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1.0VOD

Péstovani rybizu, ktery patii do skupiny ovocnych plodin ,,drobné ovoce®, ma
v Ceské republice dlouholetou tradici. Pfestoze neni dominantnim druhem této
skupiny, zaslouzi si pozornost, a to vzhledem k tomu, Ze je vyznamnym druhem
ovocnych dfevin péstovanych v produkénich vysadbéch i drobnymi péstiteli. V roce
2019 byla plocha plodnych produkénich vysadeb cerveného a bilého rybizu 534 ha
a ¢erného rybizu 320 ha. K 15. 6. 2019 bylo z téchto ploch celkem sklizeno 1214 t
¢erveného a bilého rybizu a 264 t ¢erného rybizu. V roce 2018 se vyprodukovalo
celkem 381 670 $kolkarskych vypéstka rybizu (Buchtova 2019).

Vyznam péstovani rybizu je v produkci nutri¢né vysoce hodnotného ovoce
urceného zejména pro potravinaisky primysl, kde ho lze vyuzit jednak pro piimy
konzum a déle pak v konzervarenském, mrazirenském a ndpojovém pramyslu. Rybiz
patfi mezi dulezité zdroje vitaminii a esencialnich mineralnich latek. Soural et al.
(2019) testovali obsah kyseliny L-askorbové a antioxidacni kapacitu v ovocnych
$tavach. Stava z cerného rybizu se ukazala pro spotfebitele jako atraktivni produkt,
a to jak senzoricky, tak i z hlediska obsahu zkoumanych latek.

Jako kazda rostlina, tak i rybiz je hostitelem mnoha vird. Mezi vyznamné viry, které
mohou ovliviiovat kvalitu vysledné produkce rybizu, jsou Blackcurrant reversion
virus (BRV) a Gooseberry vein banding associated virus (GVBaV). Virus BRV
patfi do celedi Secoviridae (rod Nepovirus) a jeho genom je tvofen dvéma segmenty
(+)ssRNA. GVBaV je zatazen do Celedi Caulimoviridae (rod Badnavirus) a jeho
genom je reprezentovan cirkularni dsDNA.

Choroba virovy zvrat cerného rybizu, jejimz ptivodcem je virus BRV, byla
pojmenovana na zakladé toho, Ze rostlina meéni svoji podobu (zejména listil).
Rostlina se svym vzhledem tzv. ,,navraci® zpét k primitivnéj$im divokym formam
rybizu. Podle symptomi, které se na rostlinich objevuji pfedev$im na kvétech,
mizeme odliSit dvé formy této choroby. U evropské E-formy virus vyvolava
vyrazny pokles hustoty chloupkiéi na pupenech a zvySuje intenzitu zabarveni
pupend. Nejvice jsou symptomy patrné v ristovém obdobi, kdy se pupeny zacinaji
otevirat. Zavaznéj$i R-forma onemocnéni, kterd je ¢astd v CR (Ptibylova et al. 2002)
avdal$ich zemich stfedni Evropy, v zemich byvalého Sovétského svazu a Skandinavii,
zpusobuje déleni okvétnich listkii na deset misto pét a zvySuje jejich pigmentaci.
Kvéty u obou forem jsou obvykle sterilni, pfed¢asné opadavaji a infikované rostliny
se stavaji neproduktivnimi (Latvala et al. 1997). Dalsi ptiznaky BRV lze pozorovat
na listech infikovanych rostlin, ty se projevuji men$im poctem lalokd, listy jsou uzsi
a protéhlejsi, maji nerovnomérné zoubkovany okraj, svym vzhledem piipominaji list
kopfivy.

Virus BRV je prenaSen pomoci rozto¢e — vlnovnik rybizovy (Cecidophyopsis
ribis) a dale pak vegetativnim mnoZzenim rozmnozovaciho materidlu, roubovanim
a ockovanim. Jak uvddi Mazeikiene et al. (2019), virus BRV je prvnim zastupcem
nepovird (viry prenasené nematody), ktery je prenaSen roztocem.

Virus GVBaV zplisobuje jednu z nejzavaznéjsich chorob rybizu po celé Evropé
a Severni Americe. Pro toto onemocnéni je charakteristické chlorotické lemovani



listové zilnatiny, dochdzi k vyznamnému sniZeni ristu a vynosu nékterych kultivara
rybizu. Virus je pfendsen semiperzistentnim zptisobem pomoci riiznych druhi
msic: Aphis grossulariae, Nasonovia ribisnigri a Hyperomyzus spp. (Xu et al. 2011,
Jones 2002). Virus se dale prendsi vegetativnim mnoZenim rostlinného materidlu,
roubovanim a oc¢kovanim. Vyskytuje se také na angre$tu, u kterého se priznaky
choroby projevuji viditelnéji nez u rybizu. U¢innd kontrola onemocnéni zpisobena
virem GVBaV zavisi na vysadbé zdravého rozmnozovaciho materialu a na kontrole
a regulaci vyskytu msic (Jones 2002).

Protoze se oba viry prenaseji predevsim vegetativnim mnozenim rostlin, G¢innd
ochrana proti témto virim je prevazné preventivniho charakteru spocivajici
zejména v produkci a pouzivani bezvirdézniho rozmnoZovaciho materidlu. Oba
viry BRV i GVBaV jsou uvedeny jednak na seznamu virti a virim podobnych
$kodlivych organizmi, na které se testuje rozmnozovaci materidl ovocnych rodt
a druhi v Ceské republice, a také na seznamu patogent dle certifika¢niho schématu
pro testovani rybizu PM 4/9 (2) Schemes for the production of healthy plants for
planting, Certification scheme for Ribes dle EPPO (European and Mediterranean
Plant Protection Organization). Pozadavky na zdravotni stav mnozitelského
materialu jsou dany zakonem ¢. 219/2003 Sb. a navazujici vyhlaskou ¢. 95/2018 Sb.,
o mnotitelskych porostech a rozmnozovacim materialu chmele, révy, ovocnych rodut
a druhti a okrasnych druht a jeho uvddéni do obéhu. Dle této platné legislativy je
kontrola mnozitelského materidlu rybizu na pfitomnost virt BRV a GVBaV povinna.

2. CIL METODIKY

Metodika se zaméfuje na zavedeni nového detek¢niho systému pro rutinni
diagnostiku rostlinnych vird Blackcurrant reversion virus (BRV) a Gooseberry
vein banding associated virus (GVBaV), které jsou ptvodci virového onemocnéni
rybizu (Ribes spp.). BRV je ptivodcem virového zvratu rybizu a GVBaV je ptivodcem
virového svétlezeleného lemovani zilek rybizu. Hostitelskymi rostlinami téchto
virt jsou zejména rybizy, avsak jak uvadéji Zulge et al. (2018) vyskyt viru BRV byl
popsan také u dalsich pribuznych druhi, napt. u meruzalky zlaté (Ribes aureum),
meruzalky vonné (Ribes fragrans), meruzalky svazlité (Ribes fasciculatum) a dale
u Ribes alpinum a Ribes spicatum (Latvala et al. 1997), virus GVBaV byl nalezen u
angrestu (Ribes uva-crispa).

Navrzena metodika detekce vird je zalozena na principu real-time PCR. Tento
ptistup umoznuje soucasnou kvalitativni/kvantitativni detekci obou virt v jedné
reakci. Navrzeny detekéni systém byl validovan v multiplexnim uspofadani pro
pouziti s cyklerem Rotor-Gene Q (Qiagen) dle valida¢niho schématu EPPO
PM7/98(4) Specific requirements for laboratories preparing accreditation for a plant
pest diagnostic activity. Vyuziti detekéntho systému se predpoklada zejména pro
rutinni diagnostiku téchto vira pti certifikaci rozmnozovaciho materidlu, dale pak
pro vyuziti ve virologickych laboratorich v zakladnim ¢i aplikovaném vyzkumu.



