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. CiL METODIKY

Cilem bylo vybrat a ve vlastnich experimentech ovérit a optimalizovat soubor
exaktnich laboratornich diagnostickych metod pro Cms, které zatim nejsou
(u nas) pouzivany v rutinni diagnéze tohoto patogenu. Kromé diagnézy z ex-
traktd hliz, standardné kontrolovanych IF testem, u novych alternativnich me-
tod smérovat diagnézu téZ na postupy pripravy a hodnoceni extraktl nebo
izolované DNA z rostlin. Pro vlastni diagnézu vyuzit dvé sérologické metody -
DAS ELISA a Luminex xMAP, a dvé molekularni metody - konvencni PCR s elek-
troforetickou detekci amplifikovaného produktu a dva postupy qPCR (Real-time
PCR) s detekci sondami TagMan. Na prikladu vysledkovych tabulek deklarovat
u alternativnich metod jak jejich detektabilitu (spolehlivost detekce), tak v pripa-
dé qPCR téz jeji vysokou citlivost, v€etné kvality izolované DNA.

Il. UOVOD DO PROBLEMATIKY

Na rostlinach bramboru (Solanum tuberosum L.) se vyskytuji tfi prokaryotické
organismy, které unas podléhajiregulaci podlezakona¢.326/2004 Sb., orostlino-
Iékarské péci. Z nich se nejvétsi vyznam priklada plvodci bakterialni krouzkovi-
tosti, Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus (dale jen Cms).

Plvodce bakteridlni krouzkovitosti bramboru, bakterie Clavibacter michi-
ganensis subsp. sepedonicus (SPIECKERMANN & KOTTHOFF 1914) Davis et
al. 1984 (Cms), je zarazen v zemich EU do seznamu Skodlivych karanténnich
organismd, na které se vztahuji zvlastni opatreni k zabezpeceni ochrany pro-
ti zavlékani a rozsirovani skodlivych organism rostlin a rostlinnych produktd,
(Direktiva OEPP/EPPO 2006/63/EC a 2006/58/EC), u néas zékon ¢. 245/2011
Sb. a vyhlaska 382/2011 Sb.

Ve statech EU je soucasny postup pfi detekci a identifikaci Cms stanoven
Smérnici Rady 93/85/EEC (Anonymous 1993) a dale jeji novelizaci (Ano-
nymous 2006). Postup pri testovani ma zabezpecit detekci latentnich infekci
a pritomnost patogenu (pozitivni vysledek) se povazuje za prokazany, pokud
je ziskan z nejmén¢ dvou screeningovych testll zalozenych na odlisnych biolo-
gickych principech a je doplnén izolaci a identifikaci této Cisté kultury jako Cms.
Novelizovany postup detekce a identifikace Cms zavadi povinné kromé IF-testu
(imunofluorescenéni test) jest€ druhy rychly screeningovy test , a to FISH-test
(fluorescent in situ hybridization) nebo PCR (polymerazovou retézovou reakci).

Od roku 1995 se v Ceské republice provadi kaZzdoroéni diisledna kontrola
vdech partii zejména sadbovych brambor s nulovou toleranci pfitomnosti to-
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hoto patogenu. Béhem prvnich deseti let programu eradikace doslo na zakla-
dé vysledk( screeningu ke sniZzeni vyskytu plvodce bakterialni krouzkovitosti
v sadbovych i nesadbovych partiich, v roce 2005 dokonce nebyla u nas prokaza-
na pritomnost patogenu v zadné partii sadbového materialu bramboru. Otazka
acinnosti uplatnéni postupu a ,nulové” tolerance patogenu nabyla opét na vy-
znamu s nardstem poctu pozitivnich nalezd po roce 2010.

Zavaznost problematiky vyskytu a diagnézy bakterii bramboru karantén-
niho vyznamu byla opétovné zdlraznéna téZ na jednani fytosanitarni komise
EU na pocatku roku 2014. LE ROUX (2014) se zabyva zejména problematikou
vyskytu falesné pozitivnich reakci a navrhy, jak zlepsit spolehlivost testl a zkra-
tit dobu jejich provadéni. Pro omezeni falesné pozitivnich vysledkl a zvyseni
citlivosti konfirmacnich diagnostickych metod navrhuje alternativni procedury.
V ramci l. screeningovych testd pouzivat IF s riznymi protilatkami, nebo nezbyt-
nost provedeni dalsiho testu (PCR, ELISA, FISH) a dvou dodate¢nych diagn6z
v rdmci Il. screeningového testu. V ramci konfirmacnich testl se tak uvazuje
0 moznosti povazZovat vzorek za infikovany, jestlize tri testy daly pozitivni vy-
sledek a zdlouhava izolace patogenu by nebyla nutna. Navrhuje se pfi novém
vzorkovani navyseni poctu hliz nad 1 000ks.

S ohledem na néardst vyskytu Cms u nas v poslednich letech je nezbytné rov-
n€z zvazit t¢innost nasledujicich opatrent:

a) Uroven vzorkovani partii - zvyseni pravdépodobnosti nalezd.
Pri odbéru vzorkd k poskliziiovym testim se vychazi z predpokladu rov-
nomérného vyskytu infikovanych hliz v partii (a nasledn€ v nahodné& ode-
braném vzorku) a spolehlivé detekce vyskytu infikovanych hliz ve vzorku.
Pri standardnim odbéru 200 hliz/25t (nebo cca 200 hliz/sklizerr z 1 ha)
Ize pFi ,nulové” toleranci vyskytu a poétu pravdépodobnosti odvodit, Ze
s P 0,95 Ize detekovat pouze partie zamorené nad 1,5 %! U partii s nizsSim
podilem zamoreni nedosahuje P statisticky vyznamnych hodnot a odha-
leni infikované partie se tak stdva do zna¢né miry ndhodnym. Partie s niz-
$im vyskytem infekce tak mohou projit do dalSich ro¢nikl mnozeni, stat se

vyznamnym zdrojem dal3iho Sifeni cestou novych inokulaci béhem me-
odhaleny az

N

chanizované poskliziiové Upravy a vysadby a byt ,ndhodné
v nasledujicich, rozsahlejsich dcefinych partiich. Pro zvySeni spolehlivosti
detekce patogenu je proto vzorkovani a diagnéza u vétsich pocta hliz ne-
zbytnym predpokladem.
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b) Zvyseni spolehlivosti vlastni laboratorni detekce patogenu.
Cms lze v soucasnosti povaZovat za patogen u brambor s prevazné latent-
nim vyskytem. PouZzivani spolehlivych laboratornich metod detekce a dia-
gndézy ma proto nezastupitelny, prioritni vyznam.

Deklarovana teoreticka citlivost IF testd byla podkladem pro navrh de-
tekce Cms v kompozitnich vzorcich (extraktech) jednou analyzou z extrak-
tu 200 hliz! Kromé variabilni koncentrace bakteridlnich bunék v hlizach
(moznost jejiho zvySeni pomoci prodlouZeni inkubace hliz za pokojové
teploty, ktera byla doporucena dfive a je jiz vétSinou uplatfiovana), je viak
toto ,fFedéni”, pribliZujici se k hrani¢nim hodnotam detektability zvlasté
pri nizkém poctu infikovanych hliz ve vzorku, negativné ovlivnéno i vyssi
pravdépodobnosti technické chyby pripravy jediného smésného extraktu.
Zvyseni citlivosti vlastni detekce pripravou a hodnocenim dil¢ich vzorkd
o mensim poctu jedinct je logickym predpokladem pro reseni této proble-
matiky s ohledem na tento poZadavek.

