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ABSTRAKT

V souvislosti s detekci patogent ovocnych plodin v obdobi sezénnich kontrol ¢asto feSi
diagnostické laboratore situace, kdy je nutné v kratkém Case analyzovat velky pocet vzorkd.
Pozornost jsme proto zaméfili na vyvoj rychlejSiho a efektivnéjSiho diagnostického postupu
k detekci viru neStovic peckovin (PPV, Plum pox virus). Standardné se k detekci PPV
v rostlinném materialu pouziva relativné levna a jednoducha sérologicka metoda, tzv.
sendviCova ELISA (double antibody sandwich enzyme linked immunosorbent assay, DAS-
ELISA). Standardni doba detekce metodou DAS-ELISA od firmy Bioreba AG trva 32 hodin.
Optimalizace metody spocivala ve zkraceni inkubacnich ¢aslt a navySeni inkubacni teploty.
Soucasné bylo nutné pfistoupit k navySeni koncentrace protilatek, aby byla zachovana citlivost
metody. Detekce patogenu pomoci upravené metody DAS-ELISA od firmy Bioreba AG mUize
poskytnout vysledky za jeden pracovni den (8,5 hod).
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ABSTRACT

During seasonal inspections and a need for detection of fruit tree pathogens, diagnostic
laboratories often have to deal with situations where a large number of samples have to be
analyzed in a short time. We therefore focused on the development of a faster and more
efficient diagnostic procedure for the detection of Plum pox virus (PPV). A relatively cheap and
simple serological method, the double antibody sandwich enzyme linked immunosorbent
assay (DAS-ELISA), is usually used to detect PPV in plant material. The standard detection
time for the DAS-ELISA kit sold by Bioreba AG is 32 hours. The optimization of the method
involved reducing the incubation times and increasing the incubation temperature. At the same
time, it was necessary to increase the antibody concentration to maintain the sensitivity of the
method. Pathogen detection using a modified DAS-ELISA method from Bioreba AG can
provide in one working day (8.5 h).
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uvoD

Virus nestovic peckovin (PPV, Plum pox virus) je jednim z nejvyznamnéjSich patogent
ovocnych plodin na svété. Zpusobuje rozsahlé ekonomickeé ztraty v ovocnarstvi (Cambra et al.,
2006). Jeho pfitomnost v sadech ohrozuje nejen kvalitu a vynosy plodu, ale také dlouhodobou
zZivotaschopnost ovocnych stromu. Efektivni ochrana proti tomuto viru zahrnuje predevsim
prevenci v jeho Sifeni, nebot’ infilkované stromy nelze 1&€it. Prevence Sifeni PPV tedy vyzaduje
nejen kontrolu rostlin, ale také u€innou ochranu vuci vektorim, aby se minimalizovalo riziko
prenosu viru. MSice jsou hlavnimi vektory tohoto viru a pfenaseji jej neperzistentnim zptsobem
(Ng a Perry, 2004). Tento zplUsob pfenosu je rychly a efektivni, coz umozriuje viru rychle se
Sifit v sadech a mezi nimi. Nicméné kliCovym opatfenim je pouzivani zdravého certifikovaného
mnozitelského materialu. Virus PPV se totiz mize velice snadno prenaset prostfednictvim
infikovaného materialu, jako jsou rouby, o¢ka a vegetativhé mnozZené podnozZe (Polak et al.,
2010).

