poméru mezi hodnotou signalu pozitivniho vzorku a hodnotou
signalu pro negativni kontrolu (Reslova et al., 2019; Annex 3). Kromé koncentrace par(
MOLig v reakci byl testovan i pomér jednotlivych MOLig (MOLigo 1 : MOLigo 2) v ramci
paru. V pripadé testovani jen jednotlivych systému bylo experimentalné prokazano, ze
nadbytek MOLiga 1 oproti MOLigu 2 (4:1), vede k potlaceni signalu pozadi. Nicménég,
v pfipadé, Ze reakce probihala v multiplexnim provedeni (nékolik rdznych paru
MOLig), tento vyhodny efekt zcela vymizel. Nadbytek MOLiga 1 jednoho systému byl
ziejmé vykompenzovan pritomnosti MOLig 1 systému ostatnich (nepublikovana data).

Kromé vySe zminénych parametrd ligace tykajicich se MOLig bylo testovano
i umisténi specifické TAG sekvence. NejlepSich vysledkl bylo dosazeno v pfipadé jeji
polohy na MOLigu 2 (Hrdy et al., 2021; Reslova et al., 2019; Annex 1 a 3). Roli zde
ziejmé& hraje vzdalenost fluorescencniho znafeni navazaného produktu od
magnetické mikrosféry (rozliSeni a interakce signalu; nepublikovana data).

Pokud jde o volbu ligacniho enzymu, byl zvolen takovy, ktery mél v danou dobou
nejvyssi deklarovanou ucinnost a pfesnost a zaroven byl komeré&né dostupny (Hifi Taq
DNA Ligase; New England BiolLabs, Ipswich, Massachusetts, USA). V pfipadé
testovani jiného enzymu (Ampligase; Epicentre, Madison, Wisconsin, USA), ktery byl

vr wvivos

k navySeni hodnot signalu pozadi, coz by vedlo k nepouzitelnosti jednotlivych
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detekcnich systému. (Reslova et al., 2019; Annex 3). Kromé jednotlivych reakcnich
komponent byly testovany ipodminky, za kterych ligace probiha. Jednou
se blizi teplotam tani MOLig zajiStuji vysSi stringenci (Barany, 1991). Stejné tak bylo
brano v potaz i doporu€eni vyrobce pro dany enzym a jeho optimalni podminky. Jako
nejvyhodnéjSi se ukazala teplota ligace 59-60 °C. DalSim testovanym parametrem byla
doba trvani a cyklovani ligacni reakce. Jako optimalni byl zvolen delSi protokol ligace
zahrnujici cyklovani (denaturace 10 min pfi 95 °C, 20 cykli po 30s pfi 95°C a 1 min
pfi 60 °C), oproti kratSimu protokolu bez cyklovani (denaturace 5 min pfi 95 °C a 60 °C
po 15 min). KratSi protokol bez cyklovani vedl ke vzniku nespecifickych produktd

a narustu signalu pozadi (Reslova et al., 2019; Annex 3).

421.2 PCR

Pro nasledujici singleplexni PCR reakci byly testovany rizné dostupné komeréni
smési, teplotni protokoly reakce, koncentrace a vzajemné poméry univerzalnich
primeru, koncentrace iont a celkovy objem reakce (Reslova et al., 2019; Annex 3).