Predkladany manual konkretizuje a detailn€ specifikuje nas prispévek k otaz-
ce uplatnéni postupt precizni diagndzy.

1. DIAGNOSTICKE METODY A POSTUPY

1.1. POSTUP ZPRACOVANIi VZORKU HLiZ A ROSTLIN BRAMBORU
PRO LABORATORNI DIAGNOZU Cms

1.1.1. Standardni postup - vzorky hliz
Extrakty ze vzork( hliz se v zasadé ziskavaji dle standardni metodiky
pouZivané pri plosSném screeningu vyskytu bakterialnich infekci u bram-
bor. Odebrané hlizy se mechanicky ocisti a po doporucené ctyrtydenni in-
kubaci pri provokacni teploté 20-22°C v suché a temné mistnosti se omyji
pod tekouci vodou a nechaji oschnout. Pomoci skalpelu ¢i jiné vhodné po-
mUcky se sefizne pupek hliz a z duzniny vykroji ¢ast pletiva s cévnimi svaz-
ky o velikosti cca 15mm. Cévni svazky se vykrajuji s co nejmensim podi-
lem okolni duzniny hlizy. Se shromazdénymi segmenty se dale postupuje
podle standardniho navodu s vyuzitim homogenizaéni nebo elu¢ni metody.
Standardni postup pripravy suspenze z hliz (doporucovan pro kompozit
dvou set vykrojkd).
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Pri praci standardni homogenizacni metodou se k vykrojenym segmentiim
prida 50ml sterilniho extrakéniho pufru (0,05M fosfatovy pufr, pH 7,0) a homo-
genizuje se 2 minuty ve vhodném homogenizatoru (napr. Bag Mixer). Homoge-
nat se prevede do centrifugacnich zkumavek a odstredi 10 min./180g pfi teploté
4-10°C. Supernatant se prevede do novych centrifugacnich zkumavek a odstredi
10 min./10000g nebo 15 min./7000g pfri teplot€¢ 4-10°C. Supernatant se slije,
k peleté se prida 1 ml sterilniho peletového pufru (0,01 M fosfatovy pufr, pH 7,2)
a ddkladné resuspenduje.

1.1.2. Homogenizace v saccich - vzorky nadzemnich ¢asti rostlin a hliz

Z bramboru lze pouZit segmenty stonkl rostlin, nebo celé rostlinky z in vitro
kultur i vykrojky z hliz. Segmenty se prednostné odebiraji ze spodni ¢ast ston-
k po cca 0,5-1,0cm a 1g vzorku se doplni v poméru 1:1 az 1: 2 extrakénim
pufrem pH 7,0 (0,05M fosfatovy pufr) nebo primo vzorkovym pufrem SEB,
pripadné TRIS. Rostlinna pletiva s pufrem se pomoci pali¢ky pripadné pomoci
radialniho kuli¢ckového homogenizatoru rozmaceruji v extrakénim sacku, pred-
nostné s filtra¢ni vlozkou (Bioreba, 431000). Filtrat Ize bezprostfedné pouZit
pro imunoenzymatické testy, nebo sedimentovat centrifugaci 10 min./16 000g
a sediment resuspendovat ve vzorkovém nebo lyza¢nim pufru podle zplsobu
vlastni diagnézy.

1.2. IMUNOLOGICKE DIAGNOSTICKE METODY Cms

K zékladnim metodam diagnézy Cms patri imunofluorescenéni diagnéza (IF),
ktera se u nas zavazné pouziva téz jako primarni screeningova metoda pfi séri-
ové kontrole vzorkd hliz v akreditovanych diagnostickych laboratorich. Detailni
popis postupu je uveden v prislusnych protokolech téchto laboratori. K meto-
dam imunologickym pfislusi téZ nasledujici dv€ metody, vyuZivané prevazné
pri laboratorni diagnéze virQ, které vSak nachazeji uplatnéni i pri laboratorni
diagnéze bakterii.

1.2.1. Diagnéza Cms postupem DAS-ELISA

Principialné lze pouZzit jak variantu DAS (dvojity protilatkovy sendvic), tak dal-
$i modifikace, zejména ITAS (neprimy trojity protilatkovy sendvic). Potrebné
imunoreagencie, (bud jednotlivé, nebo v podobé diagnostickych souprayv, kit(),
Ize ziskat od vice komerénich dodavatell jako napf. Loewe, Primediagnostics,
Agdia. Kity prvnich dvou dodavatelt jsme zkouseli téZ ve vlastni praci a zde
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uvadime optimalizovany postup pro jejich pouzivani. Kit Loewe (07064) i kit
Primediagnostics jsou uréeny pro postup standardni DAS-ELISA a tvofi ji po-
lyklonalni protilatky Anti-Cms-IgG a jejich konjugéaty s alkalickou fosfatdzou
(Anti-Cms-1gG-AP-conjugate). Doporucené redéni protilatek s potahovacim
pufrem (coating p.) je 1 : 200 u kitu Loewe a 1 : 1000 u kitu Primediagnostics.
Stejné je i redéni AP-konjugéatd se standardnim konjugatovym pufrem.
Standardni postup DAS-ELISA odpovida principialné plvodnimu postupu
CLARK a ADAMS (1977) i Gpravami podle nasich diivé&jsich vysledka (DEDIC,
1988). Béhem prvniho kroku je povrch dalkd mikrotitracnich paletek potazen
roztokem specifickych protilatek (IgG), na které je ve druhém kroku navazan
antigen ze vzork( a tvori se komplex protilatky-antigen. Tento komplex ve tre-
tim kroku reaguje s protilatkami oznacenymi enzymem (AP-konjugatem) a for-
muje se dvojity protilatkovy sendvic. Ve ctvrtém kroku alkalicka fosfataza (AP)
reaguje se substratem (4-nitrofenylfosfat) a vytvari zluté zabarveny produkt
(4-nitrofenol). Tyto barevné zmény produktu Ize hodnotit vizudln€ nebo mérit
spektrofotometricky pri 405 nm (A405) za 1-2 hodiny inkubace.

Doporuceny optimalizovany postup

Inkubace
Objem Doba Teplota

Kroky Redéni Vymyti

1:200/1:1000
v potahovacim pufru

1. Aplikace 1gG 100pl | 4h |34°C| 3x

1:1az1:4vSEB, 100 pl pres
nebo TRIS vzorkovém pufru noc
1:200/1:1000v SEB

nebo TRIS konjugatovém pufru
4-NPP,1:1000

v substratovém pufru

1,59g Na,CO;, 2,94g NaHCO;, pH 9,6.

Demineralizovana voda 1000 ml

8,0g NaCl, 0,20g KCl, 0,20g KH,PO,, 2,9g Na,HPO, . 12 H,0, pH 7.4.
Demineralizovanéa voda 1000 ml.

3. Vymyvaci pufr (PBS-T) | 0.05% Tween-20 v PBS

4a. Vzorkovy/
konjugatovy pufr (SEB)
4b. Vzorkovy/ 2,4 g Tris base, 8,0g NaCl, 0,2g KCI, upraveno s HCl na pH 7,4
konjugatovy pufr (TRIS) [+ 0,05% Tween-20, 2% PVP 20, 0,2% BSA nebo Egg ovalbumin.

97 ml diethanolamin, upraveno s HCl na pH 9,8

a doplnit na 1000 ml demineralizovanou vodou

6. Substratovy roztok 10 mg paranitrophenylphosphate (pNPP) v 10 ml substratového pufru

2. Aplikace vzorkad 4°C 4 x

3. Aplikace IgG-AP 100pl | 4h 34°C 5x

4. Enzymaticka reakce 100pl | 1-2h | 34°C

1. Potahovaci pufr

2.PBS

2% PVP 20, 0,2% BSA nebo Egg ovalbumin v PBS-T.