V ramci Evropské unie se proto uplatfiuji certifikacni schémata, ktera zahrnuji pravidelné
testovani rozmnozovaciho rostlinného materialu dle metod definovanych v diagnostickych
protokolech. Tato certifikaCni schémata a diagnostické protokoly vydava Evropska a
stfedozemni organizace ochrany rostlin (European and Mediterranean Plant Protection
Organization, EPPO). Jejich cilem je zajistit, aby material uréeny pro dalSi vysadbu byl prosty
vird a dalSich regulovanych patogenl. Konkrétné v diagnostickém protokolu pro virus PPV PM
7/32 (2) Plum pox virus je popsana diagnostika viru pomoci sérologickych, molekularnich,
imunochromatografickych a biologickych metod (EPPO, 2023). V soucasné dobé se k detekci
rostlinnych virh ovocnych plodin velmi ¢asto vyuziva tzv. sendvi¢ova ELISA (double antibody
sandwich enzyme linked immunosorbent assay, DAS-ELISA) (Clark a Adams, 1977). Jedna
se o relativné levnou a jednoduchou sérologickou metodu, kterd poskytuje dostate¢nou
citlivost a specificitu. Je vhodna pro testovani velkého poctu vzorkl najednou. DalSi metodou,
taktéz Casto vyuzivanou pro diagnostiku rostlinnych vird, je real-time PCR (real-time
polymerase chain reaction). V béznych laboratofich, které provadi rutinni testovani rostlinnych
vird, a kde se klade dlraz na kapacitu zpracovanych vzorkl, neni simplexni RT PCR vhodna
z davodu vyrazné vyssSich nakladl k provedeni jednoho testu oproti metodé DAS-ELISA
(Boonham et al., 2014).

EPPO ve svém diagnostickém protokolu PM 7/32 (2) Plum pox virus uvadi vysledky
validace detek&nich souprav DAS-ELISA pro PPV od firem Bioreba AG, Agdia a SEDIAG. Tato
studie vznikla v ramci projektu ,Valitest* financovaného EU H2020, kdy byly porovnany
vykonnostni parametry diagnostickych souprav pro detekci viru PPV. Napf. test detekéniho
kitu DAS-ELISA od firmy Bioreba AG vykazoval citlivost 81,3 %, specificitu 93,8 %,
opakovatelnost 87,5 % a reprodukovatelnost 87,5 % (EPPO, 2023).

V navaznosti na zvySenou poptavku po diagnostice patogent ovocnych plodin, zvlasté
béhem sezoénnich kontrol, kdy je tfeba testovat velké mnozstvi vzorkll v omezeném Case, se
klade diraz na vyvoj rychlejSich a efektivngjSich diagnostickych metod. DalSsim z mnoha
ddvodul inovace metod muze byt co nejrychlejSi reakce na Sifeni znamého nové zavleceného
patogenu na nova uzemi. Pokud jsou na trhu dostupné komer¢né vyrobené protilatky, tak lze
k detekci viru pouzit metodu DAS-ELISA. Jina situace by nastala v pfipadé vyskytu nového a
nové se Sificiho patogenu. Zavedeni specifické a efektivni real-time PCR metody je rychlejsi
nez vyvoj protilatek pro DAS-ELISA (Boonham et al., 2014).
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Standardné se detekce metodou DAS-ELISA soupravami firmy Bioreba AG provadi ve dvou
dnech (cca 32-33 hodin) — prvni den se provadi potahovani jamek prvni protilatkou,
homogenizace vzorku a jejich inkubace v desti€ce pfes noc; druhy den se pfidava protilatka
konjugovana s enzymem, substrat a DAS-ELISA konéi odetenim absorbanci a jejich
vyhodnocenim (Bioreba, 2021). Cilem prace bylo provést modifikaci metody DAS-ELISA od
firmy Bioreba AG pro detekci PPV v ovocnych plodinach takovym zpusobem, aby bylo mozné
ziskat vysledky idealné béhem jedné smény (8,5 hodiny) s minimalnim dopadem na senzitivitu
metody. Pro srovnani byl pouzit i imunodiagnosticky rychlotest AgriStrip vyvinuty firmou
Bioreba AG.

MATERIAL A METODY

PPV pozitivni rostlinné kontroly

Pro porovnani citlivosti zrychlené jednodenni detekéni metody DAS-ELISA vici standardnimu
dvoudennimu diagnostickému postupu byly pouzity PPV pozitivni lyofilizované rostlinné
kontroly od firmy Bioreba AG a PPV infikovany rostlinny material. Pupeny a listy byly odebrany
ze dvou infikovanych strom0 rostoucich v okrese Ji¢in. Jednalo se o slivort neznamé odriidy a
slivon odridy ‘Kamir’. U téchto slivoni byla v minulosti potvrzena metodou DAS-ELISA infekce
virem nestovic peckovin (PPV).

