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1 UVOD

Ostruzinik malinik (Rubus idaeus L.) z ¢eledi riZzovité (Rosaceae), spiSe znamy
pouze pod oznac¢enim malinik, nebo lidové ,,maliny*, je vytrvald rostlina, kterd vyhani az
2m vysoké prutovité vyhony. Piestoze se maliniky v profesiondlnim ovocnaistvi péstu;ji
jen okrajové, doslo v poslednich letech k vyraznému nartstu v produkci jejich skolkat-
skych vypéstkli. To dokladaji udaje v Situacni a vyhledové zpraveé za rok 2023: v roce
2020 byla produkce sazenic maliniku 261 tisic sazenic, v roce 2021 byla 446 tisic a v roce
2022 stoupla na 693 tisic. S timto narGstem souvisi i zvySend kontrola a testovani rozmno-
zovaciho materialu na pfitomnost nezddoucich patogeni. Povinnost kontroly a testovani
rozmnozovaciho materidlu vychazi z Vyhlasky ¢. 96/2018 Sb. Vyhlaska o mnozitelskych
porostech a rozmnozovacim materialu ovocnych rodt a druhti a jeho uvadéni do obéhu.
Kontrola a testovani v ramci produkce rozmnozovaciho materialu jsou opodstatnéné,
nebot’ viry prezivaji v rostliné v rizné mife po celou dobu jejiho Zivota. VEasna a spo-
lehliva detekce patogenii v rozmnozovacim materidlu tak mize zabranit vyznamnym
hospodaiskym Skoddm v porostech maliniku, jehoZ Zivotnost je okolo 10 let.

Dle této legislativy je povinna kontrola mnozitelského materidlu maliniku na pfi-
tomnost virt apple mosaic virus (ApMV), Arabis mosaic virus (ArMV), black raspberry
necrosis virus (BRNV), cucumber mosaic virus (CMV), raspberry bushy dwarf virus
(RBDV), raspberry leaf mottle virus (RLMYV), raspberry ringspot virus (RpRSV), rasp-
berry vein chlorosis virus (RVCV), raspberry yellow spot (RYS), Rubus yellow net virus
(RYNYV), strawberry latent ringspot virus (SLRSV) a tomato black ring virus (TBRV).
Vsechny zminéné viry jsou soucasti certifikacniho schématu pro rod Rubus PM 4/10
(2) Schemes for the production of healthy plants for planting, Certification scheme for
Rubus dle European and Mediterranean Plant Protection Organization (EPPO). Pfedchozi
certifikovana metodika (Valentova et al. 2022) teSila real-time PCR detekci Ctyt z vyse
uvedenych virti: virus ¢erné nekrézy maliniku (BRNV), virus krouzkovitosti maliniku
(RpRSV), virus ketickové zakrslosti maliniku (RBDV) a virus latentni krouZzkovitosti
jahodniku (SLRSV). Pfedkladana metodika na ni navazuje a dopliuje ji o real-time PCR
metodiku detekce RYNV a nové¢ identifikovanych virii raspberry rubodvirus 1 (RaRV1)
a raspberry enamovirus 1 (RaEV1).

Virus Zluté sitovitosti maliniku (Rubus yellow net virus — RYNV) je zastupcem
rodu Badnavirus, ¢eled” Caulimoviridae (Jones et al. 2002). Mezi nejCastéjsi ptiznaky
patii sitovitd chloroza pletiv podél listovych Zilek, dal§im ptiznakem mohou byt mirné
pokroucené listy smérem dold. U nekterych rostlin miize dochézet k deformaci nebo
zakrnéni, avSak vétSina genotypt ziistava bez ptiznaki, virus tak vyvolava latentni infekci
(Vaki¢ et al. 2022). V porostech maliniku je virus pfendsen semiperzistentnim zplisobem
pomoci vektorii a roubovanim (Martin et al. 2013). Jak uvadi Kalischuk et al. (2008),
ptitomnost RYNV byla potvrzena v nékolika evropskych zemich a v Severni Americe.
V malinikovych porostech ho v Evropé pienasi kyjatka malinikova (Amphorophora
idaei Borner) a v Severni Americe Amphorophora agathonica Hottes (Jones et al. 2002).



Oba tito vektofi mohou prenaset i dalsi viry maliniku (BRNV a RLMV), které spole¢né
s RYNV zptisobuji mozaikovou chorobu maliniku (RMD, Raspberry Mosaic Disease),
ktera je pravdépodobné nejniciveéj$im virovym onemocnénim, jez se vyskytuje na mali-
nicich (McGavin & MacFarlane 2010; Vaki¢ et al. 2022). Dopad na vynos je pii samo-
statné infekci RYNV minimalni, vétsi ztraty mohou byt pii vyskytu viru v komplexu
s BRNV. V prvnim roce sklizné mohou ztraty na vynosu dosahovat 30—75% a v nésle-
dujicich letech jsou mirnéjsi, az 15% (Diaz-Lara 2015). RYNV jakozto zastupce rodu
Badnavirus ma schopnost se v hostitelské rostlin€ vyskytovat ve dvou forméch, a to jako
episomalni — tvofi viriony, a/nebo endogenni, kdy je virus integrovany v genomu hos-
titele. Pfedpoklada se, ze endogenni forma viru je neaktivni a nevyvolava symptomy
typické pro virovou infekci. Na druhou stranu, integrované formy viru jsou schopny reak-
tivace a tvorby viriont, které se mohou zacit replikovat a vyvolat onemocnéni maliniku
(Ndowora et al. 1999, Ho et al. 2024). Ptipadné pozitivni nalezy je tak nutné interpreto-
vat s piithlédnutim k t€émto znalostem (Vaki¢ et al. 2022).

Virus RaEV1 byl popsan teprve nedavno jako novy druh rodu Enamovirus
(Koloniuk et al. 2023) z Celedi Solemoviridae. Tyto viry maji nesegmentovany genom
cca 5,8 kbp dlouhy, ktery je tvofen (+)ssRNA. Jeho vyskyt byl potvrzen v cca 10 %
vzorkli maliniku pochazejicich jak z komercnich ploch, tak v divokych rostlinach. Virus
byl detekovan ve vSech testovanych ¢astech rostlin — kofenech, stoncich, listech, pupe-
nech, kvétech, nezralych i zralych plodech, a bez problémt v rostliné pfezimuje. RaEV1
byl nalezen také v hmyzich zastupcich Amphorophora rubi idaei, Aphis idaei, Psallus
wagneri, Macropsis fuscula a Myzus persicae, ale ptenos viru na dalsi rostlinu témito
potencialnimi vektory nebyl zatim potvrzen. Hospodaiskd Skodlivost RaEV1 nebyla
zatim studovana, ale 1ze ptredpokladat, ze se minimaln¢ ve smésné infekci bude spolupo-
dilet na zavaznosti symptomti.

Dal$im nové objevenym virem maliniku je virus RaRV1, ktery patii do rodu
Rubodvirus z Celedi Phenuiviridae, a jeho genom je tvofen segmentovanou (-)ssRNA.
Byl identifikovan u 2,1 % vzorkid maliniku rtizného piivodu a také u potencialniho vek-
toru Aphis idaei, ptenos vSak nebyl prokdzan. Virus bude podrobné charakterizovan
v chystané publikaci (Lenz ef al.).

2 CIL METODIKY

Certifikovana metodika si dava za cil zavést noveé detekéni systémy zaloZené
na real-time PCR pro rutinni diagnostiku Rubus yellow net virus (RYNV), raspberry
rubodvirus 1 (RaRV1) a raspberry enamovirus 1 (RaEV1). RYNV je detekovan v duplex-
nim uspotadani spolu s interni pozitivni kontrolou (IPC) a RaRV1 a RaEV1 v triplexu
spolu s IPC. Toto upotadani umoziuje uzivateli vybrat si cilovou skupinu virti s ohle-
dem na zamysSleny ucel. Oba systémy jsou soucasti diagnostické soupravy ,,RubusVir II
gPCR-RG detekéni kit — souprava pro real-time PCR detekci virdi RaEV1, RaRV1
a RYNV v rostlinném materialu“ a dopliiuji jiz publikovanou metodiku detekce virh
BRNV, RpRSV, RBDV a SLRSV metodou real-time PCR (Valentova et al. 2022).



Navrzené detekéni systémy byly piikladné validovany pro pouziti s cyklerem
Rotor-Gene Q (Qiagen) dle validacniho schématu obsazeného v EPPO PM 7/98 (5)
Specific requirements for laboratories preparing accreditation for a plant pest diagnostic
activity a po verifikaci je bude mozné pouzit i na pracovistich, které disponuji jinym
vybavenim. Souc¢ésti metodiky je 1 porovnani riznych postupii pro ptipravu cDNA (rizné
reverzni transkriptazy), riznych PCR reagencii a jednokrokové a dvoukrokové analyzy,
aby se uzivatel seznamil s vyhodami a nevyhodami jednotlivych postupi. Predkladana
metodika tedy rozsifuje spektrum vird, které je u maliniku mozné detekovat metodou
real-time PCR a nalezne uplatnéni nejen pfi certifikaci rozmnoZovaciho materialu, ale
1 v zakladnim virologickém vyzkumu.

3 VLASTNI POPIS METODIKY

Pouziti metodiky pfedpoklada zakladni znalosti principli molekularné-biolo-
gickych metod a principt spravné laboratorni praxe v laboratofi molekuldrni biologie.
Metodika byla testovana a validovadna s pouzitim konkrétnich reagencii, souprav a pii-
stroju (viz nize), odbornik v oboru vSak bude schopen metodiku verifikovat pro konkrétni
vybaveni laboratofe a pouzivané laboratorni reagencie.

3.1 Uvod

Metodika real-time PCR detekce viri RYNV, RaRV1 a RaEV1 v biologickém
materialu byla validovana pro pfistroj Rotor-Gene Q (Qiagen) s vyuzitim nasledujiciho
materialu a reagencii:

» Pro duplexni detekci RYNV se pouzivaji nasledujici primery a sondy:

RYNV: Forward primer 1: GYTGGTTGGGAGTYCTSAACTA
Forward primer 2: GTTGGCTTGGAGTTCTCAACTA
Reverse primer 1: AGGYCTGGGAGRTTYTGGAC
Reverse primer 2: AGGTCTGGGAGATCCTGGAC
Sonda 1: HEX-TCTTGCTGTATAGYGGGCC-BHQI1
Sonda 2: HEX-TCTTGCTGTAKAGTGGRCC-BHQI

» Pro multiplexni detekci virt RaRV1 a RaEV1 se pouzivaji nasledujici primery
a sondy:



RaRV1: Forward primer: AATTCAATGTTGAATTGTTTCCAAAAG
Reverse primer: CTTACCCTAAAATCAACCACATAAAT
Sonda 1: 6-FAM-CCCTCAAGCCATTATGCTGATC-BHQ!1
Sonda 2: 6-FAM-CCCTCAAACCGTTGTGTTGATC-BHQI

RaEV1: Forward primer: CTGGCGTACAGAAATCGGG
Reverse primer: AGCACCAGCATATTGGGAC
Sonda: HEX-AATTCGAGGATGCGGGTTATGTTG-BHQ!I

Jako marker pro kontrolu kvality izolace RNA a ptipravy cDNA se pouziva test
na pritomnost transkriptu pro mitochondridlni gen Nad5 (interni pozitivni kont-
rola; IPC). Pro jeho detekci se pouzivaji nasledujici primery a sonda:

Forward primer: GATGCTTCTTGGGGCTTCTTGTT
Reverse primer: ACATAAATCGAGGGCTATGCGG
Sonda: IRDye700 [ptip. 6-FAM]-
-CCACAATTAACATCACTACGGTCGGGCTA-BHQ3 [ptip. BHQ1]
IPC je detekovana soucasné s RYNV ve stejné reakcei, pficemz sonda mize byt
znacena 6-FAM--BHQ1 (ovéfeno) nebo IRDye700--BHQ3 (netestovano).

