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1. UvoD

Malinik (Rubus idaeus L.) patti do ¢eledi Rosaceae. Pro svoji pfijemnou chut
a nutriéni hodnotu maji plody maliniku vyznamné misto ve vyzivé ¢lovéka. Cerstvé
plody jsou uréeny k pfimé konzumaci a dale pro konzervarensky a mrazirensky prdmysl.
Maliniky jsou vyuZzivany nejen v potravinarském, ale i ve farmaceutickém a kosmetickém
primyslu. V Ceské republice ma péstovani maliniku dlouholetou tradici zejména
u zahradkarl. V ovocnarstvi se malinik péstuje jen okrajové, ale v posledni dobé se zdjem
o néj zvySuje a vysadby tohoto drobného ovoce pribyvaji (Némcova a Buchtova 2021).

Pro zajisténi kvalitni a zdravé vysadby je dulezZité, aby byl pfi zakldadani novych
produkénich vysadeb maliniku pouzit zdravy certifikovany rozmnoZovaci materidl.
Pozadavky nazdravotnistavrozmnozovaciho materidlujsou dany zakonem ¢.219/2003 Sh.
a navazujici vyhlaskou ¢. 96/2018 o mnozitelskych porostech a rozmnozovacim materialu
ovocnych rodl a druh( a jeho uvadéni do obéhu. Dle této platné legislativy je povinna
kontrola mnozZitelského materialu maliniku na pritomnost virll 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
(RLMV), raspberry ringspot virus (RpRSV), raspberry vein chlorosis virus (RVCV),
raspberry yellow spot (RYS), rubus yellow net virus (RYNV), 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). Pro tcely této metodiky byly vybrany Ctyfi viry,
které vyznamné ovliviuji zdravotni stav rostlin: virus ¢erné nekrézy maliniku (BRNV),
virus krouzkovitosti maliniku (RpRSV), virus kefickové zakrslosti maliniku (RBDV) a virus
latentni krouzkovitosti jahodniku (SLRSV).

Virus erné nekrézy maliniku (BRNV) patfi do Celedi Secoviridae (do rodu zafazen
zatim nebyl) a mUiZe vyvoldvat onemocnéni mozaika maliniku (Raspberry Mosaic Disease;
RMD). BRNV se ¢asto vyskytuje v komplexu s dalSimiviry, které napadaji malinik: raspberry
leaf mottle virus (RLMV), raspberry leaf spot virus (RLSV) a rubus yellow net virus (RYNV).
Jakuvadi McMenemy et al. (2009), praveé virus BRNV je ¢asto prvni, ktery infikuje maliniky,
a rostlina je pak nachylnéjsi k nakaze jinymi viry, jako je napf. RLSV. Samostatné priznaky
viru BRNV byly popsany jako malé zesvétlené skvrny na listech. Pfitomnost viru vede
k omezeni rastu rostliny a snizeni vynosu ovoce. Diagnostika na zakladé symptomu je
obtizna, virus nevykazuje specifické priznaky, proto se doporucuje virus diagnostikovat
pomoci biologického indexingu nebo metodou na principu PCR. Jako indikatorova



rostlina se pouZiva R. occidentalis L., na které se ptiznaky vyznacuji epinastickou a apikalni
nekrézou (Jones a Wood 1979, Martin et al. 2013). Virus prenasi semiperzistentné msice
Amphorophora agathonica, A. idaei, A. rubicumberlandii a Illinoia rubicola.

Virus krouzkovitosti maliniku (RpRSV) byl v 50. letech minulého stoleti nejprve
identifikovdn ve Skotsku jako pravdépodobny plvodce kaderavosti listd maliniku
(Cadman 1956). Virus patfi do Celedi Secoviridae, rod Nepovirus, a je rozsifen zejména
v Evropé. Existuji ale i zdznamy ze zdpadni ¢asti Asie - iranu, Kazachstanu, Turecka
a Uzbekistanu (Tang et al. 2020). Virus napada Sirokou skalu ekonomicky vyznamnych
plodin, jako je napf. drobné ovoce (malinik, jahodnik, rybiz), tfeseri a vinnad réva.
PFitomnost viru v rostliné vede k zdvaznym chorobam, které snizuji rlst rostlin a vynos
plodd. V pripadé, Ze se RpRSV nachazi v rostliné v koinfekci s jinymi nepoviry, mohou byt
pfiznaky zavaznéjsi (Tang et al. 2020). Kultivary maliniku se vyznacuji riznou nachylnosti
k onemocnéni. U nachylnych kultivard dochazi k celkovému nebo ¢asteénému odumfreni
rostlin v zimé, pripadné rostlina produkuje zakrslé a kiehké vyhony se srolovanymi listy,
vyhony od $pi¢ky odumiraji a nekrotizuji. U méné citlivych odrid se symptomy objevuji
na listech nové rasicich vyhond, na plodonosnych vyhonech jsou jen mirné nebo zcela
chybi. Na listech se vytvari ndpadné zlutozelené krouzky, chlorotické skvrny nebo sitovita
chloréza podél mensich listovych Zilek (Murant 1970). Na dlouhou vzdélenost se virus
také hadatka Longidorus elongatus a Longidorus macrosoma (Wetzel a Krczal 2007).
RpRSV je zafazen jako karanténni organismus na A2 list EPPO. Virus Ize detekovat kromé
biologického indexingu také metodou ELISA a RT-PCR (EPPO 2009, Martin et al. 2013).

Virus kefickové zakrslosti maliniku (RBDV) patfici do rodu Idaeovirus (Celed
Bromoviridae) je celosvétové nejrozsifenéjSim virem napadajici rostliny rodu Rubus.
Infikuje ¢ervené maliny, ¢erné maliny, rGzné hybridy a ostruziny (Martin 2001). Virus
mUZe zpUsobovat vysoké ztraty na vynosu maliniku, kdy dochazi k projeviim na rostliné
pfipominajicim ,,drolivé plody”, coZ znemozZnuje sklizeri ovoce (Barbara et al. 2001).
Na rostlinach napadenych timto virem se nemusi vyskytovat Zadné symptomy, vétsinou
az pri smésné infekci s dalSimi viry se objevuji prvni symptomy, napf. zakrsly rust,
zmnoZovani postrannich vyhont, opad listll, chlorézy a mozaiky listl, svinovani listd,
nekrotizace pletiv, plody se rozpadavaji nebo opadavaji (Martin et al. 2013). RBDV se
prenasi semeny a pylem. Rychlost pfenosu semeny se zvysuje, pokud jsou oba rodice
infikovani (Martin 2001). Laboratorni diagnostika viru se provadi metodou ELISA nebo
RT-PCR.



Virus latentni krouzkovitosti jahodniku (SLRSV) byl poprvé identifikovan
na malinicich a jahodnicich ve Skotsku v roce 1964 (Lister 1964). Murant (1970) uvadi, Ze
je virus pfendsen pldnimi hadatky Xiphinema diversicaudatum, proto byl virus plivodné
klasifikovan jako nepovirus. V roce 2005 byl SLRSV presunut do rodu Sadwavirus (Mayo
2005). Nakonec fylogenetickd analyza odhalila, Ze SLRSV sdili charakteristiky se zastupci
rod( Cheravirus, Fabavirus, Comovirus a Sadwavirus, které svédéi o jedineénosti SLRSV
(Tzanetakis 2006), a proto byl virus pfesunut z rodu Sadwavirus a klasifikovan jako
predbéziny clen v nové vytvorené celedi Secoviridae (King 2011). SLRSV je polyfagnim
virem, infikuje Sirokou $kalu hostitelli, véetné mnoha ekonomicky daleZitych ovocnych
plodin, jako jsou napf. drobné ovoce (jahodnik, malinik, ostruZinik, ¢erny a cerveny
rybiz) nebo peckoviny (tfesen, broskvon a slivon). Virus je rozsifen témér po celém svété,
pfesto je v mnoha zemich stdle povaZovan za regulovany Skodlivy organismus (Tang et
al. 2013). Pfitomnost viru na malinicich a ostruZinicich se projevuje symptomy, jako jsou
Zloutnuti a zakrslost rostlin (Martin 2013). Pro detekci viru jsou zavedeny metody ELISA
a RT-PCR.

2. CiL METODIKY

Cilem metodiky je poskytnout novy detekéni systém pro rutinni diagnostiku
rostlinnych vird black raspberry necrosis virus (BRNV), raspberry ringspot virus (RpRSV),
raspberry bushy dwarf virus (RBDV) a strawberry latent ringspot virus (SLRSV), plvodcd
virovych onemocnéni u rostlin rodu Rubus. Navrzend metodika detekce virll je zaloZena
na principu multiplexni real-time PCR a umozriuje soucasnou kvalitativni/kvantitativni
detekci vSech Ctyr vird v jedné reakci. NavrZzeny detekcni systém byl validovan pro pouZziti
s cyklerem Rotor-Gene Q (Qiagen) dle valida¢niho schématu obsazeného v EPPO PM
7/98 (5) Specific requirements for laboratories preparing accreditation for a plant pest
diagnostic activity. VyuZiti detekéniho systému se predpoklada zejména pro rutinni
diagnostiku téchto vird pfi certifikaci rozmnozovaciho materialu. Soucasti metodiky je
i porovnani diagnostickych metod ELISA a nového detekéniho systému pro viry RpRSV,
RBDV a SLRSV, pro které jsou ELISA soupravy komercné dostupné. Pro tyto viry lze
diagnosticky systém pouZzit pro konfirmaci nalezu ziskanych metodou ELISA.



3. VLASTNi POPIS METODIKY
Popis metodiky je rozdélen do nékolika ¢asti:

Pouziti metodiky predpoklada zakladni znalosti principt molekuldrné-biologickych
metod a spravné laboratorni praxe v laboratofi molekuldrni biologie. Metodika byla
testovana a validovana s pouzitim konkrétnich reagencii, souprav a pfistrojl (viz nize),
odbornik v oboru vsak bude schopen metodiku verifikovat pro konkrétni vybaveni

laboratore a pouzivané laboratorni reagencie.