3. VLASTNI POPIS METODIKY

Vlastni metodika sestava z nékolika krok:

3.1 Pre-analyticka faze
3.1.1 Odbér vzorkda, preprava
3.1.2 Ptijem vzorku do laboratore

3.2 Analyticka faze
3.2.1 Izolace RNA
3.2.2 Ptiprava cDNA
3.2.3 Real-time PCR detekce

3.3 Post-analyticka faze
3.3.1 Vyhodnocovani vysledkil
3.3.2 Uvadéni vysledki

3.4 Validace metodiky
3.4.1 Specificita
3.4.2 Senzitivita
3.4.3 Opakovatelnost
3.4.4 Reprodukovatelnost

Pouziti metodiky predpoklada zakladni znalosti principd molekuldrné-
biologickych metod a principti spravné laboratorni praxe. Metodika byla testovana
a validovana s pouzitim konkrétnich reagencii, souprav a pristroji (viz nize),
odbornik v oboru v$ak bude schopen metodiku verifikovat pro konkrétni vybaveni
laboratofe a pouzivané laboratorni reagencie.

3.1 Pre-analyticka faze

3.1.1 Odbér vzorkd, pieprava vzorka

Nejvhodnéjsi dobou odbéru vzorki rybizu pro detekei virt
BRV a GVBaV je obdobi od dubna do prvni poloviny ¢ervna,
kdy se odebiraji listy. Rybizy lze v§ak diky citlivé metodé na
principu real-time PCR testovat po cely rok. V dobé, kdy
nejsou k dispozici listy, je mozné testovani virt provadét z
nara$enych pupent. Protoze se viry BRV a GVBaV mohou
vyskytovat v rostlinach nerovnomérné, doporucuje se odebirat
vzorky po celém obvodu kete (8-12 listil), pokud mozno ze
vSech stran, aby se ziskal reprezentativni vzorek. Odebrané a
radné oznacené vzorky je nutné uchovavat v chladu a dopravit
co nejrychleji do laboratore.

Preanalyticka
faze

Odbér vzorku,
preprava



3.1.2 Pfijem vzorku do laboratore
Vzorky se po ptijmu do laboratofe okamzité zpracuji nebo se ve zkumavkach
$okové zamrazi v tekutém dusiku a uloZi se do doby zpracovani do mraziciho boxu
pti teploté -80 °C. Pti této teploté je mozné vzorky skladovat bez ztraty kvality
nejméné 1 rok.
Ke zpracovani se prijimaji pouze vzorky, které nejsou znehodnoceny:
O Plisni
O Hnilobnym procesem
© Pokrocilou nekrézou pletiv
© Dalsimi faktory, které by mohly ovlivnit vysledek zkousky.
Kritické body pti prijmu vzorkd, na které je tfeba zvlasté dbat:
© Neporusenost obalu zésilky
© Jednoznad¢na identifikace kazdého vzorku
© Dodrzeni doby transportu vzorki do laboratote od jejich odbéru:
Samotné listy: 4 kalendarni dny
Vyhony: 7 kalendafnich dna

3.2 Analyticka faze
Vlastni analytickd faze se provadi ve tfech krocich: faze
O Izolace RNA

© Priprava cDNA

O Real-time PCR detekce Piiprava
Kritické body analytické faze, na které je tfeba zvlasté dbat: eLble

O Dodrzovani zasad dekontaminace a hygieny platnych
pro laboratof molekularni biologie pro vyloudeni
moznych kontaminaci

O Dodrzovani vSech zasad spravné laboratorni praxe
v laboratofi molekularni biologie

© Zatazovani extrakénich kontrol

O Dodrzovani standardni navazky vstupniho materialu

O Kvalita izolované RNA a pripravené cDNA

Analyticka

Detekce
PCR

3.2.1 Izolace RNA

Metodika je validovana s vyuzitim nasledujiciho postupu a reagencii pro izolaci RNA:

O Homogenizace vzorku se provadi v tekutém dusiku.

O Vlastni izolace RNA se provadi pomoci komeréné dodavaného izola¢niho
kitu Ribospin™ Plant, (GeneAll Biotechnology, Co., Ltd,; k.¢. 307-150; dodéva
Bohemia Genetics s.1.0.) na bazi kolon. Postupuje se podle navodu vyrobce.



O Specifikace kitu a typické vytézky:

Specifikace Ribospin™ Plant
Typ izolace Kolonova
Maximalni mnozstvi vychoziho vzorku ~ 100 mg rostlinné tkané
Maximalni objem kolony ~ 700 ul
Minimalni elu¢ni objem 30ul
Maximalni vazebna kapacita ~ 100 pg
Typické vytézky
Typ vzorku vl\y’/fflfozzsitl:(l) Typvl fky
vzorku vytézek
List Pinus densiflora (Borovice) 100 mg 2,7 ug
Cucumis sativus L. (Okurka) 100 mg 50 ug
Zea mays (Kukufice) 100 mg 11 pg
Capsicum annuum (Cervend paprika) 100 mg 22 ug
Lycopersicum esculentum (Rajce) 50 mg 13 ug
Lactuca sativa (Hlavkovy salat) 100 mg 29 ug
Citrus grandis Osbek (Satsuma) 100 mg 4,6 ug
Diospyros kaki (Tomel japonsky — Kaki) 100 mg 16 ug
Crassula ovata (Tlustice vejcitd) 100 mg 3ug
Nicotiana tabacum (Tabdk) 50 mg 13 ug
Koten | Allium cepa (Cibule) 100 mg 8 ug
Plantago asiatica (Jitrocel asijsky) 50 mg 2,5ug
Nicotiana tabacum (Tabak) 50 mg 5,3 ug
Plod Citrus grandis Osbek (Satsuma) 50 mg 1,1ug
Klicek | Allium cepa (Cibule) 100 mg 9ug

O Typicky vytézek RNA z 50 mg rybizu (Ribes spp.) je 7,7 ug (vlastni laboratorni
vysledky).

O Izolovand RNA by méla mit ¢istotu (hodnota poméru absorbanci A260/
A280) alespon 1,8.

O Purifikovanou RNA je mozné pro dal$i analyzy (napf. priprava cDNA)
kratkodobé uchovat pfi 4 °C nebo dlouhodobé skladovat pti -80 °C.



Izolace RNA probihd v prostorach k tomu uréenych v ramci laboratote
molekuldrni biologie (pre-PCR area) v souladu s principy spravné
laboratorni praxe.

Vsechny centrifuga¢ni kroky se provadéji ve stolni centrifuze s rotorem pro
mikrozkumavky 2 ml pfi pokojové teploté pii relativni centrifugacni sile [RCF]
minimalné 10 000 g (u béznych centrifug zpravidla 13 000 - 14 000 otacek za
minutu [RPM]).

Jako kontrolu kvality pfipravy RNA a ovéfeni (istoty reagencii pouzivanych
pro izolaci lze doporucit tzv. extrakéni kontrolu. K sérii paralelné izolovanych
vzorkil se provede kontrolni izolace, ale bez pouziti vstupniho rostlinného
materidlu. Timto zplisobem se testuje pripadnd kontaminace pouzitych
reagencii pro izolaci RNA.

Pracovni postup

1.

w

10.
. Centrifuguje se 1 minutu. Protekld tekutina se vylije, okraj sbérné zkumavky se

11

12.

V tfeci misce se v tekutém dusiku homogenizuje dostate¢né mnozstvi
rostlinného pletiva na jemny prasek. Standardné se 50 mg homogenizovaného
vzorku prenese do 2ml mikrozkumavky (neni soucasti kitu).

Prid4 se 450 pl pufru RPL nebo v ptipadé tvorby srazenin alternativné pufr
REL ve stejném mnozstvi. Vzorek se ihned dikladné promicha na vortexu.
Vzorky se inkubuji 3 minuty pti pokojové teploté.

Lyzat se prenese pomoci 1ml $picky s filtrem s usttizenou $pickou nebo
tenké kovové $pachtlicky na EzPure™ kolonu (zlutd barva).

Vzorky se centrifuguji 2 minuty. V ptipadé, Ze kolonou protec¢e pouze malo
vzorku, lze centrifugaci opakovat.

Po stoceni se protekly lyzat opatrné bez naruseni pelety prenese do nové 1,5ml
zkumavky (je soucasti kitu); typicky se jednd o 350 pl lyzatu.

