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1 UVOD

Virus krouzkovitosti rajcete (tomato ringspot virus; ToORSV) je primarné patogenem
dfevin a polodfevin. Sviij nazev ziskal podle rostliny rajcete, ze které byl ptivodné
izolovan na vychodé USA. Navzdory tomu jsou prfirodni infekce u raj¢at vzacné
(Murant 1996). Mize infikovat i zeleninu, nékteré druhy okrasnych bylin a plevele,
které jsou zpravidla rezervoarem viru (EPPO 2005). Vyskyt ToRSV byl zaznamenan
u ovocnych plodin, jako jsou napt. maliny, bortivky, vinna réva, broskvoné, tfesné
ajabloné (Rott et al. 1991, Walker et al. 2015, Martin a Tzanetakis 2018). Zkoumanim
viru na okrasnych rostlinach se zabyvali Navalinskiené a Samuitiené (2000). ToRSV
izolovali a identifikovali u 15 druhii okrasnych rostlin patficich do 10 botanickych
Celedi. Prirozenou lokalitou vyskytu je Severni Amerika. S rostlinnym materidlem
byl virus zavle¢en témét po celém svété. V Ceské republice nalez viru nebyl dosud
prokazan. V CR testoval virus ToRSV napt. Spak et al. (2010) v bortivkich nebo
Kominek (2008) ve vinné révé s negativnim vysledkem.

Virus krouzkovitosti rajcete je taxonomicky zatazen do rodu Nepovirus, celedi
Secoviridae. Genom viru je tvofen dvéma segmenty (+)ssRNA. Na zakladé
velikosti molekuly RNA?2 je virus zatazen do skupiny nepovirti C. Virus je pfenasen
hadatkem Xiphinema americanum sensu lato Cobb (1913), které se v Ceské republice
nevyskytuje. Je pfenosny také pylem, semeny (Moini et al. 2010) a vegetativnim
mnozenim rostlin (Zitikaité 2008).

ToRSV je uveden na seznamu regulovanych $kodlivych organismi, ktery je
soudasti provadéciho natizeni Komise (EU) 2019/2072 (v CR platné od 14. 12. 2019).
Tyto organismy je nutné sledovat a také evidovat idaje o stavu jejich vyskytu na
tizemi nageho statu. Udaje o situaci vyskytu regulovanych $kodlivych organismd jsou
urceny hlavné péstiteliim a dal$im opravnénym osobam, které dodavaji na vnitini
trh EU rostliny a jiné komodity, které podléhaji regulaci.

Vzhledem k tomu, Ze je Ceskd republika ¢lenem EU, plati v nasi zemi i dali normy
(standardy), podle kterych se fidi diagnostika a fytosanitarni kontrola rostlinnych
patogentl. Jedna se o normy popsané Evropskou a stfedozemni organizaci pro ochranu
rostlin (EPPO, European and Mediterranean Plant Protection Organization). Dle
EPPO (2020) je ToRSV zafazen na seznam A2 $kodlivych organismt doporucenych
k regulaci jako karanténni organismy. V ramci EPPO (2002) a EPPO (2008) je
ToRSV uveden na seznamu patogend, které jsou pfedmétem testovani pti certifikaci
rozmnozovaciho materidlu rybizu a pelargonii. Déle se vyskyt ToRSV reguluje
v ramci fytosanitdrnich kontrol zasilek osiva raj¢at (EPPO 2016). V EPPO standardu
»PM 3/76 (1) Trees of Malus, Pyrus, Cydonia and Prunus spp. — inspection of places
of production jsou popsany fytosanitarni postupy, které jsou primarné zamérené
na kontrolu mist produkce odrid a podnozi druhit a hybrida Malus, Pyrus, Prunus
a Cydonia véetné jejich pitibuznych okrasnych odrad. Ve standardu ,PM 3/32
(2) Tomato ringspot virus in fruit trees and grapevine: Inspection® je popsana
kontrola ToRSV u ovocnych stromi a vinné révy. Pritomnost ToRSV se také sleduje
v rostlinach jahodnikd, které jsou predmétem dovozu (EPPO 2008). Kontrolou mista



produkce sazenic jahodniku se zabyva standard ,PM 3/83 (1) Fragaria plants for
planting — inspection of places of production®.

2 CIL METODIKY

Standardné se ToRSV detekuje pomoci imunoenzymatické metody ELISA. Cilem
této metodiky bylo navrhnout alternativni metodu detekce tohoto viru na principu
real-time PCR, kterd bude vyuzita pro verifikaci ptipadnych pozitivnich nalezii
pfi pouziti metody ELISA. Navrzeny detekcni systém byl validovan pro pouziti
s cyklerem Rotor-Gene Q (Qiagen) dle valida¢niho schématu EPPO PM 7/98 (4)
Specific requirements for laboratories preparing accreditation for a plant pest
diagnostic activity. Dal$im cilem metodiky bylo porovnani obou postupt pii detekci
ToRSV.

3 VLASTNI POPIS METODIKY

Metodika je rozdélena do tii ¢asti. V prvni ¢asti je popsana detekce ToRSV
pomoci nové navrzeného systému na principu real-time PCR a jeho vykonnostni
charakteristiky. V druhé ¢asti je popsan postup testovani metodou ELISA a ve tfeti
¢asti jsou uvedeny vysledky srovnani obou metod.

3.1 Detekce viru ToRSV pomoci real-time PCR

Veskeré laboratorni prace, které predchazely sepsani metodiky, byly provadény
v laboratoti, kterd je akreditovana podle normy CSN/EN ISO IEC 17025:2018
VSeobecné pozadavky na kompetenci zkuSebnich a kalibra¢nich laboratofi. Cely
diagnosticky proces lze rozdélit do t¥i fazi: pre-analytickd, analytickd a post-
analytickd. Metoda detekce ToRSV pomoci real-time PCR byla validovéna podle
standardu EPPO PM 7/98 (4). Vzhledem k tomu, Ze se virus v Ceské republice
nevyskytuje, byla validace provedena pomoci syntetickych standarda.

3.1.1 Pre-analyticka faze
V ramci téchto ¢innosti je provadén odbér vzorkd, prevoz vzorkid do laboratofe
a jeho pfijem laboratofi.

3.1.1.1 Odbér vzorki, preprava vzorkua

Na zékladé obecnych znalosti o odbérech vzorki rostlinného materidlu pro
testovani rostlinnych virti metodami na principu PCR nebo ELISA je nejvhodnéjsi
doba pro odbér vzorka obdobi od zacatku raseni (duben) az do kvétna, ¢ervna, kdy
jsou rostliny v obdobi intenzivniho ristu. Pro diagnostiku viru se odebiraji listy nebo
naraSené pupeny. Dals$i matrici, kterou lze pro testovani viri pouzit, jsou semena.
V pripadé dievin se odebiraji vzorky po celém obvodu koruny stromu. Odebrané
¢astirostlin se vlozi do mikroténového sacku a vzorek se v co nejkrat$im ¢ase dopravi
do laboratore. Po celou dobu prevozu se vzorek uchovava v chladu, v obdobi teplych
dni lze pro prevoz vzorki pouzit pfedchlazené nadoby.



3.1.1.2 Pfijem vzorki do laboratoie

Vzorky se po pfijmu do laboratore okamzité zpracuji, nebo se ve zkumavkach
$okové zamrazi v tekutém dusiku a uloZi se do doby zpracovani do mraziciho boxu
pti teploté < -70 °C. Pii této teploté je mozné vzorky skladovat bez ztraty kvality
nejméné 1 rok.

Ke zpracovani se prijimaji pouze vzorky, které nejsou znehodnoceny:

] Plisni

® Hnilobnym procesem

] Pokrocilou nekrozou pletiv

® Dalsimi faktory, které by mohly ovlivnit vysledek zkousky

Kritické body pti ptijmu vzorki, na které je tfeba zvlasté dbat:

® Neporus$enost obalu zasilky
[ Jednoznaénd identifikace kazdého vzorku
L Dodrzeni doby transportu vzorka do laboratore od jejich odbéru:

Samotné listy: 4 kalendarni dny
Vyhony: 7 kalendéafnich dnt

3.1.2 Analyticka faze

Vlastni analyticka faze se provadi ve tfech krocich:
® Izolace RNA

® Priprava cDNA

L Real-time PCR detekce

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

Dodrzovani zasad dekontaminace a hygieny platnych pro laboratof
molekuldrni biologie pro vylou¢eni moznych kontaminaci

Dodrzovani vSech zasad spravné laboratorni praxe v laboratoti molekularni
biologie

Zarazovani extrakénich kontrol

Dodrzovani standardni navazky vstupniho materidlu

Kvalita izolované RNA a pfipravené cDNA

3.1.2.1 Izolace RNA

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

® Homogenizace vzorku se provadi v tekutém dusiku.

L Vlastni izolace RNA se provadi pomoci komer¢né dodavaného izola¢niho
kitu Ribospin™ Plant (GeneAll Biotechnology, Co., Ltd.; k.¢. 307-150;
dodéva Bohemia Genetics s.r.0) na bazi kolon. Postupuje se podle navodu
vyrobce.