Z divodu reprodukovatelnosti a stalosti vysledkd bylo vyuzito pouze komeréné
dostupnych kompletnich reakénich smési. Celkem bylo testovano 6 riznych smési.
Tento vybér zahrnoval i smési jiz dfive vyuzité pro podobné aplikace - HotStarTag DNA
Polymerase (Qiagen, Hilden, Némecko; 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). NejlepSiho vysledku bylo dosazeno
s pomoci EliZyme HS Robust mix (Elisabeth Pharmacon, Brno, Ceska republika).
Kromé nejlepSiho poméru hodnoty signalu pozitivniho vzorku a hodnoty signalu
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negativni kontroly je vyhodny i reakéni protokol pro tuto smés, ktery je Casové méné
narocny, oproti ostatnim dostupnym alternativam (Reslova et al., 2019; Annex 3).
Kromé vhodné reakéni smési byla testovana i koncentrace a vzajemny pomér
univerzalnich primerq, jejichz sekvence byly pfevzaty od Thierry et al. (2013). Byly
testovany nasledujici poméry a koncentrace primert: 0,125 / 0,5 uM; 0,25 / 1 uM;
0,0625/0,25uM; 0,05/ 2,5uM a 0,25/ 0,25 pM (,forward“ primer / ,reverse“ primer).
Nadbytek ,reverse“ primeru byl pouzit ztoho ddvodu, aby vznikal i nadbytek
fluorescentné znaCenych produktl (princip asymetrické PCR), jejichz signal je
nasledné po hybridizaci na magnetické mikrosféry detekovan. Jako nejvhodnéjsi byla
experimentalné ovéfena koncentrace univerzalnich primerd 0,0625 / 0,25 uM
(,forward® primer / ,reverse* primer). Oproti uniformni koncentraci obou primert bylo

dosazeno vyrazné vysSich hodnot fluorescence (Reslova et al., 2019; Annex 3).

4.21.3 Hybridizace

Optimalizace faze hybridizace produktu singleplexni PCR na magnetické mikrosféry
zahrnovaly teplotni protokol reakce, slozeni hybridizaCni smési, testovani minimalni
koncentrace pouzitych mikrosfér a testovani komeréné dostupnych mikrosfér s jiz
potazenymi anti-TAGy oproti ,in house* potazenym mikrosféram. Jednim
z nejvyznamnéjSich aspektl celé metody je i zplsob signalizace resp. znaceni
detekovanych produktd (Hrdy et al., 2021; Reslova et al., 2019; Annex 1 a 3).

Tradi¢ni aplikace xMAP technologie pro pfistroj MAGPIX ve vétSiné pfipadu
vyuzivaji streptavidin, R-Phycoerythrin konjugat (SAPE) a jeho afinity k biotinu, ktery
nesou detekované molekuly. SAPE ma teoreticky poskytovat nejvyssi hodnoty signalu
fluorescence s minimalnim signdlem pozadi (Angeloni et al., 2018). V ramci

optimalizaci bylo kromé& znaCeni SAPE dale otestovano celkem 6 rdznych
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fluorescencnich znaceni: HEX, TAMRA, BODIPY-TMRX, DY480, Cy3 a Alexa
Fluor532. NejlepSich vysledkl bylo dosaZeno s vyuZitim SAPE. Nicméné, tento
zpUsob znageni ma podstatné nevyhody. Vysoké hodnoty signalu vykazuji vyraznou
variabilitu. DalSi problém je v narocném provedeni znaceni, které vyZaduje Fadu
inkubacnich a promyvacich krokd, které kromé ¢asové a materialni naro¢nosti i zvySuji
riziko mozné kontaminace. Oproti dalSim alternativnim moZnostem znaceni je navic
fluorescen¢ni znaceni ,reverse“ primeru. Hned po SAPE dosahovalo nejlepSich
hodnot znacCeni BODIPY-TMRX, coz nekorespondovalo s doporu¢enim ostatnich
fluorescencnich znaceni, které mély teoreticky poskytovat znatelné lepSi hodnoty
(Angeloni et al., 2018; Reslova et al., 2019; Annex 3).

Takika vSechny soucCasné aplikace vyuzivaji v ramci implementace xMAP
technologie komeréné dostupné mikrosféry sjiz navazanymi specifickymi
oligonukleotidy (TAGy/antiTAGy) - MagPlex-TAG Microspheres a MicroPlex
Microspheres (Luminex Corporation). V tomto pfipadé odpada nutnost provadét
vlastni potahovani mikrosfér. V ramci optimalizacnich experimentt bylo provedeno
srovnani vysledkl ziskanych za vyuZziti komeréné dostupnych jiz potazenych mikrosfér
a mikrosfér, jejichz potazeni bylo provedeno tzv. ,in-house“ metodou. MagPlex
Microspheres (12,5 x 10% mikrosfér/ml; Luminex Corporation) byly potaZzeny anti-TAGy
podle nové zavedeného protokolu vychazejiciho z ,Bio-Plex Bead Coupling protocol*
(Bio-Rad, Hercules, Kalifornie, USA). Béhem tohoto srovnani bylo zjisténo, Ze
s pouzitim komeréné dostupnych potazenych mikrosfér nelze dosahnout ani poloviéni
sily fluorescenéniho signalu, ktery je detekovan pfi pouziti mikrosfér, které byly
potazeny ,in-house“ metodou (Reslova et al., 2019; Annex 3). Kromé zpusobu