K lyzatu se ptida 1 objem 70% EtOH (k 350 pl lyzatu se piida 350 ul); roztoky
je nutné okamzité promichat ota¢enim zkumavky (cca 5x).

Maximalné 700 pl smési z kroku 7 se pfenese na mini spin kolonu s modrym
krouzkem (typ W) se sbérnou zkumavkou.

Centrifuguje se 1 minutu. Protekld tekutina se vylije, okraj sbérné zkumavky
se otfe bunicitou vatou. W kolona se opét vsune do sbérné zkumavky. V ptipadé
potteby se na kolonu nanese zbytek lyzatu, zopakuje se krok 9.

Na W kolonu se ptida 500 ul pufru RBW.

otf'e bunicitou vatou. W kolona se opét vsune do sbérné zkumavky.

V disté 1,5ml mikrozkumavce nebo pfimo ve zkumavce s alikvotovanou
DNase I (soucast kitu) se pfipravi premix reakéni smési DNase I (na 2 pl
DNase I se pridava 70 pl pufru DRB). Do stfedu W kolony se nanese 70 pl DNase I
reakéni smési, necha se inkubovat minimalné 10 min. pii pokojové teploté.
Pozor, DNase I je nachylnd na fyzické poskozeni, nemichejte ji a nemanipulujte s ni
prili$ prudce!



13.

14.

15.
16.

17

19.

20.

21.

Na kolonu se pfida 500 ul pufru RBW a nechd stit 2 minuty. Pufr RBW
inaktivuje DNase I.

Centrifuguje se 1 minutu. Protekld tekutina se vylije, okraj sbérné zkumavky se
otfe bunicitou vatou. W kolona se opét vsune do sbérné zkumavky.

Na kolonu se prida 500 pl pufru RNW.

Centrifuguje se 1 minutu. Protekla tekutina se vylije, okraj sbérné zkumavky se
otfe bunicitou vatou. W kolona se opét vsune do sbérné zkumavky.

. Zopakuji se kroky 15-16.
18.

Centrifuguje se 1 minutu, aby se zcela odstranil RN'W pufr z kolony. Po stoceni
se W kolona opatrné vsune do ¢isté 1,5ml mikrozkumavky (soudasti kitu).

Do stfedu W kolony se nanese 50 pl RNase-free vody a vzorky se nechaji stat
1 minutu pti pokojové teploté. Pro zvySeni koncentrace RNA je mozné snizit
elu¢ni objem az na 30 pl.

Centrifuguje se 2 minuty. Purifikovanou RNA je mozné pro dalsi analyzy
kratkodobé uchovat pfi 4 °C (napf. pro navazujici pfipravu cDNA) nebo
dlouhodobé uchovavat pii -80 °C.

Cistota a koncentrace izolované RNA se stanovi pomoci spektrofotometru.

Odbornikovi v oboru jsou znamy dal$i postupy homogenizace vzorku a izolace
RNA, které mohou vést ke stejnému vysledku.

3.2.2 Priprava cDNA
Metodika je validovana s vyuzitim nasledujiciho postupu a reagencii pro ptipravu cDNA:

(@)

Pro ptipravu cDNA se pouziva RNA izolovana pomoci kitu Ribospin™ Plant,
(GeneAll Biotechnology, Co., Ltd.; k.¢. 307-150; dodava Bohemia Genetics
S.I.0).

Pro ptipravu cDNA se pouziva maximalné 1 pg izolované RNA.

Pro ptipravu ¢cDNA se pouziva reverzni transkriptaza: M-MLV Reverse
Transcriptase, 200 U/ul (Invitrogen, k.¢. 28025-013; dodava Life Technologies
Czech Republic s.r.0.). Postupuje se podle navodu vyrobce.

Pro ptipravu cDNA se pouzivd smés ndhodnych primert-hexamerd: Primer
Random p(dN), (Roche, k.¢. 11034731001; dodava Roche s.r.0.).

Pro ptipravu ¢cDNA se pouziva smés nukleotidi: ANTP mix, 10 mM kazdy
(Genaxxon, k.¢. M3016.1010; dod4ava Bohemia Genetics s.r.0.).

Ptipravenou cDNA je mozné pro dalsi analyzy (napf. PCR) kratkodobé uchovat
pti 4 °C nebo dlouhodobé skladovat pii -20 °C.

Ptiprava ¢cDNA probihd v prostorach k tomu urcenych v rdmci laboratote
molekuldrni biologie (PCR area) s vyuzitim PCR boxi a v souladu s principy
spravné laboratorni praxe.

Jako kontrolu kvality ptipravy cDNA Ize doporucit tzv. ,RT- kontrolu® Z RNA
ptislusného vzorku se paralelné ptipravuji dvé cDNA pouze s tim rozdilem, ze
se do RT- kontrolniho vzorku nepfida reverzni transkriptaza.



Pracovni postup
1. Podle poctu vzorki se ve stojanku pripravi potfebny pocet 0,2ml mikrozkumavek
véetné zkumavky pro negativni kontrolu, pokud se ptipravuje (RT-). Jako
negativni kontrola muze byt pouzita RNA z negativniho vzorku nebo voda.
2.Do jednotlivych zkumavek se napipetuje:
a. 4 pl ndhodnych primert o koncentraci 50 ng/pl
b. 1 pl 10 mM dNTPs (kazdy nukleotid; 40 mM celkova koncentrace)
c.  1-5 ul celkové RNA (Celkové mnozstvi RNA v reakci by nemélo prekrodit
1ug.)
d.  RNAse free voda do celkového objemu 13 pl
Smés se promicha.
3.Smés se zahteje v cykleru na 65 °C 5 minut. Po uplynuti inkubacni doby se
zkumavky prudce zchladi ve vymrazené kovové desticce. Poté se kratce
centrifuguji.
4.Do jednotlivych zkumavek se napipetuje:
a. 4 pl 5x First-Strand Buffer
b. 2ul0,IMDTT
5.Ke kazdé zkumavce se vzorkem kromé RT- se prida 1 pl (200 U) M-MLV reverzni
transkriptazy, dobfe se promicha.
6. Vzorky se vlozi do cykleru.
7. Vzorky projdou nasledujicimi teplotnimi fazemi:
a. Inkubace pfi 37 °C po dobu 2 minut
b. Inkubace pti 25 °C po dobu 10 minut
c.  Inkubace pti 37 °C po dobu 50 minut
d. Zavére¢na denaturace pti 70 °C po dobu 10 minut
e.  Findlni zchlazeni na 4 °C
8. Takto pripravenou cDNA Ize pfimo pouzit jako templét (zpravidla 2 ul) pro dalsi
PCR analyzy. cDNA se uchovavd v mraznicce pti -20 °C.

Odbornikovi v oboru jsou znamy dals$i postupy pripravy cDNA, které mohou vést
ke stejnému vysledku. Odbornik v oboru muze zvazit i pfipadné nafedéni cDNA
pred real-time PCR krokem.

3.2.3 Real-time PCR detekce

3.2.3.1. Uvod

Metodika je validovéna pro soucasnou detekei virtt BRV a GVBaV v jedné reakci
(multiplexni usporadani). Metodiku lze pouzit jak pro kvalitativni, tak kvantitativni
detekcipritomnosti obou vir. Jako marker pro kontrolukvality izolace RNA a ptipravy
cDNA se pouzivd test na pritomnost transkriptu pro rostlinny mitochondridlni gen
Nad5 (NADH dehydrogenase subunit 5; Interni pozitivni kontrola, IPC).

Vlastni detekce je zaloZzena na pouziti specifickych primert a sond, které je
mozné zakoupit zvlast nebo pouzit RibesVir qPCR-RG detekeni kit, ktery obsahuje
véechny reagencie pro real-time PCR detekci pro cykler Rotor-Gene Q [Qiagen]



(k.¢. RibesVir_qPCR-RG; vyrobce a dodavatel: VYZKUMNY A SLECHTITELSKY
USTAV OVOCNARSKY HOLOVOUSY s.r.0.). Sondy musi byt vhodné oznaceny
vzhledem k zamyslenému pouziti a detek¢nim moznostem real-time PCR cykleru.
Pro detekci v multiplexnim usporadani se doporucuje sondy oznacit tak, aby vrcholy
jejich emisnich spekter byly co nejdéle od sebe vzhledem k detekénim schopnostem
pfislusného cykleru.