IPC je detekovana soucasné s RaRV1 a RaEV1 ve stejné reakei, pficemz sonda je
znacena IRDye700--BHQ3.

RNA byla izolovana pomoci Ribospin™ Plant (GeneAll Biotechnology, k.¢.
307-150; dodava Bohemia Genetics s.r.0.).

Pro dvoukrokovou RT-qPCR analyzu byly testovany nasledujici reverzni
transkriptazy:
e M-MLV Reverse Transcriptase, 200 U/ul (Invitrogen, k.¢. 28025-013;
dodava Life Technologies Czech Republic s.r.0.)

e M-MLV Reverse Transcriptase (Promega, k.¢. M107; dodava East Port
Praha, s.1.0.)

Testované PCR reagencie:
e qPCR 2x Blue Master Mix (vyrobce a dodavatel: Top-Bio, k.. P523)

e Luna Universal Probe qPCR Master Mix (vyrobce: New England Biolabs,
k.¢. M3004S; dodava BioTech a.s.)

Pro jednokrokovou RT-qPCR analyzu byl pouzit Luna Universal Probe One-Step
RT-gPCR Kit (New England Biolabs, k.¢. E3006L; dodava BioTech a.s.).



» Pro rutinni diagnostiku Ize pouzit jednotlivé PCR komponenty nebo diagnos-
tickou soupravu RubusVir II qPCR-RG (vyrobce a dodavatel: VYZKUMNY
A SLECHTITELSKY USTAV OVOCNARSKY HOLOVOUSY s.r.0.), ktera
obsahuje pripravené PCR premixy a systém kontrol pro snadné a rychlé sestaveni
PCR reakce. Souprava obsahuje:

e UniPmxI': premix obsahujici vSechny nezbytné komponenty pro PCR
amplifikaci

e RYNV PmxII: premix obsahujici vSechny nezbytné komponenty pro
specifickou detekci RYNV a pro detekcei interni pozitivni kontroly (IPC),
kterd slouzi jako kontrola kvality izolované RNA a ptipravené cDNA

e RubusVir II PmxII: premix obsahujici vSechny nezbytné komponenty pro
specifickou detekci virht RaRV1, RaEV1 a pro detekci interni pozitivni
kontroly (IPC), kterd slouzi jako kontrola kvality izolované RNA
a pripraven¢ cDNA

e RYNV Citrl [500 000 kopii/ul]: pozitivni kontrola pro ovéfeni spravnosti
PCR pro detekci viru RYNV

e RaRV1 Ctrl [500 000 kopii/ul]: pozitivni kontrola pro ovéteni spravnosti
PCR pro detekci viru RaRV1

e RaEVI1 Ctrl [500 000 kopii/ul]: pozitivni kontrola pro ovéfeni spravnosti
PCR pro detekcei viru RaEV1

e [PC Ctrl [500 000 kopii/pul]: pozitivni kontrola pro ovéteni spravnosti PCR
pro detekci IPC

» Pouzity spotiebni material: Sterilni zkumavky 1,5 ml; PCR stripy pro Rotor-Gene Q;
stojanky na zkumavky; Spicky s filtrem; voda v kvalité vhodné pro PCR.

» Real-time PCR cykler Rotor-Gene Q (Qiagen) nebo obdobny, ktery je schopen
detekovat pouzité fluorofory u sond.

» Pouzité vybaveni, reagencie a znaCeni sond je pouze ilustrativni; uzivatelé se
mohou rozhodnout 1 pro jiné znaceni sond a jiné reagencie, které vice vyhovuji
jejich vybaveni a zkuSenostem.

3.2 Pouzité laboratorni metody a postupy

Vlastni postup lze rozd¢lit do tiech fazi:

» Pre-analytickd (odbéry vzorkl a jejich piijem do laboratofe, uchovani do doby
analyzy)

1 UniPmxI je obsazen v kompletni verzi detekéni soupravy. Standardni verze UniPmxI neobsa-
huje, takze uzivatelé mohou pouzit své vlastni ovéfené PCR reagencie.



» Analytickd faze (zpracovani vzorkl v laboratofi, homogenizace, izolace RNA,
piiprava cDNA, sestaveni PCR reakce)

» Post-analytickd faze (vyhodnoceni a intepretace nélezii, uvadéni vysledki)

3.2.1 Pre-analyticka faze

Pre-analiticka
3.2.1.1 Odbér vzorki, preprava vzorkii % 12:,: “3

Vzhledem k tomu, Ze pro rutinni testovani jsou doporuc¢enym
materidlem listy, vzorky 1ze odebirat po celou dobu jejich pfitomnosti
na rostlin€, nejdéle vSak do konce zafi, nebot’ v dalsim obdobi listy Odbeér
starnou a nejsou vhodné pro detekci virti. Dal§im materidlem pro testo- p\;g;:;
vani mohou byt 1 vyhony, které se odebiraji v dob¢& neptitomnosti lista. '
Pro ucely diagnostiky virti se pak odebrané vyhony nechaji narasit
v laboratornich podminkéch. Pro izolaci RNA se pak odebira rostlinny
material ve fenologické fazi BBCHS54, ktery odpovida stavu rostliny,
kdy zelené $picky listu vy¢nivaji nad Supiny pupenil. Protoze se viry
RYNYV, RaRV1 a RaEV1 mohou vyskytovat v rostlindch nerovno-
mérn¢, je vhodné pro ziskani reprezentativniho vzorku odebirat 3—4 listy z riiznych ¢asti
rostliny. Odebrané ¢asti rostlin se vlozi do plastového sacku a vzorek se v co nejkratSim
¢ase dopravi do laboratote. Po celou dobu pievozu se vzorek idedlné uchovava v chladu,
v obdobi teplych dni Ize pro pievoz vzorkii pouzit chladici box.

3.2.1.2 Prijem vzorki do laboratoie

Vzorky se po piijmu do laboratoie okamzité zpracuji, nebo se ve zkumavkach
Sokove zamrazi v tekutém dusiku a ulozi se do doby zpracovani do mraziciho boxu pfi
teploté¢ -80 °C. Pii této teploté je mozné vzorky skladovat bez ztraty kvality nejméné
1 rok.

Ke zpracovani se ptijimaji pouze vzorky, které:
nejsou starsi nez 4 kalendaini dny

nejsou znehodnoceny plisni

nejsou znehodnoceny hnilobnym procesem
nevykazuji pokrocilou nekrézu pletiv

neobsahuji savy ani jiny hmyz

vvyyvyvyyvyy

nejsou ovlivnény dal$imi faktory, které by mohly ovlivnit vysledek zkousky (napf.
aplikace postfikil)

P jsou jednoznaéné identifikovatelné, aby nedoslo k jejich zdméné
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3.2.2 Analyticka faze

Vlastni analyticka faze se provadi ve tfech krocich:

» Izolace RNA
» Priprava cDNA
» Real-time PCR detekce

Pokud se provadi jednokrokova analyza, probihd syntéza cDNA
a real-time PCR detekce v jednom kroku.

Kritické body analytické faze, na které je tteba zvlasté dbat:

Analyticka
faze

lzolace RNA

PFiprava
cDNA

P
detekce

» Dodrzovani zasad dekontaminace a hygieny doporucovanych pro laboratoie
molekularni biologie pro vylou¢eni moznych kontaminaci

» Dodrzovani vSech zdsad spravné laboratorni praxe v laboratofi molekularni

biologie

P Zatazovani extrak¢nich kontrol (kontrola Cistoty pouzivanych reagencii pii izolaci

RNA)

» Dodrzovani standardni navazky vstupniho materidlu

» Kvalita izolované RNA a pfipravené cDNA

3.2.2.1 Izolace RNA

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

» Homogenizace vzorku se provadi v tekutém dusiku. Pro izolaci RNA se stan-
dardné pouziva 50 mg homogenizované¢ho materialu.

» Vlastni izolace RNA se provadi pomoci komeréné dodavaného izola¢niho kitu
Ribospin™ Plant (GeneAll Biotechnology, Co., Ltd.; k.¢. 307-150; dodava
Bohemia Genetics s.1.0.) na bazi kolon (Tabulka 1). Postupuje se podle navodu
vyrobce, ktery je dostupny na jeho webovych strankach.

Tabulka 1. Specifikace kitu dle vyrobce

Specifikace

Ribospin™ Plant

Typ izolace

Maximalni mnozstvi vychoziho vzorku
Maximalni objem kolony

Minimalni eluéni objem

Maximalni vazebnd kapacita

Kolonova
~ 100 mg rostlinného pletiva
~700 pl
30 pl
~100 pg



https://geneall.com/en/sub/products/prod.asp?s_cate=2214

» Primérny vytéZzek RNA z 50 mg listli Rubus subgen. Idaeobatus a subgen. Rubus
je 13,8 pg, hodnoty vytéZnosti se pohybuji v rozmezi 4,2 ug — 23,4 pg; (interval
spolehlivosti 95 % pro n=339, vlastni laboratorni vysledky).

» Izolovana RNA by méla mit ¢istotu (hodnota poméru absorbanci A260/A280) ale-
spon 1,8. Pokud je ¢istota niz$i, nelze vyloucit negativni dopad na citlivost analyz.

» Purifikovanou RNA je mozné pro dalsi analyzy (napi. okamzita ptiprava cDNA)
kratkodob¢ uchovat pti 4 °C nebo dlouhodobé¢ skladovat pti -80 °C.

» Izolace RNA probiha v prostorach k tomu ur¢enych v rdmci laboratotfe moleku-
larni biologie (pre-PCR area) v souladu s principy spravné laboratorni praxe.

» VsSechny centrifugacni kroky se provadéji ve stolni centrifuze s rotorem pro mik-
rozkumavky 2 ml pii pokojové teploté pti relativni centrifugacéni sile (RCF) mini-
malné 10 000 g (u béznych centrifug zpravidla >13 000 otacek za minutu [RPM]).

» Jako kontrolu kvality piipravy RNA a ovéfeni Cistoty reagencii pouZivanych pro
izolaci lze doporucit tzv. extrakéni kontrolu. K sérii paralelné izolovanych vzorkt
se provede kontrolni izolace, ale bez pouziti vstupniho rostlinného materidlu.
Timto zpsobem se testuje pripadna kontaminace pouzitych reagencii pro izolaci
RNA.

» Primarni biologicky material byl homogenizovan v tekutém dusiku. Standardné se
pro izolaci pouzilo 50 mg homogenizovaného vzorku.

Odbornikovi v oboru jsou znamy dalsi postupy homogenizace vychoziho materialu
a izolace RNA, které¢ mohou vést ke stejnému vysledku.

3.2.2.2 Priprava cDNA

Krok samostatné piipravy cDNA se provadi pii dvoukrokové RT-qPCR detekei;
pii jednokrokove detekci je syntéza cDNA provadéna ve stejné zkumavce jako vlastni
PCR (viz kapitola 3.2.2.4).

Metodika je validovana s vyuZzitim néasledujicich postupt, reagencii a podminek pro pii-
pravu cDNA:

» Vstupni material byla RNA izolovana pomoci kitu Ribospin™ Plant, (GeneAll
Biotechnology, Co., Ltd.; k.¢. 307-150; dodava Bohemia Genetics s.r.0.).
» Pouzit byl maximalné 1 pg izolované RNA pro syntézu cDNA.