potaZeni mikrosfér hraje dileZitou roli i jejich koncentrace v hybridizaéni smési,
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respektive jejich pocet ve finalnim roztoku pro analyzu. V ramci prvotnich optimalizaci
bylo testovano mnozstvi 350, 750, 1 000, 1 500, 2 500, 3 500, and 5 000 mikrosfér na
reakci s nutnou podminkou minimalné 50 detekovanych mikrosfér ve vzorku. Jako
optimalni bylo stanoveno mnozstvi mikrosfér ve vzorku na 2 500 (sila fluorescencniho
signalu pozitivnich vzorkl a negativnich kontrol, dostateCny pocCet detekovanych
mikrosfér; Reslova et al., 2019; Annex 3). Po provedeni dalSich optimalizaci a upravy
protokolu pro hybridizaci byl poCet mikrosfér nutnych pro spravny pribéh analyzy ve
100 % pripadd stanoven na 1 250. Tato uprava vedla ke snizeni celkové finanéni
naro¢nosti metody, jelikoz mikrosféry pfedstavuji jednu z nejdrazSich materialnich
poloZek celého systému (Hrdy et al., 2021; Annex 1).

Protokol, za kterého probiha samotna hybridizace i nasledné slozeni a aplikace
analyzacniho pufru byl plvodné pfevzat z Deshpande et al. (2010); (Reslova et al.,
2019). DalSi experimenty béhem tvorby detekéniho panelu pro patogenni virova agens
vSak vedly k dalSim modifikacim, kdy se jako nejvhodné&jSi protokol pro hybridizaci
osvedcil standardni protokol zxMAP Cookbook (Angeloni et al., 2018) puvodné uréeny
pro hybridizaci se SAPE. Hybridizace tedy probiha pfi 96 °C po 90 s a naslednych

37 °C po dobu 30 min (Hrdy et al., 2021; Annex 1).

4214 MAGPIX analyza

Pro finalni analyzu na pfistroji MAGPIX bylo nutné vytvofit protokol pro udrzbu
a kalibraci pfistroje (volba promyvacich a nosnych roztoku a vybér vhodného software)
vyhovujici pouzivané aplikaci. Bylo testovano i nékolik laboratornich plastu, ve kterych
probiha samotna analyza vzorkd, a sloZzeni a mnozstvi analyza¢niho roztoku. V8echny
tyto aspekty meély znaény vliv na pribéh a finalni vysledky celé analyzy (nepublikovana

data). Kromé toho bylo nutné vytvofit i metodiku pro vyhodnoceni ziskanych surovych
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dat, ktera bude dostatecné jednoducha na provedeni a zaroven poskytne jednoznacné
stanoveni pozitivity ¢i negativity testovanych vzorkd (Hrdy et al., 2021; Reslova et al.,
2019; Annex 1 a 3).

Pro vyhodnoceni ziskanych vysledkl bylo v ramci prvotnich optimalizaci vyuzito
dvou kritérii. Hodnota medianu intenzity fluorescence (MFI) pro analyzovany vzorek
musela dosahovat minimalné 200 a jeji pomér k hodnoté MFI pro pfisluSnou negativni
kontrolu musel byt minimalné 4 (Reslova et al., 2019; Annex 3). Tento zpusob
hodnoceni ziskanych dat se vSak neosvédcil v ramci hodnoceni vysledkl ziskanych
pfi tvorbé detekéniho panelu pro patogenni virova agens. Jeho pouziti by v tomto
pfipadé vyrazné zvySilo pocet faleSné negativnich vzorku. Z tohoto divodu byl pro
vyhodnoceni ziskanych dat zvolen odlidny pfistup. Vzorek je vyhodnocen jako pozitivni
v pfipadé, Ze jeho hodnota MFI po odecteni hodnoty MFI negativni kontroly (signal