Vzhledem k rozmanitosti pouzivanych real-time PCR cyklert, PCR reagencii,
analyzac¢nich software a dalsich faktorii je niZze uvedeny postup pouze ukdzkovy
a odbornik v oboru si tento postup piizptsobi ke konkrétnim podminkdm
technického a materidlniho vybaveni laboratote.

Pro zabezpecovani kvality vysledka zkousky lze vyuzit nasledujici prvky kvality:

O Systém internich kontrol kvality

O Systém internich standardii

O Zkouseni slepého vzorku

© Opakovani zkousek pfi pouziti stejnych nebo jinych metod

© Opakovani zkousek pri pouziti stejného nebo jiného pristroje

O Prabéznou kontrolu méticiho zatizeni

O Ptezkoumadni uvadénych vysledka

3.2.3.2. Material

Metodika real-time PCR detekce virt BRV a GVBaV v biologickém materilu je
validovana pro pfistroj Rotor-Gene Q (Qiagen), s vyuzitim nasledujiciho materialu
a reagencii:

© Pro multiplexni detekci virt BRV a GVBaV se pouzivaji nasledujici primery
a sondy:

BRYV: Forward primer: ACTTGGGAGACAAAGTCTCATCC

Reverse primer: GGTARGGGTTTGCTAATAATGAGC

Sonda: FAM-CTACTTGCCCTATCAGTAGGGATGGGA-BHQ1
GVBaV: Forward primer: CCGCAGMACAGGAAGAGATYCT

Reverse primer 1: GGGCCTGGGCTTCCAGC

Reverse primer 2: TTTGGACCTGGGCTTCTAGC

Sonda: HEX-ATCCTTCGTTCYTTGGGCTGGACCTC-BHQ1

O Jako marker pro kontrolu kvality izolace RNA a pripravy cDNA se pouziva
test na pfitomnost transkriptu pro mitochondrialni gen Nad5. Pro jeho detekci
se pouzivaji nasledujici primery a sonda:

Forward primer: GATGCTTCTTGGGGCTTCTTGTT
Reverse primer: ACATAAATCGAGGGCTATGCGG
Sonda: 6-FAM-CCACAATTAACATCACTACGGTCGGGCTA-BHQ1

© Pro vlastni real-time PCR se pouzivai qPCR 2x Blue Master Mix (vyrobce

a dodavatel: Top-Bio, k.¢. P523) podle navodu vyrobce.



(@)

Pro rutinni diagnostiku lze doporucit RibesVir qPCR-RG detekéni kit
(vyrobce a dodavatel: VYZKUMNY A SLECHTITELSKY USTAV
OVOCNARSKY HOLOVOUSY s.r.o.), ktery obsahuje pfedmichané PCR
premixy a systém kontrol pro snadné a rychlé sestaveni PCR reakce. Kit
obsahuje: UniPmxI - premix obsahujici véechny nezbytné komponenty pro
PCR amplifikaci; RibesVir PmxII - premix obsahujici vSechny nezbytné
komponenty pro specifickou detekei virtt BRV a GVBaV v jedné reakci; IPC
PmxII - premix obsahujici vSechny nezbytné komponenty pro specifickou
detekei interni pozitivni kontroly (IPC), ktera slouzi jako kontrola kvality
izolované RNA a pripravené cDNA; BRV Ctrl [500 000 kopii/ul] - pozitivni
kontrola pro ovéfeni spravnosti PCR pro detekci viru BRV; GVBaV Ctrl [500
000 kopii/pl] - pozitivni kontrola pro ovéfeni spravnosti PCR pro detekci viru
GVBaV; a IPC Ctrl [500 000 kopii/pl] - pozitivni kontrola pro ovéfeni
spravnosti PCR pro detekci IPC.

Pouzity spotfebni materidl: Sterilni zkumavky 1,5 ml; PCR stripy pro Rotor-
Gene Q; stojanky na zkumavky; $picky s filtrem; voda v kvalité vhodné pro
PCR.

3.2.3.3. Sestaveni vlastni real-time PCR reakce

(@)

000

Ptiprava PCR reakce probihd v prostorach k tomu uréenych v ramci

laboratofe molekuldrni biologie (PCR area) s vyuzitim PCR boxu

a v souladu s principy spravné laboratorni praxe.

Ptridavani syntetickych pozitivnich kontrol probiha vyhradné v mistnosti

post-PCR area.

Pro pipetovani se pouzivaji §picky s filtrem.

Vzorky se doporucuje analyzovat v duplikatech.

Vsechny PCR komponenty se pfed zahdjenim prace vyjmou z mraznicky

a nechaji se roztat pii pokojové teploté.

Pfed pouzitim je vhodné PCR komponenty promichat kratkym vortexovanim

a dle potteby stocit na minicentrifuze.

Pro zajisténi validity vysledkd se pouziva systém minimalné nasledujicich

kontrol:

© Kontrola bez ptidaného templatu (No-Template Control; NTC)
Jedna se o kontrolu bez pridani vzorku. Tato kontrola se pouzivd vidy
u kazdého testovani.

© Pozitivni kontrola
Jedna se o kontrolu, ktera je pozitivni v definovaném rozsahu. Zpravidla se
jednd o syntetickou pozitivni kontrolu o zndmé koncentraci.

® Interni kontrola kvality izolované RNA/cDNA, interni pozitivni kontrola (IPC)
Pouziva se real-time PCR systém pro detekci transkriptu pro rostlinny
mitochondridlni gen Nad5. Ptitomnost tohoto transkriptu a hodnoty Ct
jsou brany jako indikator kvality izolované RNA/cDNA. Tato kontrola se
provadi ke kazdému testovanému vzorku.



O Priméarné je nasledujici postup urcen pro kvalitativni nebo semi-kvantitativni
detekei virt BRV a GVBaV. Redénim syntetické pozitivni kontroly lze vsak ziskat
standardni kalibra¢ni kfivku, podle které je mozné provadét vyhodnoceni
kvantitativné.

© Pro tGsporu Casu a financi lze ptipravit jednu syntetickou pozitivni kontrolu
smichanim obou syntetickych standardd BRV s GVBaV.

T ——

1.V PCR boxu se do kovového stojanku pfipravi potfebny pocet 0,1ml stript

véetné mikrozkumavek pro NTC (netempldtovand kontrola) a syntetickou
pozitivni kontrolu, pfipadné dalsi rtizné fedéné standardy pro tvorbu kalibra¢ni
ktivky pro kvantitativni stanoveni.

2.Podle poctu soucasné michanych PCR mastermixt se do stojanku ptipravi

1,5ml mikrozkumavky, do kterych se pripravi adekvatni mnozstvi PCR
mastermixu dle typu reakce a rozpisu:

Rozpis pro soucasnou detekci BRV a GVBaV s vyuZitim zdkladnich PCR komponent

BRV + GVBaV Na 1 vzorek Finalni konc.

PCR voda 2,6 ul

BRV forward primer (10 pM) 1l 0,5 uM
BRYV reverse primer (10 uM) 1l 0,5 uM
BRV sonda (10 uM) 0,5ul 0,25 uM
GVBaV forward primer (10 uM) 1l 0,5 uM
GVBaV reverse primer 1 (10 uM) 1l 0,5 uM
GVBaV reverse primer 2 (10 uM) 0,5ul 0,25 uM
GVBaV sonda (10 uM) 0,4 ul 0,2 uM
qPCR 2x Blue Master Mix 10 1x
Celkem 18 ul

Rozpis pro soucasnou detekci BRV a GVBaV s vyuZitim RibesVir qPCR-RG detekcniho kitu
© Dodavatel: VYZKUMNY A SLECHTITELSKY USTAV OVOCNARSKY HOLOVOUSY s.r.0.
O Kit obsahuje v zdkladnim baleni komponenty pro provedeni 100 testii. Piesny

obsah kitu je uveden vyse.

