Detekce rotaviru A (RVA) ve vzorcich odpadnich vod

1. Extrakce RNA

Celkova RNA byla extrahovéna ze 100 pl odpadni vody (dodany vzorek) pomoci TRI Reagent
(Sigma, St. Louis, Mo, USA) podle pokyn(i vyrobce. Vysledna RNA byla rozpusténa ve 100 pl
dH,O0.

2. RT-gPCR

Pro detekci rotaviru A byl zvolen genovy segment NSP3 kddujici nestrukturni protein NSP3
lokalizovany v cytoplazmé infikovanych bunék. Gen NSP3 je geneticky konzervovany a
pfedstavuje stabilni cil pro detekci rotavird A.

Reverzné-transkripéni kvantitativni PCR byla provedena na pfistroji Roche LightCycler 480 za
pouziti kitu Luna Universal Probe One-Step RT-qPCR Kitu (New England Biolabs, USA) podle
pokynd vyrobce. PouZité primery a proba viz Moutelikova a kol. (2018).

Kvantifikace RVA ve vzorcich odpadni vody byla provedena za pouZziti standardu, kterym byla
kultura RVA (kmen OSU) dfive kvantifikovand metodou poéitani virovych ¢astic v zorném poli
transmisniho elektronového mikroskopu (Malenovska, 2013).

3. Vysledky kvantifikace

Cp Pocet vir. ¢astic v 1 pl vzorku
Vzorek €. 1 (pred filtraci) 29,08 1,69 x 103
Vzorek &. 2 (pted filtraci) 29,24 1,51 x 10°
Vzorek €. 3 (po filtraci) - nedetekovano
Vzorek €. 4 (po filtraci) - nedetekovano
Negativni kontrola - nedetekovano

Pocet virovych &astic je stanoven v 1 pl zaslaného vzorku, ktery byl ve vasi laboratofi
zakoncentrovan. Pivodni koncentraci v surové odpadni vodé je nutno pfepocitat.
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