5. Substratovy pufr
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Priprava vzorku (viz téz ¢ast 1.1.):

Rostlinny material (stonky) nebo téZ vykrojky z hliz se odeberou do plastovych
sackl a homogenizuji s extrakénim pufrem pH 7,0 (0,05 M fosfatovy pufr) v po-
méru l:1az1:2pomocipalicky pripadné radidlniho kulickového homogeniza-
toru. Potieby pro homogenizaci v saccich jsou uvedeny na obr. 1. Pfi pouziti ex-
trakénich sacka s filtraéni vlozkou Ize extrakt primo pouzit k diagnéze, pripadné
sedimentovat 10 min./16000g a sediment resuspendovat do pozadovaného
objemu. Pro vlastni diagnézu je mozné pouzit bud nefedény extrakt a nebo ho
dale redit ve vzorkovém SEB nebo TRIS pufru v poméru 1l:1az1: 2. Pozitivni
a negativni kontroly z kitu se doporucuje redit vzorkovymi pufry dle navodu
dodavatele.

Obr. 1: Vybaveni pro homogenizaci v plastovych saccich

Poznamky a doporuceni:

Pro stanoveni reakce pozadi zdravych rostlin se doporucuje do testl zaradit téz
Cerstvé extrakty shodného druhu vedenych za stejnych podminek jako zkouse-
ny material. Prah pozitivity je ovlivnén radou faktord a je nezbytné jej stanovit
experimentalné uZivatelem. Obecné lze vzorek povazovat za pozitivni, jestli-
ze pomér absorbanci A405 vzorku a extraktu zdravych rostlin je vyssi nezli 3.
Vzorky s okrajovymi hodnotami musi byt testovany opakované. Detaily vysledk

vlastnich optimaliza¢nich pokusl uvadi tab. 1 a tab. 2.
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Tab. 1: Optimalizace postupu DAS ELISA pro detekci Cms ze stonk rostlin
bramboru. Absorbance (A405 x 1000) po 60 min. inkubace substratu

Protilatky Loewe Primediagnostics
. vzorek 1 2 3 1 2 3
1 | Dominator B 2495 106 474 90 491 2079 401
2 | Borek A 2490 162 157 200 787 817 1099
3 | Borek A 2491 220 182 550 1257 1255 2475
4 | Rebel E 2401 2500 2500 2500 2500 2500 2500
5 | Borek M13 68 67 60 139 139 111
6 | Borek M12 71 74 73 229 178 192
7 | Dominator M13 74 75 81 185 172 145
8 | Dominator M12 65 61 60 118 135 144
9 | K+ kit 1832 — — 2500 — —
10 | K+ kit 1623 — — 2500 — —
11 | K- kit 51 — - 114 - —
12 | pufr 40 - — 50 — —

Protilatky Loewe a Primediagnostics, paleta GAMA, redéni extraktu homogenat ze stonkd 1: 1
w/vvTRIS. 1, 2, 3 - opakovani. Loewe - limit 138 (10/12). Primediagnostics - limit 314 (12/12)

pozitivni reakce

Tab. 2: Optimalizace postupu DAS ELISA pro detekci Cms ze stonkd rostlin
bramboru. Absorbance (A405 x 1000) po 60 min. inkubace substratu

Palety NUNC GAMA

[ vzorek b b c
1 | Barbora 1316a 65 63 57 58 50 65
2 | Barbora 1316b 1873 1557 666 688 642 244
3 | Barbora1316¢c 1164 778 310 434 299 115
4 | Barbora 1316d 99 71 64 61 47 44
5 | Barbora1316e 76 57 65 58 42 47
6 | Barbora M12a 55 60 65 51 39 38
7 | Barbora M12b 54 71 56 60 52 60
8 | Barbora M12c 51 86 60 53 49 50
9 | Barbora M13a 48 72 55 56 41 44
10 | Barbora M13b 72 68 62 50 41 40
11 | K- Loewe 61 — — 40 — -
12 | K+ Loewe 2500 - — 896 — —
13 | K+ vlastni 2424 — - 2435 — -
14 | pufr 48 - - 34 - -

Protilatky Loewe. Palety NUNC a GAMA, redéni extraktu a, b, c.

a - homogenat ze stonk(i 1: 1 w/vv TRIS.

b - sediment homogenatu redény na % pavodniho objemu.

c - sediment homogenatu redény na dvojnasobek plvodniho objemu.

K - negativni kontrola z kitu; NUNC - pomér absorbanci N/Z min. 20!

K+ pozitivni kontrola z kitu; GAMA - pomér absorbanci N/Z min. 12!

pozitivni reakce
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1.2.2. Diagnéza Cms postupem Luminex xMAP

V poslednich letech nachazeji stale vétsi uplatnéni jak v mikrobiologii, tak human-
ni medicin€, imunologické postupy vyuzivajici specifické vazby protilatek na pa-
ramagnetické partikule s naslednou laserovou kvantifikaci a fluorometrickou
detekci (Technologie Luminex xMAP). Prvni Uspésné vysledky s touto techno-
logii pri detekci tfech virt a dvou bakterii u brambor publikovali BERGERVOET
et al. (2008), predbézné udaje o multiplex diagnéze vird bramboru jsme téz
nedavno zverejnili formou konferenéniho piispévku (DEDIC a BERGERVOET,
2011) a v publikaci DEDIC (2011).

Pro ovérovani technologie Luminex xMAP (MIA) pro detekci Cms byl pouzi-
van diagnosticky kit firmy Primediagnostics (Holandsko). Kromé konjugatt pro-
tildtek s paramagnetickymi partikulemi (Bead address - Cms - 055) a konjugatt
protilatek s biotinem jsou soucasti kitu téz fluorescencni reagencie (Streptavidin

- PhycoErythrin), pozitivni kontroly a koncentraty potiebnych chemikalii (table-
ty PBS, blokovaci roztok).

Ve vlastni praci jsme extrakty z rostlin, ziskané postupem uvedenym v ¢asti
1.1. arfedéné 1:1v/vazl: 2 ve fosfatovém a nebo TRIS vzorkovém pufru,
nanaseli duplicitn€ na upravené palety pro ELISA s nizkou vazebnou kapacitou,
palety byly inkubovany na trepacce za pokojové teploty a oproti ELISA byly pfi
vymyvani pouzivany specialni magnetické podlozky. Intenzita signalu byla mé-
rena v kalibrovaném analyzéru AtheNA Luminex 200 (Biomedica) a vyjadiova-
na jako median intenzity fluorescence (MFI).

Doporuceny optimalizovany postup diagnézy Cms pomoci Luminex xMAP

s manualnim vymyvanim palet.

= Naneseni roztoku paramagnetickych partikuli (Beads) a protilatek redénych
1:50 v BWB pufru do jamek mikrotitra¢ni palety po 50 pl /jamka.

= Pridani extraktl zkousenych vzorkl redénych 1:1az 1: 2 v/v ve fosfatovém
(SEB), nebo TRIS pufru.

® Tgsné uzavreni palet a inkubace na tfepacce (Biosan 600 ot/min.) za pokojo-
vé teploty, 20 min.

® Pfeneseni palety na magnetickou podlozku, inkubace 1 min., sliti a aplikace
100 pl pufru WB; inkubace 30 sec, sliti a aplikace 100 pl pufru WB; inkubace
30 sec., sliti a aplikace 100 pl pufru WB; inkubace 30 sec., sliti a sejmuti palety
z magnetické podlozky.
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® Naneseni roztoku sekundarnich, (biotinilovanych) protilatek redénych 1: 100
ve WB nebo TRIS pufru do jamek mikrotitrac¢ni palety po 100 pl/jamka.