BRV + GVBaV Na 1 vzorek
PCR voda 7ul
RibesVir PmxII 1l
UniPmxI 10u
Celkem 18 ul




Rozpis pro IPC s vyuZitim zdkladnich PCR komponent

IPC Na 1 vzorek Finalni konc.
PCR voda 6,6 ul
IPC forward primer (10 uM) 0,5ul 0,25 uM
IPC reverse primer (10 uM) 0,5ul 0,25 uM
IPC sonda (10 uM) 0,4 ul 0,2 uM
qPCR 2x Blue Master Mix 10w 1x
Celkem 18 ul
Rozpis pro IPC s vyuZitim RibesVir qPCR-RG detekcniho kitu (soucdst kitu)
IPC Na 1 vzorek
PCR voda 7 ul
IPC PmxII 1l
UniPmxI 10w
Celkem 18 ul

Detaily komponent kitu uvedeny vyse.

3. Pfipraveny mastermix se promichd kratkym vortexovanim a kritce se
centrifuguje.

4. Mastermix se rozpipetuje do PCR stripti po 18 pl.

. K mastermixu se postupné pipetuji 2 pl nefedéné cDNA testovaného vzorku.

6. Po uzavieni vSech zkumavek se v post-PCR mistnosti pridaji 2 pl syntetické
pozitivni kontroly (tedy 1 milion kopii/reakei) pro detekci BRV, GVBaV a IPC.

7.Po zapnuti Rotor-Gene Q se v obsluzném softwaru pripravi templat
s nasledujicimi parametry:

9]

Teplotni podminky
PCR: 1 cyklus: 94 °C 5 min
50 cykla: 94°C20s

58°C20s; ctenivzeleném kanalu pro BRV a IPC
¢teni ve zlutém kandlu pro GVBaV
72°C20s
© Pro pouzité fluorofory se doporucuje nastavit ,,Gains“ na nasledujici hodnoty.
Green: 5,33; Yellow: 6
Jedna se pouze o orienta¢ni hodnoty, presné nastaveni si musi uzivatel
provést saim béhem prvnich tfech cykli nebo po prvnim béhu dle navodu
vyrobce.



© Piedprogramovany templat Ize ziskat i na kontaktnim e-mailu:
laboratorni.komplement@vsuo.cz
© Cely proces amplifikace trva cca 2 hodiny.
8. PCR produkty je mozné uchovavat pii teploté < -18 °C po dobu minimdlné
jednoho roku.

3.2.3.4. Poznamka pro uzivatele jiného typu real-time PCR cykleru

Uzivatelé jinych real-time PCR cyklerti nez Rotor-Gene Q se musi pred objednanim
sond (detek¢niho kitu) sezndmit s moznostmi detekce raiznych fluorofort na svém
PCR cykleru a s moznostmi pfislusného analyza¢niho softwaru. Dale je nutné
posoudit moznosti pfistroje pro multiplexovani a naprogramovat ptislusny PCR
protokol.

3.3 Post-analyticka faze
V této fazi se vyhodnocuji vysledky a na zdkladé vsech
dostupnych informaci se provadi jejich interpretace.

Post-analyticka
faze

Vyhodnocovani

ysledk
Kritické body post-analytické faze, na které je tfeba zvlasté dbat: PP

O Spravné vyhodnoceni systému kontrol zajistujicich
validitu vysledk.

Inter-
pretace

3.3.1 Vyhodnocovani, analyza dat

3.3.1.1. Vyhodnoceni PCR béhu u pristroje Rotor-Gene Q

Pro  vyhodnoceni =~ PCR  béhu se  pouziva
identicky  software  jako pro  ovladdni  cykleru.
Pifesny postup vyhodnocovani riznych typl experimentd je uveden
v ptiruéce vyrobce cykleru nebo pfimo v napovédé tohoto softwaru.

Po ukonceni béhu se provadi vyhodnoceni ode¢tenim hodnoty Ct v zeleném
kandlu pro detekci viru BRV a interni kontroly kvality (IPC), a ve zlutém kanalu pro
detekci viru GVBaV. Pouzité parametry pro vyhodnocent:

Dynamic tube: ANO

Slope correct: ANO
Ignore first: Fakultativné
Threshold: 0,01

Eliminate cycles before:  Dle potieby

Pokud se provadi kvantitativni hodnoceni naleztl, software vytvoii na zakladé
hodnot sérii riizné fedénych standardi a zadanych udaju kalibraéni kfivku a
provede absolutni kvantifikaci pfitomnosti viru BRV nebo GVBaV v pozadovanych
jednotkach.



3.3.1.2. Vyhodnoceni systému kontrol kvality

Interni kontrola kvality (IPC)

Interni kontrola kvality (IPC) slouzi ke dvéma ucelim: kontrola kvality izolace
RNA a ptipravy cDNA a zaroven jako inhibi¢ni kontrola. Technicky se jedna o detekci
mitochondridlniho transkriptu Nad5, ktery je pfitomen v kazdém rostlinném pletivu
a musi pro kazdy vzorek vyjit pozitivni. Doporucuje se hodnoty Ct dlouhodobé
sledovat, protoze pro obdobné vzorky byvaji hodnoty pti standardnich podminkach
velmi podobné. Vyuziti této kontroly je tedy vyhodné zejména pro pracovisté
provadéjici rutinni diagnostiku zejména v akreditovaném rezimu, nebot kontrolu Ize
vyuzit jako kritérium hodnoceni kvality celého predeslého procesu.

Pfi pouziti RibesVir qPCR-RG detekéniho kitu v pristroji Rotor-Gene Q lze pro
pfilozeny IPC standard pfi pouziti 1 milion kopii v PCR reakci ocekavat rozpéti
hodnot Ct 18,93 - 19,77. Rozmezi pfedstavuje primeér + 3 smérodatné odchylky.
Rozpéti o¢ekavanych hodnot Ct se mohou mirné odli$ovat v zavislosti na $arzi kitu.

Kontrola kvality PCR reakce

Pro kontrolu kvality PCR reakce se pouzivaji dva typy kontrol. Pozitivni
kontrolu muze piedstavovat charakterizovany vzorek nebo zpravidla synteticky
standard, ktery ma stejnou sekvenci jako cilové misto pro PCR amplifikaci.
Pozitivni kontrola predstavuje referenéni materidl s definovanym rozpétim
hodnot Ct, ve kterém se pfi zohlednéni reprodukovatelnosti metody musinalezy
pohybovat u kazdého PCR béhu bez ohledu na osobu provadéjici analyzu.

Pfi pouziti RibesVir qPCR-RG detekéniho kitu v pristroji Rotor-Gene Q lze
pro ptilozené BRV a GVBaV standardy pti pouziti 1 milion kopii v PCR reakci
ocekavat rozpéti hodnot Ct dle tabulky nize.

Prehled ocekdvanych vysledkii pro systém kontrol, které jsou soucdsti RibesVir qPCR-
RG detekcniho kitu. Rozmezi predstavuje priimér + 3 smérodatné odchylky.

Standard [1mil. kopii/rci] Ocekavana hodnota Ct
BRV 17,33 - 17,72
GVBaVv 18,35 - 18,99

Pozndmka: Rozpéti o¢ekavanych hodnot Ct se mohou mirné odliSovat v zavislosti na $arzi kitu.

Negativni kontrola predstavuje PCR reakci bez pridaného templatu, tzv.
netemplatovana kontrola (NTC). NTC by méla byt za vsech okolnosti u kazdého
PCR béhu negativni.

Dalsi kontroly
Pro kontrolu pripadné kontaminace reagencii pouzivanych pro izolace RNA lze

doporucit zatazeni tzv. extrakéni kontroly, kdy se provede izolace bez rostlinného
materidlu. S touto kontrolou se poté pracuje jako se vzorkem. Extrakéni kontrola by
meéla byt za véech okolnosti u kazdého PCR béhu negativni.