3.1. Popis detekéniho systému
Metodika real-time PCR detekce vird BRNV, RpRSV, RBDV a SLRSV v biologickém
materidlu byla validovéna pro pfistroj Rotor-Gene Q (Qiagen) s vyuzitim nasledujiciho
materialu a reagencii:
» Pro multiplexni detekci virG BRNV, RpRSV, RBDV a SLRSV se pouZivaji nasledujici

primery a sondy:

[BRNV:  Forward primer 1:  GATAACCCTCYTGCAGTAGGC
Forward primer 2:  GATAACCCTCTTGCAGAAGGC
Reverse primer: TGATCGGGCGAACATAAACAAG
Sonda 1: 6-FAM- CTTTTCTGTCGGCGGTAGCGTCCC -BHQ1
Sonda 2: 6-FAM- CTYTTCTGTCGGCGGTAGCGTCCC-BHQL



RpRSV:  Forward primer: TTWCYTTCTGTWGCTCCCTCT
Reverse primer: HAAATGCATATTTTTGTGTGCTTG
Sonda: HEX-AGGTYGTGCCTTTAGCAAGC-BHQ1

RBDV: Forward primer: TGGTWGAYTCCATACCATCGCT

Reverse primer: GCCGAAACTTCCTGAAGGAAG
Sonda: ROX-TGGAAGACACACACCTTACGCTCAT-BHQ2

SLRSV: Forward primer: GAGAATATCCCTGGYCCAG
Reverse primer: AACCATGTARTTCCATGGTAGTG
Sonda: Cy5-AGGCRAGCCGGTGRACTTYGT-BHQ3

Jako marker pro kontrolu kvality izolace RNA a pfipravy cDNA se pouZivd test
na pfitomnost transkriptu pro mitochondridlni gen Nad5 (interni pozitivni
kontrola; IPC). Pro jeho detekci se pouZzivaji nasledujici primery a sonda:

Forward primer: GATGCTTCTTGGGGCTTCTTGTT

Reverse primer: IRDye700-ACATAAATCGAGGGCTATGCGG

Sonda: IRDye700-CCACAATTAACATCACTACGGTCGGGCTA-BHQ3
IPC je detekovana soucasné s viry ve stejné reakci.
Pfesny rozpis sloZzeni PCR premixu je uveden v kapitole 3.3.2.3 Real-time PCR
detekce.
Pro vlastnireal-time PCR se pouZiva gPCR 2x Blue Master Mix (vyrobce a dodavatel:
Top-Bio, k.¢. P523) podle navodu vyrobce.
Pro rutinni diagnostiku Ize pouzit jednotlivé PCR komponenty nebo diagnostickou
soupravu RubusVir | gPCR-RG (vyrobce a dodavatel: VYZKUMNY A SLECHTITELSKY
USTAV OVOCNARSKY HOLOVOUSY s.r.0.), ktera obsahuje pfipravené PCR premixy

a systém kontrol pro snadné a rychlé sestaveni PCR reakce. Souprava obsahuje:

UniPmxl: premix obsahujici vS§echny nezbytné komponenty pro PCR
amplifikaci
RubusVir | PmxIl: premix obsahujici vSechny nezbytné komponenty pro

specifickou detekci vird BRNV, RpRSV, RBDV a SLRSV a pro
detekci interni pozitivni kontroly (IPC), ktera slouzi jako
kontrola kvality izolované RNA a pfipravené cDNA

BRNV Ctrl [500 000 kopii/ul]:  pozitivni kontrola pro ovéreni spravnosti PCR pro detekci viru

BRNV

RpRSV Ctrl [500 000 kopii/ul]: pozitivni kontrola pro ovéreni spravnosti PCR pro detekci viru
RpRSV

RBDV Ctrl [S00 000 kopii/ul]:  pozitivni kontrola pro ovéfeni spravnosti PCR pro detekci viru
RBDV

SLRSV Ctrl [S00 000 kopii/ul]:  pozitivni kontrola pro ovéfeni spravnosti PCR pro detekci viru
SLRSV

IPC Ctrl [SO0 000 kopii/pl]: pozitivni kontrola pro ovéreni spravnosti PCR pro detekci IPC.



» PouZity spotfebni materidl: 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.

3.2. Validace metody

Validace metody byla provedena podle niZe uvedenych postupll izolace RNA,
pfipravy cDNA a real-time PCR s vyuZitim kitu RubusVir I gPCR-RG (multiplexni detekce)
s pristrojem Rotor-Gene Q. UZivatelé jinych postupl a jinych real-time PCR cykler(
si musi provést verifikaci metody a ovéreni vykonnostnich charakteristik na svém
pracovisti podle svych postupl s ohledem na své laboratorni vybaveni. Validace detekéni
metody byla provedena podle protokolu EPPO ¢. PM 7/98 (5): 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 adekvatni vzhledem k zamyslenému
pouziti dané metody. U predkladané metodiky byly stanoveny nasledujici vykonnostni
charakteristiky:

» Specificita

» Analyticka senzitivita
» Opakovatelnost

» Reprodukovatelnost

3.2.1 Stanoveni specificity

Metodika

Specificita je zajisténa ve dvou krocich:

A) Specificita definovana in silico.

Pro vybér vhodné oblasti pro navrh primerd byla provedena multiple-alignment
analyza dostupnych sekvenci virl BRNV, RpRSV, RBDV a SLRSV. Pti vybéru vhodné oblasti
se primarné prihlizelo k tomu, aby tento Usek byl specificky pro dany virus a zaroven
dostatecné konzervovan, aby byly detekovany vSechny pfipadné kmeny. Bylo navrzeno
nékolik zkuSebnich part primerd v oblasti, kterd je specifickd pouze pro viry BRNV,
RpRSV, RBDV a SLRSV.

NavrZena oblast byla dale analyzovana pomoci Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST; https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), aby se vyloudila pfitomnost této oblasti
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u pribuznych vird. Pro virus BRNV byla vybrana oblast 3’UTR; pro RpRSV oblast 3'UTR;
pro RBDV oblast obalového proteinu (Co) a pro SLRSV oblast 3’UTR.

B) Specificita ovérena na pozitivnich a negativnich vzorcich

Pomoci navrzenych primer( bylo provedeno testovani souboru vzorkd rostlin
(zastupci rodu Rubus subgen. Idaeobatus a Rubus subgen. Rubus) odebranych na tzemi
Ceské republiky, aby byla zajisténa co nejvétsi variabilita izolatt vir BRNV, RpRSV, RBDV
a SLRSV. Pro stanoveni genetické variability vybranych oblasti genomu jednotlivych virl
byly ziskané amplikony sekvenovény. Na zakladé téchto analyz byly poté navrzeny findIni
primery a sondy pro detekci vird BRNV, RpRSV, RBDV a SLRSV. Tyto byly nasledné zpétné
testovany na souboru plvodnich vzorkd maliniku a vysledky porovnany s plvodnimi
nalezy. Vyjimkou byly viry RpRSV a SLRSV, které se nepodafilo v pfirozenych vzorcich
nalézt. Detekcni systém byl proto rigordzné testovan pouze s pouZitim syntetickych
standard( a pozitivnich kontrol pouzivanych pro detekci metodou ELISA.

Vsechny podstatné kroky vyvoje detekéniho systému byly verifikovany sekvenacné.
Specificita byla téZ ovérena na negativnich vzorcich a na smésnych vzorcich.

Ocekdvand hodnota parametru
» Ocekava se 100% specificita pro diagnostiku jednotlivych vird.

Vysledky

Testované negativni vzorky byly negativni, u pozitivnich vzorkd byla detekovéna
pritomnost pfislusného viru. Pozitivni i negativni vzorky byly testovany a ovéreny i jinymi
metodami, napt. pomoci jiné sady primer(i nebo metodou ELISA. U vzorkd, které byly
koiinfikovany vice viry (BRNV, RBDV, RYNV), byla ve vsech pfipadech specificky potvrzena

pfitomnost daného viru a nebyl zaznamendn zadny pfipad kfiZzové nespecifické reakce.

Zdvér
Diagnosticka specificita metody je stanovena na 100% pro viry BRNV, RpRSV, RBDV
a SLRSV.

3.2.2 Stanoveni analytické senzitivity
Metodika
Syntetické pozitivni kontroly pro BRNV, RpRSV, RBDV a SLRSV identické s cilovymi

misty detekce o znamé koncentraci 1 pg/ul byly postupné nafedény ve tfech fedicich
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fadach az na koncentraci 5 kopii/reakci (vypocitano s pomoci DNA Calculator; http://
www.molbiotools.com/dnacalculator.html). Cilem bylo nalézt nejnizsi koncentraci
fedéni, pro kterou budou vsechny vzorky u vsech tedicich fad v opakovani po osmi
pozitivni (celkem tedy 24 vzork).

ProtoZe se jedna o multiplexni reakci se souc¢asnou detekcei Ctyf rdznych vird, byl
testovan i vliv multiplexovani na analytickou senzitivitu porovnanim se simplexni detekci

konkrétniho viru.

Ocekdvand hodnota parametru
» Multiplexovanim nedojde k sniZzeni analytické senzitivity.

» Nejnizsi dosazené fedéni s konzistentni detekci alespori 1 000 kopii/reakci.

Vysledky

Proanalyzu vlivu multiplexovani byly porovnany vysledky detekce vir(ivsimplexnim
a multiplexnim usporadani pfi rGznych koncentracich syntetické pozitivni kontroly.
Vysledky detekce jsou pro vsechny viry v obou provedenich srovnatelné.
fedéni, pti kterém byly vSechny vysledky pozitivni, 500 kopii/reakci, pro BRNV, 1 000 kopii/
reakci. Obecné byl limit detekce nizsi: pro BRNV 500 kopii/reakci; pro RpRSV 50 kopii/
reakci; pro RBDV 50 kopii/reakci a pro SLRSV 50 kopii/reakci.

Zdvér

» Multiplexovdni nema negativni vliv na vykonnost testu; vysledky jsou srovnatelné
se simplexnim uspotrddanim pro BRNV, RpRSV, RBDV a SLRSV.

» Analytickd senzitivita metody detekce BRNV je stanovena na 1 000 kopii/reakci.