» Pro porovnani ptipravy cDNA byly testovany dvé reverzni transkriptazy podle
navodu vyrobce:

e M-MLV Reverse Transcriptase, 200 U/ul (Invitrogen, k.¢. 28025-013;
dodava Life Technologies Czech Republic s.1.0.)

e M-MLV Reverse Transcriptase (Promega, k.¢. M107; dodava East Port
Praha, s.1.0.)
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Pro iniciaci reverzni transkripce byla pouzita smés nahodnych primerti-hexamert:
Primer Random p(dN), (Roche, k.¢. 11034731001; dodava Roche s.r.0.).

V reakci byla pouzita smés nukleotidii: ANTP mix, 10 mM kazdy (Genaxxon, k. ¢.
M3016.1010; dodava Bohemia Genetics s.t.0.).

Ptipravenou cDNA je mozné pro dalsi analyzy (napt. PCR) kratkodobé& ucho-
vat pii 4 °C nebo dlouhodobé¢ skladovat pii -20 °C. Pro validni analyzy se vSak
doporucuje pracovat vzdy s Cerstve piipravenou cDNA (vlastni laboratorni zkuse-
nost), ptipadn¢ si ovéftit vliv dlouhodobéjsiho skladovani na stabilitu cDNA z listi
maliniku.

Ptiprava cDNA probihd v prostorach k tomu ur¢enych v ramci laboratofe moleku-
larni biologie (PCR area) s vyuzitim PCR boxt a v souladu s principy spravné
laboratorni praxe.

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

Pracovnipostup pro pripravu cDNA s pouZitim reverzni transkriptazy vyrobce Invitrogen

Pouzita M-MLV Reverse Transcriptase, 200 U/ul (Invitrogen, k. ¢. 28025-013; dodava
Life Technologies Czech Republic s.r.0.). Postup vychazi z navodu vyrobce.

1.

Podle poctu vzorkt se ve stojanku piipravi potiebny pocet 0,2ml mikrozkumavek
vcetn¢ zkumavky pro negativni kontrolu, pokud se ptipravuje (RT-). Jako nega-
tivni kontrola mtize byt pouzita RNA z negativniho vzorku nebo voda.
Do jednotlivych zkumavek se pipetuje:

a. 4 pl ndhodnych primert (hexamery) o koncentraci 50 ng/ul

b. 1 ul 10mM dNTPs

c. 1-5 pl celkové RNA (Celkové mnoZzstvi RNA v reakci by nemélo piekrocit

1 pg)

d. RNase free voda do celkového objemu 13 pl
Sm¢és se promicha.
Smés se zahieje v PCR cykleru na 65 °C 5 minut. Po uplynuti inkuba¢ni doby
se zkumavky prudce zchladi ve vymraZzené kovové desticce. Poté se kratce
centrifuguji.
Do jednotlivych zkumavek se napipetuje:

a. 4 pl 5x First-Strand Buffer

b. 2ul 0,1M DTT
Ke kazd¢é zkumavce se vzorkem kromé RT- kontroly se ptida 1 ul (200 U) M-MLV
reverzni transkriptdzy, dobfe se promicha.
Vzorky se vlozi do PCR cykleru.
Vzorky projdou nasledujicimi teplotnimi fazemi:

a. Inkubace pfi 37 °C po dobu 2 minut

b. Inkubace pii 25 °C po dobu 10 minut
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c. Inkubace pti 37 °C po dobu 50 minut

d. Zéavére¢nd denaturace pii 70 °C po dobu 10 minut

e. Findlni zchlazeni na 4 °C
Takto ptipravenou cDNA lze pfimo pouzit jako templat (zpravidla 2 pl) pro dalsi
PCR analyzy. cDNA Ize uchovavat v mraznicce pii -20 °C.

Pracovni postup pro pripravu cDNA s pouZitim reverzni transkriptazy vyrobce Promega

Pouzita M-MLV Reverse Transcriptase (Promega, k.¢. M107; dodavéa East Port Praha,
s.1.0.). Postup vychazi z navodu vyrobce.

I.

Podle poctu vzorkt se ve stojanku ptipravi potiebny pocet 0,2ml mikrozkumavek
vcetné¢ zkumavky pro negativni kontrolu, pokud se ptipravuje (RT-). Jako nega-
tivni kontrola mtze byt pouzita RNA z negativniho vzorku nebo voda.

Do jednotlivych zkumavek se pipetuje:
a. 4 ul ndhodnych primert (hexamery) o koncentraci 50 ng/pl
b. 1-5 pl celkové RNA (Celkové mnozstvi RNA v reakci by nemélo pirekro-
¢it 1 ug)
Smés se promicha.

Smés se zahteje v cykleru na 70 °C 5 minut. Po uplynuti inkuba¢ni doby se zku-
mavky prudce zchladi ve vymrazené kovové destice. Poté se kratce centrifuguyji.

Do jednotlivych zkumavek se napipetuje:
a. 4 ul M-MLV 5x Reaction Buffer
b. 1 ul 10mM dNTPs
c. RNase free voda do celkového objemu 19 pl

Ke kazdé zkumavce se vzorkem kromé RT- kontroly se ptida 1 pl (200 U) M-MLV
reverzni transkriptdzy, dobie se promicha.

Vzorky se vlozi do cykleru.
Vzorky projdou nasledujicimi teplotnimi fazemi:
a. Inkubace pti 37 °C po dobu 60 minut
b. Finalni zchlazeni na 4 °C
Takto ptipravenou cDNA lze ptimo pouzit jako templat (zpravidla 2 pl) pro dalsi
PCR analyzy. cDNA lze uchovat v mraznicce pii -20 °C.

3.2.2.3 Dvoukrokova RT-qPCR detekce

Uvod

Postup je validovan pro detekci RYNV v duplexu s IPC a detekci virt RaRV1 a RaEV1
v triplexu s IPC. Metodiku lze pouzit jak pro kvalitativni, tak kvantitativni detekci pfi-
tomnosti jednotlivych virti. Jako indikétor kontroly kvality izolace RNA a pfipravy cDNA

13



14

se pouziva test na piitomnost transkriptu pro rostlinny mitochondrialni gen Nad5 (NADH
dehydrogenase subunit 5; interni pozitivni kontrola, IPC), ktera je detekovana ve stejné
reakeci.

Vlastni detekce je zaloZena na pouziti specifickych primerti a sond, které je mozné
zakoupit zvIast’ (kapitola 3.1) nebo pouzit RubusVir Il gPCR-RG detekéni kit, ktery obsa-
huje vSechny reagencie pro real-time PCR detekci pro cykler Rotor-Gene Q [Qiagen]
(k.¢. RubusVir I gPCR-RG; vyrobce a dodavatel: VYZKUMNY A SLECHTITELSKY
USTAV OVOCNARSKY HOLOVOUSY s.r.0.). Sondy musi byt vhodné oznageny
vzhledem k zamyslenému pouziti a detekénim moznostem pouZzivaného real-time PCR
cykleru. Pro detekci v multiplexnim uspofddani se doporucuje sondy oznacit tak, aby
vrcholy jejich emisnich spekter byly co nejdale od sebe vzhledem k detekénim schopnos-
tem ptislusného cykleru.

Sestaveni vlastni real-time PCR reakce

» Ptiprava PCR reakce probiha v prostorach k tomu urcenych v ramci laboratote
molekularni biologie (PCR area) s vyuzitim PCR boxtli a v souladu s principy
spravné laboratorni praxe.

» Ptidavani syntetickych pozitivnich kontrol probih4 vyhradné v mistnosti post-PCR
area.

» Pro pipetovani se pouzivaji Spicky s filtrem.
» Vzorky se doporucuje analyzovat v technickych duplikatech.

» Vsechny PCR komponenty se pfed zahajenim prace vyjmou z mraznicky a nechaji
se roztat pii pokojové teploté.

» Pted pouZzitim je vhodné PCR komponenty promichat kratkym vortexovanim a dle
potteby stocit na minicentrifuze.

P Pro zajisténi validity vysledki se pouZiva systém minimalné nasledujicich kontrol:
e Kontrola bez ptidaného templatu (No-Template Control; NTC)

e Jedna se o kontrolu bez pfidani vzorku. Tato kontrola se pouziva vzdy
u kazdého testovani.

e Pozitivni kontrola

e Jedna se o kontrolu, ktera je pozitivni v definovaném rozsahu. Zpravidla se
jedna o syntetickou pozitivni kontrolu o znamé koncentraci.

e Interni kontrola kvality izolované RNA/cDNA, interni pozitivni kontrola
(IPC)

e Pouziva se real-time PCR systém pro detekci transkriptu pro rostlinny
mitochondridlni gen Nad5. Pfitomnost tohoto transkriptu a hodnoty Ct jsou
brany jako indikator kvality izolované RNA/cDNA. Tato kontrola se pro-
vadi ke kazdému testovanému vzorku.



» Primarn¢ je nasledujici postup urCen pro kvalitativni nebo semi-kvantitativni
detekci virih RYNV, RaRV1 a RaEVI1. Redénim syntetické pozitivni kontroly
lze vSak ziskat standardni kalibracni kiivku, podle které je mozné provadét
vyhodnoceni kvantitativné.

» Pro Gsporu Casu a financi lze pfipravit jednu syntetickou pozitivni kontrolu smi-
chanim nékterych nebo vSech syntetickych standardi RYNV, RaRV1, RaEV1
a [PC.

V ramci testovani metodiky detekce byly pouzity PCR reagencie od dvou dodavatelu:

e qPCR 2x Blue Master Mix (vyrobce a dodavatel: Top-Bio, k.. P523)

e [una Universal Probe qPCR Master Mix (vyrobce: New England Biolabs,
k.¢. M3004S; dodava BioTech a.s.)

Pokud neni uvedeno jinak, je niZe popsany postup spole¢ny pro oba typy PCR
reagencii.

1. V PCR boxu se do kovového stojanku piipravi potiebny pocet 0,1ml stripti véetné
mikrozkumavek pro NTC (kontrola bez pfidané cDNA) a syntetickou pozitivni
kontrolu, ptipadné dalsi rizné fedéné standardy pro tvorbu kalibracni kiivky pro
kvantitativni stanoveni.

2. Podle poctu soucasné¢ michanych PCR mastermixt se do stojanku piipravi 1,5ml
mikrozkumavky, do kterych se ptipravi adekvatni mnoZstvi PCR mastermixu dle typu
reakce a rozpisu (Tabulka 2):

Tabulka 2a. Rozpis pro detekci RYNV a IPC s vyuzitim zdkladnich PCR komponent

RYNV + IPC Na 1 vzorek Finalni koncentrace
PCR voda 6,88 ul

RYNV forward primer 1 (50 uM) 0,2 ul 0,5 uM
RYNV forward primer 2 (50 uM) 0,1 pul 0,25 uM
RYNV reverse primer 1 (50 uM) 0,2 ul 0,5 uM
RYNV reverse primer 2 (50 uM) 0,1 ul 0,25 uM
RYNV sonda 1 (50 uM) 0,1 pnl 0,25 uM
RYNV sonda 2 (50 uM) 0,14 pul 0,35 uM
IPC forward primer (50 pM) 0,1 pul 0,25 uM
IPC reverse primer (50 pM) 0,1 ul 0,25 uM
IPC sonda (50 uM) 0,08 pul 0,2 uM
qPCR 2x Blue Master Mix nebo Luna Universal 10l Ix
Probe qPCR Master Mix

Celkem 18 nl




Tabulka 2b. Rozpis pro soucasnou detekci virit RaRV I, RaEV1 a IPC s vyuzitim zakladnich PCR

komponent

RaRV1 + RaEV1 + IPC Na 1 vzorek Finalni koncentrace
PCR voda 6,72 pl

RaRV1 forward primer (50 uM) 0,2 ul 0,5 uM
RaRV1 reverse primer (50 uM) 0,2 ul 0,5 uM
RaRV1 sonda 1 (50 uM) 0,06 ul 0,15 uM
RaRV1 sonda 2 (50 uM) 0,06 pl 0,15 uM
RaEV1 forward primer (50 uM) 0,2 ul 0,5 uM
RaEV1 reverse primer (50 uM) 0,2 ul 0,5 uM
RaEV1 sonda (50 uM) 0,08 pl 0,2 uM
IPC forward primer (50 uM) 0,1 ul 0,25 uM
IPC reverse primer (50 uM) 0,1 ul 0,25 uM
IPC sonda (50 uM) 0,08 pul 0,2 uM
gPCR 2x Blue Master Mix nebo Luna Universal 10l Ix
Probe qPCR Master Mix

Celkem 18 ul

Tabulka 2c¢. Rozpis pro soucasnou detekci RYNV vcéetné IPC a/nebo RaRVI, RaEVI a IPC
s vyuzitim RubusVir Il gPCR-RG detekcniho kitu

RYNV +1PC Na 1 vzorek
PCR voda 7 ul
RYNV PmxII 1l
UniPmxI nebo qPCR 2x Blue Master Mix nebo Luna Universal Probe 10 pl
gPCR Master Mix

Celkem 18 ul
RaRV1 + RaEV1 + IPC Na 1 vzorek
PCR voda 7 ul
RubusVir II PmxII Il
UniPmxI nebo qPCR 2x Blue Master Mix nebo Luna Universal Probe 10 pl
qPCR Master Mix

Celkem 18 ul

. Piipraveny mastermix se kratce vortexuje a kratce se centrifuguje.