pozadi) pfekracuje hodnotu 50 (Hrdy et al., 2021; Annex 1).
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4.2.2 Konstrukce panelu pro detekci virovych agens spojenych

s kontaminacemi potravin a vodnich zdroju

Prvni optimalizace celého systému byly provadény na bakterialnich a parazitarnich
agens (Reslova et al., 2019; Annex 3). Jiz béhem téchto optimalizaci v8ak byly
provadény prace na konstrukci detekCniho panelu pro vybrana cilova virova agens.
Konkrétné se jedna o kombinaci systémlu zaméfrenych na prikaz specifickych oblasti
genomu vird HAV, HEV (genotyp 1 a 3; HEV-1, HEV-3), NoV Gl a GllI, AdV 40/41
a RVA.

Vyuziti kombinace xMAP technologie a MOL-PCR pro vytvareni detek&nich
systému pro viry ma oproti systémum pro bakterie Ci parazity ur€ita specifika. Je
nezbytné zavést a optimalizovat podminky nutné RT (v€etné navrhu specifickych
reverznich primerq), jelikoz nékteré viry maji svij genom v podobé RNA. Pokusy
o navrhy a utilizaci sond, které by nasedaly pfimo na cilovou RNA, totiz prozatim
nebyly Uspésné i pres pouziti vhodného ligaéniho enzymu (SplintR® Ligase, New
England BiolLabs; nepublikovana data). DalSi vyzvu pFedstavuje ponékud vysSi
variabilita genomu u vybranych virovych agens. Vyhledavani dostatecné
konzervovanych a dlouhych usekl a navrhovani funkénich pari MOLig, které spliuji
pozadovana kritéria (tvorba vlasenek, teploty tani, tvorba dimerd, obsah G/C) je
pomeérné narocné.

V soucasnosti je na pracovisti Virologie potravin a prostfedi jiZ vytvofen a zaveden
fungujici multiplexni detekéni panel (8 riznych pard MOLig / cill) zahrnujici vSechny
vySe uvedené patogeny a navic i systém pro vnitini kontrolu analyzy. Systémy pro
jednotlivé patogeny byly publikovany v podobé 5 certifikovanych metodik (Annex 12,
13, 14, 15 a 16) a cely detekCni panel vySel v podobé prototypu (Annex 9). Funk&nost

a aplikovatelnost detekéniho panelu byla testovana na Sirokém spektru realnych
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biologickych vzorki a navic i ovéfena provedenim mezilaboratornich testu
v nezavislych partnerskych laboratofich (Veterinarni a farmaceuticka univerzita Brno,
Vojensky veterinarni ustav - Hlu€in a Vojensky zdravotni ustav — Odbor biologické
ochrany — Téchonin). Vyvoj, optimalizace a verifikace tohoto panelu zaméfeného na
viry kontaminujici potraviny, vodni zdroje a prostfedi byly publikovany v Hrdy et al.
(2021; Annex 1). Limit detekce této metody byl stanoven na 5 x 10° (AdV, HEV a RVA)
a5 x 10" (HAV, NoV) genomovych ekvivalentd v reakci. Vytvofeny diagnosticky panel
tak ma potencial slouzit nejen pro vyzkumné ucely, ale i jako stézZejni nastroj v rutinni

analyze komeréné testovanych vzorkd.

4.2.3 Design systému pro detekci dalSich vybranych virovych

a bakterialnich agens

Kromé vySe zminéného panelu zaméfeného na detekci vird spojenych
s kontaminovanymi potravinami ¢i vodnimi zdroji bylo v ramci vyvoje a optimalizace
metody xXMAP — MOL-PCR vytvoreno i nékolik dalSich doprovodnych systému cilenych
na detekci vybranych bakterialnich a dalSich virovych agens. Tvorba téchto
doprovodnych systému vedla k dalSimu ovéreni funkénosti a aplikovatelnosti navrzené
metody.