Jako dalsi kontrolu lze doporucit kontrolu ptipravy cDNA. Z RNA ptislusného
vzorku se paralelné pripravuji dvé cDNA s tim, Ze do jednoho vzorku se neptida
reverzni transkriptdza (tzv. RT- kontrola). RT- kontrola by méla byt za v§ech okolnosti
u kazdého PCR béhu negativni.

3.3.1.3. Akceptace a interpretace vysledki

Pokud si laboratof nestanovi jinak, vysledky z PCR béhu se akceptuji, pokud:
O Vsechny pozitivni kontroly jsou pozitivni v definovaném rozsahu.

O Vsechny NTC kontroly jsou negativni.

O Extrakeni kontrola je negativni.

O RT- kontrola je negativni.

O IPC je pozitivni v definovaném rozsahu.

Na zékladé typu analyzy lze vysledky interpretovat:
O Kvalitativné
© Virus detekovan/nedetekovan; pozitivni/negativni vysledek
O Semi-kvantitativné
© Na zdkladé redlnych zkusenosti nebo statistickych metod Ize nalezy podle
hodnot Ct ptiblizné¢ kvantifikovat do rtiznych kategorii, napt:
SRR WSS
Negativni / slabé pozitivni / pozitivni / silné pozitivni
Lze té7 zavést kategorii pro vysledky na spodni hranici detekovatelnosti,
které jiz vykazuji nizkou miru reprodukovatelnosti, napt. ,vysledek
podeziely® nebo ,,potencidlné pozitivni® aj.
O Kvantitativné
© Na zékladé sestrojené kalibra¢ni ktivky lze vysledky vydavat kvantitativné,
napt. v kopiich nalezeného viru na hmotnost ptivodniho materidlu.

3.3.2 Poznamka pro uzivatele jiného typu real-time PCR cykleru
Utzivatelé jinych typu real-time cyklerti provadéji vyhodnoceni dle doporuceni
vyrobce daného cykleru pro jednotlivé typy analyz.

3.4 Validace metody

Validace metody byla provedena podle vyse uvedenych postupti izolace RNA,
ptipravy cDNA a real-time PCR s vyuzZitim kitu RibesVir qPCR-RG (multiplexni
detekce) s pristrojem Rotor-Gene Q. UzZivatelé jinych postupt a jinych real-time PCR
cyklerti si musi provést validaci metody a stanoveni vykonnostnich charakteristik na
svém pracovisti podle svych postupti s ohledem na své laboratorni vybaveni.

Validace predkladané metodiky byla provedena podle protokolu EPPO ¢. PM 7/98
(4): Specific requirements for laboratories preparing accreditation for a plant pest
diagnostic activity.

Validace predstavuje proces, pfi kterém byly stanoveny zakladni vykonnostni
parametry metody. Tyto parametry by mély byt adekvétni vzhledem k zamyslenému



pouziti dané metody. U predkladané metodiky byly stanoveny nasledujici
vykonnostni charakteristiky:

O Specificita

O Analytickd senzitivita

© Opakovatelnost

O Reprodukovatelnost

Nasledujici kapitoly obsahuji pro prehlednost pouze zkraceny vytah a zavéry ze
Zpravy o validaci.

3.4.1 Stanoveni specificity

Metodika

Specificita je zaji$téna ve dvou krocich:

A) Specificita definovana in silico.

Pro vybér vhodné oblasti pro navrh primert byla provedena multiple-alignment
analyza dostupnych sekvenci virit BRV a GVBaV v databazi GenBank. Jako referen¢ni
sekvence byla pro BRV pouzita sekvence GenBank ¢islo NC_003509 pro segment 1
a NC_003502 pro segment 2; pro GVBaV sekvence GenBank ¢islo NC_018105. Pfi
vybéru vhodné oblasti se primarné prihlizelo k tomu, aby tento tsek byl specificky
pro dany virus a zaroven dostate¢né konzervovan, aby byly detekovany vsechny
ptipadné kmeny. Byly navrzeny primery a sondy v oblasti, kterd je specifickd pouze
pro BRV a GVBaV.

Navrzenda oblast byla déle analyzovana pomoci Basic Local Alignment Search
Tool (BLAST; https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), aby se vylouc¢ila pfitomnost
této oblasti u pfibuznych viri. Pro vytipované genomové oblasti viri byly navrzeny
zkudebni primery.

B) Specificita ovéfena na pozitivnich a negativnich vzorcich

Pomoci navrzenych primert bylo provedeno testovani souboru vzorkd rybizil
posbiranych v celé Ceské republice, aby byla zajisténa co nejvétsi variabilita izol4tt
virt BRV a GVBaV. Ziskané amplikony byly sekvenovany (minimalné 50 vzorku),
aby se zjistila genetickd variabilita vybranych oblasti. Na zakladé téchto analyz
byly poté navrzeny finalni primery a sondy pro detekci virdt BRV a GVBaV. Tyto
byly nasledné zpétné testovany na souboru puvodnich vzorkd rybizu a vysledky
porovnany s ptvodnimi nalezy.

Vsechny podstatné kroky vyvoje detek¢niho systému byly verifikovany sekvenac¢né.
Specificita byla téZ ovéfena na negativnich vzorcich.

Ocekdvand hodnota parametru
O Ocekava se 100% specificita pro diagnostiku jednotlivych virtL.

Vysledky

Testované negativni vzorky byly negativni, u pozitivnich vzorkt byla detekovana
ptitomnost prislusného viru. Pozitivni i negativni vzorky byly testovany a ovéreny
i jinymi metodami, napf. pomoci jiné sady primerd..



Zdvér
Diagnosticka specificita metody je stanovena na 100 % pro viry BRV a GVBaV.

3.4.2 Stanoveni analytické senzitivity

Metodika

Syntetické pozitivni kontroly pro BRV a GVBaV identické s cilovymi misty detekce
o znamé koncentraci 1 pg/pl byly postupné natedény ve vodé az na koncentraci
5 kopii/reakci (vypocitano s pomoci DNA Calculator; http://www.molbiotools.com/
dnacalculator.html). Do PCR reakce byly pouzity 2 ul pro analyzu senzitivity.

Pro analyzu byly pfipraveny tfi fedici fady v opakovani po osmi s cilem nalézt
nejniz$i koncentraci, u které budou vsechny vysledky pozitivni u v8ech tfi fedicich
fad.

Protoze se jedna o multiplexni reakei se souc¢asnou detekci obou virt, byl testovan
i vliv multiplexovani na analytickou senzitivitu porovnanim se simplexni detekci
konkrétniho viru.

Ocekdvand hodnota parametru
O Multiplexovanim nedojde k snizeni analytické senzitivity.

e

Vysledky

Pro analyzu vlivu multiplexovani byly porovnany vysledky detekce virat BRV
a GVBaV v simplexnim a multiplexnim usporadani pfi rdznych koncentracich
syntetické pozitivni kontroly. Vysledky detekce se pro oba viry v obou provedenich
vyznamné nelisi.

Pro metodu detekce BRV bylo nejniz$i dosazené fedéni, pti kterém byly vSechny
vysledky pozitivni, 500 kopii/reakci.

Pro metodu detekce GVBaV bylo nejniz$i dosazené fedéni, pii kterém byly vechny
vysledky pozitivni, 500 kopii/reakci.

Zdvér

O Multiplexovani nema negativni vliv na vykonnost testu; vysledky jsou srovnatelné
se simplexnim uspofadanim pro BRV i GVBaV.

O Analyticka senzitivita metody detekce BRV je stanovena na 500 kopii/reakci.

O Analyticka senzitivita metody detekce GVBaV je stanovena na 500 kopii/reakei.

3.4.3 Stanoveni opakovatelnosti

Metodika

Opakovatelnosti se rozumi stanoveni variability méfeni pfi analyze vzorkd stejnou
osobou za stejnych podminek. Opakovatelnost byla uréena pfi limitnim fedéni
syntetického standardu, které bylo u detekce vSech virt stanoveno na 500 kopii/
reakci pomoci syntetické pozitivni kontroly.