L Specifikace kitu, typické vytézky dle vyrobce a vlastni laboratorni vysledky:



Specifikace kitu

Specifikace Ribospin™ Plant
Typ izolace Kolonova
Maximélni mnozstvi vychoziho vzorku ~ 100 mg rostlinného pletiva
Maximalni objem kolony ~ 700 ul
Minimalni elu¢ni objem 30 ul
Maximalni vazebn4 kapacita ~ 100 pg

Typické vytézky RNA

Typ vzorku vﬁchl(\)/[:i;)lisxtr:l;)rku Typicky vytézek
List Cucumis sativus L. (okurka) 100 mg 50 ug
Capsicum annuum (éervend paprika) 100 mg 22 ug
Lycopersicum esculentum (rajce) 50 mg 13 pg
Vlastni laboratorni vysledky
Typ vzorku vy’fchl(\)llzni;)ui)svt‘zn;)rku Typicky vytézek
List Prunus domestica (slivor) 50 mg 8,7 ug
Prunus avium (tfeSen) 50 mg 7,9 ug
Prunus armeniaca (merurika) 50 mg 6,8 ug
Prunus persica (broskvor) 50 mg 12,2 ug
Malus Mill. (jablon) 50 mg 12,9 ug
Pyrus L. (hrusen) 50 mg 15,6 ug
Naraseny pupen Prunus domestica (slivor) 50 mg 27,6 ug
Prunus avium (tfeSen) 50 mg 28,6 ug
Prunus armeniaca (merurika) 50 mg 23,4 ug
Prunus persica (broskvor) 50 mg 20,2 pg
® Uspésna izolace RNA byla timto kitem provedena v nasi laboratofi také

u ndsledujicich rostlinnych druht a matric:

izolace z listu - angrest, broskvon, Cerny rybiz, Cerveny rybiz, hrusen,
jablon, jahodnik, kanadskda bortivka, malinik, mandlon, merunka,
myrobalan, réva vinna, slivon, tfeSen, bohyska japonska, gladiol, hortenzie,
lilie, muskat zahradni, narcis, petinie, poderika Andersonova, sasanka
japonska, srdcovka, meloun cukrovy, okurka seta, paprika, rajce jedlé, tykev
cuketa, tykev muskatova



izolace ze semen - meloun cukrovy, okurka seta, paprika, rajce jedlé, tykev
cuketa, tykev muskéatova

U jinych rostlinnych druhti 1ze o¢ekavat podobné vytézky.

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

Purifikovanou RNA je mozné pro dalsi analyzy (napt. piiprava cDNA)
kratkodobé uchovat pfi 4 °C nebo dlouhodobé skladovat pti -80 °C.
Izolace RNA probihad v prostorach k tomu urcenych v ramci laboratore
molekularni biologie (pre-PCR area) v souladu s principy spravné
laboratorni praxe.

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

Jako kontrolu kvality pfipravy RNA a ovéreni Cistoty reagencii pouzivanych
proizolacilze doporudit tzv. extrakénikontrolu. K sérii paralelné izolovanych
vzorku se provede kontrolni izolace, ale bez pouziti vstupniho rostlinného
materidlu. Timto zptisobem se testuje pripadna kontaminace pouzitych
reagencii pro izolaci RNA.

Pracovni postup

1.

»

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

Prida se 450 pllyza¢niho pufru RPL nebo v ptipadé tvorby sraZenin alternativné
pufr REL ve stejném mnozstvi. Vzorek se ihned dikladné promicha na vortexu.
Vzorky se inkubuji 3 minuty pti pokojové teploté.

Lyzat se pfenese pomoci 1ml $picky s filtrem s ustfizenou $pi¢kou nebo tenké
kovové $pachtlicky na EzPureTM kolonu (Zlutd barva).

Vzorky se centrifuguji 2 minuty. V piipadé, ze kolonou prote¢e pouze malo
vzorku, lze centrifugaci opakovat.

Po stocenti se protekly lyzat opatrné bez naruseni pelety pfenese do nové 1,5ml
zkumavky (je soudasti kitu); typicky se jedna o 350 pl lyzatu.

K lyzatu se pridd 1 objem 70% EtOH (k 350 pl lyzatu se prida 350 pl); roztoky
je nutné okam?zité promichat ota¢enim zkumavky (cca 5x).

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

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

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



11.

12.

13.

14.

15.
16.

17.

18.

19.

20.

21.

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

V (isté 1,5ml mikrozkumavce nebo piimo ve zkumavce s alikvotovanou
DNase I (soucast kitu) se pripravi premix reak¢ni smési DNase I (na 2 ul DNase
I se ptidava 70 pl pufru DRB). Do stfedu W kolony se nanese 70 ul DNase I
reakéni smési, necha se inkubovat minimalné 10 min. pfi pokojové teploté.
Pozor, DNase I je nachylna na fyzické poskozeni, nemichejte ji a nemanipulujte
s ni prili§ prudce!

Na kolonu se ptida 500 pl pufru RBW a necha se stat 2 minuty. Pufr RBW
inaktivuje DNase I.

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

Na kolonu se ptida 500 pl pufru RNW.

Centrifuguje se 1 minutu. Protekla tekutina se vylije, okraj sbérné zkumavky
se otfe bunicitou vatou. W kolona se opét vsune do sbérné zkumavky.
Zopakuji se kroky 15-16.

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

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

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

Cistota a koncentrace izolované RNA se stanovi pomoci spektrofotometru.

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

3.1.2.2 Priprava cDNA
Metodika je validovana s vyuzitim nasledujiciho postupu a reagencii pro pripravu

cDNA:

® RNA izolovand pomoci kitu Ribospin™ Plant, (GeneAll Biotechnology,
Co., Ltd,; k.¢. 307-150; dodava Bohemia Genetics s.r.0).

® Pro ptipravu cDNA se pouziva maximalné 1 pg izolované RNA.

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

o Smés nahodnych primert-hexamert: Primer Random p(dN), (Roche, k.c.
11034731001; dodéava Roche s.r.0.).

o Smés nukleotidii: ANTP mix, 10 mM kazdy nukleotid [40 mM celkova

koncentrace] (Genaxxon, k.¢. M3016.1010; dodavd Bohemia Genetics s.r.0.).



Ptipravenou cDNA je mozné pro dal$i analyzy (napf. PCR) kratkodobé
uchovat pfi 4 °C nebo dlouhodobé skladovat pfi -20 °C.

Ptiprava cDNA probihd v prostorach k tomu uréenych v ramci laboratore
molekularni biologie (PCR area) s vyuzitim PCR boxt a v souladu s principy
spravné laboratorni praxe.

Jako kontrolu kvality ptipravy ¢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 neptida reverzni transkriptdza.

Pracovni postup

1.

a0 o N

w
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Podle poctu vzorktt se ve stojanku pripravi potfebny pocet 0,2ml
mikrozkumavek v¢etné zkumavky pro negativni kontrolu, pokud se pfipravuje
(RT-). Jako negativni kontrola muze byt pouzita RNA z negativniho vzorku
nebo voda.

Do jednotlivych zkumavek se pipetuje:

4 pl ndhodnych primert o koncentraci 50 ng/pl

1 ul 10 mM dNTPs (kazdy nukleotid; 40 mM celkova koncentrace)

1 - 5 pl celkové RNA (Celkové mnozstvi RNA v reakci by nemélo prekrocit 1 ug)
RNase free voda do celkového objemu 13 pl

Smés se promicha.

Smés se zahfeje v cykleru na 65 °C 5 minut. Po uplynuti inkuba¢ni doby se
zkumavky prudce zchladi ve vymrazené kovové desticce. Poté se kratce
centrifuguji.

Do jednotlivych zkumavek se napipetuje:

4 pl 5x First-Strand Buffer

2l 0,1 M DTT

Ke kazdé zkumavce se vzorkem kromé RT- se pfida 1 ul (200 U) M-MLV
reverzni transkriptazy, dobre se promicha.

Vzorky se vlozi do cykleru.

Vzorky projdou nasledujicimi teplotnimi fazemi:

Inkubace pti 37 °C po dobu 2 minut

Inkubace pfi 25 °C po dobu 10 minut

Inkubace pti 37 °C po dobu 50 minut

Zéavére¢na denaturace pti 70 °C po dobu 10 minut

Finalni zchlazeni na 4 °C

Takto ptipravenou cDNA lze pfimo pouzit jako templat (zpravidla 2 pl) pro
dalsi PCR analyzy. cDNA se uchovéava v mraznicce pfi -20 °C.

Odbornikovi v oboru jsou zndmy dalsi postupy pripravy cDNA, které mohou vést
ke srovnatelnému vysledku. Odbornik v oboru muze zvazit i pfipadné naredéni
cDNA pred real-time PCR krokem.



3.1.2.3 Real-time PCR detekce

Uvod

Metodika byla validovana s vyuzitim syntetickych standardd typu Ultramer®.
Sekvence standard pokryvaji celou cilovou oblast detekce u izolatd vird ToRSV
a ToRSV-Ch, které jsou dodavany jako pozitivni kontrola v diagnostické soupravé
ELISA od firmy Bioreba (k.¢. 151453; 151353).

Metodiku lze pouzit jak pro kvalitativni, tak kvantitativni detekci pfitomnosti.
Jako marker pro kontrolu kvality izolace RNA a pripravy cDNA se pouziva test
na pritomnost transkriptu pro rostlinny mitochondridlni gen Nad5 (NADH
dehydrogenase subunit 5; Interni pozitivni kontrola, IPC).