V ramci spoluprace s Armadou Ceské republiky byl vytvofen panel pro detekci
bakterii, které jsou teoreticky vyuziteIné pro tvorbu biologickych zbrani. Konkrétné se
jedna o Bacillus anthracis, Yersinia pestis, Francisella tularensis, and Brucella spp.
(Jelinkova et al., 2020; Annex 4). Tento detekéni systém byl publikovan i jako
aplikovany vysledek ve formé prototypu (Annex 11).

Pokud jde o detekci virll, byl vytvofen systém pro detekci bovinniho herpesviru 1

(Annex 17), viru reprodukéniho a respiracniho syndromu prasat (Annex 18), viru
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praseci chfipky (Annex 19) a nového koronaviru SARS-CoV-2 (Annex 20). VSechny
tyto systémy byly vydany jako aplikované vysledky ve formé certifikovanych metodik.
Kromé toho byl vytvofen i panel pro detekci puvodcl respiracnich onemocnéni —
chfipky typu A, chfipky typu B a covid-19, ktery byl vydan jako aplikovany vysledek ve

formé prototypu (Annex 10).
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5. Zaver a diskuze

Viry spojované s kontaminovanymi potravinami, vodnimi zdroji a prostfedim
predstavuji z |ékarfského a ekonomického hlediska vazny problém. Jsou takrka
vSudypfitomné a jejich vyznam a rizika s nimi spojena jsou i pfes pokroky v poslednich
letech stale podhodnoceny. Nicméné, jsou zde urcité tendence zavadét mechanismy
pro kontrolu pfitomnosti téchto patogennich agens a rovnéz provadét opatfeni pro
minimalizaci rizik pfipadnych kontaminaci vodnich zdroja, potravin a prostiedi jejich
zpracovani. V pfipadé téchto kontrolnich mechanismu, stejné jako pfi jiz existujicim
podezieni na moznou kontaminaci, je nutné mit k dispozici dostatecné optimalizované
a spolehlivé metody detekce pro jeji v€asnou identifikaci.

V poslednich letech jsou v pfipadé kontaminace potravin a vodnich zdroji nejCast8;ji
diskutovany NoV, HAV, HEV, AdV a RV. Zvlastni pozornosti se dostava zejména

novému koronaviru SARS-CoV-2.

Vv s

tomu v pfipadé klinickych vzorkua. Virové Castice se v téchto typech vzorkd vyskytuji
vétSinou ve velmi nizkych koncentracich a navic je zde i Casta pfitomnost vysokych
koncentraci ruznych latek inhibujicich detekéni metody. Existuje nespocet rlznych
pristupll, technik a metod pro analyzu tohoto typu vzorkd vykazujicich rdznou miru
ucinnosti. Tato nejednotnost, spolu s absenci standardizovanych metodik je jednim ze
stéZejnich problému této oblasti. V soufasnosti jsou dostupné standardizované
metody pouze pro detekci NoV a HAV a pro omezené typy vzorku (zelenina, drobné
ovoce, stéry povrchu potravin a povrcha pro styk s potravinami, mizi a balena voda;
Anonymous, 2017, 2019). Z tohoto divodu je v pfipadé potieby povétSinou nutné
experimentalné ovéfit Siroké spektrum moznych potencialné vhodnych metod na
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konkrétni pozadované matrici / patogenu a na zakladé ziskanych dat pak nasledné

zvolit tu nejvhodné;jsi.