Pro analyzu byly pfipraveny tfi série v opakovani po osmi vzorcich, které se
analyzovaly v rdmci jednoho PCR béhu za identickych podminek v multiplexnim
usporadani se soucasnou detekci BRV a GVBaV v jedné reakci. U kazdé série se
stanovi varia¢ni koeficient a celkovy primérny varia¢ni koeficient, ktery vyjadtuje
miru shody naméfenych Ct pti limitnim fedéni mezi jednotlivymi sériemi.

Pro kvalitativni analyzu se opakovatelnost stanovi jako procento pozitivnich
nélezt ze vech provedenych testtl pro kazdy virus.

Ocekdvand hodnota parametru

Pro kvantitativni stanoveni musi byt varia¢ni koeficient pro limitni fedéni < 2,5 %.

Pro kvalitativni stanoveni musi byt vysledky testd pro limitni fedéni pozitivni
u véech vzorkt (opakovatelnost 100%).

Vysledky

BRV: Mira shody mezi hodnotami z jednotlivych sérii méfend primérnym
varia¢nim koeficientem je 0,0045 +0,0011, tj. 0,45 %.

GVBaV: Mira shody mezi hodnotami z jednotlivych sérii méfena priamérnym
varia¢nim koeficientem je 0,0057 +£0,0009, tj. 0,57 %.

Pro oba testované viry (BRV a GVBaV) byly zaznamenany pozitivni nalezy ve
véech vzorcich, opakovatelnost je 100%.

Zdvér

O Opakovatelnost metody detekce BRV pti limitnim fedéni je stanovena jako
pramérny varia¢ni koeficient s hodnotou 0,45 %.

O Opakovatelnost metody detekce GVBaV pti limitnim fedéni je stanovena jako
pramérny varia¢ni koeficient s hodnotou 0,57 %.

O Opakovatelnost metody detekce virt BRV a GVBaV pfi limitnim fedéni pro
kvalitativni ucely je 100%.

3.4.4 Stanoveni reprodukovatelnosti

Metodika

Reprodukovatelnosti se rozumi stanoveni variability méfeni pfi analyze vzorkd,
které nezavisle na sobé provadéji riizni pracovnici. Reprodukovatelnost byla ur¢ena
pti limitnim fedéni syntetického standardu, které bylo u detekce obou virtt BRV i
GVBaV stanoveno na 500 kopii/reakci pomoci syntetické pozitivni kontroly.

Pro analyzu byly pfipraveny tfi série v opakovani po osmi vzorcich, které se
analyzovaly ve tfech nezavislych PCR bézich provedenych riznymi pracovniky. Byl
stanoven varia¢ni koeficient, ktery vyjadfuje miru shody naméfenych Ct pfilimitnim
fedéni mezi jednotlivymi nezavislymi PCR béhy.

Pro kvalitativni analyzu se reprodukovatelnost stanovi jako procento pozitivnich
nalez ze vSech provedenych testl pro kazdy virus.



Ocekdvand hodnota parametru

Pro kvantitativni stanoveni musi byt varia¢ni koeficient pro limitni fedéni < 5 %.

Pro kvalitativni stanoveni musi byt vysledky testd pro limitni fedéni pozitivni
u vSech vzorki (reprodukovatelnost 100%).

Vysledky

BRV: Mira shody mezi hodnotami z jednotlivych sérii provedenych rtiznymi
pracovniky v riiznych PCR bézich méfena variatnim koeficientem je 0,0131, tj. 1,31 %.

GVBaV: Mira shody mezi hodnotami z jednotlivych sérii provedenych riiznymi
pracovniky v riiznych PCR bézich méfena variatnim koeficientem je 0,0067, tj. 0,67 %.

Pro oba testované viry (BRV a GVBaV) byly zaznamendny pozitivni nalezy ve véech
vzorcich, reprodukovatelnost je 100%.

Zdvér

O Reprodukovatelnost metody detekce BRV pti limitnim fedéni je stanovena jako
varia¢ni koeficient s hodnotou 1,31 %.

O Reprodukovatelnost metody detekce GVBaV pii limitnim fedéni je stanovena
jako varia¢ni koeficient s hodnotou 0,67 %.

O Reprodukovatelnost metody detekce virt BRV a GVBaV ptilimitnim fedéni pro
kvalitativni ucely je 100%.

3.4.5 Zjednodus$eny valida¢ni protokol
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Nazev zkusebniho postupu: Detekce vira BRV a GVBaV metodou real-time
PCR

Identifikace zku$ebniho postupu: ~ SOP_LMB_02; PP_LMB_12

Predmét zkousky: Rostlinny material

Poznamky: Multiplexni reakce; Rotor-Gene Q
BRV v zeleném kanalu,
GVBaV ve zlutém kandlu

Vykonnostni parametry Hodnota, komentar

Diagnosticka specificita BRV 100%

Diagnosticka specificita GVBaV ~ 100%

Analytickd senzitivita BRV 500 kopii/reakci

Analytickd senzitivita GVBaV 500 kopii/reakci

Opakovatelnost BRV Priimérny varia¢ni koeficient 0,45 % pro limitn{
fedéni

Opakovatelnost GVBaV Prameérny variaéni koeficient 0,57 % pro limitni
fedéni

Opakovatelnost metody detekce virt BRV a GVBaV pfi limitnim fedéni pro
kvalitativni ucely je 100%.



Reprodukovatelnost BRV Variaéni koeficient 1,31 % pro limitni fedéni
Reprodukovatelnost GVBaV Variaéni koeficient 0,67 % pro limitni fedéni
Reprodukovatelnost metody detekce virt BRV a GVBaV pti limitnim fedéni pro
kvalitativni ucely je 100%.

Zavér:

Na zakladé uvedenych vykonnostnich parametr je mozné zkusebni postup pouzivat
pro detekci Detekce virdt BRV a GVBaV metodou real-time PCR v rostlinném
materialu.

Dokumentace
Zprava_z_validace_RibesVir_200212.doc

Vypracovala dne: 12. 2. 2020 Mgr. Lucie Valentova

Schvalil dne: 12. 2. 2020 RNDr. Radek Cmejla, Ph.D., Vedouci laboratote
*»*****»*****»*****»****X**Kol-lec \Yallddélll’ho protokolll***************************

4. SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

Pro detekci BRV a GVBaV v hostiteli se nejéastéji pouzivaji metody zaloZené na
principu polymerazové fetézové reakce (PCR). Existuji i jiné metody, napt. metoda
vizualniho hodnoceni symptomt, ktera je vSak z divoda latentnich a nezfetelnych
ptiznaki infekce nedostacujici. Biologicky indexing vyuzivajici princip ockovani
testovaného materialu na citlivou rostlinu jako indikator, je metoda ¢asové ndro¢na
a zdlouhavd, i kdyZz pomérné spolehlivd. Vybér vhodnych indikatort pro viry BRV
a GVBaV je uveden v certifika¢nim schématu PM 4/9 (2) Schemes for the production
of healthy plants for planting, Certification scheme for Ribes. Imunoenzymatické
metody typu ELISA nebyly zatim pro detekci virt BRV a GVBaV vyvinuty.

Problematikou detekce viru BRV se zabyvali Latvala et al. (1997) a Lemmetty et al.
(1997), kteti virus diagnostikovali detekéni metodou IC-RT-PCR (Immuno-capture
reverse-transcriptase PCR). Jones a McGavin (2002) pfevzali z Lemmettyho metodiky
jejich publikovanou sekvenci, pro jejiz analyzu navrhli nové primery s vy$si teplotou
annealingu. Pro zvyseni citlivosti metody pouzili modifikovanou metodu nested
PCR a v ramci optimalizace metody upravili protokol pro izolaci RNA. Virus zvratu
rybizu detekovali Pribylovd et al. (2002), ti pro ovéfeni viru BRV vyuzili klasickou
RT-PCR, virus dale zkoumali elektronovou mikroskopii a v roce 2008 sekvenovali
(Pribylova et al. 2008). Také Besse et al. (2010) vyuzili k prokazani ptitomnosti viru
BRV v rostlinach rybizu RT-PCR. Ti zaroven ve vzorcich detekovali virus GVBaV
metodou elektronové mikroskopie, PCR a sekvenovanim. Dalsi modifikaci PCR pro
detekci viru BRV byla metoda real-time PCR s vyuzitim barviva SYBR Green (Zurn
et al. 2019). Vyskyt virtt BRV a GVBaV byl v nedavné dobé také ovéfen pomoci NGS
(Rajamiki et al. 2019)



Virus GVBaV klasickou metodou PCR s vyuzitim DNA jako vstupniho materialu
pro testovani analyzovali Jones ef al. (2001). Variabilitu genomu viru GVBaV studovali
Petrzik et al. (2012), kteti provedli kompletni genomovou sekvenaci jednoho ¢eského
izolatu z ¢erveného rybizu a hodnotili variabilitu riiznych gent. Pro lepsi porozumeéni
genetické rozmanitosti viru GVBaV a jeho fylogenetického zatazeni mezi badnaviry,
zkoumali Xu et al. (2011) virus sekvenovanim a klonovanim.