Vlastni detekce je zalozena na pouziti specifickych primert a sond, které je
mozné zakoupit zvlast nebo pouzit TORSV qPCR-RG detekeni kit, ktery obsahuje
vSechny reagencie pro real-time PCR detekei pro cykler Rotor-Gene Q [Qiagen] (k.C.
ToRSV_qPCR-RG; vyrobce a dodavatel: VYZKUMNY A SLECHTITELSKY USTAV
OVOCNARSKY HOLOVOUSY s.r.o.).

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

Pro zabezpecovani kvality vysledka zkousky lze vyuzit nasledujici prvky kvality:
Systém internich kontrol kvality
Systém internich standarda
Zkouseni slepého vzorku
Opakovani zkous$ek pii pouziti stejnych nebo jinych metod
Opakovani zkousek pfi pouziti stejného nebo jiného ptistroje
Prabéznou kontrolu métictho zatizeni
Prezkoumdni uvddénych vysledka

Materidl
Metodika real-time PCR detekce viru ToRSV v biologickém materidlu je validovana
pro pristroj Rotor-Gene Q (Qiagen), s vyuzitim ndsledujiciho materialu a reagencii:

® Pro detekci viru ToRSV se pouzivaji nasledujici primery a sondy:

Forward primer: GAATGGTTCCCAGCCACTTTTT

Reverse primer: AGAGGRTCGCTACTCCTCCGTC

Sonda_1: FAM-TTGTGWCGTACGATTAGAATCCCAG-BHQ1
Sonda_2: FAM-TWGTGTCGTATGATTAAAATCCCAGAA-BHQI

] Jako marker pro kontrolu kvality izolace RNA a pripravy cDNA se pouziva

test na pritomnost transkriptu pro mitochondridlni gen Nad5. Pro jeho
detekei se pouzivaji nésledujici primery a sonda:



Forward primer: GATGCTTCTTGGGGCTTCTTGTT

Reverse primer: ACATAAATCGAGGGCTATGCGG

Sonda: 6-FAM-CCACAATTAACATCACTACGGTCGGGCTA-BHQ1

Pro vlastni real-time PCR se pouzivd qPCR 2x Blue Master Mix (vyrobce
a dodavatel: Top-Bio, k.¢. P523) podle navodu vyrobce.

Pro rutinni diagnostiku lze doporucit ToRSV qPCR-RG detekéni kit
(vyrobce a dodavatel: VYZKUMNY A SLECHTITELSKY USTAV
OVOCNARSKY HOLOVOUSY s.r.0.), ktery obsahuje pfedmichané PCR
premixy a systém kontrol pro snadné a rychlé sestaveni PCR reakce. Kit
obsahuje: UniPmxI - premix obsahujici v§echny nezbytné komponenty pro
PCR amplifikaci [Pozn.: Nemusi byt vidy v baleni pfitomen, zilezi na
typu kitu.]; ToRSV PmxII - premix obsahujici vSechny nezbytné
komponenty pro specifickou detekci viru ToRSV; IPC PmxII - premix
obsahujici v§echny nezbytné komponenty pro specifickou detekei interni
pozitivni kontroly (IPC), ktera slouzi jako kontrola kvality izolované RNA
a pripravené cDNA; ToRSV Ctrl [500 000 kopii/ul] - pozitivni kontrola pro
ovéreni spravnosti PCR pro detekci viru a IPC Ctrl [500 000 kopii/pl] -
pozitivni kontrola pro ovéreni spravnosti PCR pro detekei IPC.

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

Sestaveni vlastni real-time PCR reakce

Ptiprava PCR reakce probihd v prostorach k tomu uréenych v rdmci
laboratofe molekularni biologie (PCR area) s vyuzitim PCR boxi a v
souladu s principy spravné laboratorni praxe.

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

Pro pipetovani se pouzivaji §picky s filtrem.

Vzorky se doporucuje analyzovat v duplikatech.

Vsechny PCR komponenty se pred zahdjenim prace vyjmou z mraznicky
a nechaji se roztat pfi pokojové teploté.

Pfed pouzitim je vhodné PCR komponenty promichat kratkym
vortexovanim a dle potteby stocit na minicentrifuze.

Pro zajisténi validity vysledki se pouziva systém minimalné nasledujicich
kontrol:

- Kontrola bez ptidaného templatu (No-Template Control; NTC)
Jedna se o kontrolu bez pfidani vzorku. Tato kontrola se pouziva
vzdy u kazdého testovani.

- Pozitivni kontrola
Jedna se o kontrolu, kterd je pozitivni v definovaném rozsahu.
Zpravidla se jedna o syntetickou pozitivni kontrolu o zndmé

koncentraci.



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

] Primdrné je nasledujici postup uréen pro kvalitativni nebo semi-kvantitativni
detekci viru ToRSV. Redénim syntetické pozitivni kontroly lze viak
ziskat standardni kalibra¢ni kiivku, podle které je mozné provadét
vyhodnoceni kvantitativné.

2K 556 24 5 2 5 56 3k 2 5 56 56 3k 2 5 56 26 5 2 5 56 6 2 5 56 56 3 2 5 56 26 2 5 5 56 2k 2 5 56 26 3k 2 5 56 2k 5 5 5 56 6 2 5 56 56 6 X 5 56 26 2 5 5 5 5 2 5 56 56 5 2 5 5 5% 5 5 6% 6 %

1. V PCR boxu se do kovového stojanku ptipravi potfebny pocet 0,1ml stript
véetné mikrozkumavek pro NTC (netemplidtovand kontrola) a syntetickou
pozitivni kontrolu, pfipadné dalsi rizné fedéné standardy pro tvorbu kalibra¢ni
ktivky pro kvantitativni stanoveni.

2. Podle pocétu soucasné michanych PCR mastermixt se do stojanku ptipravi
1,5ml mikrozkumavky, do kterych se pripravi adekvatni mnozstvi PCR
mastermixu dle typu reakce a rozpisu:

Rozpis pro detekci ToRSV s vyuZitim zdkladnich PCR komponent

ToRSV Na 1 vzorek | Finalni konc.
PCR voda 52 ul

ToRSV forward primer (10 uM) 1l 0,5 uM
ToRSV reverse primer (10 pM) 1l 0,5 uM
ToRSV sonda_1 (10 uM) 0,4 ul 0,2 uM
ToRSV sonda_2 (10 uM) 0,4 pul 0,2 uM
qPCR 2x Blue Master Mix 10 pl 1x
Celkem 18 ul

Rozpis pro detekci ToRSV s vyuzitim ToRSV qPCR-RG detekéniho kitu
- Dodavatel: VYZKUMNY A SLECHTITELSKY USTAV
OVOCNARSKY HOLOVOUSY s.r.o.
- Kit obsahuje v zakladnim baleni komponenty pro provedeni 100
testt. Pfesny obsah kitu je uveden vyse.



PCR voda 7ul

ToRSV PmxII 1l

UniPmxI 10 ul

Celkem 18 ul

Rozpis pro IPC s vyuZitim zdkladnich PCR komponent

PCR voda 6,6 ul

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

Rozpis pro IPC s vyuzitim ToRSV qPCR-RG detekéniho kitu (soucdst kitu)

PCR voda 7 ul
IPC PmxII 1ul
UniPmxI 10 ul
Celkem 18 ul

Detaily ohledné komponent kitu uvedeny vyse.

3. Pripraveny mastermix se promichd kratkym vortexovanim a kratce se

centrifuguje.

4. Mastermix se rozpipetuje do PCR stripti po 18 pl.
5. K mastermixu se postupné ptidaji do prislusné zkumavky 2 pl netedéné cDNA

testovaného vzorku.




6. Po uzavfeni vech zkumavek se v post-PCR mistnosti ptidaji 2 pl syntetické
pozitivni kontroly (tedy 1 milion kopii/reakci) pro detekci ToRSV a IPC.
7. Po zapnuti Rotor-Gene Q se v obsluzném softwaru pfipravi templat
s nasledujicimi parametry:
Teplotni podminky PCR: 1 cyklus: 94 °C 5 min
50 cykli:  94°C20's
58 °C 20 s; ¢teni v zeleném kandlu pro
ToRSV aIPC
72°C20s
- Pro pouzity fluorofor se doporucuje nastavit ,Gains“ v kandle ,,Green“ na
hodnotu 5,33.
Jednd se pouze o orientaéni hodnotu, pfesné nastaveni si musi uzivatel
provést sam béhem prvnich tfech cykli nebo po prvnim béhu dle ndvodu
vyrobce.
- Predprogramovany templat Ize ziskat i na kontaktnim e-mailu: laboratorni.
komplement@vsuo.cz.
- Cely proces amplifikace trvé cca 2 hodiny.
8. PCR produkty je mozné uchovavat pfi teploté < -18 °C po dobu minimdlné
jednoho roku.