» Analytickd senzitivita metody detekce RpRSV je stanovena na 500 kopii/reakci.

» Analytickd senzitivita metody detekce RBDV je stanovena na 500 kopii/reakci.

» Analytickd senzitivita metody detekce SLRSV je stanovena na 500 kopii/reakci.

3.2.3 Stanoveni opakovatelnosti

Metodika

Opakovatelnosti se rozumi stanoveni variability méreni pti analyze vzorkl
stejnou osobou za stejnych podminek. Opakovatelnost byla uréena pfi limitnim rfedéni
syntetického standardu, které bylo u detekce virl RpRSV, RBDV a SLRSV stanoveno
na 500 kopii/reakci a pro BRNV 1 000 kopii/reakci pomoci syntetické pozitivni kontroly.
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Pro analyzu byly pfipraveny tfi série v opakovani po osmi vzorcich, které se
analyzovaly v ramci jednoho PCR béhu za identickych podminek v multiplexnim
usporadani se souc¢asnou detekci BRNV, RpRSV, RBDV a SLRSV v jedné reakci. U kazdé
série se stanovi variacni koeficient a celkovy primérny variaéni koeficient, ktery vyjadfuje
miru shody namérenych hodnot Ct pfi limitnim fedéni mezi jednotlivymi sériemi.

Pro kvalitativni analyzu se opakovatelnost stanovi jako procento pozitivnich nalezl
ze vSech provedenych testl pro kazdy virus pfi jeho limitnim Fedéni, tj. 500 kopii/reakci
(RpRSV, RBDV a SLRSV ) nebo 1 000 kopii/reakci (BRNV).

Ocekdvand hodnota parametru
» Pro kvantitativni stanoveni musi byt variacni koeficient pro limitni fedéni <2,5 %.
» Pro kvalitativni stanoveni musi byt vysledky testd pro limitni fedéni pozitivni
u vsech vzorkd (opakovatelnost 100%).

Vysledky

BRNV: Mira shody mezi hodnotami z jednotlivych sérii mérenad prdmérnym
varia¢nim koeficientem je 0,0192 + 0,0094, tj. 1,92 %.

RpRSV: Mira shody mezi hodnotami z jednotlivych sérii méfena primérnym
varia¢nim koeficientem je 0,0187 + 0,0045, tj. 1,87 %.

RBDV: Mira shody mezi hodnotami z jednotlivych sérii mérend prdmérnym
varia¢nim koeficientem je 0,0222 + 0,0074, tj. 2,22 %.

SLRSV: Mira shody mezi hodnotami z jednotlivych sérii méfena primérnym
variacnim koeficientem je 0,0143 + 0,0031, tj. 1,43 %.

Pro vsechny testované viry (BRNV, RpRSV, RBDV a SLRSV) byly zaznamenany

pozitivni ndlezy ve v3ech vzorcich pfi limitnim fedéni, opakovatelnost je 100%.

Zdavér

» Opakovatelnost metody detekce BRNV pfi limitnim fedéni je stanovena jako
pramérny variacni koeficient s hodnotou 1,92 %.

» Opakovatelnost metody detekce RpRSV pfi limitnim fedéni je stanovena jako
pramérny variacni koeficient s hodnotou 1,87 %.

» Opakovatelnost metody detekce RBDV pfi limitnim fedéni je stanovena jako

pramérny variacni koeficient s hodnotou 2,22 %.
» Opakovatelnost metody detekce SLRSV pfi limitnim fedéni je stanovena jako

primérny variaéni koeficient s hodnotou 1,43 %.
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» Opakovatelnost metody detekce vird BRNV, RpRSV, RBDV a SLRSV pfi limitnim
fedéni pro kvalitativni Gcely je 100%.

3.2.4 Stanoveni reprodukovatelnosti

Metodika

Reprodukovatelnosti se rozumi stanoveni variability méreni pti analyze vzorkd,
které nezavisle na sobé provadéji rlizni pracovnici. Reprodukovatelnost byla urcena pfi
limitnim Fedéni syntetického standardu, které bylo u detekce vird RpRSV, RBDV a SLRSV
stanoveno na 500 kopii/reakci a pro BRNV 1 000 kopii/reakci pomoci syntetické pozitivni
kontroly.

Pro analyzu byly pfipraveny tfi série v opakovani po osmi vzorcich, které se
analyzovaly ve trech nezavislych PCR bézich provedenych rlznymi pracovniky. Byl
stanoven variacni koeficient, ktery vyjadfuje miru shody namérenych hodnot Ct pfi
limitnim 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 variacni koeficient pro limitni fedéni < 5%.
» Pro kvalitativni stanoveni musi byt vysledky testl pro limitni fedéni pozitivni
u vSech vzork( (reprodukovatelnost 100%).

Vysledky

BRNV: Mira shody mezi hodnotami z jednotlivych sérii provedenych rlznymi
pracovniky v rliznych PCR bézich mérfena variacnim koeficientem je 0,0248, tj. 2,48 %.

RpRSV: Mira shody mezi hodnotami z jednotlivych sérii provedenych rlznymi
pracovniky v rliznych PCR bézich mérfena variacnim koeficientem je 0,0174, tj. 1,74 %.

RBDV: Mira shody mezi hodnotami z jednotlivych sérii provedenych rlznymi
pracovniky v riznych PCR bézich méfena variacnim koeficientem je 0,0252, tj. 2,52 %.

SLRSV: Mira shody mezi hodnotami z jednotlivych sérii provedenych rlznymi
pracovniky v rliznych PCR bézich mérena variacnim koeficientem je 0,0233, tj. 2,33 %.

Pro vSechny testované viry (BRNV, RpRSV, RBDV a SLRSV) byly zaznamenany
pozitivni nalezy ve vsech vzorcich, reprodukovatelnost je 100%.
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Zavér

» Reprodukovatelnost metody detekce BRNV pfi limitnim fedéni je stanovena jako

variac¢ni koeficient s hodnotou 2,48 %.

» Reprodukovatelnost metody detekce RpRSV pfi limitnim fedéni je stanovena jako

variaéni koeficient s hodnotou 1,74 %.

» Reprodukovatelnost metody detekce RBDV pfi limitnim Fedéni je stanovena jako

variaéni koeficient s hodnotou 2,52 %.

» Reprodukovatelnost metody detekce SLRSV pfi limitnim Fedéni je stanovena jako

variac¢ni koeficient s hodnotou 2,33 %.
» Reprodukovatelnost metody detekce vird BRNV, RoRSV, RBDV a SLRSV pfi limitnim

fedéni pro kvalitativni Gcely je 100%.

3.2.5 Zjednoduseny validacni protokol

Validace byla provedena v Laboratofi molekularni biologie, Laboratornim
komplementu VSUOQ, ktery je akreditovan dle €SN EN ISO/IEC 17025:2018 — Vieobecné
pozadavky na kompetenci zkuSebnich a kalibracnich laboratofi. Validace probihala podle

schvalenych internich postup a vSechny ¢innosti byly dokumentovany.

Zjednoduseny validacni protokol

Nazev zkusebniho postupu:

Identifikace zkusebniho postupu:
Validace provedena dle:
Pfedmét zkousky:

Poznamky:

Vykonnostni parametry
Specificita

Diagnosticka specificita BRNV
Diagnosticka specificita RpRSV

Detekce virti BRNV, RpRSV, RBDV a SLRSV metodou
real-time PCR
SOP_LMB_02; PP_LMB_12
SOP_LMB_05
Rostlinny material
Multiplexni reakce; Rotor-Gene Q
BRNV v zeleném kandlu
RpRSV ve Zlutém kanalu
RBDV v oranzovém kandlu
SLRSV v ¢erveném kanalu

Hodnota, komentar

100%
100%
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Diagnosticka specificita RBDV 100%

Diagnostickd specificita SLRSV 100%

Senzitivita

Analyticka senzitivita BRNV 1 000 kopii/reakci

Analyticka senzitivita RpRSV 500 kopii/reakci

Analyticka senzitivita RBDV 500 kopii/reakci

Analyticka senzitivita SLRSV 500 kopii/reakci

Opakovatelnost

Opakovatelnost BRNV Primérny variacni koeficient 1,92 % pro limitni fedéni
Opakovatelnost RpRSV Priimérny variaéni koeficient 1,87 % pro limitni fedéni
Opakovatelnost RBDV Priimérny variaéni koeficient 2,22 % pro limitni fedéni
Opakovatelnost SLRSV Primérny variaéni koeficient 1,43 % pro limitni fedéni

Opakovatelnost metody detekce vird BRNV, RpRSV, RBDV a SLRSV pfi limitnim fedéni pro
kvalitativni Gcely je 100%.

Reprodukovatelnost

Reprodukovatelnost BRNV Variac¢ni koeficient 2,48 % pro limitni fedéni
Reprodukovatelnost RpRSV Varia¢ni koeficient 1,74 % pro limitni fedéni
Reprodukovatelnost RBDV Variac¢ni koeficient 2,52 % pro limitni fedéni
Reprodukovatelnost SLRSV Variac¢ni koeficient 2,33 % pro limitni fedéni

Reprodukovatelnost metody detekce virli BRNV, RpRSV, RBDV a SLRSV pfi limitnim redéni
pro kvalitativni ucely je 100%.

Zaveér:
Na zékladé uvedenych vykonnostnich parametr( je mozné zkusebni postup pouZzivat pro
detekci virl BRNV, RpRSV, RBDV a SLRSV metodou real-time PCR v rostlinném materidlu

dle SOP_LMB_02 a PP_LMB_12.