® Tésné uzavieni palet a inkubace na trepacce (Biosan 600 ot/min.) za pokojo-
vé teploty, 30 min.

® Pfeneseni palety na magnetickou podlozku, inkubace 1 min., sliti a aplikace
100 pl pufru WB; inkubace 30 sec., sliti a sejmuti palety zmagnetické podlozky.

® Naneseni roztoku SA-PE (Streptavidin - PhycoErythrin), redéného ve WB
1:1000 po 100 pl/jamka.

= Tésné uzavieni palet a inkubace na trepacce (Biosan 600 ot/min.) za pokojo-
vé teploty 15 min.

® Pfeneseni palety na magnetickou podlozku, inkubace 1 min., sliti a aplikace
100 pl pufru WB;

® Tésné uzavreni palet a inkubace na tfepacce (Biosan 600 ot/min.) za poko-
jové teploty 5 min.

® Vlastni analyza na pristroji AtheNA Luminex 200 analyzer.

Obr. 2:
Technické vybaveni
pro Luminex xMAP

Priprava pufri z dodanych koncentrata, které jsou soucasti kitu.
PBS-Tween - 10x:

Dodavano v podobé tablet. Rozpustit v destilované vodé dle navodu.
BWB (Bead Working Buffer) - 2x:

1 ml PBS-Tween (10x) + 1 ml blokovaci latky + 3 ml destilované vody.

WB (Wash Buffer):

5ml PBS-Tween (10x) + 2,5 ml blokovaci latky + 42,5 ml destilované vody.
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Detailni porovnani vysledkd diagnézy u postupt ELISA a technologie Lumi-
nex xMAP uvadi tab. 3. a 4.

Tab. 3: Porovnani detekce Cms pomoci testu IF, ELISA (Loewe) a Luminex xMAP

c. vzorek IF ELISA Luminex

O

1 | 754 + 2079 932
2 | 1714 + 2366 752
3 | 2131 + 2332 912
4 | 2333 + 2284 994
5 | 8438 Verne M13 - 59 70
6 | 8439 Westamyl M13 - 174 55
7 | 8440 David M13 - 94 54
8 | 8447 Monika M13 - 51 79
o | 8448 Borelk M13 ~ 68 132 Vzorky hliz po 50ks, standardni
10 | 8449 Dominator M13 | - 67 79 2;’2?:::;:‘:;&ateds':‘ogv’;:iy IF
11 | 8443 Verne M14 - n.t. 61 postupem DAS ELISA (Loewe)
12 | 8445 Westamyl M14 - n.t. 43 .
31 8 - a Luminex xMAP.
13 | 8444 David M14 i B R 17| ELISA- A405 (x 1000) za 60 min.
14 | 8443?Dominator M14 - n.t. 23 v s s -
po pridani substratu:
15 | 8442 Borek M14 - n.t 34 | Hranice pozitivity (3 x Z = 256).
16 | 8441 Monika M14 - n.t. 45 Luminex - Median.
17 | pufr n.t. 44 4 | Hranice poxzitivity (3 x Z = 173).
18 | pufr n.t 48 15 pozitivni reakce

Tab. 4: Porovnani detekce Cms pomoci testu IF, ELISA (Primediagnostics)
a Luminex xMAP

. vzorek IF ELISA Luminex

0

1 | 8403-5Borek SE2 - 185 75
2 | 8409-8 Borek SE2 + 2500 1864
3 | 8403-1 Davod SE2 - 183 117
4 | 8404-2 David SE2 - 206 94
5 | 8405-3 David SE2 - 199 89 .
6 | 84067 David SE2 . 209 g5 | Vzorkyhlizpo10-50ks,
7 | 8407-9 David SE2 - 285 114 standardni postup extrakce
RSSO estamyll £ 2 - L3 £ g:;?ignr:éo:zt:*:kty testovany
J_| 8411-5 Westamyl SE2 - 195 62 | ostupem DAS ELISA (Primedia-
10 | 8412-5 Westamyl SE2 - 200 70 . .
gnostics) a Luminex xMAP.
11 | 5/9 - 199 96 | £|SA - A405 (x 1000) za 60 min.
12 | 7/9 - 305 120 po pridani substratu: Hranice
13 | 14/3 - 162 88 | pozitivity (3 x Z = 624)
14 | 8413 + 2500 1572 Luminex - Median.
15 Kontrola (klt) - n.t. 197 175 Hranice pOZitiVity (3 xZ = 274)
16 | pufr o 168 72 pozitivni reakce
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Zavér k imunologickym metodam diagnézy Cms.

® Extrakty z hliz pripravené standardnim postupem i extrakty z rostlin pFipra-
vené jejich homogenizaci v saccich s filtraéni vloZkou, jsou pfimo a v jejich
dal$im redéni 1 : 1-2 ve vzorkovém SEB nebo TRIS pufru, vhodné pro testy
ELISA a Luminex xMAP.

B Protilatky obou zdroji (Loewe a Primediagnostics) detekovaly Cms se stej-
nou ucinnosti.

B Jak palety NUNC s vyssi absorpcni kapacitou, tak standardni palety GAMA
Ize pro vlastni DAS ELISA pIn€ akceptovat.

B Postupy DAS ELISA a Luminex xMAP se nelisi z hlediska detektability Cms.
Vyhodou technologie Luminex xMAP je moznost soub&zné duplex diagnézy
dalsi bakterie karanténniho vyznamu, a to Ralstonia solanacearum.

1.3. MOLEKULARNIi DIAGNOSTICKE METODY

Aby se ziskala vysoce kvalitni DNA bez inhibitor(i PCR reakce, Ize bakterialni
DNA z rostlin izolovat jak pomoci standardnich metod, tak pomoci komer¢-
nich DNA izola¢nich a purifikacnich kitG. Izolovanou DNA Ize pouzit pfimo pro
vlastni testovani. Pro izolace DNA z rostlinnych a hlizovych vzorkd bramboru
Ize zejména doporucit klasickou DNA izola¢ni metodu podle PASTRIK (2000),
a dale kity DNeasy Plant Mini Kit, (Qiagen, 69104) a dle vlastnich pokust tézZ kit
GenElute Plant Genomic DNA Kit, (Sigma), kterou uvadime dale.

1.3.1. Postup izolace DNA z bramboru pomoci extrakcni sady GenElute™
Plant Genomic DNA Miniprep Kit (Sigma). (Vlastni akomodace).

Z homogenatu rostlin pripraveného podle postupu 1.1.2. (navazka 2g pletiva

bramboru, homogenizace v sa¢ku s 2ml 0,05 M fosfatového pufru pomociradial-

niho lozZiskového homogenizatoru) pokracovat t€mito kroky:

a) Odebrat 1 ml prefiltrovaného homogenatu do 1,5ml mikrozkumavky, cent-
rifugovat pri 16 000g 10 min. (vytvoreni pelety), vylit supernatant. (Kromé
vlastniho homogenatu Ize pouZzit extrakt pripraveny z hliz pfi screeningové
izolaci uvedeny v ¢asti 1.1.1.).

b) Do mikrozkumavky napipetovat k peleté 350 pl Lysis Solution [part A],
50 pl Lysis Solution [part B] a4 pul RNase (50 U), dikladné promichat (vortex).