Pozndmka pro uzivatele jiného typu real-time PCR cykleru

Utzivatelé jinych real-time PCR cyklerti nez Rotor-Gene Q se musi pred objednanim
sond (detekéniho kitu) sezndmit s moznostmi detekce fluoroforti na svém PCR
cykleru a s moznostmi prislusného analyzaéniho softwaru. Vzhledem k tomu, Ze
pouzité sondy jsou znaceny 6-FAM, méla by byt detekce proveditelnd na vét§iné
dodavanych real-time PCR cyklerech.

3.1.3 Post-analyticka faze
V této fazi se vyhodnocuji vysledky a na zdkladé v§ech dostupnych informaci se
provadi jejich interpretace.

Kritické body post-analytické faze, na které je treba zvlasté dbat:
® Spravné vyhodnoceni systému kontrol zajistujicich validitu vysledka.

3.1.3.1 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 vyhodnocovani rtiznych typid experimenti je uveden
v ptiruéce vyrobce cykleru nebo pfimo v napovédé tohoto softwaru.

Po ukonceni béhu se provadi vyhodnoceni ode¢tenim hodnoty Ct v zeleném
kanalu pro detekei viru ToRSV a interni kontroly kvality (IPC).



Pouzité parametry pro vyhodnoceni:

Dynamic tube: ANO

Slope correct: ANO
Ignore first: Fakultativné
Threshold: 0,01
Eliminate cycles before: Dle potieby

Pokud se provadi kvantitativini hodnoceni naleztl, software vytvoii na zakladé
hodnot rtizné fedénych standardii a zadanych udaji kalibra¢ni kfivku a provede
absolutni kvantifikaci pfitomnosti viru ToRSV v pozadovanych jednotkach.

Ukdzka vystupu detekce TORSV a IPC u ptistroje Rotor-Gene Q
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Vyhodnoceni systému kontrol kvality

Interni kontrola kvality (IPC)

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

Pfi pouziti TORSV qPCR-RG detekéniho kitu v pfistroji Rotor-Gene Q lze pro
ptilozeny IPC standard pii pouziti 1 milion kopii v PCR reakci ocekdvat rozpéti
hodnot Ct 18,93 - 19,77. Rozmezi predstavuje praumér + 3 smérodatné odchylky.
Rozpéti o¢ekavanych hodnot Ct se mohou mirné odlidovat v zavislosti na $arzi kitu.

Kontrola kvality PCR reakce

Pro kontrolu kvality PCR reakce se pouzivaji dva typy kontrol. Pozitivni kontrolu
mize predstavovat charakterizovany vzorek nebo zpravidla synteticky standard,
ktery ma stejnou sekvenci jako cilové misto pro PCR amplifikaci. Pozitivni kontrola
predstavuje referen¢éni materidl s definovanym rozpétim hodnot Ct, ve kterém se
pti zohlednéni reprodukovatelnosti metody musi nalezy pohybovat u kazdého PCR
béhu bez ohledu na osobu provadéjici analyzu.

Pfi pouziti TORSV qPCR-RG detekéniho kitu v pfistroji Rotor-Gene Q lze pro
ptilozeny ToRSV standard pti pouziti 1 milion kopii v PCR reakci o¢ekévat rozpéti
hodnot Ct 19,99 - 21,41. Rozmezi pfedstavuje primeér + 3 smérodatné odchylky.
Rozpéti o¢ekavanych hodnot Ct se mohou mirné odliSovat v zavislosti na Sarzi kitu.

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

Dalsi kontroly

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

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



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 lze vysledky interpretovat:
® Kvalitativné
- Virus detekovan/nedetekovan; pozitivni/negativni vysledek
L Semi-kvantitativné
- Na zdkladé redlnych zku$enosti nebo statistickych metod Ize
nalezy podle hodnot Ct ptiblizné kvantifikovat do rtznych
kategorii, napi:
- -l
- Negativni / slabé pozitivni / pozitivni / silné pozitivni
- Lze téz zavést kategorii pro vysledky na spodni hranici
detekovatelnosti, které  jiz = vykazuji nizkou  miru
reprodukovatelnosti, ~ napf.  ,vysledek  podezfely®  nebo
»potencidlné pozitivni* aj.
® Kvantitativné
- Na zdkladé sestrojené kalibra¢ni kfivky lze vysledky vydavat
kvantitativné, napf. v kopiich nalezeného viru na hmotnost
puvodniho materidlu.

Pozndmka pro uzivatele jiného typu real-time PCR cykleru
Uzivatelé jinych typu real-time cyklert provadéji vyhodnoceni dle doporuceni
vyrobce daného cykleru pro jednotlivé typy analyz.

3.1.4 Validace metody

Validace metody byla provedena podle vyse uvedenych postupti izolace RNA,
ptipravy cDNA a real-time PCR s vyuzitim kitu TORSV qPCR-RG s ptistrojem Rotor-
Gene Q. Uzivatelé jinych postupil a jinych real-time PCR cyklertl si musi provést
validaci metody a stanoveni vykonnostnich charakteristik na svém pracovisti podle
svych postuptl s ohledem na své laboratorni vybaveni.

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

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



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

Specificita

Analytickd senzitivita

Opakovatelnost

Reprodukovatelnost

3.1.4.1 Stanoveni specificity

Metodika

Specificita je zajisténa ve dvou krocich - analyzou in silico a ovéfenim na pozitivnich
a negativnich vzorcich.

A) In silico analyza

Pro vybér vhodné oblasti pro navrh primert byla provedena multiple-alignment
analyza dostupnych sekvenci viru ToRSV. Jako referen¢ni sekvence byla pro ToRSV
pouzita sekvence GenBank ¢islo NC_003840 pro segment 1 a NC_003839 pro
segment 2. Pfi vybéru vhodné oblasti se primarné prihliZelo k tomu, aby tento tsek
byl specificky a zaroven dostatecné konzervovan, aby byly detekovény vSechny
ptipadné kmeny. Byly navrZeny primery a sondy v oblasti, ktera je specifickd pro
ToRSV.

Navrzena oblast byla dale analyzovana pomoci Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST; https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), aby se vylou¢ila pfitomnost této
oblasti u pfibuznych virt.

B) Specificita ovéfena na pozitivnich a negativnich vzorcich

Vzhledem k tomu, Ze se virus ToRSV v Ceské republice nevyskytuje, navrzeny
detekéni systém byl testovan na pozitivnich kontroldch, které jsou uréeny pro detekci
ToRSV a ToRSV-Ch metodou ELISA (Bioreba, Agdia) a na syntetickych standardech
typu Ultramer®, které odpovidaji izolatim ToRSV a ToRSV-Ch pozitivnich kontrol
pro ELISA dodéavanych firmou Bioreba. Pro ovéfeni detekéniho systému byly
také pouzity tfi vzorky RNA rostlin infikované virem ToRSV, které byly ziskany
ze sbirky mikroorganismi v Leibniz-Institutu DSMZ (Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH). Z téchto vzorki byla izolovana RNA,
z niz byla pomoci reverzni transkripce pfipravena cDNA, ktera byla pouzita pro
vlastni testovani. Vysledky testovani pozitivnich kontrol byly verifikovany nezavislym
detekénim systémem na principu ELISA. Specificita detek¢niho systému byla déle
ovéfena pfimym sekvenovanim amplikona ziskanych z testovani pozitivnich kontrol
(z ELISA) klasickou metodou PCR. Ptehled kontrol pro ovéreni specificity detekce
ToRSV je uveden v tabulce na dalsi strané.



Kontroly pouZzité pro ovéreni specificity real-time PCR detekcniho systému.

Nazev Zdroj Kat. ¢islo | Popis Vysledek
. lyofilizovany rostlinny material z
ToRSV Bioreba | 151453 Nicotiana tabacum infikovany ToRSV *
. lyofilizovany rostlinny material z
ToRSV-Ch | Bioreba | 151353 Nicotiana tabacum infikovany ToRSV "
ToRSV-A | Agdia LPC22001 lyoﬁ!lzovany rostlinny materidl (bez .
specifikace)
celkova RNA z Pelargonium sp.
ToRSV DSMZ PV-0049 infikovand ToRSY +
celkova RNA z jabloné Malus sylvestris
ToRSV DSMZ PV-0380 infikovana ToRSV +
ToRSY DSMZ PV-0381 celkova RNA z Vitis sp. infikovana N
ToRSV

Dle udajti z dostupné literatury byly pro otestovani navrhnutého diagnostického
systému pro detekci ToRSV vybrany rostliny, které byly predmétem testovani
ToRSV v danych publikacich. Jednalo se jak o ovocné plodiny, tak i o zeleninu
a okrasné rostliny - jahodnik, malinik, ¢erny rybiz, cerveny rybiz, angrest, kanadska
bortivka, réva vinna, slivonl, myrobalan, tiesen, broskvon, merurka, jablon, hrusen,
mandlon, muskat zahradni, sasanka japonska, srdcovka, bohyska japonska, podernka
Andersonova, gladiol, narcis, lilie, hortenzie, petunie, okurka setd, rajée, paprika,
tykev muskatova, meloun cukrovy a tykev cuketa.

Vsechny vzorky byly negativni. Z toho lze usuzovat, Ze navrZeny systém je
vysoce specificky bez fale$né pozitivnich vysledkd, které by byly zptsobeny napt.
nespecifickou reakci s RNA (resp. cDNA) dané rostliny.

Ocekdvand hodnota parametru
Ocekava se 100% specificita detek¢ni metody.