Nevyhodou vyse zminénych PCR pfistupt mutiZze byt nepouzitelnost pro soucasné
kvalitativni/kvantitativni stanoveni obou virll a obecné nizka citlivost, nebot real-
time PCR je obecné citlivéjsi metoda. Real-time PCR s vyuzitim SYBR Green zase
neumoziiuje jednoduché multiplexovani, i kdyz kvantitativni stanoveni umoznuje.
Dal$i nevyhodou je nutnost separatni izolace nukleové kyseliny, kdy je pro detekci
viru BRV izolovidna RNA a pro GVBaV izolovdana DNA. V piipadé predkladané
metodiky jsou oba viry detekovany pouze z RNA. Analyzy popsané v literatute také
prodluzuje a prodrazuje skute¢nost, ze oba viry jsou detekovany PCR reakei pro
kazdy virus zvlast. Vyuziti elektronové mikroskopie je pak nevhodné pro rutinni
diagnostiku.

Vyse uvedené nevyhody odstranuje predlozend metodika, ktera je zaloZena na
vyuziti rGzné znacenych sond pro soucasnou kvalitativni/kvantitativni real-time
PCR detekci virtt BRV a GVBaV v biologickém materialu.

5. POPIS UPLATNENI CERTIFIKOVANE METODIKY

Validovand metodika real-time PCR detekce virtt BRV a GVBaV v biologickém
materidlu muze byt vyuzita v celé fadé aplikaci, napt.:

O Rutinni diagnostika virdt BRV a GVBaV v biologickém materidlu

O Testovani zdravotniho stavu rozmnozovactho materidlu

© Monitoring pfitomnosti virt BRV a GVBaV na daném tzemi

O Studium $ifeni vira BRV a GVBaV

O Zakladni vyzkum biologie viri BRV a GVBaV

O Studium vektorti danych virti a jejich pfirozenych hostitelt

O Analyza hospodafské $kodlivosti virti pro produkci rybizu

Validovand metodika real-time PCR detekce virtt BRV a GVBaV v biologickém
materialu je urcena pro laboratore molekuldrni biologie, které se vénuji virologickému
vyzkumu nebo diagnostice virovych onemocnéni, jako napt.:

O Laboratote Usttedniho kontrolniho a zkusebniho tstavu zemédélského (UKZUZ,

Odbor diagnostiky $kodlivych organismi rostlin)
O Referencni laboratore
O Laboratore v akademické sféte a dalsich vyzkumnych institucich



6. EKONOMICKE ASPEKTY

Validovand metoda pro diagnostiku virtt BRV a GVBaV metodou real-time PCR je
optimalizovana pro soucasnou detekci obou virti v jedné PCR reakei. Metodika tedy
zrychluje, zpfesnuje a zleviiuje diagnostiku onemocnéni rybizu, které je zpisobeno
viry BRV a GVBaV. Diky tomu mohou laboratofe zpracovat s vyssi citlivosti za stejny
¢as vétsi mnozstvi vzorkd za nizéf cenu nez doposud, coZ se samoziejmé promitne
do ekonomiky laboratofe napf. snizenim nékladd na jednu analyzu, zvySenim piijma
z diagnostické ¢innosti nebo uvolnénim kapacity laboratore pro dalsi testy. Finan¢ni
pfinos je vSak tézko odhadnutelny, bude zaleZet na aktivitadch konkrétni laboratore.

Rychlejsi odezva laboratofe bude mit téZ pozitivni dopad na ekonomiku zadatele
o vysetieni zdravotniho stavu ovocnych plodin, nebot muze ziskat vysledky v krat$im
Case, a tak pruznéji reagovat na obdrzené vysledky. Odhad ekonomického pfinosu
pro tyto zadatele je tézko vycislitelny, bude zalezet na rozsahu nakazy a rychlosti
odezvy laboratote provadéjici testy.

Dalsi, ekonomicky obtizné kvantifikovatelny, pozitivni dopad bude mit vyuziti
metodiky pro testovani rozmnozovaciho materialu, kdy véasnou detekei pripadnych
pozitivnich rostlin bude zabranéno $ifeni virh mnozitelskym materidlem a tim
i budoucim ztratam na vynosu v dalsich letech.

V laboratorich molekularni biologie, kde se rutinné provadi real-time PCR
vySetfeni pfitomnosti RNA vir@i, jsou ndklady na zavedeni metodiky minimalni
a souviseji pouze s nakupem primerti/sond (cena cca 8 000 K¢/1 000 reakct), piipadné
celého kitu. Laboratote, které by uvazovaly o kompletnim zavedeni metodiky bez
pfedchozich zku$enosti a pristrojového vybaveni pro real-time PCR, musi pocitat
s nasledujicimi naklady (orienta¢ni ceny, uvedeno bez DPH):

Izolace RNA: 50 izolaci 7 000 K¢
Priprava cDNA: 200 reakeci 10 000 K¢
Primery+sondy 1 000 reakci 8 000 K¢
PCR reagencie 1 000 reakci 10 000 K¢
Real-time PCR cykler 1ks > 800 000 K¢

Pro ilustraci je v tabulce niZze uvedeno srovnani nidkladd na provedeni testu
ELISA (pro viry BRV a GVBaV nejsou zatim k dispozici) a real-time PCR detekce
provedené v simplexnim a multiplexnim usporaddni. Celkové ¢astky pro provedeni
imunoenzymatické metody ELISA a pro jednotlivé kombinace testovani real-time
PCR predstavuji finan¢ni naklady spojené pouze s ndkupem potrebnych reagencii
a spotfebniho materidlu.

Pro srovnani jsou uvedeny tfi varianty testovani real-time PCR. V prvni varianté
byly zapocitdny naklady na jednu izolaci RNA, nasledny prepis do cDNA a provedeni
real-time PCR reakce v multiplexnim usporaddni. Ve druhém ptipadé je vycislena
jedna izolace RNA, jeden prepis do cDNA, ale PCR reakce je kalkulovana pro
provedeni v simplexnim usporddani. Tfeti varianta predstavuje ndklady na dvé



izolace RNA, dva prepisy RNA do ¢cDNA a PCR v simplexnim usporadani. Jedna
se o nejnakladnéj$i variantu, kterd v praxi nebude vyuzivana, ale je zde uvedena pro
srovndni.

Porovndni finanénich ndkladii navrzeného diagnostického systému real-time PCR
s metodou ELISA.

Cena za testovani dvou vira
Metoda " e .
(v¢. spotfebniho materialu)
ELISA -115 K¢/test 230 K¢
Real-time PCR v multiplexnim uspotadani .
. . . 319 K¢
(1 izolace + 1 prepis)
Real-time PCR v simplexnim uspoiradani .
. . . 375 K¢
(1 izolace + 1 prepis)
. . , 1z ]
Real-time PCR v simplexnim usporadéni 566 K&

(2 izolace + 2 prepisy)

Vzhledem k tomu, Ze metoda ELISA neni pro viry BRV a GVBaV dostupna, je
pro jejich soucasné testovani ekonomicky nejvyhodnéjsi metoda real-time PCR v
multiplexnim uspotradanim.
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