3

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

5. K mastermixu se postupné pipetuji 2 pl netedéné cDNA testovan¢ho vzorku.
6

. Pouzavfeni vSech zkumavek se v post-PCR mistnosti ptidaji 2 pl syntetické pozitivni
kontroly (tedy 1 milion kopii/reakci) pro detekci RYNV, RaRV1, RaEV1 a IPC.

7. Po zapnuti Rotor-Gene Q se ptipravi teplotni profil s nasledujicimi parametry:



Pro qPCR 2x Blue Master Mix

Teplotni podminky PCR: 1 cyklus: 94 °C 5 min
50 cykla: 94°C20s
58°C20s
72°C20s

e (teni v zeleném kanalu pro RaRV1

e c(teni v zeleném kanalu pro IPC v duplexu
s RYNV

e c(teni ve Zlutém kanélu pro RaEV1 a RYNV

e (teni v karminovem kanalu pro IPC v multi-
plexu s RaRV1 a RaEV1 (ptip. s RYNV)

Pro Luna Universal Probe qPCR Master Mix

Teplotni podminky PCR: 1 cyklus: 95°C60s
50 cykli:  95°C 15s

58°C20s

60°C30s

e c(teni v zeleném kandlu pro RaRV1

e (Cteni v zeleném kandlu pro IPC v duplexu
s RYNV

e cCteni ve Zlutém kanalu pro RaEV1 a RYNV

e Cteni v karminoveém kanalu pro IPC v multi-
plexu s RaRV1 a RaEV1 (pfip. s RYNV)

» Pro pouzité fluorofory se doporucuje nastavit ,,Gains* na nasledujici hodnoty.
e Green: 5,67; Yellow: 6,67; Crimson: 7.

e Jednd se pouze o orienta¢ni hodnoty, pfesné nastaveni si musi uzivatel
provést sim béhem prvnich tiech cykli nebo po prvnim béhu dle navodu
vyrobce.

» Cely proces amplifikace trva cca 2 hodiny.

» PCR produkty je mozné uchovavat pii teploté <-18 °C po dobu minimaln¢ jed-
noho roku.

Poznamka pro uZivatele jiného typu real-time PCR cykleru

Uzivatel¢ jinych real-time PCR cykler nez Rotor-Gene Q se musi pfed objedné-
nim sond (detekcniho kitu) seznamit s moznostmi detekce riiznych fluoroforti na svém
PCR cykleru a s moznostmi pfislusného analyza¢niho softwaru. Déle je nutné posoudit
mozZnosti pfistroje pro multiplexovani a naprogramovat piislusny PCR protokol.
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3.2.2.4 Jednokrokova RT-qPCR detekce
Uvod

Pti jednokrokové RT-qPCR detekci se vyuziva skutecnost, ze neni nutné pfipra-
vit cDNA v samostatném kroku, nebot’ ta se syntetizuje ve stejné zkumavce, ve které
nasledn¢ probiha vlastni qPCR. Odpada tak ptiprava cDNA a jeji pipetovani do zku-
mavek, ve kterych se qPCR provadi pfi dvoukrokovém uspotadani. Nevyhodou miize
byt, Ze pii jednokrokové detekci 1ze provadét detekei pouze konkrétnich cilii, v tomto
ptipad€ RYNV + IPC nebo RaRV1 + RaEV1 + IPC. Pro zjednoduseni byla jednokrokova
RT-qPCR detekce testovana pouze s premixy z RubusVir II qPCR-RG detekéni kitu,
ktery obsahuje vSechny reagencie pro real-time PCR detekci pro cykler Rotor-Gene Q
(detaily viz vyse).

Sestaveni vlastni real-time PCR reakce

Zakladni ptedpoklady pro sestaveni PCR reakce jsou stejné jako pro dvoukrokovou
detekei, viz vyse.

Pouzité reagencie a podminky:
» Luna Universal Probe One-Step RT-qPCR Kit (New England Biolabs, k.¢. E3006L;
dodéava BioTech a.s.).

» Jako vstupni material pro RT-qPCR byla pouzita RNA izolovana pomoci kitu
Ribospin™ Plant (GeneAll Biotechnology, Co., Ltd.; k.¢. 307-150; dodava
Bohemia Genetics s.t.0.).

» Pro analyzu se pouzivda maximalné 100 ng izolované RNA v reakci.

» Pouzita diagnosticka souprava RubusVir Il qPCR-RG, kterd obsahuje piipravené
RYNYV PmxII pro detekci RYNV (Zluty kanal) a RubusVir II PmxII pro souc¢asnou
detekci RaRV1 (zeleny kanal) a RaEV1 (Zluty kanal).

e Jako marker pro kontrolu kvality izolace RNA se pouZziva test na piitom-
nost transkriptu pro mitochondridlni gen Nad5 (interni pozitivni kontrola;
IPC).

e [PC je detekovana soucasné s RYNV ve stejné reakci (zeleny kanal).

e [PC je detekovana soucasné s RaRV1 a RaEV1 ve stejné reakci (karminovy
kanal).

1. V PCR boxu se do kovového stojanku piipravi potiebny pocet 0,1ml stripti véetné
mikrozkumavek pro NTC (kontrola bez pfidané cDNA) a syntetickou pozitivni kont-
rolu, ptipadné dalsi riizné fedéné standardy pro tvorbu kalibraéni kiivky pro kvantita-
tivni stanoveni.

2. Podle poctu soucasné¢ michanych PCR mastermixi se do stojanku pfipravi 1,5ml
mikrozkumavky, do kterych se pfipravi adekvatni mnozstvi PCR mastermixu dle typu
reakce a rozpisu (Tabulka 3):



Tabulka 3. Rozpis pro soucasnou detekci RYNV vcetné IPC a/nmebo RaRVI, RaEVI a IPC

s vyuzitim RubusVir Il gPCR-RG detekcniho kitu

RYNV +IPC Na 1 vzorek
PCR voda 6 ul
RYNV PmxII Il
Luna Universal Probe One-Step Reaction Mix (2X) 10 ul
Luna WarmStart RT Enzyme Mix (20X) 1wl
Celkem 18 nl

RaRV1 + RaEV1 + IPC

Na 1 vzorek

PCR voda 6 ul
RubusVir II PmxII 1l
Luna Universal Probe One-Step Reaction Mix (2X) 10 pl
Luna WarmStart RT Enzyme Mix (20X) 1wl
Celkem 18 ul

8. Pfipraveny mastermix se kratce vortexuje a kratce se centrifuguje.
9. Mastermix se rozpipetuje do PCR stripti po 18 pl.

10. K mastermixu se postupné pipetuji 2 pl nafedéné RNA testovaného vzorku o koncen-
traci 50 ng/ul.

11. Po uzavieni vSech zkumavek se v post-PCR mistnosti ptidaji 2 pl syntetické pozitivni
kontroly (tedy 1 milion kopii/reakei) pro detekci RYNV, RaRV1, RaEV1 a IPC.

12.Po zapnuti Rotor-Gene Q se ptipravi teplotni profil s nasledujicimi parametry:

Teplotni podminky PCR: 1 cyklus: 55 °C 10 min
1 cyklus:  95°C 1 min
45 cykli:  95°C 10s
58°C20s
60 °C30s

e (teni v zeleném kandlu pro RaRV1

e cCteni v zeleném kanalu pro IPC v duplexu
s RYNV

e c(teni ve Zlutém kanélu pro RaEV1 a RYNV

e (teni v karminovem kanalu pro [PC v multi-
plexu s RaRV1 a RaEV1 (ptip. s RYNV)
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» Pro pouzité fluorofory se doporucuje nastavit ,,Gains* na nasledujici hodnoty.
e Green: 5,67; Yellow: 6,67; Crimson: 7.

e Jedna se pouze o orientatni hodnoty, pfesné nastaveni si musi uzivatel
provést sam béhem prvnich tfech cykli nebo po prvnim béhu dle ndvodu
vyrobce.

» Cely proces amplifikace trva necelé 2 hodiny.

» PCR produkty je mozné uchovavat pfi teploté¢ <-18 °C po dobu minimalné jed-
noho roku.

3.2.3 Post-analyticka faze

V této fazi se vyhodnocuji vysledky a na zakladé€ vSech dostup- Post-
, . , PR . analyticka
nych informaci se provadi jejich interpretace. i
3.2.3.1 Vyhodnocovani vysledkii Vyhodno-
Vyhodnoceni PCR béhu u pfistroje Rotor-Gene Q Vg

Pro vyhodnoceni PCR béhu se pouziva identicky software
jako pro ovladani cykleru. Piesny postup vyhodnocovani riznych
typt experimentl je uveden v piirucce vyrobce cykleru nebo ptimo
v napovede tohoto softwaru.

Inter ace

Po ukonceni béhu se provadi vyhodnoceni odectenim hodnoty Ct v zeleném
kanalu pro detekci viru RaRV1 a IPC (duplex s RYNV); ve Zlutém kanalu pro detekci
viru RaEV1 a RYNYV; v karminovém kanalu pro detekci IPC (triplex s RaRV1 a RaEV1).
Pouzité parametry:

Dynamic tube: ANO

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

Eliminate cycles before:  Dle potieby

Pozitivita se stanovuje jako hodnota cyklu (Ct), pii kterém dojde k protnuti amplifi-
kacni kiivky a nastaveného prahu (Threshold). Pokud se provadi kvantitativni hodnoceni
vysledkl, software vytvofi kalibrac¢ni kiivku na zaklad¢ Ct hodnot série rizné fedénych
standardi, na zaklad¢ které vypocte koncentraci viru RaEV1, RaRV1 a RYNV v pozado-
vanych jednotkach (Obrazek 1 pro ilustraci).



Obrazek 1. Ukazka vystupu detekce virti RaEVI1, RaRVI1 a RYNV s vyuzitim Luna Universal
Probe gPCR Master Mix a cykleru Rotor-Gene Q.
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Vyhodnoceni systému kontrol kvality

Pro interpretaci vysledkii je kliCové spravné vyhodnoceni systému kontrol
zajistujicich validitu vysledku.