Vysledky

Testované negativni vzorky byly negativni. Pozitivni vzorky byly pozitivni a byly
ovéreny i jinymi metodami, napf. metodou ELISA nebo byla pro klasickou PCR
s gelovou vizualizaci pouzita jind sada primeru.

Zaver
Inkluzivita metody (procento pozitivnich vzorki z pozitivnich) je stanovena na 100 %.

ExKkluzivita metody (procento negativnich vzorki z negativnich) je stanovena na 100 %.
Analyticka specificita metody je stanovena na 100 %.



3.1.4.2 Stanoveni analytické senzitivity

Metodika

Syntetické pozitivni kontroly typu Ultramer® pro ToRSV ,ToRSV_3UTR_Ctrl*
apro ToRSV-Ch ,ToRSV-Ch_3UTR_Ctrl“ 0 zndmé koncentraci 1 ug/ul byly postupné
naredény az na koncentraci 5 kopii/reakei (vypoéitdno s pomoci DNA Calculator;
http://www.molbiotools.com/dnacalculator.html). Do PCR reakce byly pouzity 2 ul
pro analyzu senzitivity.

Pro analyzu byly desitkovym fedénim ptipraveny tfi fedici fady v opakovani po
osmi s cilem nalézt nejnizsi koncentraci, u které budou vsechny vysledky pozitivni
u vSech trech fedicich rad.

Ocekdvand hodnota parametru

] Nejniz$i dosazené redéni s konzistentni detekci alespont 500 kopii/reakci
pro testované izolaty ToRSV a ToRSV-Ch.

Vysledky

Analyticka senzitivita detekce TORSV
Tabulka niZe uvadi hodnoty Ct pro tfi fedici fady pro fedéni 500 kopii/reakci.

Béh/Série Ct

I/SILT |33,05 33,77 32,86 3326 32,82 3341 32,87 32,94

1/S2 LT 33,80 33,90 32,65 33,03 32,55 33,54 32,98 33,22

I/S3 LT 32,73 32,83 3296 33,24 32,56 33,27 32,96 32,98
Vsechny vysledky byly pozitivni u fedéni Primér SD VK
500 kopii/reakci s primérnym 33,09 0,37 0,0111

Ct 33,09 + 0,37 (varia¢ni koeficient 0,0111).

e

Pro nejnizsi testovanou koncentraci 5 kopii/reakei bylo pozitivnich 75 % vzorkd z fady.

Analyticka senzitivita detekce TORSV-Ch
Tabulka nize uvadi hodnoty Ct pro tfi fedici fady pro fedéni 500 kopii/reakei.

Béh/Série Ct

II/S1 LT 32,79 33,19 33,28 33,24 33,14 33,00 33,52 33,17

I1/S2 LT 33,14 33,25 33,08 33,21 32,89 33,36 33,15 33,33

II/S3 LT 32,93 3243 32,65 33,35 3281 32,39 32,77 32,74
Vsechny vysledky byly pozitivni u fedéni Priamér SD VK
500 kopii/reakci s primérnym 33,03 0,29 0,0088

Ct 33,03 + 0,29 (variaéni koeficient 0,0088).

vy




® Skute¢ny limit metody detekce izolaitu ToRSV je < 5 kopii/reakci.
Pro ticely validace je analyticka senzitivita metody detekce ToRSV stanovena
na 500 kopii/reakci s pramérnym Ct 33,09.

® Skute¢ny limit metody detekce izolatu ToRSV-Ch je < 5 kopii/reakci.
Pro ucely validace je analytickd senzitivita metody detekce ToRSV-Ch
stanovena na 500 kopii/reakci s pramérnym Ct 33,03.

3.1.4.3 Stanoveni opakovatelnosti

Metodika

Opakovatelnost se stanovuje pfi limitnim fedéni syntetického standardu, které
bylo u detekce ToRSV stanoveno na 500 kopii/reakci pomoci syntetické pozitivni
kontroly ,ToRSV_3UTR_Ctrl“ Pro ToRSV-Ch se opakovatelnost stanovuje pri
limitnim fedéni syntetického standardu, které bylo stanoveno na 500 kopii/reakci
pomoci syntetické pozitivni kontroly ,,TJORSV-Ch_3UTR_Ctrl“

Pro analyzu byly pfipraveny tfi série v opakovani po osmi vzorcich, které se
analyzovaly v ramci jednoho PCR béhu za identickych podminek. U kazdé série je
stanoven varia¢ni koeficient a celkovy priimérny varia¢ni koeficient, ktery vyjadtuje
miru shody naméfenych Ct pti limitnim fedéni mezi jednotlivymi sériemi.

Pro kvalitativni analyzu se opakovatelnost stanovi jako procento pozitivnich
nélezt ze vech provedenych testt pro oba izolaty TORSV a ToRSV-Ch.

Ocekavand hodnota parametru

® Varia¢ni koeficient pro limitni fedéni < 2,5 %.

® Pro kvalitativni stanoveni musi byt vysledky testd pro limitni fedéni
pozitivn{ u vSech vzorki (opakovatelnost 100%).

Vysledky
Opakovatelnost detekce TORSV
Tabulka niZe uvadi hodnoty Ct pro tfi fedici fady pro fedéni 500 kopii/reakci.

B&h/Série Ct Primér| SD | VK
I/SILT [33,05 33,77 32,86 33,26 32,82 3341 32,87 32,94 33,12 031 0,0094
[/S2LT |33,80 33,90 32,65 33,03 32,55 33,54 32,98 33,22| 3321 047 00142
1/S3LT 32,73 32,83 32,96 3324 32,56 3327 32,96 32,98| 32,94 0,22 0,0068
P | 33,09 0,34 00101

SD VK [0,0030

Mira shody mezi hodnotami z jednotlivych sérii méfend primérnym varia¢nim
koeficientem je 0,0101 + 0,0030, tj. 1,01 %.



Opakovatelnost detekce ToORSV-Ch
Tabulka niZe uvadi hodnoty Ct pro tfi fedici fady pro fedéni 500 kopii/reakci.

B&h/Série Ct Primér| SD | VK
I/SILT [32,79 33,19 3328 33,24 33,14 33,00 33,52 33,17| 33,17 0,20 0,0060
I/S2LT |33,14 33,25 33,08 33,21 32,89 3336 33,15 33,33 | 33,18 0,14 0,0042
I/S3LT [32,93 32,43 32,65 33,35 32,81 32,39 32,77 32,74| 32,76 0,28 0,0086
Py | 33,03 0,21/0,0063

SD VK [0,0018

Mira shody mezi hodnotami z jednotlivych sérif méfend primérnym variaénim
koeficientem je 0,0063 + 0,0018, tj. 0,63 %.

Zavér

o Opakovatelnost metody detekce izolatu ToRSV pii limitnim fedéni je
stanovena jako priimérny varia¢ni koeficient s hodnotou 1,01 %.

o Opakovatelnost metody detekce izolatu ToRSV-Ch pfi limitnim fedéni je
stanovena jako priimérny varia¢ni koeficient s hodnotou 0,63 %.

o Opakovatelnost metody detekce izolatti ToRSV a ToRSV-Ch pfi limitnim
fedéni pro kvalitativni ucely je 100%.

3.1.4.4 Stanoveni reprodukovatelnosti

Metodika

Reprodukovatelnost se stanovuje pfilimitnim fedéni syntetického standardu, které
bylo u detekce ToRSV stanoveno na 500 kopii/reakci pomoci syntetické pozitivni
kontroly ,ToRSV_3UTR_Ctrl“. Pro ToRSV-Ch se reprodukovatelnost stanovuje pri
limitnim fedéni syntetického standardu, které bylo stanoveno na 500 kopii/reakci
pomoci syntetické pozitivni kontroly ,TJORSV-Ch_3UTR_Ctrl“

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

Pro kvalitativni analyzu se reprodukovatelnost stanovi jako procento pozitivnich
nélez ze vSech provedenych testl pro oba izolaty ToRSV a ToRSV-Ch.

Ocekdvand hodnota parametru
o Varia¢ni koeficient pro limitni fedéni < 5 %.



Vysledky
Reprodukovatelnost detekce ToORSV
Tabulka niZze uvadi hodnoty Ct pro tfi fedici fady pro fedéni 500 kopii/reakci.
Analyza byla provedena tfemi riiznymi pracovniky.

Bé&h/Série Ct
/S1 JP 32,86 33,11 32,75 33,15 33,30 32,92 33,29 33,03
I/S1 LT 33,05 33,77 32,86 33,26 3282 33,41 32,87 32,94
nr/s1 LK | 32,78 33,17 32,88 33,03 32,61 33,54 33,24 33,19
1/S2 JP 32,77 33,11 32,76 32,86 32,81 32,22 32,66 33,67
/82 LT 33,80 33,90 32,65 33,03 32,55 33,54 32,98 33,22
II/S2 LK | 33,04 33,30 33,30 32,80 33,16 32,51 32,77 33,54
1/S3 JP 32,88 32,69 32,55 3231 32,01 31,70 32,26 32,02
1I/S3 LT 32,73 32,83 32,96 33,24 3256 33,27 32,96 32,98
HI/S3 LK | 33,00 32,85 32,96 32,77 32,58 32,05 32,49 32,46
Priimé SD VK
Mira shody mezi hodnotami z jednotlivych sérii L
provedenych riznymi pracovniky v riznych PCR = L oS

bézich mérena varianim koeficientem je 0,0128, tj. 1,28 %.