Modifikace jednotlivych krokii metody DAS ELISA

Pro testovani pouzitelnosti modifikované metody DAS-ELISA v jednodennim usporadani byl
pouzit komeréné dostupny detekéni kit a originalni reagencie od firmy Bioreba AG
(k.€. 150565). Optimalizace metody zahrnovala zvySeni inkubacni teploty, coZz soucasné
umoznilo zkraceni inkubacnich €asu potfebnych k vazebnym interakcim plast-protilatka-
antigen-konjugat. DalSim krokem, ktery by mohl vést k uspé&sné modifikaci metody, bylo
navySeni koncentrace protilatek a konjugatu oproti dvoudennimu standardnimu
diagnostickému postupu. V tabulce 1 jsou uvedeny alternativni podminky jednotlivych kroku
metody v porovnani se standardnim postupem (Bioreba, 2021).

Tabulka 1. Parametry jednotlivych krokti metody DAS-ELISA. Porovnani dvou modifikovanych postupt
se standardnim provedenim doporuéenym od firmy Bioreba AG (shodné parametry zelené podbarveny).
Table 1. Parameters of individual steps of the DAS-ELISA method. Comparison of the two modified
procedures with the standard procedure recommended by Bioreba AG (identical parameters in green).

ifi 2 - 1)
Modifikovana DAS-ELISA Standardni DAS-ELISA?
Postup A® Postup B?
Potahovani desti¢ek® 2 h, 37 °C 2h, 37 °C 4h,30°C
Redéni protilatek® 1:1 000 1:500 1:1 000
Inkubace vzorki? 2h,37°C 2h,37°C Pfes noc®, 4 °C
GBikaceliopiuaeraaEl 1h 45 min, 37 °C 1h45min,37°C  |5h,30°C
;v)rotllatek
s enflionigdoxanvel 1:1 000 1:500 1:1 000
protilatek
Enzymaticka reakce'” 1h 1h 1h
Spektrofotometrie'® A405/492 nm A405/492 nm A405/492 nm
Délka postupu® 8 h 30 min 8 h 30 min 32 h 30 min

1) Modified DAS-ELISA, 2) Standard DAS-ELISA, 3) Procedure A, 4) Procedure B, 5) Coating step, 6) Dilution of
antibodies, 7) Incubation of samples, 8) Overnight, 9) Conjugation step, 10) Dilution of conjugate, 11) Substrate
step, 12) Spectrophotometry, 13) Length of procedure
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Porovnani citlivosti modifikované a standardni metody DAS-ELISA

Pro porovnani citlivosti modifikované a standardni metody DAS-ELISA byl navrZzen postup,
ktery zahrnoval testovani PPV pozitivnich rostlinnych kontrol. Byly pouzity dva rozdilné
materialy: PPV pozitivni lyofilizované kontroly od firmy Bioreba AG ziskané z extraktu
infikovanych rostlin a PPV pozitivni rostlinné kontroly (zamrazené pupeny nebo €erstvé listy
slivoné) s riznymi koncentracemi virovych antigena. Lyofilizované kontroly (suSina o hmotnosti
50-100 mg) byly rekonstituovany do plvodniho objemu (2,5 ml) podle navodu vyrobce
v ultradisté vodé. Vychozi hodnota hmotnostni koncentrace pro lyofilizovanou kontrolu neni
znama. Rostlinné kontroly byly homogenizovany v homogenizacnich saccich (k.. 430100)
v extrakénim pufru v poméru 1:20 (w/v) pomoci homogenizatoru HOMEX 7 (Bioreba AG).
Z rekonstituovanych lyofilizovanych a homogenizovanych rostlinnych pozitivnich kontrol byly
pfipraveny fedici fady s dvojnasobnym fedénim ve vodé: 2x, 4%, 8x, 16x, 32x, 64x, 128x,
256x a 512x. Paralelné bylo 200 ul z kazdého Fedéni otestovano na pfitomnost viru PPV
modifikovanymi metodami a kontrolni standardni metodou (podminky uvedeny v Tabulce 1).
DAS-ELISA probihala v mikrotitracnich destickach (Nunc MaxiSorp, Thermo Scientific,
dodavatel Bioreba AG), které jsou optimalizovany a validovany pro reagencie od firmy Bioreba
AG. Pro potvrzeni uspésné probéhlého testu DAS-ELISA se soucasné se vzorky davkovaly
do destiCky dodané Cerstvé viruprosté rostlinné kontroly. Jako negativni kontrola celého
postupu byl pouzit samotny extrakéni pufr. Odecet intenzity zabarveni se provedl
spektrofotometrem pfi vinovych délkach 405 nm a 492 nm (Sunrise RC, TECAN). Naméfena
data byla zpracovana softwarem KIM. Pro stanoveni hranice, pod kterou je hodnota
absorbance povaZzovana za negativni vysledek, se vypocitala prahova hodnota absorbance:
Ap = X + 3SD, kde X je primérna absorbance extrakénich pfipadné negativnich kontrol a SD
je jejich standardni odchylka. Vzorek je negativni (-), pokud je absorbance vzorku < Ap. Vzorek
je pozitivni (+), pokud je jeho absorbance = 2Ap. Kategorie mezi témito hodnotami je
oznacovana jako potencialné pozitivni vysledek (PP).