Interni kontrola kvality (IPC)

Interni kontrola kvality (IPC) slouzi ke dvéma uceltim: kontrola kvality izolace
RNA a ptipravy cDNA a zéaroven jako inhibi¢ni kontrola. Technicky se jedna o detekci
mitochondridlniho transkriptu Nad5, ktery je pifitomen v kazdém rostlinném pletivu
a musi pro kazdy vzorek vyjit pozitivni. Doporucuje se hodnoty Ct dlouhodobé sledo-
vat, protoZze pro obdobné vzorky byvaji hodnoty pfi standardnich podminkach velmi
podobné. Vyuziti této kontroly je tedy vyhodné zejména pro pracovisté provadejici rutinni
diagnostiku zejména v akreditovaném rezimu, nebot’ kontrolu lze vyuzit jako kritérium
hodnoceni kvality celého piedeslého procesu. Dle vlastnich laboratornich vysledki 1ze
pro Cerstvé listy maliniku s ohledem na typ pouzitych reagencii ocekavat hodnoty Ct
v rozsahu 13,8 —22.4 (95% interval spolehlivosti; detaily viz také kapitola 3.4).

Pti pouziti RubusVir II gPCR-RG detekéniho kitu v pfistroji Rotor-Gene Q 1ze pro
piiloZzeny IPC standard pii pouZiti 1 milion kopii v PCR reakci o¢ekavat rozpéti hodnot
Ct dle nasledujici tabulky.
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Tabulka 4. Prehled ocekdavanych vysledkii pro systém kontrol [Imil. kopii/rci], které jsou
soucasti RubusVir Il gPCR-RG detekcniho kitu. Rozmezi predstavuje 95% interval spolehlivosti.

Standard Luna Universal qPCR 2x Blue Luna Universal
[1mil. kopii/reakci] Probe gPCR Master Mix (Ct) | _Lrope One-Step
- 0P Master Mix (Ct) RT-qPCR Kit (Ct)
RaEV1 18,40 — 19,36 19.62 — 19,96 18,22 — 19.39
RaRV1 16,67 — 17.82 17.86 — 18,78 16,46 — 17,07
RYNV 22.35 - 23.00 23.69 — 2443 21,90 - 22.32
IPC (¢teni v IRDye700
(Cteni v IRDye 17,44 — 18,67 17.81 — 18,46 16,95 — 17.20
kanalu)
IPC (teni v 6-FAM
C (Cteni v 6 18,90 — 19,49 1979 —21.29 18,23 — 18,81
kanalu)

Poznamka: Rozpéti ocekavanych hodnot Ct se mohou mirné odliSovat v zavislosti na Sarzi kitu.

Kontrola kvality PCR reakce

Pro kontrolu kvality PCR reakce se pouzivaji dva typy kontrol. Pozitivni kontrolu
muze predstavovat charakterizovany vzorek nebo zpravidla synteticky standard, ktery ma
stejnou sekvenci jako cilové misto pro PCR amplifikaci. Pozitivni kontrola pfedstavuje
referencni material s definovanym rozpétim hodnot Ct, ve kterém se pti zohlednéni repro-
dukovatelnosti metody musi nalezy pohybovat u kazdého PCR béhu bez ohledu na osobu
provadéjici analyzu.

Pti pouziti RubusVir II qPCR-RG detekéniho kitu v pfistroji Rotor-Gene Q Ize
pro piiloZzené standardy RYNV, RaRV1 a RaEV1 pfi pouziti v koncentraci 1 milion kopii
v PCR reakci oc¢ekavat rozpéti hodnot Ct dle Tabulky 4.

Negativni kontrola pfedstavuje PCR reakci bez ptidané¢ho templatu (cDNA), tzv.
,hetemplatovana® kontrola (NTC). NTC by méla byt za vSech okolnosti u kazdého PCR
beéhu negativni.

Dalst kontroly

Pro kontrolu ptipadné kontaminace reagencii pouzivanych pro izolace RNA lze
doporucit zatazeni tzv. extrakéni kontroly, kdy se provede izolace bez rostlinného mate-
ridlu. S touto kontrolou se poté pracuje jako se vzorkem. Extrakéni kontrola by méla byt
za vSech okolnosti u kazdého PCR béhu negativni.

Jako dalsi kontrolu I1ze doporucit kontrolu ptipravy cDNA. Z RNA pfiislusného
vzorku se paralelné ptipravuji dvé cDNA s tim, Ze do jednoho vzorku se neptida reverzni
transkriptdza (tzv. RT- kontrola). RT- kontrola by méla byt za vSech okolnosti u kazdého
PCR béhu negativni. Tento typ kontroly je extrémné diilezity pro stanoveni RYNV, nebot’
ten se muze vyskytovat jako integrovany provirus ¢i v episomalni podob¢ a ptipadna
kontaminace DNA z izolace RNA miize vést k falesSné pozitivnim vysledkim.



3.2.3.2 Akceptace a interpretace vysledkit

Pokud si laboratof nestanovi jinak, vysledky z PCR béhu se akceptuji, pokud:

» Vsechny pozitivni kontroly jsou pozitivni v definovaném rozsahu.
» Vsechny NTC kontroly jsou negativni.

» Extrakcni kontrola je negativni.

» RT- kontrola je negativni.

» IPC je pozitivni v definovaném rozsahu.

Na zékladé typu analyzy lze vysledky interpretovat:

» Kvalitativné
e Virus detekovan/nedetekovan; pozitivni/negativni vysledek
» Semi-kvantitativné

e Na zakladé redlnych zkuSenosti nebo statistickych metod Ize nalezy podle
hodnot Ct piiblizné kvantifikovat do riznych kategorii, napf.:

I e
» Negativni / slabé pozitivni / pozitivni / siln¢€ pozitivni

= Lze téz zavést kategorii pro vysledky na spodni hranici detekova-
telnosti, které jiz vykazuji nizkou miru reprodukovatelnosti, napf.
,»Vvysledek podeziely“ nebo ,,potencidlné pozitivni* aj.

» Kvantitativné

e Na zadkladé¢ sestrojené kalibra¢ni kiivky lze vysledky vydéavat kvantitativné,
napt. v kopiich nalezen¢ho viru na hmotnost ptivodniho materialu.

Poznamka pro uzivatele jiného typu real-time PCR cykleru

Uzivatelé jinych typil real-time cyklerii provadéji vyhodnoceni dle doporuceni
vyrobce daného cykleru pro jednotlivé typy analyz.

3.3 Validace metody
Validace byla provedena pro dvoukrokovou RT-qPCR detekéni metodu podle vyse
uvedenych postupt s nasledujicimi reagenciemi:
» Izolace RNA byla provedena pomoci kitu Ribospin™ Plant (GeneAll
Biotechnology).

» Pro piipravu cDNA byla pouzita reverzni transkriptiza M-MLV Reverse
Transcriptase, 200 U/ul (Invitrogen).
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» Pro real-time PCR analyzu byl vyuzit kit RubusVir II qPCR-RG (multiplexni
detekce).

» Byly testovany dva typy PCR reagencii:

e (PCR 2x Blue Master Mix (Top-Bio)

e [una Universal Probe qPCR Master Mix (New England Biolabs)
» Validace probéhla s vyuzZitim cykleru Rotor-Gene Q.

Uzivatelé jinych postupti a jinych real-time PCR cykler( si musi provést verifikaci
metody a ovéfeni vykonnostnich charakteristik na svém pracovisti podle svych postupti
s ohledem na své¢ laboratorni vybaveni. Validace detekéni metody byla provedena podle
protokolu EPPO PM 7/98 (5): Specific requirements for laboratories preparing accredita-
tion for a plant pest diagnostic activity. Validace predstavuje proces, pii kterém byly sta-
noveny zakladni vykonnostni parametry metody. Tyto parametry by mély byt adekvatni
vzhledem k zamys$lenému pouZiti dané metody. U predkladdané metodiky byly stanoveny
nasledujici vykonnostni charakteristiky:

» Diagnosticka specificita
» Analyticka senzitivita

» Opakovatelnost
» Reprodukovatelnost

3.3.1 Stanoveni specificity

Metodika

Viry RaRV1 a RaEV1 jsou nové objevené viry metodou vysokokapacitniho sekve-
novani (HTS; High-Throughput Sequencing), které byly charakterizovany ve spolupraci
s tymem Dr. Franové z Ustavu molekularni biologie rostlin, Biologické centrum AV CR,
v. v. i. (RaEV1: Koloniuk et al. 2023; RaRV1: manuskript v pfipravé, Lenz et al.). Pro
RaEV 1 bylo celkem identifikovano 14 izolatii (12 z Ceské republiky, 2 zNorska), u kterych
byla ziskéna témét kompletni genomova sekvence (~5,8 kbp). Pro vybér vhodné oblasti
pro navrh primert byla provedena multiple-alignment analyza, na zaklad¢, které byla
vybrana oblast genu pro RdRp, kterd byla nejvice konzervovana mezi izolaty (Obrazek 2).
Navrzend oblast byla dale analyzovana pomoci Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST), aby se vyloucila ptitomnost této oblasti u pfibuznych virti. V této oblasti pak
bylo navrzeno nékolik pard primerii a sond pro nezéavislé testovani specificity u zivych
vzorkli. PCR produkt pro real-time PCR detekci je dlouhy 83 nt (referen¢ni sekvence:
OR683427).


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

Obrazek 2. Vybrana oblast pro real-time PCR detekci RaEV1 s vyznacenymi primery a sondou.
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Obdobné¢ bylo postupovano i v ptipadé RaRV 1, pro ktery bylo k dispozici 8 izolata
z Ceské republiky. Na zikladé analyz byl pro real-time PCR detekci vybran segment
kodujici RdRp protein. Protoze byly nalezeny dva hlavni odlisné kmeny, bylo pro jejich
detekci nutné navrhnout dvé sondy. Délka amplikonu je 76 bp (Obrazek 3; sekvence
odeslany do GenBank).

Obrazek 3. Vybrand oblast pro real-time PCR detekci RaRV1 s vyznacenymi primery a sondami.
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Situace u RYNV je komplikovana tim, ze se: i) jedna o znacn¢ polymorfni virus;
i1) pfi svém Zivotnim cyklu vyuzivé cirkularni DNA, kterd persistuje v buiikach v epi-
somalni podobé¢; iii) mlzZe se integrovat do rostlinného genomu, kde mulzZe setrvavat
v latentni, neaktivni formé, ale mize se také reaktivovat. Kvalitni diagnostika tohoto
viru tak spoc¢iva na dvou pilifich — eliminace DNA pfi izolaci RNA (dikladné pouzivéani
DNasy pfi izolaci, kontrola ptitomnosti kontaminujici DNA pomoci RT- kontrol) a navrh
takovych primerti a sond, které nedetekuji znamé, neaktivni endogenni varianty RYNV.
Byla proto provedena 1) analyza sekvenci v databazi GeneBank (n=60); ii) charakterizace
sekvenci vlastnich izolati RYNV (n=50); a 111) podrobna sekvenac¢ni analyza popsanych
endogennich variant (Ho et al. 2024). Na zéklad¢ téchto analyz byla pro navrh primert
a sond vybrana oblast obalového proteinu (Co-like) v ramci polyproteinu, ktera vykazo-
vala nejvyssi miru konzervovanosti mezi izolaty, a byla zaroven specificka pro RYNV
(referencni sekvence: NC 026238). Navrzené primery a sondy zaroven nedetekuji endo-
genni variantu endoRYNV-BS, kterd se v nasich izolatech vyskytovala nejcastéji.

Pomoci riznych sad navrzenych primeri bylo provedeno nezavislé testovani sou-
boru vzorki rostlin rodu Rubus subgen. Idaeobatus a Rubus subgen. Rubus (vice jak
300 vzorktl) odebranych na uzemi Ceské republiky, aby byla ovéfena jejich specificita.
Vsechny podstatné kroky vyvoje detekéniho systému byly verifikovany sekvenacné.
Specificita byla téZ ovéfena na negativnich vzorcich a na smésnych vzorcich (vzajemna
koinfekce a/nebo v komplexu s black raspberry necrosis virus [BRNV] a raspberry bushy
dwarf virus [RBDV]).
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Ocekdvand hodnota parametru

» Ocekava se 100% specificita pro diagnostiku jednotlivych vira.