©) Inkubovat mix pfi 75 °C 30 min., béhem inkubace rozvolnit peletu pomoci
pipety a obracet mikrozkumavku.

d) Pridat 130 pl Precipitation Solution, promichat prrevracenim mikrozkumavky,
umistit na led po dobu 5 min.
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e) Centrifugovat 16000g 5 min. (vytvoreni pelety zbytk( bunék, proteind a po-
lysacharidd).

f) Opatrné prelit supernatant do filtra¢ni kolonky (GenElute filtration column,
modra, s 2ml zadchytnou zkumavkou).

g) Centrifugovat 1 min. pri max. otackach (16 000g).

h) Vyhodit filtraéni kolonku a k filtratu pridat 700 pl Binding Solution a promi-
chat ota¢enim mikrozkumavky.

i) Pripravit Binding Column - viozit GenElute Miniprep Binding Column (s cer-
venym krouzkem) do mikrozkumavky (pokud jiz neni sestavené), pridat
500 pl Column Preparation Solution do kazdé kolonky, centrifugovat 12000 g
1 min., vylit filtrat.

j) Opatrné prelit (prepipatovat) mix z kroku i) a centrifugovat pFri max. otac-
kach (16 000g) 1 min., vylit filtrat.

k) Prelit zbytek mixu z kroku i) a opakovat centrifugaci, vylit filtrat.

[) Pridat 500 pl Wash Solution (pozor - pfidat pozadované mnozstvi etanolu do
pufru!) nakolonku, centrifugovat pri max. otackach (16 000g) 1 min., vylit filtrat.

m) Pridat dalSich 500 pl Wash Solution na kolonku a centrifugovat pri max.
otackach 3 min. (vysuleni kolonky), filtrat se nesmi dostat na kolonku!
(setrit filtrat, ktery se drzi vné kolony).

n) Prenést kolonku s membranou do nové 2,0 ml mikrozkumavky, opatrné pfi-
dat 100 pl predehratého (65°C) elu¢niho pufru (Elution Solution) pFfimo
na stfed membrany a centrifugovat pri max. otackach (16 000g) 1 min., vy-
hodit membranu (e/luce DNA).

0) Po extrakci DNA je nezbytné stanoveni jeji kvality a kvantity pomoci spektro-
fotometru. Cistota DNA se hodnoti na zakladé stanoveni poméru absorban-
ce pri 260 a 280 nm (Cista DNA ma A,50/Aqs0 1,7-1,9).

p) Zamrazit vzorky DNA (pfi -20 °C, pro dlouhodobé uchovavani pri -80 °C).

Technické vybaveni pro extrakci a izolaci DNA z bramboru a pro jeji uchovavani:
Laboratorni vahy - na navazky vzorkd (Mettler AE 160).

Homogenizacni sacek (Bioreba, 431000).

Skalpel, pinzety (odbér vzorkd).

Loziskovy homogenizéator.

Termoblok (Major Science, MD-01).

Centrifuga s otdckami > 16 000 g, s rotorem na plastové mikrozkumavky

o objemu 2,0 ml (Hettich Zentrifugen EBA 12R).
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Vortex (Techno Kartell TK3S).

Pipety (2-20 pl, 20-200 pl a 100-1000 pl) a kompatibilni sterilni RNase-free Spicky.
Plastové mikrozkumavky 1,5ml, 2,0ml (Eppendorf).

Spektrofotometr (NanoDrop 2000c nebo Perkin EiImer MBA 2000).

Mrazici box (-20 °C).

Hlubokomrazici box (-80 °C) - pro dlouhodobé skladovani vzorka.

Chemikalie potrebné pro izolaci DNA z bramboru:
® Fosfatovy pufr - PB (0,05M, pH 7,0, 1 litr): 4,26 g Na,HPO,, 2,22 g KH,PO,.
® Extrakéni kit GenElute™ Plant Genomic DNA Miniprep Kit (Sigma-Aldrich,
G2N70).
® RNase A Solution (Sigma-Aldrich, R6148-25ML nebo R4642).
® Etanol (96-100%), analytical grade (Sigma Aldrich, E7023, E7148
nebo 459836) - do pufra.
® Technicky etanol (70%) - sterilizace.
Pozn.: Stejnym postupem jako je uvedeno pro izolaci DNA z extraktl rostlin bram-
boru Ize pracovat téZ s extrakty pripravenymi standardnimi postupy z vykrojkd hliz.

1.3.2. Konvenc¢ni PCR s vizualizaci produktu na agarézovém gelu
Ve vlastni praci jsme ovérovali reaktivitu kompletniho reakéniho kitu PCR
na Cms, ktery je od roku 2015 v komeréni nabidce fy Loewe, 08064,/100.

Soucasti dodavky jsou:
Premix (Primer set, dNTPs, BSA)
Pozitivni kontrola (DNA z bakteriadlniho izolatu)
Negativni kontrola (DNA ze zdravych hliz bramboru)
Reakéni pufr PCR (5%) (véetné MgCl,)
Voda (kvalita pro PCR)
DNA - Polymeraza (Solis BioDyne)
Primery jsou specifické pro ¢ast intergenniho spaceru 165-23S rRNA Cms.
(PASTRIK, 2000) a na agarosovém gelu jsou u pozitivnich vzorkd pozorovany
fragmenty 502 bp.

Pro vlastni praci musi byt k dispozici PCR termocykler, aparatura pro elektro-
forézu na agaru, mikrocentrifuga, reakéni mikrozkumavky pro PCR, mikropipe-
ty a Spicky s filtry.
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Obr. 3: U pozitivnich vzork( Cms musi byt viditelny fragment 502 bp

VLASTNIi POSTUP

Priprava Mastermixu PCR

Voda (kvalita pro PCR) 13,8 pl
5x reakcni pufr 5,0 pl
Premix 5,0 pl
DNA-Polymeraza 0,2 pl

K alikvétam 24 pl Mastermixu v reakénich mikrozkumavkach se pridava 1 pl
vzorku DNA. Stejné po 1 pl se pridava do Mastermixu pozitivni a negativni kon-
trola z kitu.

Program PCR (PTC-100, MJ Research)

Krok Teplota Cas Pocet cyklu
Inicialni denaturace 95°C 15 min. 1
Denaturace 95°C 5 sec
Annealing 60 °C 10 sec 31
Elongace 72°C 30 sec
Zavérecna elongace 72°C 1 min. 1
Zchlazeni 4-8°C
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Elektroforéza

® 1-1,5% standardni agarézovy gel, 5-7 mm tlusty, 1x TAE pufr (Serva 42553)

® Aplikace 5-10 pl produktu spolu s bromfenol blue nanasecim pufrem
do dvarkd agardzového gelu

® Elektroforéza, 10-15 V/cm drahy

® Ukoncéeni elektroforézy po dosazeni potfebné vzdalenosti markéru (obvykle
30-60 min. pri 100 V)

® Vizualizace gelu v UV svétle

Nejsou detekovany krizové reakce s: Clavibacter michiganensis ssp.michi-
ganensis, Ervinia carotovora ssp. carotovora a ssp. atroseptica, Dickeya chry-
santhemi, Xanthomonas vesicatoria, Ralstonia solanacearum, Pseudomonas
syringae, Pseudomonas fluorescence.

1.3.3. Real-time PCR (qPCR)

1.3.3.1. Protokol diagnostiky Cms metodou TagMan qPCR (TagMan

Real-Time PCR). Modifikace postupu dle GUDMESTAD et al. (2009)
Postup izolace DNA z bramboru pomoci extrakéni sady GenElute™ Plant Geno-
mic DNA Miniprep Kit - dtto 1.3.1.

Technické vybaveni potrebné pro TagMan qPCR

® Termocykler (Mx3005P qPCR System - Agilent Technologies).