Reprodukovatelnost detekce TORSV-Ch
Tabulka niZze uvadi hodnoty Ct pro tfi fedici fady pro fedéni 500 kopii/reakei.
Analyza byla provedena tfemi rtiznymi pracovniky.

Béh/Série Ct

1/S1JP 31,84 32,09 31,83 3220 31,85 32,06 32,51 32,57
I/SILT 32,79 33,19 3328 3324 33,14 33,00 33,52 33,17
II/S1LK | 31,90 32,15 32,69 32,48 32,53 33,01 32,69 32,87
I/S2 Jp 32,29 31,85 31,68 31,95 31,91 32,20 32,00 32,14
1/S2 LT 33,14 3325 33,08 3321 32,89 3336 33,15 33,33
M/S2 LK | 3248 32,78 32,66 32,67 33,03 32,60 32,45 32,85
1/S3JP 32,05 31,68 31,46 31,60 31,41 31,58 31,80 31,72
II/S3 LT 32,93 3243 32,65 3335 3281 32,39 32,77 32,74
II/S3 LK | 32,87 32,42 32,43 3245 31,83 32,39 32,48 32,05

Prumér SD VK

Mira shody mezi hodnotami z jednotlivych sérii
provedenych rtiznymi pracovniky v rtiznych PCR
bézich méfenad variacnim koeficientem je 0,0167, tj. 1,67 %.

32,50 0,54 0,0167




® Reprodukovatelnost metody detekce izolatu ToRSV pfi limitnim fedéni je
stanovena jako varia¢ni koeficient s hodnotou 1,28 %.

L Reprodukovatelnost metody detekce izolatu ToRSV-Ch pti limitnim fedéni
je stanovena jako varia¢ni koeficient s hodnotou 1,67 %.

L Reprodukovatelnost metody detekce izolatt ToRSV a ToRSV-Ch pri
limitnim fedéni pro kvalitativni Gcely je 100%.

Zjednoduseny validacni protokol
65 25 2 5 2 5 25 5 5 5 5 5 56 5 2 b 5 5 5 5 2 5 5 5 2 5 2 5 X 5 2 5 5 5 X 56 5 5 5 5 5 5 5 2 5 5 5 5 2 5 2 5 2 5 2 5 X 5 5 5 2 5 X 5 5 5 5 5 5 4 0 6 %

Nazev zkusebniho postupu: Detekce viru ToRSV metodou real-time PCR
Identifikace zkusebniho postupu: SOP_LMB_02; PP_LMB_12

Predmét zkousky: Rostlinny material

Poznamky: Simplexni reakce; Rotor-Gene Q

v zeleném kanalu

Vykonnostni parametry Hodnota, komentar

Analyticka specificita TORSV 100%

Analytickd specificita TORSV-Ch ~ 100%

Analytickd senzitivita TORSV 500 kopii/reakci

Analytickd senzitivita TORSV-Ch 500 kopii/reakci

Opakovatelnost TORSV Priimérny varia¢ni koeficient 1,01 % pro limitni
fedéni

Opakovatelnost ToORSV-Ch Pramérny varia¢ni koeficient 0,63 % pro limitni
fedéni

Opakovatelnost metody detekce kmenii ToRSV a ToRSV-Ch pfi limitnim fedéni pro
kvalitativni ucely je 100%.

Reprodukovatelnost ToORSV Variaéni koeficient 1,28 % pro limitni fedéni
Reprodukovatelnost TORSV-Ch  Varia¢ni koeficient 1,67 % pro limitni fedéni
Reprodukovatelnost metody detekce kment ToRSV a ToRSV-Ch pfi limitnim fedéni
pro kvalitativni ucely je 100%.

Dokumentace
Zprava_z_validace_ToRSV_200824.doc

Zavér:

Na zdkladé uvedenych vykonnostnich parametrii je mozné zkusebni postup
pouzivat pro detekci viru TORSV metodou real-time PCR v rostlinném materialu dle
SOP_LMB_02 a PP_LMB_12.

Vypracoval dne: 24.8.2020 Mgr. Lucie Valentova

Schvilil dne: 28.8.2020 RNDr. Radek Cmejla, Ph.D., Vedouci laboratote
*X—X—X—X—X—*X—***********X—**X—X—*Konec Validaénl’ho Protokolu*X—***X—X—**X—*X—***X—*X—***X—*X—**



3.2 Metoda na principu 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 ¢asto vyuzivana pro detekci nejriiznéjsich patogentl. Metoda je zalozena
na interakei specifickych protilatek s antigenem detekovaného cile. Pro vizualizaci
vysledkll se pouzivaji enzymy navdzané na protilatku (napt. alkalickd fosfataza)
achromogennisubstrat (pro alkalickou fosfatdzu se pouzivé p-nitrofenylfosfat; pNPP).
Pokud je antigen pritomen, dochdzi k enzymatické reakci, pri které je chromogenni
substrat hydrolyzovan na barevny produkt, ktery lze méftit spektrofotometricky.
Intenzita zabarveni koreluje s koncentraci detekovaného antigenu.

Obecné se metoda ELISA povazuje za méné citlivou ve srovnani napt. s PCR, nebot
nedochazi k pomnozeni detekovaného cile. ELISA se proto vyuziva v§ude tam, kde
citlivost metody neni pro stanoveni cile limitujici. Pokud se vSak tato metoda pouziva
pro diagnostiku patogenti zptsobujicich zdvazna onemocnéni, byva pravidlem, ze
pozitivni nalezy jsou konfirmovany dal$i metodou vyuzivajici jiny princip detekce.

ELISA soupravy na detekci viru ToRSV nabizi nékolik firem (napt. Bioreba, Agdia,
Loewe), a protoze ToRSV patfi mezi karanténni viry, které zatim nebyly v Ceské
republice nalezeny, je nutné pripadné porzitivni nalezy ziskané metodou ELISA
potvrdit. Dal$im cilem predkladané metodiky tedy bylo vzajemné porovnat metodu
ELISA (primédrni metoda detekce ToRSV) s nové vyvinutou metodou na principu
real-time PCR (konfirma¢ni metoda).

3.3 Porovnani metod real-time PCR a ELISA pro diagnostiku viru ToRSV

3.3.1 Uvod

Pro porovnani obou metod byla vyuzita detekéni souprava firmy Bioreba. Reagencie
pro detekci ToRSV (k.¢. 151475) obsahuji smés protilatek, které byly vytvoreny
proti raznym izolatdm viru z $irokého okruhu hostitelskych rostlin. Tyto protilatky
v8ak nereaguji se sérologicky odli$nymi izolaty z révy vinné, ptivodem z Kalifornie,
napadené onemocnénim grape yellow vein (GYV) nebo izoléty z jablonové podnoze
pivodem z Oregonu, oznacenymi Chickadee, které lze detekovat pomoci druhé
sady oznacené jako ToRSV-Ch (k.¢. 151375). Uvedené soupravy obsahuji véechny
potiebné reagencie a kontroly.

Metoda ELISA byla provedena ptesné podle navodu vyrobce s vyuzitim originalnich
reagencii. Jako nezavisla kontrola byla vyuZita pozitivn{ kontrola ToRSV ze soupravy
dodévané firmou Agdia.

Ze v$ech pozitivnich kontrol byla izolovana RNA (cDNA), ktera byla pouzita pro
paralelni detekci metodou real-time PCR podle kapitoly 3.1.2.

Byly provedeny dva typy srovnavacich analyz: i) Analyza citlivosti obou metod
vyuzitim fedicich fad pozitivnich kontrol; ii) Analyza rostlinného materialu
s o¢ekdvanym negativnim vysledkem.



3.3.2 Analyza citlivosti obou metod

Metodika

Pro srovnani obou metod byly pouZity tfi pozitivni kontroly, které jsou soucasti
ELISA souprav: ToRSV (k.¢. 151453; Bioreba); ToRSV-Ch (k.¢. 151353; Bioreba)
a ToRSV-A (k.¢. LPC22001; Agdia). Lyofilizované kontroly byly rekonstituovany do
pavodniho objemu podle navodu vyrobce v ultradisté vodé. Z rekonstituovanych
pozitivnich kontrol byly ptipraveny fedici fady s dvojnasobnym fedénim ve vodé:
2%, 4%, 8x, 16x a 32x; a 200 ul bylo pouzito na izolaci RNA/pfipravu cDNA
(kapitoly 3.1.2.1 a 3.1.2.2) pro detekci viru metodou real-time PCR (kapitola 3.1.2.3).
Paralelné bylo 200 pl z kazdého fedéni otestovano na pritomnost viru TORSV obéma
soupravami od firmy Bioreba podle navodu vyrobce.

Ocekdvand hodnota parametru

[ Metoda real-time PCR musi pro detekci vSech izolatd ToRSV poskytovat
stejné pozitivni vysledky v celém rozsahu koncentraci patogenu jako
metoda ELISA.

