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Detekce patogenu: Kdo a pro¢?

> Vyvoj diagnostickych metod pro detekci patogenu
rodu Vaccinium pro omezovani jejich vyskytu v
mnozitelském materialu
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Detekce patogenu: Jak?

» Metody obecné (symptomatologie, mikroskopie, biologicke
testovani, kultivacni techniky/selekCni meédia, HTS, aj.)

» Detekcni systemy cili na SPECIFICKOU cast patogenu
« Z&dny jiny ,organizmus® tuto ast nema

» Vybéer vhodného ,kousku®“ patogenu — vyber vhodné
detekcCni metody

» Cil
* nukleové kyseliny — DNA/RNA (genom, transkripty)
PCR testy (RT-PCR, qPCR, end-point PCR...)
* cokoliv, proti Cemu lze pripravit protilatky
Antigenni testy (ELISA, prouzky, FC, FACS...)
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Detekce patogenu: Jak?

> Antigenni metody
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Detekce patogenu: Jak?

» PCR metody
* Cil: nukleové kyseliny — DNA/RNA
e genom, transkripty
« vlakna/pismenka jsou komplementarni -




Detekce patogenu: Jak?

» PCR metody

» Polymerazova retézova reakce - v kazdém cyklu se pocet
DNA zdvojnasobi!
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Detekce patogenu: Jak?

» PCR metody
« Extréemni citlivost: Vyhoda X Nevyhoda
o Stanoveni relevantni hranice

o Biologicka interpretace
* PfFi znalosti genetické informace Ize prakticky témér
vzdy vyuzit
« Technicky jednoduche, rychlé zavedeni

» Antigenni metody @
* QObecné nizsSi citlivost

* \ySSi procesivita .

* Levngjsi » Obtizna pfiprava protilatek
. Pomalejsi * Mozné nespecificity



Detekce patogenu: Jak?

» PCR metody
« Ruzné typy a modifikace
* Real-time PCR
« Kvantitativni real-time PCR ff-z?ﬁ ]

+ Multiplexni kvantitativni real-time PCR
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Detekce patogenu: gPCR

> Testované viry a fytoplazmy u druhu rodu Vaccinium
7 viru z ruznych skupin
* Dblueberry mosaic associated virus (BIMaV; druh Ophiovirus
vaccinir)
* blueberry scorch virus (BIScV; druh Carlavirus vaccinii)

* blueberry shoestring virus (BSSV; druh Sobemovirus
BSSV)

* blueberry red ringspot virus (BRRV; druh Soymovirus
maculavaccinii)

* blueberry shock virus (BIShV; druh llarvirus BSV)
« tomato ringspot virus (TORSV; druh Nepovirus lycopersici)
« tobacco ringspot virus (TRSV; druh Nepovirus nicotianae)



Detekce patogenu: gPCR

> Testované viry a fytoplazmy u druhu rodu Vaccinium
4 druhy fytoplazem z ruznych skupin

Candidatus Phytoplasma asteris (skupina 16Srl)

Candidatus Phytoplasma pruni (skupina 16Srlll)

cranberry false blossom phytoplasma (skupina 16Srlll)

Candidatus Phytoplasma solani (skupina 16SrXII)

Celkem 11 nekultivovatelnych ,organizmu®

JAK NA TO?




Detekce patogenu: Vyvoj qPCR systému

» Pro kazdy patogen zvlast’ a pak dohromady je nutné

ziskani a porovnani sekvenci dostupnych izolatu z
databaze GenBank, analyza sekvenci a identifikace
vhodné oblasti pro navrh primerd a sond

ovéreni funkCnosti pomoci syntetickych standardu a
realnych izolatu

overeni potencialni kfizové reaktivity s hostitelskymi
druhy

provedeni multiplexovani, ovéreni funkCnosti a
vykonnosti ve srovnani se simplexovym systémem

stanoveni vykonnostnich parametru testu — specificita,
analyticka senzitivita, opakovatelnost a

reprodukovatelnost VALH D A@ E




Vaccinium gPCR diagnosticka souprava

» Dveé varianty podle typu cykleru, validace pro Rotor-Gene Q
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Vaccinium qPCR
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Vaccinium gPCR diagnosticka souprava

» Rozdéleni vSech 11 patogenu a 2 internich pozitivnich
kontrol do tri detekCnich sad

e
BluebVirl BluebVirll PhytoBlueb

ToRSV BRRV Ca. P. solani
BIMaV TRSV Ca. P. asteris
Ca. P. pruni
BIScV cranberry false blossom phytoplasma
BSSV BIShV
IPC (RNA) IPC (DNA)*

» Senzitivita: < 500 kopii/rci (pro nékteré patogeny i 5 kopii)
> Specificita: 100 % za danych podminek M%

» Opakovatelnost: £ 2,3 % ‘ T “)Aﬂ*“;\
» Reprodukovatelnost: + 3,4 %
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