® PC - fidici jednotka termocykleru (soucasti termocykleru).

Software na vyhodnoceni PCR reakci (soucasti termocykleru).

LaminarniRNA/DNAbox (CaptairBiocapRNA/DNAnebo Kottermann8580).

Minicentrifuga (Biosan Multi-Spin MSC-6000).

Vortex (Techno Kartell TK3S).

Centrifuga (na desticky) - neni nezbytna (zkvalitnéni prace).

Plastové RNase-free mikrozkumavky 1,5 ml (Eppendorf) - pfiprava premixu.

Pipety - 0,2-2,0 pl, 2-20 pl, 20-200 pl a 100-1000 pl (Finnpipette), kompa-

tibilni sterilni RNase-free $picky (nejlépe s filtrem - zabranéni kontaminaci).

B Autoklav - sterilizace Spicek, pipet, mikrozkumavek (Stolni laboratorni auto-
klav OT 032).

® Chladici podlozka nebo polyesterova nadoba na led.

® PCR destic¢ky - 96 jamek (Bio-Rad).
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Obr. 4:
Technické
vybaveni
pro qPCR

Chemikalie potrebné pro TagMan qPCR

® Druhové specifické primery a TagMan sonda (syntéza firmou Generi Biotech,
s.r.o. podle sekvenci popsanych v uvedené publikaci) - tabulka.

® FastStart Universal Probe Master (ROX) (Roche Diagnostics, Mannheim,
Germany, 04913949001).

® DNase/RNase Free dH,O (Sigma-Aldrich, W4502).

Sekvence pouzitych primerd a sondy

Nazev primeru Sekvence primeru, sondy (5'-3") Poznamka
CelA-F TCTCTCAGTCATTGTAAGATGAT
CelA-R ATTCGACCGCTCTCAAA
GUDMESTAD et al.,
[HEX] TTCGGGCTTCAGGAGTGCGTGT [BHQ1] | 5009
CelA probe HEX (hexachlorofluorescein) - reporter
BHQ1 - quencher

VLASTNI POSTUP TagMan qPCR reakce

SloZeni a objemy reakéni smési - na jednu rekci (25 pl)

2x FastStart Universal Probe Master (ROX) 10,0 pl (findl. conc. 0,8x)
PCR Forward Primer (10 uM) 1,9 pl (final. conc. 760 nM)
PCR Reverse Primer (10 uM) 1,9 pl (finél. conc. 760 nM)
TagMan Probe (10 pM) 0,4 pl (final. conc. 160 nM)
RNase Free dH,0 8,8 ul

DNA (5-10 ng/pl, fedéno 10x)" 2,0 pl

*DNA analyzovanych vzork( se upravi na stejnou koncentraci. Do reakci se DNA z analyzovanych
vzorkl naredi 1 : 10 (pro vyssi ucinnost reakce).
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Nastaveni pozice vzorkd, popis vzorkl a nastaveni protokolu podminek reakci

= Reakce se provede v termocykleru Mx3005P gPCR System. Nastaveni pozice
vzork( v jednotlivych jamkach PCR-desticky, popis vzorkd a nastaveni protokolu
podminek reakci se provede v prislusném softwaru, ktery je soucasti termocykle-
ru. Pri pouziti jiného typu termocykleru se mdze vzhled a pouZivani software lisit.

Reakéni podminky

1x| 95°C, 5 min. (denaturace DNA)

94 °C, 45 s (denaturace DNA)

10x| 60 °C, 60 s (annealing primera)

72 °C, 15 s (syntéza nového retézce DNA)

92 °C, 45 s (denaturace DNA)

40x| 60 °C, 40 s (annealing primer()

72 °C, 20 s (syntéza nového retézce DNA)

Vyhodnoceni TagMan gqPCR reakce

Na zéklad€ hodnot Ct (Threshold cycles) sledovanych vzork(, pozitivni kontroly
(standardu) a negativni kontroly se vyhodnoti TagMan qPCR reakce. Stanovi
se, zda je testovany vzorek rostliny bramboru negativni nebo pozitivni na Cms.

Tab. 5: Priklad detekce Cms pomoci PCR ve vzorcich extraktl z hliz bramboru
a reakce kontrol. (Primery dle GUDMESTAD et al., 2009)

Vzorek Ct
2401 12,6 +
1404333 12,1 | +
VK CMS 4/8/14 13,8 +
K+ (Mraz) 9,8 i
K- (PA Zuza) 272 | -
NTC (premix) — -

1.3.3.2. Protokol diagnostiky Cms metodou TagMan qPCR s vyuzitim

housekeeping genu. Modifikace postupu dle MASSART et al. (2014)
Postup izolace DNA z bramboru pomoci extrakéni sady GenElute™ Plant Geno-
mic DNA Miniprep Kit - dtto 1.3.1.

Chemikalie potrebné pro TagMan qPCR

® Druhové specifické primery a TagMan sonda (syntéza firmou Generi Bio-
tech, s.r.o. podle sekvenci popsanych v uvedené publikaci) - tabulka,

® FastStart Universal Probe Master (ROX) (Roche Diagnostics, Mannheim,
Germany, 04913949001),

® DNase/RNase Free dH,O (Sigma-Aldrich, W4502).
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Sekvence pouzitych primert a sondy

Nazev primeru Sekvence primeru, sondy (5'-3") Poznamka

MultiClav-F TGGTTTCTTGTCGGACCCTTT c

- ms
Mult!CIav-R CGTCCACTGTGTAGTTCTCAATATACG MASSART et al., 2014
MultiClav-P [FAM] CGTCGTCCCTTGAGTGG [MGBNFQ]
MultiPot-F GGTTTCGTAATGTTCCTCACCAA - —_—

- ousekeeping gen
Mult!Pot R AAAGGTATTTATCCAGCAGTAGATCCTT MASSART et al., 2014
MultiPot-P [VIC] CATGGTTGACGTTGAAT [MGBNFQ]

Legenda: FAM - 6-carboxyfluorescein - reporter
VIC - 4,7,2'-trichloro-7'-phenyl-6-carboxyfluorescein) - reporter
MGBNFQ - Minor Groove Binder Nonfluorescent Quencher

VLASTNI POSTUP TagMan qPCR reakce

SloZeni a objemy reakéni smési - na jednu rekci (25 pl)

2x FastStart Universal Probe Master (ROX) 12,5 pl (final. conc. 1 %)
PCR Forward Primer (10 pM) 1,5 pl (finél. conc. 600 nM)
PCR Reverse Primer (10 pM) 1,5 pl (findl. conc. 600 nM)
TagMan Probe (10 pM) 0,5 pl (final. conc. 200 nM)
RNase Free dH,0 6,0 pl

DNA (5-10 ng/pl, redéno 10x)" 3,0 pl

*DNA analyzovanych vzorkd se upravi na stejnou koncentraci. Do reakci se DNA z analyzovanych
vzorkt naredi 1: 10 (pro vys$si tcinnost reakce).

Nastaveni pozice vzorkd, popis vzorkl a nastaveni protokolu podminek reakci
= Stejné€ jako u postupu 1.3.3.1.