Vysledky, zavér, shrnuti

Testované negativni vzorky byly negativni, u pozitivnich vzorki byla deteko-
vana pritomnost piislusného viru. Pozitivni 1 negativni vzorky byly testovany a ovéfeny
1 jinymi metodami, napt. pomoci jiné sady primerti. U vzork, které byly koinfikovany
vice viry (BRNV a RBDV), byla ve vSech ptipadech specificky potvrzena pfitomnost
daného viru a nebyl zaznamenan zadny piipad kiizové nespecifické reakce.

» Diagnostické specificita metody je stanovena na 100 % pro viry RaEV1, RaRV1
a RYNV.

3.3.2 Stanoveni analytické senzitivity
Metodika

Syntetické pozitivni kontroly pro RaEV1, RaRV1 a RYNYV identické s cilovymi
misty detekce o znamé koncentraci 1 pg/ul byly postupné nafedény aZ na koncent-
raci 5 kopii/reakci (vypocitano s pomoci DNA Calculator). Cilem bylo nalézt nejnizsi
koncentraci fedéni (limitni fedéni), pro kterou budou vSechny testované vzorky dané
koncentrace pozitivni s nezménénymi amplifikaénimi parametry (testovano v kvadrupli-
katu). Stanoveni senzitivity pro kazdy virus bylo provedeno s pouZzitim obou typii PCR
reagencii: QPCR 2x Blue Master Mix (Top-Bio) a Luna Universal Probe qPCR Master
Mix (New England Biolabs). Protoze se v ptipadé testovani virt RaRV1 a RaEV1 jedna
o multiplexni reakci se soucasnou detekci dvou riznych vira, byl testovan 1 vliv multi-
plexovani na analytickou senzitivitu porovnanim se simplexni detekci konkrétniho viru
(testovano s qPCR 2x Blue Master Mix, Top-Bio).

Ocekavana hodnota parametru

» Multiplexovanim nedojde k snizeni analytické senzitivity.

Cwwvr

Vysledky, zavér, shrnuti

Pro analyzu vlivu multiplexovani byly porovnany vysledky detekce virt RaRV1
a RaEV1 v simplexnim a multiplexnim uspofddani pti rdznych koncentracich (100 000
az 5 kopii na reakci) syntetické pozitivni kontroly. Vysledky detekce jsou pro oba viry
v obou provedenich srovnatelné.

Pro RaEV1 bylo pii pouziti obou typli PCR reagencii dosazeno citlivosti 5 kopii/
reakci; Luna Universal Probe qPCR Master Mix vykazoval primérné¢ Ct nizs$i o 1,6
ve srovnani s qPCR 2x Blue Master Mix. Pro RaRV1 bylo pfi pouZiti obou typit PCR


http://www.molbiotools.com/dnacalculator.html

reagencii dosazeno citlivosti 500 kopii/reakci; Luna Universal Probe qPCR Master
Mix vykazoval priméré Ct nizsi o 1,75 ve srovnani s qPCR 2x Blue Master Mix. Pro
dal$i stanoveni vykonnostnich charakteristik pro detekci RaEV1 a RaRV1 byla pou-
zita koncentrace fedéni 500 kopii/reakei, kterd byla opakované spolehlivé detekovana
s nizkou variabilitou, a qPCR 2x Blue Master Mix, ktery sice vykazoval horsi kinetiku
o 1,6—1,75 cyklu, ale je o vice jak polovinu levnéjsi ve srovnani s Luna Universal Probe
gPCR Master Mix a s ohledem na cenu mtize byt n¢kterymi laboratofemi preferovan.
Pro Luna Universal Probe qPCR Master Mix lze vSak ocekavat, Ze dals$i vykonnostni
parametry budou srovnatelné nebo lepsi v porovnani s qPCR 2x Blue Master Mix a je
na uzivateli, aby si tyto parametry piipadné ovéfil.

Pro RYNV bylo pfi pouziti obou typti PCR reagencii dosazeno citlivosti 500
kopii/reakei; Luna Universal Probe qPCR Master Mix vykazoval primémé Ct nizsi
o 1,75 ve srovnani s qPCR 2x Blue Master Mix. Pro dalsi stanoveni vykonnostnich
charakteristik pro detekci RYNYV byla pouzita koncentrace fedéni 1 000 kopii/reakei,
ktera byla opakované spolehlivé detekovdna s nizkou variabilitou, a Luna Universal
Probe qPCR Master Mix, ktery ve srovnani s qPCR 2x Blue Master Mix vykazoval
niz§i variabilitu pfi niz§ich koncentracich.

» Multiplexovani nema negativni vliv na vykonnost testu; vysledky jsou srovna-
telné se simplexnim uspotaddnim pro RaRV1 a RaEV1.

» Analyticka senzitivita metody detekce je pro:
e RaEVI1 500 kopii/reakci,
e RaRV1 500 kopii/reakci,
e RYNV 1000 kopii/reakei.

3.3.3 Stanoveni opakovatelnosti

Metodika

Opakovatelnosti se rozumi stanoveni variability méteni pifi analyze vzorki stejnou
osobou za stejnych podminek. Opakovatelnost byla ur¢ena pii limitnim fedéni syntetic-
kého standardu, které bylo u detekce viri RaRV1 a RaEV1 stanoveno na 500 kopii/reakci
a pro RYNV 1 000 kopii/reakei pomoci syntetické pozitivni kontroly.

Pro analyzu byly ptipraveny tii série v opakovani po osmi vzorcich, které se analy-
zovaly v rdmci jednoho PCR béhu za identickych podminek v multiplexnim usporadani
se soucasnou detekci RaRV1 a RaEV1 v jedné reakci s vyuzitim qPCR 2x Blue Master
Mix a v simplexnim uspotfadani pro RYNV s vyuzitim Luna Universal Probe qPCR
Master Mix. U kazdé série se stanovi variacni koeficient a celkovy primérny variacni
koeficient, ktery vyjadiuje miru shody namétenych hodnot Ct pfi limitnim fedéni mezi
jednotlivymi sériemi.
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Pro kvalitativni analyzu se opakovatelnost stanovi jako procento pozitivnich nalezi
ze vsech provedenych testli pro kazdy virus pii jeho limitnim fedéni, tj. 500 kopii/reakci
(RaEV1 a RaRV1) nebo 1000 kopii/reakci (RYNV).

Ocekdvand hodnota parametru

» Pro kvantitativni stanoveni musi byt variacni koeficient pro limitni fedéni <2,5 %.

» Pro kvalitativni stanoveni musi byt vysledky testli pro limitni fedéni pozitivni
u vSech vzorkt (opakovatelnost 100 %).

Vysledky, zavér, shrnuti

» Opakovatelnost metody detekce pii limitnim fedéni vyjadiend jako mira shody
mezi hodnotami z jednotlivych sérii méfend praimeérnym variaénim koeficientem
je pro:

e RaEV1 0,0214+0,0009, tj. 2,14%
e RaRV1 0,0145+0,0021, tj. 1,45 %

e RYNV 0,0180+0,0019, tj. 1,8 %.

» Pro vSechny testované viry (RYNYV, RaEV1 a RaRV1) byly zaznamenany pozi-
tivni nalezy ve vSech vzorcich pfi limitnim fedéni, opakovatelnost pro kvalitativni
ucely je 100 %.

3.3.4 Stanoveni reprodukovatelnosti

Metodika

Reprodukovatelnosti se rozumi stanoveni variability méfeni pii analyze vzorkd,
které nezéavisle na sobé& provadéji rizni pracovnici. Reprodukovatelnost byla urcena pii
limitnim fedéni syntetického standardu, které bylo u detekce virt RaEV1 a RaRV1 sta-
noveno na 500 kopii/reakci a pro RYNV 1000 kopii/reakci pomoci syntetické pozitivni
kontroly.

Pro analyzu byly pfipraveny tii série v opakovani po osmi vzorcich, které se
analyzovaly ve tfech nezavislych PCR bézich provedenych tfemi rliznymi pracovniky.
Byl stanoven varia¢ni koeficient, ktery vyjadiuje miru shody naméfenych hodnot Ct pii
limitnim fedéni mezi jednotlivymi nezavislymi PCR b¢hy.

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

Ocekavana 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, zavér, shrnuti

» Reprodukovatelnost metody detekce piilimitnim fedéni vyjadiena jako mira shody
mezi hodnotami z jednotlivych sérii provedenych riznymi pracovniky v riznych
PCR bézich métfend variaénim koeficientem je pro:

e RaEV10,0180, tj. 1,8 %.
e RaRV1 0,0136, tj. 1,36 %.
e RYNV 0,0340, tj. 3,4 %.

» Pro vSechny testované viry (RaEV1, RaRV1 a RYNV) byly zaznamenany pozi-
tivni nalezy ve vSech vzorcich, reprodukovatelnost pro kvalitativni ticely je 100 %.

3.4 Porovnani PCR reagencii

Nabidka v oblasti PCR reagencii je velmi bohatd, proto byly v rdmci ovétovani
metodiky detekce virt RaEV1, RaRV1 a RYNV otestovany a porovndny rtizné piistupy
areagencie pro pripravu cDNA a PCR. Testovani probihalo na vzorcich maliniku, u nichZ
byla ptedem ovéfena pozitivita ¢i negativita. Do reakci vstupovala RNA, ktera byla
izolovana pomoci kitu Ribospin™ Plant (GeneAll Biotechnology). Byla vyzkouSena jak
jednokrokova detekce s vyuzitim Luna Universal Probe One-Step RT-qPCR Kit (New
England Biolabs), tak dvoukrokova detekce s vyuzitim dvou typ béznych reverznich
transkriptdz a dvou typti PCR reagencii. VSechny srovnavaci analyzy byly provadény
paralelné s vyuzitim kitu RubusVir II gPCR-RG. Celkem bylo porovnano pét variant
detekce viri RaEV1, RaRV1, RYNYV a ptislusné IPC:

» One-Step NEB: Luna Universal Probe One-Step RT-qPCR Kit (New England
Biolabs, NEB)

» Inv+T-B: M-MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen) + qPCR 2x Blue Master
Mix (Top-Bio)

» Pro+T-B: M-MLV Reverse Transcriptase (Promega) + qPCR 2x Blue Master
Mix (Top-Bio)

» Inv+NEB: M-MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen) + Luna Universal Probe
qPCR Master Mix (New England Biolabs, NEB)

» Pro+NEB: M-MLV Reverse Transcriptase (Promega) + Luna Universal Probe
qPCR Master Mix (New England Biolabs, NEB)
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Pro kazdou kombinaci reagencii pro konkrétni virus/IPC bylo nejprve pro kazdy
vysledek = 1. v potadi) a nasledné bylo spoc¢itano primérné umisténi pro kazdou kombi-
naci reagencii pro konkrétni virus/IPC. Déle byl spocitan primérny rozdil Ct jednotli-
vych kombinaci vhledem k té nejlepsi na 1. mist¢.

3.4.1 Detekce RYNYV a prislusné IPC

RYNYV a IPC jsou detekovany v jedné reakci, RYNV ve Zlutém kandlu a IPC
v zeleném kandlu. Vysledky srovnani ukazuje Tabulka 5 (RYNV) a Tabulka 6 (pfislusna
IPC).