L Metoda real-time PCR musi pro detekci vSech izolatd ToRSV vykazovat

niz§i limit detekce (vy$$i senzitivitu) nez metoda ELISA, aby mohla byt
povazovana za konfirmaéni.

Vysledek
Vysledky testovani jsou shrnuty v nasledujici tabulce.

Srovndni citlivosti metody ELISA a real-time PCR pro detekci izoldtii ToRSV.
ELISA: vzorky v technickych duplikdtech; uvedena priimérnd hodnota absorbance
po odecteni pozadi + smérodatnd odchylka. Real-time PCR: vzorky v technickych
triplikdtech; uvedena primérnd hodnota Ct + smérodatnd odchylka; tidaj v zdvorce
vyjadiuje procento pozitivnich ndlezii z testovaného triplikdtu. (-): negativni vysledek;
(+): pozitivni vysledek; (PP): potencidlné pozitivni vysledek

ToRSV pozitivni kontrola (Bioreba)

Redéni Reagencni kit TORSV | Reagen¢ni kit TORSV-Ch | Real-time PCR

Nefedéno (+) 3,690 + 0,321 (-) 0,081 + 0,000 (+) 31,63 + 0,60 (100 %)
2x (+) 2,912+ 0,110 (-) 0,078 + 0,002 (+) 32,77 £ 0,32 (100 %)
4x (+) 1,740 + 0,066 (-) 0,080 + 0,001 (+) 35,41 + 0,90 (100 %)
8x (+) 0,892 + 0,032 (-) 0,073 £ 0,001 (+) 35,97 £ 0,59 (100 %)
16x (PP) 0,456 + 0,002 | (-) 0,069 + 0,002 (+) 38,25 + 0,24 (100 %)
32x (-) 0,354 £ 0,012 (-) 0,065 + 0,001 (+) 38,84 + 1,71 (66,6 %)




ToRSV-Ch pozitivni kontrola (Bioreba)
Redéni Reagencni kit TORSV | Reagen¢ni kit TORSV-Ch | Real-time PCR
Nefedéno (PP) 0,449 £ 0,010 (+) 0,802 + 0,029 (+) 29,88 + 0,27 (100 %)
2% (-) 0,400 + 0,023 (+) 0,606 + 0,099 (+) 31,86 + 0,44 (100 %)
4x (-) 0,361 + 0,007 (+) 0,365 + 0,030 (+) 32,62 £ 0,49 (100 %)
8x (-) 0,284 + 0,005 (+) 0,222 £ 0,030 (+) 34,36 + 0,37 (100 %)
16x (-) 0,400 + 0,023 (+) 0,165 + 0,036 (+) 34,41 + 0,30 (100 %)
32x (-) 0,285 + 0,009 (PP) 0,101 + 0,004 (+) 34,87 £ 0,30 (100 %)
ToRSV-A pozitivni kontrola (Agdia)

Redéni Reagen¢ni kit TORSV | Reagencni kit TORSV-Ch | Real-time PCR
Netedéno | (PP) 0,612 + 0,019 (-) 0,073 £ 0,001 (+) 33,99 + 0,38 (100 %)
2% (-) 0,382 + 0,005 (-) 0,069 + 0,003 (+) 33,81 + 0,47 (100 %)
4x (-) 0,289 £ 0,016 (-) 0,072 + 0,003 (+) 36,03 + 0,18 (100 %)
8x (-) 0,248 + 0,010 (-) 0,067 + 0,001 (+) 35,15 + 0,20 (100 %)
16x (-) 0,246 + 0,003 (-) 0,067 £ 0,002 (+) 38,03 + 1,64 (100 %)
32x (-) 0,251 £ 0,001 (-) 0,066 + 0,003 (+) 39,65 (33,3 %)

Z tabulky je ztejmé, ze ELISA soupravy od firmy Bioreba jsou opravdu specifické
pouze pro dany izolat ToRSV. Vérohodny detekéni limit je pro zakladni soupravu
ToRSV pfi fedéni kontroly 8x az < 16x, souprava ToRSV-Ch dokaze vérohodné
detekovat cil pti fedéni kontroly 16x az < 32x. Pfekvapivé, zadna souprava ELISA od
firmy Bioreba nebyla schopna jednozna¢né detekovat izolat TORSV-A dodéavany jako
pozitivni kontrolu pro soupravy Agdia.

Validovany real-time PCR systém byl naopak schopen detekovat vSechny tfi
kontroly az do nejvy$sitho fedéni 32x, byt s niz$i pravdépodobnosti zachytu
ToRSV. Teoreticka senzitivita vyvinutého real-time PCR systému je vSak jesté
100x vyssi, nebot v pribéhu pripravy ¢cDNA a nasledné PCR reakce dochazi
k fedéni detekovaného cile. Ptipadné zvyseni citlivosti Ize dosdhnout napf. snizenim
vysledného objemu RNA nebo pouzitim jednokrokové PCR kombinované s reverzni
transkripci, kdy nedochdzi k fedéni cDNA. Tyto modifikace postupu v$ak nebyly
predmétem validace.



® Metoda real-time PCR vykazovala stejné pozitivni vysledky pro detekci
véech izolatt ToRSV v celém rozsahu koncentraci patogenu jako metoda
ELISA.

® Metoda real-time PCR vykazovala vys$i senzitivitu detekce pro vSechny
testované izolaty ToRSV ve srovnani s metodou ELISA.

[ Na zakladé vysledkii 1ze metodu real-time PCR pro detekci ToRSV pouzivat
jako konfirma¢ni.

® Uzivateltim testovacich souprav pro detekci viru ToRSV od firmy Bioreba
lze doporudit primarni pouziti metody real-time PCR pro testovani
pritomnosti ToRSV v biologickém materialu, protoze tyto soupravy nejsou
schopny zachytit v§echny testované kmeny ToRSV.

3.3.3 Analyza rostlinného materialu

Metodika

Pro srovnévaci analyzu byly odebrany dostupné hostitelské rostliny viru ToRSV
s predpokladem, Ze se bude jednat o rostliny negativni na pritomnost ToRSV.
Rostlinné vzorky pochazely z Krélovéhradeckého kraje kromé 6 vzorkii osiva z Hobby
programu ur¢eného pro zahradkare. Celkem bylo testovano 37 vzorki v zastoupent:
15x ovocny druh, 10x okrasnd rostlina, 12x zelenina. Vstupnim materidlem
k testovani u ovocnych druhi a okrasnych rostlin byly listy. U 6 druht zeleniny byly
k analyze vyuzity jak listy, tak semena. K detekci viru ToRSV v rostlinném materialu
metodou ELISA byly pouzity obé dvé diagnostické soupravy ToRSV a ToRSV-Ch
(Bioreba). Paralelné byly vSechny vzorky otestovany pomoci real-time PCR.

Ocekdvand hodnota parametru

] Metoda real-time PCR potvrdi pripadné pozitivni nalezy ToRSV ziskané
metodou ELISA.

] Metoda real-time PCR bude pouzita pro konfirmaci negativnich nebo
potencialné pozitivni naleztt ToRSV ziskanych metodou ELISA.

Vysledek
Vysledky srovnavaci analyzy jsou shrnuty v nasledujici tabulce.

Vzorky a matrice testované na pritomnost viru ToRSV metodou ELISA a real-time
PCR. Soupravy ELISA pouZity od firmy Bioreba. (-): negativni vysledek; (+): pozitivni
vysledek; (PP): potencidlné pozitivni vysledek
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Jahodnik List -) -) )
Malinik List -) ) (-)
Cerny rybiz List () ) ©)
Cerveny rybiz List (-) ) )
Angrest List ) ) )
Kanadska bortivka List (-) (-) )
Réva vinnd List (-) () )
Slivor List ) ) )
Myrobaldn List (-) (-) )
Tresen List ) ©) ¢)
Broskvon List (-) (PP) ()
Meruiika List (-) (-) )
Jablon List -) () )
Hrugen List ) ) )
Mandlon List (-) (PP) (-)
Muskat zahradni List (-) () )
Sasanka japonskd List ) ) )
Srdcovka List (-) (-) )
Bohyska japonska List () ) )
Podenika Andersonova List ) -) (-)
Gladiol List ) ©) )
Narcis List (-) () )
Lilie List ) ) )
Hortenzie List (-) (PP) )
Pettinie List (-) () )
Okurka setd List ) ) (-)
Okurka set4 Semena (-) ) )
Rajée List () ) ©)
Rajce Semena (-) (-) )
Paprika List ) ) )
Paprika Semena ) ) “)
Tykev mugkatova List ) () )
Tykev muskatova Semena () ) )
Meloun cukrovy List (-) ) )
Meloun cukrovy Semena () (PP) )
Tykev cuketa List () ) )
Tykev cuketa Semena ) ) )




Z vysledku je patrné, ze zatimco zdkladni souprava ELISA pro detekci ToRSV
nedetekovala v Zddném vzorku tento virus, pouziti komplementarni soupravy pro
detekci ToRSV-Ch vedlo u ¢ty vzorkt (11 %) k nejednoznaénému vysledku. Real-
time PCR metodou, ktera je citlivéjsi, byl vSak u v8ech vzorkil potvrzen negativni
nalez.

Zavér
[ Real-time PCR metoda byla pouzita pro konfirmaci negativnich
a nejednoznacnych vysledkut ziskanych metodou ELISA.