1x| 95°C, 15 min. (denaturace DNA)

95 °C, 25 s (denaturace DNA)

40x| 60 °C, 60 s (annealing primer()

72 °C, 20 s (syntéza nového retézce DNA)

Vyhodnoceni TagMan qPCR reakce

Na zékladé hodnot Ct (Threshold cycle) sledovanych vzorkd, pozitivni kontroly
(standardu) a negativni kontroly se vyhodnoti TagMan qPCR reakce. Stanovi
se, zda je testovany vzorek rostliny bramboru negativni nebo pozitivni na Cms.
Housekeeping gen slouZi jako vniti'ni kontrola. Veskeré hodnoty Ct nizsi nez 35
jsou povazovany za pozitivni. Priklad detekce Cms pomoci qPCR ve vzorcich
extrakt z hliz bramboru uvadi tab. 6, vzajemné porovnani vysledkd detekce
Cms pomoci testu IF, ELISA, Luminex xMAP, PCR a qPCR shrnuje tab. 7. Na obr.
5 a 6 jsou uvedeny priklady prabéhl hodnot fluorescence u pozitivnich a nega-
tivnich vzorkd pri gPCR se sondou TagMan.
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Zavér k molekularnim metodam diagnézy Cms.

® Pro spolehlivé pouziti extraktl z hliz i rostlin je nutné zaradit lysi koncentratu
(sedimentu) a nasledné& provést izolaci a purifikaci DNA napf. pomoci izola¢-
niho kitu.

Konvencni PCR pomoci komeréni soupravy Loewe je snadno adaptovatelna
pro laboratorni detekci Cms (stejné jako ELISA) a odpovida standardnimu,
akceptovanému postupu dle PASTRIK (2000).

Postupy qPCR se specifickymi sondami systému TagMan umoZiiily nejen vel-
mi citlivou detekci Cms (v nasich pokusech i v extraktech redénych vice nez
1000x), ale téz v duplexu s housekeeping genem zarucuji kontrolu kvality
extrahované DNA.

Molekularni metody lze tak pIn€ doporucit zvlast€ ke kontrole vysledki
I. screeningovych testa.

Tab. 6: Priklad detekce Cms pomoci qPCR ve vzorcich extraktd z hliz bramboru
a reakce kontrol. (Primery dle MASSART et al., 2014)

Vzorek Ct (Cms) Ct (housekeeping)
2401 23,9 + 18,2 +
1404 22,2 + 28,0 +
8413 19,6 + 18,6 +
K- (PA Madona) 37,2 - 16,3 +
K- (PA Poutnik) 37,1 - 17,9 +
NTC (premix) = =

Tab. 7: Porovnani vysledk( detekce Cms pomoci testu IF,
ELISA (Loewe), Luminex xMAP, PCR a qPCR
vzorek T ey ey Vzorky hliz po 50ks,

|

1 |754 + | 2079 932 | + 24 8 standardni postup extrakce

2 [1714 . | 2366 | 752 | + | 171 | 2diagnozvIh )
Shodné extrakty testovany

3 [2131 + | 2332 912 [ + | 192 | icrupem DAS ELISA (Lo-

4 12333 + | 2284 994 | + 23,6 ewe) a Luminex xMAP,

5 | 8438 Verne M13 - 59 70 | - 36 PCR (Loewe) a qPCR

6 |8439 Westamyl M13 - 174 55 | - 36 (MASSART).

7 | 8440 David M13 - 94 54 | - 36 | ELISA-A405 (x1000)

8 [8447 Monika M13 - | 51 79 | - | 38| #a60minpo pfidani

9 | 8448 Borek M13 - | 68| 132] - | 38 ;‘ggfttl;?:; é‘f’;'i;s 6

10 | 8449 Dominator M13 | - 67 79 | - 38 Luminex - Median. Hranice

11 | pufr n.t. 44 4 | nt. pozitivity (3 x Z = 173)

12 pufr n.t. 48 15 | n.t. PCR (Loewe):

pozitivni reakce Fragmenty DNA 502 bp

gPCR: Hranice pozitivity
do Ct 30.
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Obr. 5: Detekce Cms pomoci qPCR se sondouTagMan

Fluoresoence (dR)

43 7.-15. negativni

4 16. premix

W ®m oM W W W R MW B B W
Cycles

-m- 1. pozitivni 754 +

-1 2. pozitivni 1714 +
-o- 3. pozitivni 2131 +
% 4. pozitivni 2333 +
& 5. pozitivni 2401 +
@ 6. pozitivni 8413 +

Obr. 6: Detekce Cms pomoci gPCR se sondouTagMan - redéné vzorky

Fluoresoence (dR)

g ¢ ¢ 8 8 ¢ ¢ ¢

2 4 6 8 10 12 14 16 18 W 1 4 W B W 32 M B B @
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~#- 1. nefedéné 1714 +
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4+ 3.fedéné 1:100
@ 4.fedéné 1:1000
4 5.fedéné 1:10000
-# 6. nefedéné 8449 -
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111.LNOVOST A ZDUVODNENI POSTUPU

Laboratorni diagnéza dvou bakterii karanténniho vyznamu - Clavibacter michi-
ganensis subsp. sepedonicus (Cms) i Ralstonia solanacearum je u nas prova-
déna obligatorné u sadbovych materialt bramboru v procesu certifikace sadby
a namatkové téz u materiald bézného péstovani. Pro vlastni kontrolu jsou pfi-
pravovany extrakty z kompozitnich vzorka hliz, které jsou nasledné diagnostiko-
vany pomoci standardnich testu |. screeningu tj. IF, pripadné FISH a ,pozitivni”
vysledky jsou nasledné ovérovany pomoci konvenéni PCR (akomodace postupu
dle PASTRIK, 2000) a testy patogenity s pripadnou identifikaci patogenu sek-
venaci jeho DNA.

Postupy a metody uvedené v této praci nejsou u nas zatim bézné vyuziva-
ny jak v oficialni kontrole, tak v doplikovych nebo predbéZnych testech jak
ve Slechténi nebo mnozeni sadby.

IV. POPIS UPLATNENi METODIKY

Prace uvadi formou podrobnych laboratornich manualt prehled alternativnich
postupl a diagnostickych metod Cms. Jejich uplatnéni lze spatfovat zejména
v nasledujicich smérech:

1) Pouziti plastovych sackl pro homogenizace pletiva (z rostlin i hliz) predsta-
vuje pIné srovnatelny postup pro ziskani extraktl. Lze jej vyuzit pro vlastni
diagnoézu bakterialnich infekci, stejné jak bylo prokazano pfi testovani vird
(DEDIC, 2012). V porovnani se standardnim postupem homogenizace (di-
ferencialni odstredéni homogenatl ziskanych pomoci specialnich pristro-
ju), nebo téz zdlouhavym eluénim postupem, je navrhovany postup jed-
nodussi, levnéjsi i rychlejsi a s mensim nebezpecim vyskytu nezadoucich
kontaminaci, pfipadné technickych chyb.

2) Pro vlastni diagn6zu Cms Ize pIn€ vyuzit zejména metodu DAS ELISA, kte-
ra poskytuje vysledky z hlediska citlivosti a specificnosti srovnatelné se
standardnim IF testem. Oproti IF je ELISA téZ levné€jsi variantou diagndzy,
vhodné pro potrebné navyseni poctu testovanych vzorkl pfi plosné kont-
role. Kromé nizsich narokd metody ELISA na nutné technické vybaveni je
jeji neopominutelnou vyhodou téZ nahrada, do zna¢né miry subjektivniho
vizualniho hodnoceni mikroskopickych preparatd, objektivnim spektrofo-
tometrickym meérenim absorbanci.

3) Molekularni diagnostické metody jsou predevsim z ekonomickych ddvoda
smeérovany prevazné pro konfirmaci vysledkd ziskanych pri ploSném moni-
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toringu metodami imunologickymi. Komer¢ni kit pro PCR je zatim nejlev-
néjsi variantou z té€chto metod, navic prinasejici nezbytnou standardizaci
i do obecné akceptovaného postupu.