Tabulka 5. Porovnani jednotlivych kombinaci reagencii pro detekci RYNV. Nejlepsi priimérné
poradi zelené. Inv+T-B: M-MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen) + gPCR 2x Blue Master Mix (Top-Bio);
Pro+T-B: M-MLV Reverse Transcriptase (Promega) + qPCR 2x Blue Master Mix (Top-Bio); Inv+NEB:
M-MLYV Reverse Transcriptase (Invitrogen) + Luna Universal Probe gPCR Master Mix (New England Biolabs,
NEB); Pro+NEB: M-MLV Reverse Transcriptase (Promega) + Luna Universal Probe qPCR Master Mix
(New England Biolabs, NEB); One-Step NEB: Luna Universal Probe One-Step RT-gPCR Kit (New England
Biolabs, NEB)

Vzorek Inv+T-B | Pro+T-B | Inv+NEB | Pro+NEB | One-Step NEB

(Cv) (Cv) (Ct) (Ct) (Ct)

1 21,62 21,82 20,27 20,39 20,71

2 25,49 26,48 24,29 25,18 2438

3 21,94 23,16 21,06 21,78 21,48

4 22,74 25,27 21,58 22,30 22,38

5 21,80 23,71 20,25 21,61 21,24

6 24,10 24,87 22,79 22,90 22,83

7 23,24 24,58 22,19 23,27 22,02

8 23,50 25,88 21,73 24,85 21,91

9 24,09 26,61 23,14 26,13 22,21

10 22,66 24,00 20,83 22,72 22,00

11 26,15 28,00 24,46 26,36 24,43

12 24,38 26,27 23,37 25,81 23,11
Priumérné poradi: 3.5 5 1,3 33 1.8
Primérny rozdil Ct| - 5, 2,89 1,45 0.23

od nejlepsi:




Tabulka 6. Porovnani jednotlivych kombinaci reagencii pro detekci prislusné IPC. Nejlepsi
primeérné poradi zelené. Inv+T-B: M-MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen) + qPCR 2x Blue Master Mix
(Top-Bio); Pro+T-B: M-MLV Reverse Transcriptase (Promega) + qPCR 2x Blue Master Mix (Top-Bio);
Inv+NEB: M-MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen) + Luna Universal Probe gPCR Master Mix (New
England Biolabs, NEB),; Pro+NEB: M-MLV Reverse Transcriptase (Promega) + Luna Universal Probe gPCR
Master Mix (New England Biolabs, NEB), One-Step NEB: Luna Universal Probe One-Step RT-qPCR Kit
(New England Biolabs, NEB)

Vzorek Inv+T-B | Pro+T-B | Inv+NEB | Pro+NEB | One-Step NEB

(CH (CH (CH (CYH (CYH

1 18,12 18,56 16,96 17,98 17,36

2 18,54 19,03 17,73 17,96 18,25

3 17,28 18,00 16,49 17,14 17,16

4 16,89 17,86 15,99 17,00 17,25

5 16,38 16,98 15,66 16,43 16,52

6 18,37 18,62 17,10 17,84 17,81

7 18,79 19,60 17,57 18,80 18,20

8 19,36 21,92 17,97 21,22 18,46

9 20,15 22,81 19,11 23,32 18,48

10 17,77 19,18 16,63 18,86 17,59

11 20,10 21,07 18,52 20,53 18,50

12 18,98 21,74 18,07 21,26 18,24
Priumérné poradi: 3,2 4,9 1,2 34 2,3
Primérny rozdil Ct| ) 4 2,30 1,71 0,50

od nejlepsi:

Pro detekci RYNYV a pftislusné IPC se nejlépe osvédcila dvoukrokovd RT-qPCR
kombinujici M-MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen) + Luna Universal Probe gPCR
Master Mix (New England Biolabs, NEB), kterd byla nésledovana jednokrokovou
detekci s primérnym rozdilem do +0,5 Ct. Nejhorsi vykonnost byla zjisténa u kombinace
M-MLYV Reverse Transcriptase (Promega) + qPCR 2x Blue Master Mix (Top-Bio), ktera
témet vzdy (kromé jednoho vzorku) skoncila na poslednim misté s primérnym rozdilem
Ct +2,89 oproti vitézi.

3.4.2 Detekce RaEV1, RaRV1 a prislusné IPC

Viry RaEV1 a RaRV1 spolu s IPC jsou detekovany v jedné multiplexni reakci:
RaRV1 v zeleném kandlu, RaEV1 v Zlutém kanalu a ptislusna [PC v karminovém kanalu.
Vysledky srovnani ukazuji Tabulky 7 (RaRV1), 8 (RaEV1) a 9 (ptislusna IPC).
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Tabulka 7. Porovnani jednotlivych kombinaci reagencii pro detekci RaRVI. Nejlepsi primérné
poradi zelené. Inv+T-B: M-MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen) + qPCR 2x Blue Master Mix (Top-Bio);
Pro+T-B: M-MLV Reverse Transcriptase (Promega) + gPCR 2x Blue Master Mix (Top-Bio); Inv+NEB: M-MLV
Reverse Transcriptase (Invitrogen) + Luna Universal Probe gPCR Master Mix (New England Biolabs, NEB);
Pro+NEB: M-MLV Reverse Transcriptase (Promega) + Luna Universal Probe gqPCR Master Mix (New England
Biolabs, NEB); One-Step NEB: Luna Universal Probe One-Step RT-qPCR Kit (New England Biolabs, NEB)

Vzorek Inv+T-B Pro+T-B Inv+NEB | Pro+NEB One-Step NEB
(CH (&) (&) (€Y (CH
1 17,83 19,54 16,95 18,56 17,04
2 18,84 19,50 17,51 18,99 18,81
3 17,43 18,47 16,49 17,43 17,95
4 17,45 19,79 16,44 18,88 17,58
5 Neg Neg 35,38 Neg 36,01
6 18,10 18,87 16,91 18,18 17,69
7 20,17 22,26 18,92 21,05 19,37
8 Neg 33,68 Neg Neg Neg
9 19,07 19,14 17,84 18,24 18,5
Pramérné poradi: 2,8 4,3 1,1 3,2 2.4
Primérny rozdil Ct) - '\, 2,06 1,47 0,81
od nejlepsi:

Tabulka 8. Porovnani jednotlivych kombinaci reagencii pro detekci RaEV1. Nejlepsi primérné
poradi zelené. Inv+T-B: M-MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen) + qPCR 2x Blue Master Mix (Top-Bio);
Pro+T-B: M-MLV Reverse Transcriptase (Promega) + gPCR 2x Blue Master Mix (Top-Bio); Inv+tNEB: M-MLV
Reverse Transcriptase (Invitrogen) + Luna Universal Probe gPCR Master Mix (New England Biolabs, NEB);
Pro+NEB: M-MLV Reverse Transcriptase (Promega) + Luna Universal Probe gPCR Master Mix (New England
Biolabs, NEB),; One-Step NEB: Luna Universal Probe One-Step RT-gPCR Kit (New England Biolabs, NEB)

Vzorek Inv+T-B Pro+T-B Inv+NEB | Pro+NEB One-Step NEB

(%) (%) (€Y (€Y (€Y
1 21,62 22,60 20,10 21,53 20,60
2 27,26 29,20 25,23 27,48 25,16
3 23,72 26,94 23,23 26,04 21,96
4 23,95 26,98 23,33 26,13 21,50
5 24,68 31,28 24,25 30,93 22,46
6 28,58 28,56 26,74 27,28 25,83
7 26,24 28,82 24,57 26,27 24,29
8 29,14 29,04 28,32 28,18 27,41
9 29,32 29,98 27,36 28,80 27,56
10 20,13 21,23 19,50 20,46 19,51
11 Neg 36,30 34,67 32,11 34,10
12 21,19 22,48 20,17 21,95 19,59
13 35,83 34,09 Neg 35,33 30,95

Priumérné poradi: 3,7 4,5 2,2 33 1,3
Frimermy rli’é‘lléi)sclt 2,07 3,58 0,63 243




Tabulka 9. Porovnani jednotlivych kombinaci reagencii pro detekci prislusnée IPC. Nejlepsi
prumeérné poradi zelené. Inv+T-B: M-MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen) + gPCR 2x Blue Master
Mix (Top-Bio); Pro+T-B: M-MLV Reverse Transcriptase (Promega) + qPCR 2x Blue Master Mix
(Top-Bio),; Inv+NEB: M-MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen) + Luna Universal Probe gPCR Master
Mix (New England Biolabs, NEB); Pro+NEB: M-MLV Reverse Transcriptase (Promega) + Luna Universal
Probe qPCR Master Mix (New England Biolabs, NEB); One-Step NEB: Luna Universal Probe One-Step
RT-qPCR Kit (New England Biolabs, NEB)

Vzorek Inv+T-B Pro+T-B Inv+NEB | Pro+NEB One-Step NEB
(CH (%) (%)) (8 (CH
1 17,27 18,09 15,89 17,07 15,95
2 16,38 18,95 15,61 18,56 15,20
3 15,77 17,45 14,79 17,40 15,41
4 17,67 20,22 16,70 19,92 16,27
5 18,19 21,11 17,81 20,80 16,64
6 15,93 17,29 15,05 16,58 15,95
7 15,78 19,30 15,37 18,83 15,29
8 16,10 23,09 15,94 22,09 15,02
9 17,57 18,50 16,73 17,14 15,86
10 15,62 17,09 14,85 16,84 14,89
1 21,40 21,48 20,22 20,23 18,79
12 17,64 17,37 16,01 16,69 15,82
13 16,18 16,99 15,40 16,88 15,98
14 17,44 20,51 16,54 19,93 16,23
15 17,78 18,75 16,61 18,60 16,18
16 16,91 17,26 16,16 16,80 15,85
Prumérné poradi: 33 4,9 1,7 3,6 1,4
Primérny rozdil Ct
od nejlepsi: 1,14 3,01 0,27 2,44

Pro detekci RaRV1 se opét nejlépe osvédcila dvoukrokova RT-qPCR kombinujici
M-MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen) + Luna Universal Probe qPCR Master Mix
(New England Biolabs, NEB) nasledovana jednokrokovou detekci s primérnym roz-
dilem +0,8 Ct. Obé kombinace reagencii vSak nedetekovaly jeden stejny, velmi slabé
pozitivni vzorek; bylo vSak také zjisténo, ze ani jedna z péti testovanych kombinaci PCR
reagencii nezachytila v§echny vzorky. Zajimavé je, Ze pro detekci RaEV1 a pftislusné
IPC se situace obratila — nejcitlivéjsi byla jednokrokova detekce Luna Universal Probe
One-Step RT-qPCR Kit (New England Biolabs, NEB) a druha v potadi s primérnym odstu-
pem +0,6 Ct byla dvoukrokova RT-qPCR kombinujici M-MLV Reverse Transcriptase
(Invitrogen) + Luna Universal Probe qPCR Master Mix (New England Biolabs, NEB),
kterd navic nedetekovala jeden slabé pozitivni vzorek.

Ve vSech tfech testech byla nejhorsi vykonnost opét zaznamenana pro kombi-
naci M-MLV Reverse Transcriptase (Promega) + qPCR 2x Blue Master Mix (Top-Bio),
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kterd v nékterych testech vykazovala rozdil 1 +8 Ct. Zbyvajici dv€ kombinace [Inv+T-B:
M-MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen) + qPCR 2x Blue Master Mix (Top-Bio)
a Pro+tNEB: M-MLV Reverse Transcriptase (Promega) + Luna Universal Probe qPCR
Master Mix (New England Biolabs, NEB)] fungovaly priimérné.

3.4.3 Shrnuti

» Jednokrokova RT-qPCR detekce RaEV1, RaRV1, RYNV a pftislusné IPC pomoci
Luna Universal Probe One-Step RT-qPCR Kit (New England Biolabs, NEB)
poskytuje srovnatelné vysledky jako nejlep$i dvoukrokovy postup s vyuzitim
M-MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen) + Luna Universal Probe qPCR Master
Mix (New England Biolabs, NEB).