Dokumentace
Zprava_z_validace_RubusVirl_220818.doc

Vypracoval dne: 18. 8. 2022 Magr. Lucie Valentova

Schvalil dne: 18. 8. 2022 RNDr. Radek Cmejla, Ph.D., Vedouci laboratore

Konec validacniho protokolu
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3.3. Vlastni popis metodiky

» Vlastni postup dle metodiky lIze rozdélit do tfech fazi:

» Pre-analyticka (odbéry vzork( a jejich pfijem do laboratore, uchovani do doby
analyzy)

» Analyticka faze (zpracovéani vzorkd v laboratofi, homogenizace, izolace RNA,
priprava cDNA, sestaveni PCR reakce)

» Post-analyticka faze (vyhodnoceni a intepretace nalez(, uvadéni vysledku)

3.3.1 Pre-analyticka faze

3.3.1.1 Odbér vzorki, pfeprava vzorkii —
Nejvhodnéjsimi rostlinami pro odbér jsou ty, které vykazuji anaﬁ;:i-cké
symptomy, nebo na nich byla prokazana pfitomnost vektord. Pro rutinni faze
testovani jsou doporu¢enym materidlem listy. ProtoZe se viry BRNV, “—
RpRSV, RBDV a SLRSV mohou vyskytovat v rostlindch nerovnomérné, V‘;g'ﬁﬁ[’
je vhodné pro ziskani reprezentativniho vzorku odebirat 3—4 listy AISEE
z rlznych ¢asti rostliny. Odebrané ¢asti rostlin se vloZi do plastového -
sacku a vzorek se v co nejkratsim ¢ase dopravi do laboratore. Po celou S;g(:l:nu

dobu prevozu se vzorek uchovava v chladu, v obdobi teplych dni Ize pro

prevoz vzorkd pouZit chladici viozky.

3.3.1.2 P¥ijem vzorkii do laboratore
Vzorky se po pfijmu do laboratore okamZité zpracuji, nebo se ve zkumavkach Sokové
zamrazi v tekutém dusiku a uloZi se do doby zpracovani do mraziciho boxu pfi teploté
-80 °C. Pri této teploté je mozné vzorky skladovat bez ztraty kvality nejméné 1 rok.
Ke zpracovani se pfijimaji pouze vzorky, které:
» nejsou znehodnoceny plisni,
» nejsou znehodnoceny hnilobnym procesem,
» nevykazuji pokrocilou nekrézu pletiv,
» neobsahuji savy ani jiny hmyz,
» nejsou ovlivnény dalSimi faktory, které by mohly ovlivnit vysledek zkousky (napf.
aplikace postfiku)

Kritické body pfi prijmu vzorkd, na které je tfeba zvlasté dbat:

» Neporusenost obalu zasilky
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Jednoznacna identifikace kazdého vzorku
Dodrzeni doby transportu vzork( do laboratore od jejich odbéru:

Samotné listy: 4 kalendarni dny

3.3.2 Analyticka faze W
Vlastni analyticka faze se provadi ve tfech krocich: faze
Izolace RNA T
Pfiprava cDNA gl
Real-time PCR detekce —
Pfiprava
cDNA
Kritické body analytické faze, na které je tfeba zvlasté dbat: ~—
DodrZovéni zasad dekontaminace a hygieny doporucovanych deﬁgﬁce

pro laboratore molekuldrni biologie pro vylouceni moznych

kontaminaci

DodrZovédni vSech zdsad spravné laboratorni praxe v laboratofi molekuldrni
biologie

Zarazovani extrakénich kontrol (kontrola Cistoty pouzivanych reagencii pti izolaci
RNA)

Dodrzovéni standardni navazky vstupniho materialu

Kvalita izolované RNA a pfipravené cDNA

3.3.2.1 Izolace RNA

Metodika je validovana s vyuZitim nasledujiciho postupu a reagencii pro izolaci

Homogenizace vzorku se provadi v tekutém dusiku.

Vlastni izolace RNA se provadi pomoci komeréné doddvaného izolacniho kitu
Ribospin™ Plant (GeneAll Biotechnology, Co., Ltd.; k.¢. 307-150; dodava Bohemia
Genetics s.r.0) na bazi kolon. Postupuje se podle ndvodu vyrobce.

Specifikace kitu a typické vytézky dle vyrobce:

Specifikace Ribospin™ Plant

Typ izolace Kolonova
Maximalni mnozstvi vychoziho vzorku ~ 100 mg rostlinného pletiva
Maximalni objem kolony ~700 ul
Minimalni elu¢ni objem 30 pl

Maximalni vazebna kapacita ~100 pg



Typické vytézky uddvané vyrobcem pro rdzné typy vstupniho materialu

List

Kofen

Plod
Klicek

Typ vzorku Mnoistvi Typicky vytézek
vychoziho vzorku
Pinus densiflora (Borovice) 100 mg 2,7 ug
Cucumis sativus L. (Okurka) 100 mg 50 pg
Zea mays (Kukufice) 100 mg 11 pg
Capsicum annuum (Cervena 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 pg
Crassula ovata (Tlustice vejcitd) 100 mg 3ug
Nicotiana tabacum (Tabak) 50 mg 13 ug
Allium cepa (Cibule) 100 mg 8 ug
Plantago asiatica (Jitrocel asijsky) 50 mg 2,5 ug
Nicotiana tabacum (Tabak) 50 mg 5,3 ug
Citrus grandis Osbek (Satsuma) 50 mg 1,1ug
Allium cepa (Cibule) 100 mg 9ug

Typicky vytéZek RNA z 50 mg list( Rubus subgen. Idaeobatus a subgen. Rubus je
16,7 pg (vlastni laboratorni vysledky).

Izolovana RNA by méla mit Cistotu (hodnota poméru absorbanci A260/A280)
alesponl 1,8. Pokud je Cistota nizsi, nelze vyloudit negativni dopad na citlivost
analyz.

Purifikovanou RNA je mozné pro dalsi analyzy (napf. okamZita pfiprava cDNA)
kratkodobé uchovat pfi 4 °C nebo dlouhodobé skladovat pti -80 °C.

Izolace RNA probihd v prostorach ktomu uréenych vramcilaboratofe molekuldrni
biologie (pre-PCR area) v souladu s principy spravné laboratorni praxe.
Vsechny centrifugacni kroky se provadéji ve stolni centrifuze s rotorem pro
mikrozkumavky 2 ml pfi laboratorni teploté pfi otackach minimalné 10 000 g
(u béZnych centrifug zpravidla >13 000 otacek za minutu [RPM]).

Jako kontrolu kvality pripravy RNA a ovéreni Cistoty reagencii pouZivanych pro
izolaci Ize doporucdit tzv. extrakéni kontrolu. K sérii paralelné izolovanych vzorkd se
provede kontrolni izolace, ale bez pouZiti vstupniho rostlinného materialu. Timto
zpUsobem se testuje pfipadna kontaminace pouZitych reagencii pro izolaci RNA.
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Pracovni postup

.V tfeci misce se v tekutém dusiku homogenizuje dostatecné mnozstvi rostlinného

pletiva na jemny prasek. Standardné se 50 mg homogenizovaného vzorku pfenese
do 2ml mikrozkumavky (neni soucdsti izola¢niho kitu).

. PFidd se 450 pl lyza¢niho pufru RPL nebo v pfipadé tvorby srazenin alternativné

pufr REL ve stejném mnozstvi. Vzorek se ihned dlikladné promicha na vortexu.

3. Vzorky se inkubuji 3 minuty pfi laboratorni teploté.

. Lyzat se prenese pomoci 1ml $picky s filtrem s ustfizenou $pi¢kou na EzPure™

kolonu (Zluta barva). V pfipadé gelovitéjsi konzistence je mozné lyzat presunout
ptrimo na kolonu pomoci tenké kovové Spachtlicky (ve Spi¢ce zlistava znacna Cast

materialu).

. Vzorky se centrifuguji 2 minuty. V pfipadé, Ze kolonou protece pouze malo vzorku,

Ize centrifugaci opakovat nebo provést predcisténi lyzatu ihned po kroku 3, a to
centrifugaci vzorkd 1 minutu. Na kolonu se poté nanasi supernatant.

. Po stoceni se protekly lyzat opatrné bez naruseni pelety prenese do nové 1,5ml

zkumavky (je soucasti kitu); typicky se jedna o 350 pl lyzatu.

. K lyzatu se pfida 1 objem 70% EtOH (k 350 ul lyzatu se prida 350 pl); roztoky je

nutné okamzité promichat ota¢enim zkumavky (cca 5x).

. Maximalné 700 pl smési z kroku 7 se prfenese na mini spin kolonu s modrym

krouzkem (typ W) se sbérnou zkumavkou.

. Centrifuguje se 1 minutu. Supernatant se vylije, okraj sbérné zkumavky se otre

bunicitou vatou. W kolona se opét vsune do sbérné zkumavky. V pfipadé potreby

se na kolonu nanese zbytek lyzatu, zopakuje se krok 9.

10.Na W kolonu se pfida 500 pl pufru RBW.

11.Centrifuguje se 1 minutu. Protekla tekutina se vylije, okraj sbérné zkumavky se

otfe bunicitou vatou. W kolona se opét vsune do shérné zkumavky.

12.V ¢Cisté 1,5ml mikrozkumavce nebo pfimo ve zkumavce s alikvotovanou

DNase | (soucast kitu) se pripravi premix reakéni smési DNase |. Na kazdy vzorek
se pocita 70 pl pufru DRB a 2 pl DNase I|. Do stfedu W kolony se nanese 70 pl
DNase Ireakénismeési, nechaseinkubovat minimalné 10 min. pfilaboratorniteploté.
Pozor, DNase | je nachylna na fyzické poskozeni, nemichejte ji a nemanipulujte s ni
prilis prudce!

13.Na kolonu se prida 500 ul pufru RBW a necha stat 2 minuty. Pufr RBW inaktivuje

DNase I.



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

15.Na kolonu se pfidd 500 pl pufru RNW.

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

17.Zopakuji se kroky 15-16.

18.Centrifuguje se 1 minutu, aby se zcela odstranil RNW pufr z kolony. Po centrifugaci
se W kolona opatrné vsune do ¢isté 1,5ml mikrozkumavky (soucasti kitu).

19.Do stfedu W kolony se nanese 50 pl RNase-free vody a vzorky se nechaji stat
1 minutu pfi laboratorni teploté. Pro zvySeni koncentrace RNA je mozné sniZit
eluéni objem az na 30 pl.

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

21.Cistota a koncentrace izolované RNA se stanovi pomoci spektrofotometru.
Odbornikovi v oboru jsou znamy dalsi postupy homogenizace vychoziho materialu

nebo izolace RNA, které mohou vést ke stejnému vysledku.