V ramci této disertani prace byly provedeny experimenty a studie, kdy byly rizné
vzorky vod, potravin a prostfedi testovany na pfitomnost pfislusnych patogennich
virovych agens za ucCelem zjisténi rozsahu jejich vyskytu. Bylo zapotfebi vytvofit
a optimalizovat zcela nové metody pro extrakci virovych €astic ze vzorkd riznych typu
vod (pitné, uzitkové a odpadni) a ovocnych a zeleninovych stav ¢i ,smoothies”. Spolu
s ostatnimi jiz zavedenymi byly tyto metody adaptovany pro rutinni potfeby laboratofe
Virologie potravin a prostfedi ve VUVeL. Pro samotnou detekci t&chto agens je zde
vyuzivano fady optimalizovanych systémi qgPCR/RT-qPCR. Tyto systémy umozniuji
dostatecné citlivou a specifickou detekci konkrétniho useku virového genomu.
Nicméné, jejich vyznamnou nevyhodou je omezena moznost vytvaret multiplexni
systémy. Limitovany pocet detek&ni kanalll / fluorescencnich znacek totiz neumozniuje
vytvaret dostateCné robustni systémy. PovétSinou jsou vramci jedné analyzy
detekovany maximalné 3 az 4 cile/sekvence (Anonymous, 2017, 2019; Vasickova et
al., 2012; Wong et al., 2008). S narustajicim poctem cild navic vétSinou dochazi
i k poklesu citlivosti metody (interference jednotlivych setl primer(, mimocilové
interakce Ci vyCerpani reagencii). Tento fakt mize predstavovat problém v pfipadé
detekce zminénych patogennich virovych agens vyznacujicich se velmi nizkou
infek&ni davkou (Bosch et al., 2018; Huang et al., 2011; van Maarseveen et al., 2010).
Z tohoto divodu byl na tomto pracovisti vytvofen a zaveden novy systém vyuzivajici
XMAP — RT-MOL-PCR. Tato nova metoda umoznuje vytvaret oteviené robustni panely
slouzici k detekci nékolika patogennich agens souc€asné, a tim obejit zminéné limity
gPCR systému. Pouzitelnost této metody byla ovéfena na realnych vzorcich a rovnéz

v ramci nezavislych mezilaboratornich kruhovych testl. Bylo dosazeno specifity
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a citlivosti srovnatelné s gPCR systémy (jednotky ¢&i desitky genomovych ekvivalentl
v izolované DNA/RNA v reakci). Tato metoda tak pfedstavuje spolehlivy, dostatecné
specificky a citlivy nastroj detekce virll spojenych s kontaminacemi potravin, vodnich
zdroju a prostredi.

V budoucnu je mozné provést dalSi optimalizace zde prezentované metody
multiplexni detekce. Jednou z moznych je nahrada ligaCniho enzymu, ktery
predstavuje jednu z nejvice ekonomicky naro¢nych poloZzek celé analyzy vzorku.
V soucasnosti v8ak prozatim nebylo mozné zvolit levnéjsi a pfitom stejné spolehlivou
ligazu, ktera by vyhovovala dané aplikaci. Kromé zmény liga¢niho enzymu je dalezitou
otazkou i volba smési pro provedeni singleplexni PCR. V sou€asnosti pouzivany
komerCni produkt (Elizyme) neumozniuje pracovat suracilem a uracil DNA
glykosylazou, jejichz vyuziti je vyhodné pro minimalizaci rizik kontaminace vzorku
produkty PCR. Stejné jako v pfipadé ligazy v8ak prozatim nebylo mozné dosahnout
stejné kvalitnich vysledkd s zadnym jinym testovanym enzymem &i kompletni smési
pro PCR. Testovani téchto dvou parametrl Ize spojit v ramci teoreticky mozného
provedeni celé analyzy vramci jedné jediné zkumavky. Takova uprava by vedla
k materialni a Casové uspofe a ke zjednoduSeni celého procesu, nicméné,
proveditelnost této zmény a pfipadna citlivost vysledné metody jsou diskutabilni. DalSi
moznost optimalizace predstavuje obména designu ligacnich sond. Je mozné je
navrhnout tak, aby v pfitomnosti detekovaného cile doslo k jejich cirkularizaci. Toto je
kombinovano s naslednym oSetfenim vzorku zajiStujicim degradaci vSech linearnich
DNA (Boland et al., 2018), coz by mohlo vést k menSim interferencim a ve vysledku

tedy i k nizSim detekovanym hodnotam pozadi.
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