» Jako priimérné byly pro detekci RaEV1, RaRV1, RYNV a ptislusné IPC vyhodno-
ceny kombinace reagencii M-MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen) + qPCR 2x
Blue Master Mix (Top-Bio) a M-MLV Reverse Transcriptase (Promega) + Luna
Universal Probe qPCR Master Mix (New England Biolabs, NEB).

» Doporucujeme nepouzivat reagencie v kombinaci M-MLV Reverse Transcriptase
(Promega) + qPCR 2x Blue Master Mix (Top-Bio).

Finélni vybér vhodné detekéni metody je na uzivateli s ohledem na zamysleny
ucel provadéné analyzy a dalsi faktory, napt. pozadavek na detekci dalSich virt ze stej-
ného materidlu (BRNV, RpRSV, RBDV, SLRSV aj.), pozadavek na rychlost, nadklady
za analyzu atd.

4 SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

Pro viry RaEV1 a RaRV1, které byly v nedavné dob¢ objeveny, neni v literature popsan
zadny validovany detek¢ni systém pro jejich rutinni testovani. Metoda testovani RaEV1,
kterou uvadi ve své publikaci Koloniuk et al. (2023), vychazi z detekéniho systému,
ktery je soucasti této metodiky. Pro virus RaRV1 se ptipravuje publikace (Lenz et al.),
v které bude popsana jeho detekce pomoci zde popsané metodiky.

Vzhledem k tomu, ze se miize RYNV v rostlinach vyskytovat ve dvou formach
-episomalni a endogenni, je testovani tohoto viru problematické. McGavin et al. (2023)
se v publikaci zminuji, Ze piestoze byl RYNV objeven pied vice nez 50 lety, metoda
testovani na principu PCR byla zavedena az v roce 2002, pti¢emz jednim z diivodu mtize
byt i znacna geneticka diverzita izolatd RYNV (Obrazek 4). Dal$im milnikem v testovani
RYNYV bylo zjisténi, ze se virus vyskytuje v endogenni formé&. Tento nélez vedl k zavéru,
ze do té doby navrzené detekéni systémy mohly detekovat 1 formy viru, které v rostling
nevyvolavaji symptomy a jsou pro rostlinu neskodné. Od roku 2015 se zacinaji v odborné
literatute objevovat publikace, které jsou pfevazné zaméteny na analyzu endogenni formy
RYNV. Tou se napt. zabyval Ho et al. (2024), ktery ve své publikaci na zaklad¢ ,,melting*
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analyzy rozdélil ziskané endogenni formy do 6 hlavnich skupin A-F. Vyzkumnici uva-
d¢ji, ze protokoly, které byly v rdmci publikace navrzeny, nejsou uréeny pro diagnostické
ucely, ale mohly by byt prvnim krokem k jejich zavedeni. Ptitomnost endogenni formy

RYNYV v maliniku ve své studii fesil 1 Diaz-Lara et al. (2020) a v ostruziniku Vaki¢ et al.
(2022).

V predkladané metodice nové navrzeny detek¢éni systém pro RYNV vyuziva
primery a sondy, které detekuji popsané episomalni formy RYNYV a nedeteku;ji nejcastéji
se vyskytujici endogenni formu endoRYNV-BS.

Obrazek 4. Ukazka porovnani 56 izolatit RYNV v oblasti polyproteinu. Izolaty dostupné v GenBank
(24.6.2022) byly namapovany pomoci Geneious mapovaciho algoritmu na referencni sekvenci (zelené) a ndsle-
dovala alignment analyza v oblasti polyproteinu s vyuzitim Neighbor-Joining tree algoritmu (vizualizovano

v nezakorenéné podobé, vétve byly pro prehlednost proporciondlné transformované, vytvoreno pomoci software
Geneious Prime). Cisla u jednotlivych vétvi oznacuji substituce na pozici.
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5 POPIS UPLATNENI CERTIFIKOVANE METODIKY
Validovana metodika real-time PCR detekce virit RYNV, RaRV1 a RaEV1 v rost-
linném materidlu mize byt vyuzita v celé fad¢ aplikaci, napt.:
» Rutinni diagnostika virt RYNV, RaRV1 a RaEV1

» Testovani zdravotniho stavu rozmnozovaciho materidlu pro zajisténi pozadavki
certifikace

Sledovani vyskytu virt RYNV, RaRV1 a RaEV1 na vybraném tzemi
Vyzkum §ifeni virt RYNV, RaRV1 a RaEV1

Zakladni vyzkum biologie virit RYNV, RaRV1 a RaEV1

Studium vektorti danych virti

Studium pfirozenych hostitelt

vvvyvyyvyy

Testovani hospodarské skodlivosti danych vira

Metodika real-time PCR detekce virt RYNV, RaRV1 a RaEV1 v rostlinném mate-
ridlu je urCena pro laboratofe molekularni biologie, které se vénuji diagnostice virovych
onemocnéni nebo virologickému vyzkumu, jako napf.:

» Laboratofe Ustiedniho kontrolniho a zkugebniho Gstavu zemédélského (UKZUZ,
NRL, Odbor diagnostiky skodlivych organismt rostlin)
» Urcené uiedni laboratote

» Virologické laboratofe v akademické sféfe a dalSich vyzkumnych institucich



6 EKONOMICKE ASPEKTY

Ekonomickou stranku ptedklddané metodiky lze hodnotit z n€kolika pohledt.
Protoze je detekéni systém pro viry RaEV1 a RaRV1 navrzen v multiplexnim uspoiadani,
dojde tak k uspofte financi, které by byly vynaloZeny na ptipravu dvou PCR. DalSim pfi-
nosem je skutec¢nost, ze v€asnou detekci ptipadnych pozitivnich rostlin bude zabranéno
Sifeni vird mnozitelskym materidlem v péstebnich plochach a tim i budoucim ztratdm
na vynosu v dalSich letech. Rychlej$i odezva laboratofe bude mit té€z pozitivni dopad
na ekonomiku zadatele o vySetfeni zdravotniho stavu ovocnych plodin, nebot’ miize zis-
kat vysledky v kratSim Case, a tak na né€ pruznéji reagovat.

Soucasti metodiky je i porovnani riiznych reagencii pro analyzu virt RYNV, RaRV 1
aRaEV1. Cena? pouzitych reagencii, ¢asova naro¢nost a vysledky testovani jsou shrnuty
v Tabulce 10, na zaklad¢ kter¢ si potenciadlni uzivatelé mohou zvolit vhodnou kombinaci
reagencii pro diagnostiku vybranych virii vzhledem ke svym potifebdm. Z porovnani cen
vyplyva, ze nejlevnéjsi metodou pro testovani virit maliniku je jednokrokova RT-qPCR
s pouzitim Luna Universal Probe One-Step RT-qPCR Kit (New England Biolabs, NEB),
kdy jedna analyza stoji 23,20K¢. Zaroveii je tento postup i nejrychlejsi, protoze odpada
krok samostatné ptipravy cDNA. Tento pfistup testovani je ale ekonomicky vyhodny
pouze pro vzorky, u kterych je vyzadovana detekce maximaln€ dvou cilt (v simplexni
reakcei); pro tfi a vice cilt je jiz vyhodnéjsi dvoukrokova RT-qPCR. Tato limitace je vSak
obecné feSena ndvrhem a validaci multiplexnich detekénich systémi, kdy je mozné
v jedné reakci detekovat az pét (Sest) cila dle typu PCR cykleru. Ve dvou reakcich je
tak mozné detekovat az 10 (12) patogenil v€etné ptislusné IPC, coz je zpravidla dosta-
tecné pro povinné testované patogeny dle certifikacnich schémat pro riizné hospodaiské
rostliny. Multiplexni uspofadani je tak pfistup s jasnymi, byt individudlnimi, pozitiv-
nimi dopady na ekonomiku laboratote 1 zadatelii o vySetteni zdravotniho stavu ovocnych
plodin.

Pokud je nutné testovat vice patogent u jednoho vzorku (velké spektrum pato-
genu, virologicky vyzkum, sekvenovani, aj.), 1ze doporucit dvoukrokovou RT-qPCR, kdy
je pocitana Castka za reverzni transkriptdzu pouze jednou a takto ptfipravenou cDNA lze
pouzit na minimalné 10 (pokud neni cDNA nafedéna) nasledujicich (i multiplexnich)
PCR; cena za analyzu jednoho vzorku se tak postupné vyrazné snizuje. Na zakladé potieb
laboratote je mozné v Tabulce 10 vybrat nejvhodnéjsi kombinaci reagencii. Zajimavé je,
ze nejlevngjsi kombinace reagencii [M-MLV Reverse Transcriptase (Promega) + qPCR
2x Blue Master Mix (Top-Bio)] patfila k nejhorSim a nejdrazs$i kombinace [M-MLV
Reverse Transcriptase (Invitrogen) + Luna Universal Probe qPCR Master Mix (New
England Biolabs, NEB)] byla nejlepsi; v tomto piipad¢ tak cena koresponduje s vykon-
nosti (kvalitou) reagencii.

2 Zahrnuje pouze cenu za pouZzitou reverzni transkriptdzu a PCR reagencie. Se zapocitdnim
dal$ich nékladi se bude vysledna cena pro kazdou laboratof lisit. Vyzadané ceny bez DPH
k 30.11.2023.
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Tabulka 10. Porovnani jednotlivych kombinaci reagencii z hlediska financnich nakladu, casové
narocnosti analyzy a vykonnosti (kvality). Inv+T-B: M-MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen) + gPCR
2x Blue Master Mix (Top-Bio),; Pro+T-B: M-MLV Reverse Transcriptase (Promega) + gPCR 2x Blue Master Mix
(Top-Bio); Inv+NEB: M-MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen) + Luna Universal Probe gPCR Master Mix
(New England Biolabs, NEB), Pro+NEB: M-MLV Reverse Transcriptase (Promega) + Luna Universal Probe
qPCR Master Mix (New England Biolabs, NEB),; One-Step NEB: Luna Universal Probe One-Step RT-qPCR Kit
(New England Biolabs, NEB)

. . One-Step
Kombinace reagencii
E . INV+T-B Pro+T-B INV+NEB Pro+NEB PCR
(vyrobci)
(NEB)
Vyrobce INV | T-B Pro T-B | INV | NEB | Pro | NEB
Cena/vzorek (K¢) 46,30 | 5,20 | 32,20 | 5,20 | 46,30 | 10,90 | 32,20 | 10,90 23.20
Cena celkem/vzorek
. 51,50 37,40 57,20 43,10
KS)
. 77 112 65 112 77 108 65 108
Doba pro provedeni 104
analyzy (min) 189 177 185 173
Vysledky testovani - porradi
RaRV1 3 5 1 4 2
RaEV1 4 5 2 3 1
IPC (RubusVir II PmxII) 3 5 1 4 2
RYNV 4 5 1 3 2
IPC (RYNV PmxII) 3 5 2 4 1

V laboratotich, kde se rutinné provadi real-time PCR vySetfeni pfitomnosti RNA virt,
souviseji ndklady na zavedeni metodiky pouze s ndkupem primerti/sond (cena bez DPH
cca 45 000K¢/ 1 000 reakci). Laboratoie, které by uvazovaly o kompletnim zavedeni
metodiky bez pfedchozich zkuSenosti a pristrojového vybaveni, musi pocitat s naklady
na izolaci RNA (50 izolaci cca 7 600K¢ bez DPH), ptiprava cDNA a PCR reagencie
(Tabulka 10), real-time PCR cykler (rizné cenové urovnég, orientaéné > 800 000 K¢ bez
DPH).
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