3.3.2.2 Priprava cDNA

Metodika je validovana s vyuZitim nasledujiciho postupu a reagencii pro pfipravu

» Pro pfipravu cDNA se pouzivd RNA izolovand pomoci kitu Ribospin™ Plant,
(GeneAll Biotechnology, Co., Ltd.; k.¢. 307-150; dodava Bohemia Genetics s.r.0).

» Pro pfipravu cDNA se pouZiva maximalné 1 ug izolované RNA.

» Propfipravu cDNA se pouZiva reverznitranskriptaza: 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 pfipravu cDNA se pouZivd smés ndhodnych primerd-hexamerG: Primer
Random p(dN), (Roche, k.¢. 11034731001; dodéva Roche s.r.o0.).

» Propfipravu cDNA se pouziva smés nukleotidt: dNTP mix, 10 mM kazdy (Genaxxon,
k.¢. M3016.1010; dodava Bohemia Genetics s.r.0.).

» Pfipravenou cDNA je mozné pro dalsi analyzy (napf. PCR) kratkodobé uchovat pfi
4 °C nebo dlouhodobé skladovat pfi -20 °C.
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Priprava cDNA probiha v prostorach k tomu urcenych v ramci laboratore
molekuldrni biologie (PCR area) s vyuzitim PCR boxU a v souladu s principy spravné
laboratorni praxe.

Jako kontrolu kvality pfipravy cDNA lze doporucit tzv. ,,RT- kontrolu”. Z RNA
prislusného vzorku se paralelné pfipravuji dvé cDNA pouze s tim rozdilem, Ze se

do RT- kontrolniho vzorku nepfidd reverzni transkriptaza.

Pracovni postup

. Podle poctu vzork( se ve stojanku ptipravi potfebny pocet 0,2ml mikrozkumavek

véetné zkumavky pro negativni kontrolu, pokud se pfipravuje (RT-). Jako negativni

kontrola mUzZe byt pouzita RNA z negativniho vzorku nebo voda.

. Do jednotlivych zkumavek se pipetuje:

a) 4 ul ndhodnych primerd o koncentraci 50 ng/ul
b) 1 pl 10 mM dNTPs
c) 1-5 pl celkové RNA (celkové mnozstvi RNA v reakci by nemélo prekrodit
1 pg)
d) RNase free voda do celkového objemu 13 pl
Smés se promicha.
Smeés se zahreje v cykleru na 65 °C 5 minut. Po uplynutiinkubacéni doby se zkumavky
prudce zchladi ve vymraZené kovové desti¢ce. Poté se krétce centrifuguji.
Do jednotlivych zkumavek se napipetuje:
a) 4 ul 5x First-Strand Buffer
b) 2l 0,1 MDTT
Ke kazdé zkumavce se vzorkem kromé RT- se pfidd 1 ul (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 pf¥i 25 °C po dobu 10 minut

¢) Inkubace pfi 37 °C po dobu 50 minut

d) Zavérecna denaturace pfi 70 °C po dobu 10 minut

e) Findlni zchlazenina 4 °C
Takto pripravenou cDNA Ize pfimo pouZit jako templat (zpravidla 2 pl) pro dalsi
PCR analyzy. cDNA se uchovava v mrazniéce pfi-20 °C.



Odbornikovi v oboru jsou zndmy dalsi postupy pfipravy cDNA, které mohou vést

ke stejnému vysledku.

3.3.2.3 Real-time PCR detekce

Uvod

Metodika je validovana pro soucasnou detekci virl BRNV, RpRSV, RBDV a SLRSV
v jedné reakci (multiplexni usporadani). Metodiku Ize pouZit jak pro kvalitativni, tak
kvantitativni detekci pritomnosti jednotlivych vir(. Jako indikator kontroly kvality
izolace RNA a pripravy cDNA se pouZiva test na pritomnost transkriptu pro rostlinny
mitochondrialni gen Nad5 (NADH dehydrogenase subunit 5; interni pozitivni kontrola,
IPC), ktera je detekovana ve stejné reakci.

Vlastni detekce je zaloZena na pouZiti specifickych primert a sond, které je mozné
zakoupit zvlast nebo pouzit RubusVir | gPCR-RG detekéni kit, ktery obsahuje vsechny
reagencie pro real-time PCR detekci pro cykler Rotor-Gene Q [Qiagen] (k.C. RubusVir
|_qPCR-RG; vyrobce a dodavatel: VYZKUMNY A SLECHTITELSKY USTAV OVOCNARSKY
HOLOVOUSY s.r.0.). Sondy musi byt vhodné oznaceny vzhledem k zamyslenému pouziti
a detekénim mozZnostem pouzivaného real-time PCR cykleru. Pro detekci v multiplexnim
usporadani se doporucuje sondy oznacit tak, aby vrcholy jejich emisnich spekter byly co
nejdale od sebe vzhledem k detekénim schopnostem pfrislusného cykleru.

Vzhledem k rozmanitosti pouZivanych real-time PCR cykleri, PCR reagencii,
analyzacnich software a dalSich faktorl je niZze uvedeny postup pouze ukazkovy
a odbornik v oboru si tento postup prizplsobi ke konkrétnim podminkam technického
a materidlniho vybaveni laboratore.

Sestaveni vlastni real-time PCR reakce

» Priprava PCR reakce probihd v prostorach k tomu urcenych v ramci laboratore
molekularni biologie (PCR area) s vyuzitim PCR boxU a v souladu s principy spravné
laboratorni praxe.

» PFidavani syntetickych pozitivnich kontrol probiha vyhradné v mistnosti post-PCR
area.

» Pro pipetovani se pouzivaji Spicky s filtrem.

» Vzorky se doporucuje analyzovat v duplikatech.

» VSechny PCR komponenty se pred zahdjenim prace vyjmou z mraznicky a nechaji
se roztat pfi laboratorni teploté.

» Pfed pouzitim je vhodné PCR komponenty promichat kratkym vortexovanim a dle

potreby stocit na minicentrifuze.
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Pro zajisténi validity vysledk( se pouZziva systém minimalné nasledujicich kontrol:

e Kontrola bez pfidaného templatu (No-Template Control; NTC)

Jednd se o kontrolu bez ptidani vzorku. Tato kontrola se pouziva vidy
u kazdého testovani.

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

Primarné je nasledujici postup uréen pro kvalitativni nebo semi-kvantitativni
detekci vird BRNV, RpRSV, RBDV a SLRSV. Redénim syntetické pozitivni kontroly
Ize vsak ziskat standardni kalibracni kfivku, podle které je moziné provadét
vyhodnoceni kvantitativné.

Pro uUsporu casu a financi lze pfipravit jednu syntetickou pozitivni kontrolu
smichanim nékterych nebo vsech syntetickych standardd BRNV, RpRSV, RBDV,
SLRSV a IPC.

3k 3k 3k 3k 3k 3k 3k 3k 3k sk 3k 3k >k 5k ok 3k 3k 3k 3k 3k 5k 3k 3k 3k 5k 3k sk 3k 3k 3k sk 3k 3k >k 3k 3k 3k 3k 3k 5k 3k 3k 3k 3k 3k 3k 3k >k >k 3k 3k ok >k %k ok sk sk k k ok k sk k ok
V PCR boxu se do kovového stojanku pfipravi potfebny pocet 0,1ml stripd véetné
mikrozkumavek pro NTC (kontrola bez pfidané cDNA) a syntetickou pozitivni
kontrolu, pfipadné dalsi rizné redéné standardy pro tvorbu kalibraéni k¥ivky pro
kvantitativni stanoveni.

Podle poctu soucasné michanych PCR mastermixd se do stojanku ptipravi 1,5ml
mikrozkumavky, do kterych se pfipravi adekvatni mnozstvi PCR mastermixu dle

typu reakce a rozpisu:
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Rozpis pro soucasnou detekci virG BRNV, RpRSV, RBDV, SLRSV a IPC s vyuZitim

zdkladnich PCR komponent

BRNV + RpRSV + RBDV + SLRSV + IPC Na 1 vzorek Finalni konc.
PCR voda 5,424 ul

BRNV forward primer 1 (50 uM) 0,2 ul 0,5 uM
BRNV forward primer 2 (50 uM) 0,1pl 0,25 uM
BRNV reverse primer (50 pM) 0,2 pl 0,5 puM
BRNV sonda 1 (50 uM) 0,06 pl 0,15 pM
BRNV sonda 2 (50 pM) 0,066 pl 0,165 uM
RpRSV forward primer (50 uM) 0,4 pul 1um
RpRSV reverse primer (50 uM) 0,2 ul 0,5 uM
RpRSV sonda (50 uM) 0,1l 0,25 uM
RBDV forward primer (50 uM) 0,2 ul 0,5 uM
RBDV reverse primer (50 uM) 0,2 pl 0,5 uM
RBDV sonda (50 pM) 0,07 pl 0,175 uM
SLRSV forward primer (50 uM) 0,2 ul 0,5 uM
SLRSV reverse primer (50 uM) 0,2 ul 0,5 uM
SLRSV sonda (50 pM) 0,1 pl 0,25 uM
IPC forward primer (50 uM) 0,1l 0,25 uM
IPC reverse primer (50 pM) 0,1 pl 0,25 uM
IPC sonda (50 uM) 0,08 pl 0,2 uM
gPCR 2x Blue Master Mix 10 pl 1x
Celkem 18 pl

Rozpis pro soucasnou detekci BRNV, RpRSV, RBDV, SLRSV a IPC s vyuZitim

RubusVir | gPCR-RG detekéniho kitu

Dodavatel: VYZKUMNY A SLECHTITELSKY USTAV OVOCNARSKY HOLOVOUSY s.r.0.

Kit obsahuje v zakladnim baleni komponenty pro provedeni 100 testl. Presny

obsah kitu je uveden vyse.