Imunochromatograficky test

Pro srovnani byl pro detekci viru PPV také vyuzit rychlotest AgriStrip vyvinuty firmou Bioreba
AG. Jedna se o tzv. "lateral flow test", ktery slouzi k detekci viru pfimo v terénu nebo
v laboratornich podminkach. Tento test umoZzZnuje snadné, rychlé a relativné spolehlivé
testovani rostlinnych vzorkG na pfitomnost viru bez nutnosti nakladného laboratorniho
vybaveni (Bioreba, 2018).

Testovani citlivosti AgriStrip probéhlo paralelné s metodami DAS-ELISA pouze v pfipadé
fedici fady rekonstituované pozitivni kontroly, protoze v pfipadé rostlinné kontroly nebylo
mozné vyuzit totoznou Fedici fadu rostlinného homogenatu z duvodu odliSného slozeni
extrakénich pufrt (AgriStrip vs. DAS-ELISA). Rostlinna kontrola (listy slivoné odrady ‘Kamir’)
byla homogenizovana v homogeniza¢nim sacku (k.€. 430100) v extrakénim pufru specifickém
pro AgriStrip pfiblizné v poméru 1:20 (w/v) pomoci ruéniho homogenizatoru. Z rekonstituované
a homogenizované pozitivni kontroly byly pfipraveny fedici fady s dvojnasobnym fedénim ve
vodé: 2x, 4%, 8x, 16%, 32x, 64x%, 128x, 256% a 512x. Rychlotest probihal v plastovych 1,5 ml
zkumavkach dle navodu vyrobce. Oznaceny konec testovacich prouzk(l byl ponofen na
15 minut do 200 pl rekonstituované a homogenizované pozitivni kontroly s rdznymi
koncentracemi virovych antigent. Poté probéhlo vyhodnoceni pomoci vizualniho odecteni
pritomnosti barevného kontrolniho a testovaciho pruhu na prouzku. PFfitomnost dvou pruh
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(kontrolni a testovaci pruh) indikovala pozitivni vysledek, zatimco pfitomnost pouze jednoho
kontrolniho pruhu znamenala negativni vysledek.

VYSLEDKY A DISKUZE

Diagnostickou soupravou DAS-ELISA pro virus PPV byly v roce 2024 provedeny nejprve ffi
nezavislé testy citlivosti s vyuzitim Fedici fady pozitivni lyofilizované kontroly. Testy se liSily
daty provedeni a Sarzi pozitivni lyofilizované kontroly (TEST 1: Sarze 045646, TEST 2 a 3:
Sarze 065850). Z vysledku v tabulce 2 vyplyva, zZe citlivost modifikované metody DAS-ELISA
(postup A) v pfipadé pouziti PPV pozitivni lyofilizované kontroly je nizSi oproti standardnimu
postupu. U v8ech tfi srovnavacich testd, kdy pfi fedéni pozitivni kontroly 64x (TEST 1), 128x%
(TEST 2 a 3) bylo dosaZeno modifikovanou metodou (postup A) vysledku PP, tedy
spotencialné pozitivni“, zatimco standardni metoda vykazovala jeSté pozitivni vysledek.
Modifikovana metoda (postup B) v jednom z testd prokazala srovnatelnou citlivost se
standardni metodou (Tabulka 2, TEST 3). Je zfejmé, ze dvojnasobné navySeni koncentrace
protilatek a konjugatu vede k vyrovnani se standardizované metodé.