4 SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

V soucasné dobé se pro rutinni detekci viru ToRSV nejcastéji vyuziva
imunoenzymatickd metoda ELISA. Tato metoda je vhodnd pro testovani vétsiho
objemu vzork, ale je méné citlivd, nez metody zaloZené na principu PCR, které se
dnes hojné v diagnostice rostlinnych virti pouzivaji. Dal$i nevyhodou ELISA mohou
byt fale$né pozitivni vysledky, které mohou byt zptisobeny nespecifickymi reakcemi
nebo zkfiZenou reaktivitou (Kfir a Genthe 1993). Pfesto ma metoda ELISA své misto
v diagnostice rostlinného viru ToRSV. Aby nedochdzelo k faleSnym pozitivitam, je
vhodné pozitivni vysledky ziskané metodou ELISA ovéfit dalsi nezavislou metodou,
napf. metodou na principu real-time PCR s vyuzitim sond.

Z literatury jsou pro detekci ToRSV dostupné rtizné modifikované metody na
principu PCR. Griesbach v roce 1995 vyvinul metodu pro detekci ToRSV zalozenou
na principu polymerazové fetézové reakce s reverzni transkripci (RT-PCR). Metoda
je dle n&j specifi¢téjéi a citlivéjsi nez ELISA (Griesbach 1995). Metodou na principu
real-time PCR s vyuzitim TaqMan Low-density arrays (LDA) se zabyvali Osman et
al. (2008). Ti ve své studii srovnavali metodu TagMan LDA real-time PCR s metodou
real-time PCR s vyuzitim TagMan sond. Virus ToRSV detekovali spole¢né s dal$imi
viry u révy vinné.

Navrh detek¢niho systému na principu klasické RT-PCR s gelovou vizualizaci
publikovali Gritsenko et al. (2020). Virus ToRSV ve svém detekénim systému testuji
spole¢né s dal$imi viry jabloni v multiplexni reakci. Primery v jejich praci byly
navrzeny v oblasti genu pro obalovy protein.

Jak se zminuji Wang a Sanfacon (2000), rtizné izolaty ToRSV se mohou v kédujici
oblasti pro obalovy protein lidit, a proto neni tato oblast vhodna pro navrh sond, coz
také potvrdili ve své studii Stewart et al. 2007, kteti proto detekovali TORSV metodou
real-time PCR s interkala¢nim barvivem SYBR Green. V zavéru uvadéji, Ze navrzena
sekvence o velikosti 330 bp v oblasti obalového proteinu je mezi konzervovanymi
primery variabilni a nelze do této oblasti navrhnout sondu, ktera dokaze detekovat
véechny izolaty. Dale provedli porovnani metod real-time PCR a ELISA s vysledkem,
ze real-time PCR metoda detekovala vSechny pozitivni vzorky ELISA, ale ELISA
nedokdzala detekovat vSechny real-time PCR pozitivni vzorky.

Jednokrokovou real-time PCR s vyuzitim TagMan sond vyvinuli Tang et al. (2014).



K névrhu primert a sond pouzili vysoce konzervovanou oblast 3°-UTR. Specificitu,
senzitivitu a spolehlivost navrzeného systému ve své praci ovérovali a porovnavali
s existujicimi metodami pro detekci ToRSV. Na rozdil od uvedené publikace byly
v naSem detekénim systému v konzervované oblasti genomu 3’-UTR navrzeny
dvé sondy, ¢imz se potencialné zvysila specificita detek¢niho systému a zaroven byl
zkracen amplifikovany fragment na polovinu, coz muze vést k zlep$ené amplifika¢ni
ucinnosti PCR reakce a tim k vy$si citlivosti metody.

5 POPIS UPLATNENI CERTIFIKOVANE METODIKY
Validovana metodika real-time PCR detekce viru ToRSV v biologickém materialu
miZze byt napt. vyuzita:
® Konfirma¢ni metoda pro ovéfeni nédleztt TORSV v biologickém materialu
ziskanych jinou diagnostickou metodou napt. ELISA
Testovani zdravotniho stavu rozmnozovaciho materialu
Monitoring pfitomnosti viru ToORSV na daném tGzemi
Studium $ifeni viru TORSV
Zakladni vyzkum biologie viru ToORSV
Studium vektort danych virti a jejich pfirozenych hostitelt

Validovana metodika real-time PCR detekce viru ToRSV v biologickém materialu
je urcena pro laboratote molekularni biologie, které se vénuji virologickému vyzkumu
nebo diagnostice virovych onemocnéni, jako napt.:

® Laboratofe Ustfedniho kontrolntho a zkusebniho ustavu zemédélského

(UKZUZ, NRL, Odbor diagnostiky skodlivych organismii rostlin)

o Referen¢ni laboratore

® Laboratore v akademické sféte a dalsich vyzkumnych institucich

6 EKONOMICKE ASPEKTY

Pti hodnoceni ekonomickych aspektil je nutné vychazet zejména z faktu, Ze TORSV
patii mezi karanténni organismy, které se na naSem tizemi zatim nevyskytuji. S tim
souvisi pozadavek na spolehlivou metodu detekce, nebot se v ptipadé potvrzeného
nalezu karanténniho organismu zahajuji pfisna fytosanitarni opatfeni, kterd mohou
mit zdsadni ekonomicky dopad pro postizené podnikajici subjekty.

Druhy ekonomicky pohled vychdzi z pozadavki laboratofi, které musi touto
spolehlivou metodou disponovat. Pfedklddana validovand metoda pro detekci
ToRSV pomoci real-time PCR byla primarné urcena jako metoda konfirma¢ni pro
ovéfeni pozitivnich/negativnich ndleza ziskanych jinymi metodami, napt. ELISA.
Vzhledem k publikovanym niz$im vykonnostnim parametriim bézné pouzivané
metody ELISA vsak doporucujeme, aby s ohledem na potencidlni ekonomické
dopady byla pro diagnostiku ToRSV primarné pouzivina metoda zaloZend na
principu real-time PCR.

Konkrétni finanéni ptinos je vSak tézko odhadnutelny, bude zéleZet na aktivitach



konkrétni laboratofe. Oproti metodé ELISA je real-time PCR pristup mnohem
rychlejsi (hodiny versus dny), navic v ptipadé pouziti ELISA souprav od firmy
Bioreba je nutné pro detekci ToRSV pouzit obé dodavané soupravy - standardni
a pro detekci kmentt TORSV-Ch - coz analyticky proces dile prodluzuje. Navic je
v pripadé detekce karanténnich organismi jednozna¢né upfednostiiovana rychlost,
aby mohly byt co nejdfive zahdjeny prislusné kroky k napravé ze strany statni spravy.
Rychlejsi odezva laboratofe bude mit téz pozitivni dopad na ekonomiku Zadatele
o vySetfeni zdravotniho stavu rostlin, nebot muze ziskat vysledky v krat$im case,
a tak pruznéji reagovat na obdrzené vysledky. Odhad ekonomického prinosu pro
tyto zadatele je tézko vy¢islitelny, bude zéleZet na rozsahu ndkazy a rychlosti odezvy
laboratofe provadéjici testy.

Dalsi, ekonomicky obtizné kvantifikovatelny, pozitivni dopad bude mit vyuziti
metodiky pro testovani rozmnozovactho materialu, kdy véasnou detekei ptipadnych
pozitivnich rostlin bude zabranéno ptipadnému $ifeni ToRSV mnozitelskym
materidlem a tim i budoucim ztratdm na vynosu v dalsich letech.

V laboratorich molekuldrni biologie, kde se rutinné provadi real-time PCR
vysetfeni pritomnosti RNA virt, jsou naklady na zavedeni metodiky minimalni a
souviseji pouze s nakupem primerti/sond (cena cca 8 000 K¢/1 000 reakei), ptipadné
celého kitu. Laboratote, které by uvazovaly o kompletnim zavedeni metodiky bez
predchozich zku$enosti a pfistrojového vybaveni pro real-time PCR, musi pocitat s
nésledujicimi nédklady (orientaéni ceny, uvedeno bez DPH):

Izolace RNA: 50 izolaci 7 000 K¢
Priprava cDNA: 200 reakei 10 000 K¢
Primery+sondy 1 000 reakci 8000 K¢

PCR reagencie 1 000 reakci 10 000 K¢
Real-time PCR cykler 1 ks > 800 000 K¢

Na zavér uvadime porovnéani finan¢nich ndklad navrzeného diagnostického
systému real-time PCR s metodou ELISA, které jsou spojené pouze s ndkupem
potiebnych reagencii a spotfebniho materidlu; do ceny nejsou zahrnuty dalsi
néklady, které jsou odlisné pro kazdou laborator (energie, mzdy, rezie, amortizace,
atd.). Pokud by se pouzivaly obé dvé ELISA soupravy pro detekci ToRSV od firmy
Bioreba, jejiz produkty se pro detekci rostlinnych patogend velmi ¢asto vyuzivaji, je
kalkulovana cena za analyzu cca 230 K¢. Pro metodu real-time PCR je kalkulovana
cena podle této metodiky cca 375 K¢, jednotlivé laboratofe v§ak mohou realizovat
i vyrazné niz$i cenu v zavislosti na pouzivanych reagenciich.
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