RubusVir | qPCR-RG detekeni kit Na 1 vzorek
PCR voda 7ul
RubusVir | PmxI| 1l
UniPmxI 10 pl
Celkem 18 ul

Pripraveny mastermix se kratce vortexuje a kratce se centrifuguje.
Mastermix se rozpipetuje do PCR stripl po 18 pl.
K mastermixu se postupné pipetuji 2 pl nefedéné cDNA testovaného vzorku.

Po uzavienivsech zkumavek se v post-PCR mistnosti pfidaji 2 ul syntetické pozitivni

kontroly (tedy 1 milion kopii/reakci) pro detekci BRNV, RpRSV, RBDV a SLRSV.
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7. Po zapnuti Rotor-Gene Q se pfipravi templat s nasledujicimi parametry:
Teplotni podminky PCR: 1 cyklus: 94 °C5 min
50 cyklG: 94°C20s
58°C20s
e (teni v zeleném kandlu pro BRNV
e (Cteni ve Zlutém kanalu pro RpRSV
e (teni v oranZovém kanalu pro RBDV
e (Cteni v Cerveném kanalu pro SLRSV
e (teni v karminovém kanalu pro IPC
72°C20s
e Pro pouzité fluorofory se doporucuje nastavit ,Gains“ na nasledujici
hodnoty.
Green: 5,67; Yellow: 6,33; Orange: 8,33; Red: 7,67; Crimson: 7,67.
Jednd se pouze o orientacni hodnoty, presné nastaveni si musi uZivatel
provést sam béhem prvnich tfech cykld nebo po prvnim béhu dle navodu
vyrobce.
e Predprogramovany templat lze ziskat i na kontaktnim e-mailu: LMB@vsuo.cz
e Cely proces amplifikace trva cca 2 hodiny.
e PCR produkty je mozné uchovavat pfi teploté < -18 °C po dobu minimalné

jednoho roku.

Poznamka pro uZivatele jiného typu real-time PCR cykleru

UzZivatelé jinych real-time PCR cykler( neZ Rotor-Gene Q se musi pred objednanim
sond (detekcniho kitu) seznamit s moznostmi detekce riznych fluoroford na svém PCR
cykleru a s moZnostmi pfislusSného analyza¢niho softwaru. Déale je nutné posoudit

moznosti pfistroje pro multiplexovani a naprogramovat pfislusny PCR protokol.

3.3.3 Post-analyticka faze Post-
Vtéto fazi se vyhodnocuji vysledky a na zakladé vSech dostupnych anafla’yztécka;
informaci se provadi jejich interpretace. ~—
Kritické body post-analytické faze, na které je tfeba zvlasté dbat: Vyhodnocos;énl'
» Spravné vyhodnoceni systému kontrol zajistujicich validitu vyslednt:
vysledkd. —
Interpretace
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3.3.3.1 Vyhodnocovani, analyza dat
Vyhodnoceni PCR béhu u pfistroje Rotor-Gene Q

Pro vyhodnoceni PCR béhu se pouziva identicky software jako pro ovladani
cykleru. Pfesny postup vyhodnocovéni riznych typ experimentd je uveden v pfirucce
vyrobce cykleru nebo pfimo v ndpovédé tohoto softwaru.

Po ukonéeni béhu se provadi vyhodnoceni odectenim hodnoty Ct v zeleném
kanalu pro detekci viru BRNV; ve Zlutém kandlu pro detekci viru RpRSV; v oranZovém
kanalu pro detekci viru RBDV; v ¢erveném kanalu pro detekci viru SLRSV a v karminovém

kanalu pro detekci IPC. Pouzité parametry:

Dynamic tube: ANO
Slope correct: ANO
Ignore first: Fakultativné. Doporucuje se pouZit v pfipadech, kdy

fluorescence béhem prvni cca 10 cykl( vykazuje pribéh
ve tvaru pismena ,U” Zpravidla se stava v oranZovém
kanalu pro sondy znacné ROX.

Threshold: 0,01

Eliminate cycles before: Dle potreby

Pokud se provadi kvantitativni hodnoceni vysledk(, software vytvofi na zakladé
hodnot sérii rizné fedénych standardd a zadanych udaji kalibraéni kfivku a provede
absolutni kvantifikaci pfitomnosti viru BRNV, RpRSV, RBDV a SLRSV v pozadovanych
jednotkach.
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Ukdzka vystupu detekce jednotlivych vir( z pristroje Rotor-Gene Q
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Vyhodnoceni systému kontrol kvality
Interni kontrola kvality (IPC)

Interni kontrola kvality (IPC) slouZi ke dvéma Gcellm: kontrola kvality izolace
RNA a pripravy cDNA a zaroven jako inhibi¢ni kontrola. Technicky se jedna o detekci
mitochondrialniho 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 pfistandardnich podminkach velmi podobné.
Vyuziti této kontroly je tedy vyhodné pro pracovisté provadeéjici rutinni diagnostiku
zejména v akreditovaném reZimu, nebot kontrolu Ize vyuZit jako kritérium hodnoceni
kvality celého predeslého procesu. Dle vlastnich laboratornich vysledkl jsou pro Cerstvé
listy hodnoty Ct zpravidla 19 + 2 cykly.

Pti pouziti RubusVir | gPCR-RG detekéniho kitu v pfistroji Rotor-Gene Q Ize pro
prilozeny IPC standard pfi pouZziti 1 milion kopii v PCR reakci ocekavat rozpéti hodnot Ct
dle nasledujici tabulky.

Prehled ocekdvanych vysledk( pro systém kontrol, které jsou soucdsti RubusVir | gqPCR-RG
detekéniho kitu. Rozmezi predstavuje primér + 2 smérodatné odchylky.

Standard [1mil. kopii/rci] Ocekavana hodnota Ct
BRNV 19,73 -21,49
RpRSV 18,73 - 19,40
RBDV 18,66 —20,18
SLRSV 17,72 - 18,27
IPC 17,81 - 18,46

Poznamka: Rozpéti ocekdvanych 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
mUzZe predstavovat charakterizovany vzorek nebo zpravidla synteticky standard, ktery
ma stejnou sekvenci jako cilové misto pro PCR amplifikaci. Pozitivni kontrola predstavuje
referencni materidl s definovanym rozpétim hodnot Ct, ve kterém se pfi zohlednéni
reprodukovatelnosti metody musi nalezy pohybovat u kazdého PCR béhu bez ohledu
na osobu provadéjici analyzu.

PFi pouziti RubusVir | gPCR-RG detekéniho kitu v pfistroji Rotor-Gene Q lze pro
pfiloZzené standardy BRNV, RpRSV, RBDV a SLRSV pfi pouZiti v koncentraci 1 milion kopif
v PCR reakci o¢ekavat rozpéti hodnot Ct dle tabulky vyse.
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Negativni kontrola predstavuje PCR reakci bez pfidaného templatu (cDNA), tzv.
netemplatovana kontrola (NTC). NTC by méla byt za vsech okolnosti u kazdého PCR béhu

negativni.

Dalsi kontroly

Pro kontrolu ptipadné kontaminace reagencii pouZivanych pro izolace RNA
Ize doporudit zarazeni tzv. extrakéni kontroly, kdy se provede izolace bez rostlinného
materidlu. 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 lIze doporucit kontrolu pripravy cDNA. Z RNA pfislusného
vzorku se paralelné pripravuji dvé cDNA s tim, Ze do jednoho vzorku se nepfida reverzni
transkriptaza (tzv. RT- kontrola). RT- kontrola by méla byt za vSech okolnosti u kazdého
PCR béhu negativni.

3.3.3.2 Akceptace a interpretace vysledki
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.
» Extrakéni kontrola je negativni.
» RT- kontrola je negativni.
» IPC je pozitivni v definovaném rozsahu.
Na zékladé typu analyzy Ize vysledky interpretovat:
» Kvalitativné
e Virus detekovan/nedetekovan; pozitivni/negativni vysledek
» Semi-kvantitativné
¢ Na zakladé realnych zkusenosti nebo statistickych metod lze nalezy podle
hodnot Ct priblizné kvantifikovat do rdznych kategorii, napf.:
m -/ + )+ )+t
= Negativni / slabé pozitivni / pozitivni / silné pozitivni
m Lze téZ zavést kategorii pro vysledky na spodni hranici detekovatelnosti,
které jiz vykazuji nizkou miru reprodukovatelnosti, napf. ,vysledek
podeziely” nebo ,,potencidlné pozitivni“ aj.
» Kvantitativné
e Na zakladé sestrojené kalibracni krivky Ize vysledky vyddavat kvantitativné,

napt. v kopiich nalezeného viru na hmotnost plvodniho materialu.
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Poznéamka pro uZivatele jiného typu real-time PCR cykleru

UZivatelé jinych typd real-time cykler( provadéji vyhodnoceni dle doporuceni

vyrobce daného cykleru pro jednotlivé typy analyz.

3.4. Porovnani s metodou ELISA

Pro svou jednoduchost a relativné nizkou cenu za provedeni testu je metoda
na principu DAS-ELISA (Double Antibody Sandwich Enzyme Linked Immunosorbent
Assay) velice Casto vyuzivana pro detekci nejriiznéjsich patogenli. Metoda je zaloZena
nainterakcispecifickych protilatek santigenem detekovanéhocile. Pro vizualizacivysledk(
se pouzivaji enzymy navazané na protilatku (napf. alkalicka fosfatdza) a chromogenni
substrat (pro alkalickou fosfatazu se pouziva p-nitrofenylfosfat; pNPP). Pokud je antigen
pritomen, dochazi k enzymatické reakci, pri které je chromogenni substrat hydrolyzovan
na barevny produkt, ktery lze mérit spektrofotometricky. Intenzita zabarveni koreluje
s koncentraci detekovaného antigenu.

Obecné se metoda ELISA povaZuje za méné citlivou ve srovnani napf. s PCR,
nebot nedochdzi k pomnozeni detekovaného cile. ELISA se proto vyuziva vSude tam, kde
citlivost metody neni pro stanoveni cile limitujici. Pokud se vSak tato metoda pouZivd pro
diagnostiku patogen( zplsobujicich zdvazna onemocnéni, byva pravidlem, Ze pozitivni
nalezy jsou konfirmovany dalsi metodou vyuzivajici jiny princip detekce.