Metody qPCR jsou v soucasnosti nejperspektivnéjsi, a to jak z hlediska jejich
citlivosti a specifi¢nosti detekce, tak jsou zarukou lepsi eliminace nezadoucich
technickych chyb. Pro zachovani téchto prednosti se u molekularnich diagnos-
tickych metod jevi jako nezbytné izolovat purifikovanou DNA, a tim se zatim
cely postup komplikuje a prodrazuje. Soucasné vsak existuje moznost vyhodné
aplikace systému multiplex (véetn€ nezbytné indikace kvality purifikace DNA)
a vyuziti vysoké citlivosti detekce pro hodnoceni rozsahlejsich smésnych vzorka.
S ohledem na tyto prednosti Ize, zejména v kontrolni praxi, predpokladat Sirsi
uplatnéni molekularnich diagnostickych metod jako je qPCR.

Souhrnné Ize konstatovat, Ze alternativni imunologické testy Cms, zejména
ELISA, maji potencialni predpoklad sériového vyuZiti jak pro predbéznou i de-
tailni kontrolu materialG u Slechtitelskych i mnozitelskych organizaci, tak v ofi-
cidlni kontrole v ramci certifikace sadby i u nesadbovych materialt, kde mohou
doplnit standardni IF, pripadné FISH-testy I. screeningu.

Konvenéni PCR s elektroforetickou detekci, vyuZzivajici komeréni kit, mdze
prispét k unifikaci ovérovani vysledka testd I. screeningu, provadénych na pové-
renych pracovistich. Stejné jako konvencni PCR Ize pro ovérovani vysledkd testd
I. screeningu pouZzit metody qPCR, navic v této praci deklarovana jejich vysoka
citlivost, v€etné kontroly kvality izolované DNA, predstavuje kvalitativné vyssi
uroven diagndzy oproti dosavadni praxi. Postupy qPCR pro tyto Gcely dosud
u nas pouZzity nebyly.

V. EKONOMICKE ASPEKTY

Metodika predloZena ve formé& podrobnych a ovérenych laboratornich manuald
souboru vice exaktnich, dosud u nas sériové nevyuzivanych metod a postup, je
smérovana k vétsimu rozsireni testl a zvySeni spolehlivosti diagnézy zavazného
onemocnéni bramboru zplUsobeného bakterii Clavibacter michiganensis subsp. se-
pedonicus (Cms). Kazdoroc¢ni vydaje souvisejici s priznanymi nahradami dotcenych
subjektd a hrazenymi ze statniho rozpoctu dosahuji fadové nékolika miliond K¢.

Na pretrvavani vyskytu a z toho vyplyvajicich potiZi se vyznamnou mérou
podili jak maly rozsah kontrolovanych material(, tak nizka Gc¢innost a spolehli-
vost pouzivanych diagnostickych metod. Uvadéné alternativni metody a postu-
py jsou proto navrhovany k vyuziti jak pro prvni plosny diagnosticky screening
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(prednostné metody imunologické), tak dale pro konfirmaci (potvrzeni) nalez
a podezi'eni z téchto prvnich screeningovych testl (molekularni metody).

Ekonomicky propocet vychazi ze stavajicich postupli a doporuceni pro plos-
nou detekci a diagnézu karanténnich bakteriéz u brambor specifikované vyhlas-
kou Ministerstva zemédélstvi CR &. 331/2004 Sb., o opatitenich k zabezpeéeni
ochrany proti zavlékani a Sirfeni plvodce bakterialni krouzkovitosti bramboru
a plvodce bakterialni hnédé hniloby, ve znéni vyhlasky ¢. 328/2008 Sb.

Uvadéné diagnostické metody lze principialn€ rozdélit do dvou skupin, a to
metody imunologické (IF, ELISA, Luminex) a molekularni (PCR a qPCR). V ram-
ci skupin se postupy lisi predevsim v pozadavcich na reagencie a jejich cena
je tak rozhoduijici z hlediska porovnavani nakladu. Jako standardni metoda je
sériove pouzivana IF, u které kvalifikovany odhad ceny imunoreagencii ¢ini cca
10 K&/analyza, tj. cca 500K¢ na jeden vzorek (100 jedinc(). Ve stejné cenové
relaci se pohybuji téz naklady na imunoreagencie u postupu Luminex. Oproti
tomu pro postup ELISA €ini cena imunoreagencii cca 5 K&/analyza, tj. 250 K¢
na testovani jednoho vzorku (100 jedinc(i). Specialni pristrojové vybaveni pro
jednotlivé imunologické postupy navic zahrnuji nédklady na porizeni specialniho
mikroskopu pro IF a pFistroje pro Luminex, které jsou pFibliZn€ ve stejné cenové
urovni, zatimco spec. spektrofotometr pro ELISA nepresahuje 50 % jejich ceny.

V ramci molekularnich diagnostickych metod je nezbytné pro zachovani spe-
cificity i citlivosti testl zaradit navic, u extraktd dostacujicich pro imunologické
testy, izolaci DNA. Pri pouzivani izola¢nich kit zarucujicich standardni purifika-
ci génomové DNA se naklady na jednu izolaci pohybuji v cené 50-80 K¢&. Vlast-
ni jedna diagn6za konvencni PCR ¢ini dalSich cca 60K¢, tj. srovnatelny naklad
na diagnézu jednoho kompozitniho vzorku ¢ini 1100-1500K¢&. Srovnatelné néa-
klady na gPCR jednoho vzorku jsou jesté ponékud vyssi a ¢ini 1300-1600Kc¢.
RovnéZz pro molekularni diagnézu je nezbytné pofizeni specialniho pristro-
jového vybaveni, jako je termocykler a EF aparatura pro PCR a aparaturu na
Real-time PCR pro qPCR.

Relativni nadkladnost jednotlivych metod Ize shrnout do nasledujici tabulky.

Ukazatel IF ELISA Luminex PCR qPCR
Extrakce nizka nizka nizka nizka nizka
Izolace DNA 0 0 0 vysoka vysoka
Reagencie stredni nizka stredni vysoka vysoka
Investice stredni nizka stredni stredni vysoka
Pracnost nizka nizka nizka stredni stredni
Citlivost stredni stredni stredni vysoka vysoka
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Vi. SOUHRN

Prace prinasi podrobny popis ¢ty metod laboratorni diagnézy Cms, které do-
plfuji stavajici postupy a metody doporucené pro screeningovou kontrolu to-
hoto patogenu. Jsou zahrnuty postupy extrakce jak z hliz, tak rostlin bramboru
a izolace DNA pomoci preparacnich kolonek. Z vlastnich diagnostickych metod
jsou detailn€ uvedeny optimalizované postupy pro DAS ELISA se dvéma pUvody
protilatek a postup detekce pomoci technologie Luminex xXMAP. Z molekular-
nich metod jsou detailné popsany postupy prace s komeréni soupravou pro
konvenéni PCR a dva postupy qPCR. Spolehlivost detekce pomoci viech po-
stupt jednotlivé a pri jejich srovnani je demonstrovana na zaznamech vysledka
u souboru zdravych a infikovanych vzorkd, soubézné diagnostikovanych stan-

v

dardni imunofluorescenéni (IF) metodou. Nejvyssi citlivost (Fadoveé az do Fe-
déni extraktd 10%) byla prokazana u metody qPCR, doplnéné kontrolou kvali-
ty izolované DNA internim markerem. Doporucujeme vybérové vyuziti metod
jak pro doplnéni oficialni screeningové kontroly sadbovych materiald, tak pro
diagnostické laboratore Slechtitelskych a mnozitelskych organizaci disponuijici
nezbytnym vybavenim.
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