ELISA soupravy na detekci viru RBDV, SLRSV a RpRSV nabizi nékolik firem (napf.
Bioreba, Agdia, Loewe). Dalsim cilem predkladané metodiky tedy bylo vzajemné porovnat
metodu ELISA (primarni metoda detekce RBDV, SLRSV a RpRSV) s nové vyvinutou

metodou na principu real-time PCR (konfirmaéni metoda).

3.4.1 Postup

3.4.1.1 Uvod

Pro porovnani obou metod byly vyuZity detekéni soupravy firmy Bioreba. Pro
detekci viru RBDV detekcni sada k.¢. 152065 a pro detekci SLRSV detekéni sada k.c.
151665. U viru RpRSV se vyskytuji sérologicky velmi odlisné izolaty, které nelze zachytit
pomoci jedné univerzalni detekéni soupravy. Pro detekci viru v ovocnych dfevinach
a drobném ovoci vyrobce doporucuje pouzit detekéni soupravu RpRSV-ch, zatimco
pro detekci viru v révé vinné vyrobce doporucuje pouzit oba detekcni kity (RpRSV-ch

a RpRSV-g). K detekci viru RpRSV byly pouZity obé sérologicky odlisné detekéni soupravy,
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ato RpRSV-g (k.¢. 120565) a RpRSV-ch (k.¢. 150465). Uvedené soupravy obsahuji vSechny
potfebné reagencie a kontroly.

Metoda ELISA byla provedena podle navodu vyrobce s vyuZitim originalnich
reagencii. Z dodanych pozitivnich kontrol byla izolovdna RNA a pfipravena cDNA, ktera
byla pouzita pro paralelni detekci metodou real-time PCR podle kapitoly 3.3.2.3. Byla
provedena srovnavaci analyza citlivosti obou metod vyuZitim fedicich fad pozitivnich

kontrol.

3.4.1.2 Analyza citlivosti obou metod

Metodika

Pro srovnani obou metod byly pouZity pozitivni kontroly, které jsou soucasti
ELISA souprav: RBDV (k.¢. 152053; Bioreba); RpRSV-ch (k.¢. 150453; Bioreba); RpRSV-g
(k.¢. 120553; Bioreba) a SLRSV (k.C. 151653; Bioreba). Lyofilizované kontroly byly
rekonstituovany do plvodniho objemu podle navodu vyrobce v ultracisté vodé.
Z rekonstituovanych pozitivnich kontrol byly pfipraveny fedici fady s dvojndsobnym
fedénim ve vodé. Pro detekci viru metodou ELISA i real-time PCR bylo shodné pouZito
200 pl rekonstituovaného identického lyofilizatu dle postupl vySe a dle doporuéeni
vyrobce (u ELISA).

Ocekdvand hodnota parametru

» Metoda real-time PCR musi pro detekci vsech vysSe testovanych virl poskytovat
stejné pozitivni vysledky v celém rozsahu koncentraci patogenu jako metoda
ELISA.

» Metoda real-time PCR musi pro detekci vSech vyse testovanych vird vykazovat
srovnatelny limit detekce jako metoda ELISA, aby mohla byt povaZovédna
za konfirmacni.

3.4.2 Vysledky pro jednotlivé viry

Analyza metodou ELISA byla provedena v technickych duplikatech a detekce
metodou real-time PCR v simplexu u nizkych fedéni a technickych triplikatech pro vysoka
fedéni. Analyzy byly provadény do takového fedéni, kdy jedna z metod vykazovala

negativni vysledek (tabulka nize).
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Srovnani citlivosti metody ELISA a real-time PCR pro detekci virii RBDV, RpRSV a SLRSV. ELISA:
uvedena prumérnd hodnota absorbance po odecteni pozadi + smérodatnd odchylka. Real-time
PCR: uvedena priimérnd hodnota Ct + smérodatnd odchylka; udaj v zdvorce vyjadruje procento
pozitivnich ndlezd z testovaného triplikdtu. (-): negativni vysledek; (+): pozitivni vysledek; (PP):
potencidlné pozitivni vysledek.

RBDV pozitivni kontrola (Bioreba)

Redéni ELISA kit RBDV Real-time PCR
nefedéno (+) 2,037 £ 0,020 (+) 28,99 £ 0,25 (100 %)
2x (+) 2,101 + 0,089 (+) 29,45 + 0,49 (100 %)
ax (+) 1,123 + 0,044 (+) 30,45 + 0,54 (100 %)
8x (+) 0,600 + 0,031 (+) 31,45 + 0,35 (100 %)
16x (+) 0,281 0,017 (+) 34,44 + 1,06 (100 %)
32x (PP) 0,169 + 0,003 (+) 32,95 + 2,00 (66,6 %)
64x (-) 0,107 + 0,002 (-)
RpRSV-ch pozitivni kontrola (Bioreba)
Redéni ELISA kit RpRSV-ch Real-time PCR
nefedéno (+) 3,691 + 0,089 (+) 21,58
2x (+) 3,748 £ 0,125 (+) 21,73
ax (+) 2,933 £ 0,061 (+) 23,44
8x (+) 2,030 £ 0,367 (+) 24,04
16x (+) 0,866 + 0,091 (+) 25,61 £ 0,04 (100 %)
32x (PP) 0,165 + 0,004 (+) 26,21 + 0,12 (100 %)
64x (-) 0,087 + 0,001 (+) 27,24 + 0,30 (100 %)
RpRSV-g pozitivni kontrola (Bioreba)
Redéni ELISA kit RpRSV-g Real-time PCR
nefedéno (+) 1,667 £ 0,188 (+) 23,85
2x (+) 0,813 £0,112 (+) 24,57 + 0,07 (100 %)
4x (+) 0,466 + 0,106 (+) 25,45 £ 0,18 (100 %)
8x (+) 0,288 £ 0,001 (+) 26,45 £ 0,13 (100 %)
16x (PP) 0,105 + 0,000 (+) 26,32 £ 0,22 (100 %)
32x (PP) 0,096 + 0,003 (+) 29,15 + 0,05 (100 %)
64x (-) 0,079 + 0,002 (+) 28,79 £ 0,54 (100 %)
SLRSV pozitivni kontrola (Bioreba)
Redéni ELISA kit SLRSV Real-time PCR
nefedéno (+) 3,661 + 0,037 (+) 19,79
2x (+) 3,749 £ 0,075 (+) 22,51
ax (+) 2,923 + 0,459 (+) 23,87
8x (+) 1,351 £ 0,185 (+) 23,80
16x (+) 1,060 + 0,024 (+) 23,55 + 0,26 (100 %)



32x (+) 0,465 + 0,030 (+) 26,28 £ 0,23 (100 %)

64x (PP) 0,200 + 0,015 (+) 25,47 £ 0,24 (100 %)
128x (PP) 0,130 + 0,003 (+) 28,74 £ 0,47 (100 %)
256x (PP) 0,121 + 0,002 (+) 29,67 + 1,48 (100 %)
512x () 0,113 + 0,003 (+) 29,84 £ 0,18 (100 %)

U viru RBDV vykazovala metoda real-time PCR stejné pozitivni vysledky pro detekci
v celém rozsahu koncentraci viru jako metoda ELISA. Virus SLRSV a obé sérologické
varianty RpRSV byly metodou real-time PCR bez problému detekovany s vyssi senzitivitou,
neZ jakou vykazovala metoda ELISA. KfiZovym testem bylo také ovéreno, Ze detekéni kit
RpRSV-ch nezachyti pozitivni kontrolu RpRSV-g a naopak, testovaci souprava RpRSV-g
neni schopna detekovat pozitivni kontrolu RpRSV-ch, takZe pro vérohodnou detekci
tohoto viru je nezbytné pouzit obé soupravy.

Pokud by se vsak senzitivita vyvinutého real-time PCR systému prepocitala
na stejnou navazku, byla by PCR metoda teoreticky jesté 100x citlivéjsi, nebot v pribéhu
pfipravy cDNA a nasledné PCR reakce dochazi k nékolikerému fedéni detekovaného cile.?
Pripadné zvyseni citlivosti PCR Ize dosahnout napf. snizenim vysledného objemu RNA
nebo pouzitim jednokrokové PCR kombinované s reverzni transkripci, kdy nedochazi
k fedéni cDNA. Tyto modifikace postupu vsak nebyly predmétem validace.

Zdvér

» Metoda real-time PCR vykazovala stejné pozitivni vysledky pro detekci v celém
rozsahu koncentraci patogenti (RBDV, RpRSV a SLRSV) jako metoda ELISA.

» Metoda real-time PCR vykazovala vyssi senzitivitu detekce pro viry RpRSV a SLRSV
ve srovnani s metodou ELISA.

» Na zakladé vysledkl Ize metodu real-time PCR pro detekci RBDV, RpRSV a SLRSV
pouzivat jako konfirmacni.

» UZivateldm testovacich souprav pro detekci viru RpRSV od firmy Bioreba lze
doporudit primarni pouZiti metody real-time PCR pro testovani pritomnosti
RpRSV v biologickém materiélu, protoZe tato metoda je schopna zachytit vSechny
testované kmeny viru v jedné PCR reakci, tudiz neni nezbytné pouzit dva detekcni
kity jako u metody ELISA od firmy Bioreba.

1 Z ptivodniho objemu 200 pl extraktu pro ELISA byla RNA izolovana do 50 ul (1 pl RNA ~ 4 pl extraktu
pro ELISA) a pro pfipravu 20 pl cDNA bylo pouZito 5 pl RNA (~ 20 ul extraktu pro ELISA; 1 pul cDNA ~ 1 pl
extraktu pro ELISA); do PCR reakce byly pouZity 2 pl cDNA, coZ odpovidd 2 pl pavodniho extraktu pro
ELISA. Vzhledem k tomu, Ze pro testovani metodou ELISA se pouziva cely objem 200 pl extraktu, je vali-
dovana real-time PCR metoda teoreticky az 100x citlivéjsi pfi stejné navazce.
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4. SROVNANi NOVOSTI POSTUPU

V laboratorni diagnostice virll infikujicich malinik se preferuje imunoenzymaticka
metoda ELISA a metody zaloZené na principu PCR. Pro detekci mohou byt vyuzivany
i dal$i metody: elektronova mikroskopie, diagnostika na zakladé hodnoceni symptoma
nebo testovani s vyuzitim biologického indexingu, tyto metody vSak nejsou pro rutinni
testovani vhodné. Elektronova mikroskopie je vyuzivana primdrné pro zakladni vyzkum,
symptomatologie vyZzaduje vysoce kvalifikované odborniky a biologicky indexing je
metoda prostorové a ¢asové narocna. V pripadé, Ze je pro vybrany virus maliniku
zavedena metoda ELISA, je v rutinni diagnostice upfednostnéna pred metodou RT-PCR.
A to hlavné z divodU, Ze testovani je levnéjsi nebo lze touto metodou testovat vice
vzork( najednou. Kritickym bodem pro metodu ELISA je, Ze pfi testovani mlize dochazet
ke zkFizené reaktivité nebo k nespecifickym reakcim, coz muize vést k falesné pozitivité
vysledku (Kfir a Genthe 1993). Metoda na principu PCR ma své vyhody v citlivosti reakce,
kdy Ize oproti ELISA detekovat nizsi koncentrace vir( ve vzorku, a v pfipadé multiplexniho
usporadani je mozno provést soucasné detekci vice vird v jedné reakci a tim tak snizit
finanéni naklady na testovani.

V literature jsou pro diagnostiku vybranych vird maliniku (BRNV, RpRSV, RBDV
a SLRSV) dostupné metody na principu PCR, ale jedna se vétSinou o simplexni usporadani,
kdy je testovan pouze vybrany virus. Multiplexni detekci virl RpRSV a SLRSV (spolu s TBSV;
tomato bushy stunt virus) u jahodniku klasickou PCR metodou s gelovou vizualizaci popsal
Wei et al. (2008). Predklddand detekéni metoda je navriena v multiplexnim real-time
PCR usporadani, kdy jsou soucasné detekovany Ctyfi viry a pro ovéreni kvality testovani
také interni kontrola kvality (IPC). Na zékladé literdrni reSerse je v soucasné dobé pro
testovani BRNV a SLRSV vyuzivana klasickd metoda na principu RT-PCR. PCR metodu pro
detekci BRNV s pouzitim specifickych primer( (417 nt) navrZzenych na oblast RdRp ve své
préci popisuji Jevremovic et al. (2019). Problematiku testovani SLRSV klasickou metodou
RT-PCR fesil Kheder (2021). Pro metodu pouZil primery navrzené do oblasti genu pro
obalovy protein v RNA 2, které amplifikovaly usek dlouhy 497 bp. Primery pro detekci
BRNV a SLRSV byly ve vyvijeném multiplexnim uspofradani navrzeny do oblasti genu UTR.
Tang et al. (2020) pro rychlou a citlivou detekci RpRSV vyvinuli metodu na principu real-
time RT-PCR s vyuZitim TagMan sond. Primery a sondy, které amplifikovaly fragment
velky 229 bp, navrhli v co nejvice konzervované oblasti genu pro pohybovy protein
(Mo). Detekéni limit cilové oblasti RpRSV byl hodnocen vytvorenim standardni kfivky
za pouziti plazmidové DNA a byl odhadnut na 61-98 kopii/reakci v zavislosti na kmeni
RpRSV. Citlivost byla asi 100krat vyssi nez u klasické RT-PCR s pouzitim stejnych primer(.
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V predkladané metodice byla citlivost metody pro RpRSV stanovena na 500 kopii/reakci
se 100% reprodukovatelnosti a detekéni limit na 50 kopii na reakci. Detekci RBDV
metodou real-time RT-PCR se zabyvali Quito-Avilaa a Martin (2011). Primery navrhli
do oblasti obalového proteinu s cilem, aby byly schopny detekovat co nejvice izolatl
viru. Primery a sondy amplifikovaly usek dlouhy 94 bp s mezi detekce 30 virovych kopii,

co? je srovnatelné s citlivosti predkladané metodiky (50 kopii/reakci).

5. POPIS UPLATNENI CERTIFIKOVANE METODIKY
Validovana metodika real-time PCR detekce virG BRNV, RpRSV, RBDV a SLRSV
v rostlinném materialu mize byt vyuZita v celé radé aplikaci, napf.:
» Rutinni diagnostika virl BRNV, RpRSV, RBDV a SLRSV
» Testovani zdravotniho stavu rozmnoZovaciho materidlu pro zajisténi pozadavk(
certifikace
» Sledovani vyskytu vird BRNV, RpRSV, RBDV a SLRSV na vybraném tGzemi
» Vyzkum Siteni vird BRNV, RpRSV, RBDV a SLRSV
» Zakladni vyzkum biologie vird BRNV, RpRSV, RBDV a SLRSV
» Studium vektord danych virQ
» Studium ptirozenych hostitelt
» Testovani hospodarské skodlivosti danych virQ
Metodika real-time PCR detekce virli BRNV, RpRSV, RBDV a SLRSV v rostlinném
materialu je urena pro laboratofe molekularni biologie, které se vénuji diagnostice
virovych onemocnéni nebo virologickému vyzkumu, jako napf.:
» Laboratore Ustfedniho kontrolniho a zku$ebniho Gstavu zemédélského (UKzUZ,
Odbor diagnostiky skodlivych organismu rostlin)
» Referenénilaboratore

» Laboratore v akademické sféfe a dalSich vyzkumnych institucich

6. EKONOMICKE ASPEKTY
Metodika pro diagnostiku vird BRNV, RpRSV, RBDV a SLRSV metodou real-time
PCR je validovana pro soucasnou detekci vSech virG v jedné PCR reakci, neni nutno
pripravovat ¢tyfi nezdvislé PCR reakce pro detekci téchto vird. Tato skuteénost je pozitivné
hodnocena v pripadé testovani rozmnoZovaciho materidlu v certifikacnim stupni SE
(Superelita), kdy je dle platné legislativy poZzadovano kazdé dva roky sledovat vice nez 10
patogenu. Metodika tak zrychluje a zleviiuje diagnostiku virt maliniku. Diky tomu mohou

laboratofe zpracovat s vyssi citlivosti za stejny ¢as vétsi mnozstvi vzorkd za nizsi cenu nez
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doposud, coz se samoziejmé promitne do ekonomiky laboratofe napf. snizenim nakladd
na jednu analyzu, nebo uvolnénim kapacity laboratore pro dalsi testy. Financni pfinos je
vsak tézko odhadnutelny, bude zaleZet na aktivitdch konkrétni laboratore.

Vyrazny, ekonomicky vsak obtizné kvantifikovatelny, pozitivni dopad bude
mit vyuZiti metodiky pro testovéni rozmnoZovaciho materidlu, kdy v€asnou detekci
ptipadnych pozitivnich rostlin bude zabrdnéno Sifeni vird mnozitelskym materidlem
v péstebnich plochach a tim i budoucim ztratam na vynosu v dalSich letech.

Rychlejsi odezva laboratore bude mit téZ pozitivni dopad na ekonomiku Zadatele
o vySetfeni zdravotniho stavu ovocnych plodin, nebot mize ziskat vysledky v krat$im
Case, a tak pruznéji reagovat na obdrzené vysledky.

V laboratofich, kde se rutinné provddi real-time PCR vySetfeni pfitomnosti RNA
vird, souviseji naklady pouze s nakupem primer(/sond (cena cca 45 000 K¢/ 1 000 reakci),
pfipadné celého kitu. Laboratore, které by uvazovaly o kompletnim zavedeni metodiky
bez predchozich zkusenosti a pristrojového vybaveni, musi pocitat s nasledujicimi
naklady (orientacni ceny jednotkového baleni, uvedeno bez DPH):

Izolace RNA: 50 izolaci 8 000 K¢
Priprava cDNA: 200 reakci 10 000 K¢
Primery+sondy 1 000 reakci 45 000 K¢
PCR reagencie 1 000 reakci 10 000 K¢
Real-time PCR cykler ~ 1ks > 800 000 K¢

Dalsi spotfebni material pro laboratofe molekularni biologie (rukavice, $picky,
laboratorni plastik, aj.).

Pro metodu ELISA a navrieny diagnosticky systém na principu real-time PCR
byly porovnany finan¢ni ndklady, které zahrnovaly pouze nakup potfebnych reagencii
a spotiebniho materialu; do ceny nebyly zapocitany dalsi naklady, které jsou odliSné pro
kazdou laboratof (energie, mzdy, reZie, amortizace, atd.). Pfi porovnani byla zohlednéna
jesté skutecnost, Ze pro viry RpRSV, RBDV a SLRSV je dostupna metoda ELISA. Pro zajisténi
vyssiho zachytu rliznych variant RpRSV je vhodné pro testovani tohoto viru metodou
ELISA pouZit dva diagnostické kity (RpRSV-ch a RpRSV-g). Pokud by se pro detekci virQ
RpRSV ( RpRSV-ch a RpRSV-g), RBDV a SLRSV pouzila metoda ELISA a pro BRNV real-
time PCR, Castka za detekci ¢ty virl byla vypocitana na cca 1 150 K¢. V pripadé, Ze by
byla analyza ¢tyr malinikovych virl provedena multiplexni real-time PCR, ¢astka by byla
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860 KC. Zavérem lze konstatovat, Ze vhledem k tomu, Ze analyza vird BRNV, RpRSV, RBDV
a SLRSV multiplexni metodou real-time PCR je financné vyhodnéjsi, protoZe se provadi
jednou metodou, jednim pracovnim postupem, jednim pracovnikem a naklady na jeji

provedeni jsou o 290 K¢ nizsi.
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8. SEZNAM PUBLIKACI, KTERE PREDCHAZELY METODICE
Metodika vznikla de novo na zékladé vyzkumné a vyvojové cinnosti autorl
a vysledky nebyly zatim publikovany. Cast vysledkd byla prezentovana formou posteru
,Survey of raspberry viruses and recovery of in vitro raspberry cultures in the Czech
Republic and Norway“ na XXII. Ceské a slovenské konferenci o ochrané rostlin (2022).
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