Tabulka 2. Srovnani citlivosti modifikované metody DAS-ELISA (postup A a B) vuci standardnimu
postupu od firmy Bioreba AG pro virus PPV. Testy provedeny v sériovych fedénich lyofilizované pozitivni
rostlinné kontroly firmy Bioreba AG: TEST 1: SarZe 045646, TEST 2 a 3: Sarze 065850.

(-): negativni vysledek; (+): pozitivni vysledek; (PP): potencialné pozitivni vysledek; (NT): netestovano
a Prumér dvou opakovani s pouzitim dvou jamek na vzorek + SD. Hodnota absorbance mérena po 60
min

Table 2. Comparison of the sensitivity of the modified DAS-ELISA method (procedure A and B) with the
standard Bioreba AG procedure for PPV. Tests performed in serial dilutions of Bioreba AG lyophilized
positive plant control: TEST 1: batch 045646, TEST 2 and 3: batch 065850.

(-): negative; (+): positive; (PP): potentially positive; (NT): not tested

a Mean of two repetitions using two wells per sample £ SD. Absorbance value measured after 60 min

Pozitivni kontrola PPV (lyofilizovany rostlinny material, Bioreba AG)"
Modifikovana 1denni | Modifikovana 1denni | Standardni 2denni

TEST 1 ELISA (postup A)? ELISA (postup B)* ELISA®
Redéni® DAS-ELISA? Asosjaoz nm | DAS-ELISA? Asosias2 nm | DAS-ELISA? Asosias2 nm
Nespecifikovano® (w/v) (+) 2,909 + 0,0775 (+) 3,972 + 0,474 (+) 3,351 +£ 0,0425
2% (NT) (NT) (NT)
4x (+) 1,397 £ 0,0165 (+) 2,559 + 0,0105 (+) 2,012 + 0,028
8x (+) 0,769 + 0,0175 (+) 1,486 + 0,0215 (+) 1,356 + 0,009
16x% (+) 0,375 + 0,0045 (+) 0,789 * 0,0375 (+) 0,833 + 0,0035
32x% (+) 0,234 + 0,0015 (+) 0,361 + 0,002 (+) 0,591 + 0,0075
64x (PP) 0,144 £ 0,0015 (+) 0,174 + 0,005 (+) 0,365 + 0,0045
128x% (NT) (NT) (NT)
256% (NT) (NT) (NT)
512x (NT) (NT) (NT)
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Pozitivni kontrola PPV (lyofilizovany rostlinny material, Bioreba AG)"

TEST 2

Modifikovana 1denni
ELISA (postup A)?

Modifikovana 1denni
ELISA (postup B)?

Standardni 2denni
ELISA?

Redéni®

DAS-ELISA? A405/492 nm

DAS-ELISA? A405/492 nm

DAS-ELISA? A405/492 nm

Nespecifikovano® (w/v)

(+) 3,585 + 0,0390

(+) 4,223 + 0,6410

(+) 3,492 + 0,1235

2% (NT) (NT) (NT)
4% (+) 3,044 + 0,0350 (+) 3,651 £ 0,1760 (+) 3,692 + 0,1890
8x (+) 1,839 + 0,0430 (+) 3,014 + 0,0790 (+) 3,188 + 0,0270
16x% (+) 1,087 + 0,0325 (+) 1,837 + 0,0295 (+) 2,153 + 0,0215
32% (+) 0,573 + 0,0260 (+) 0,879 + 0,0575 (+) 1,408 + 0,0330
64% (+) 0,217 + 0,0320 (+) 0,262 + 0,0005 (+) 0,608 + 0,0065
128x (PP) 0,121 + 0,0130 (PP) 0,146 + 0,0015 (+) 0,277 + 0,0150
256% (-) 0,087 £ 0,0005 (-)0,091+0 (PP) 0,164 + 0,0010
512x% (NT) (NT) (NT)
Pozitivni kontrola PPV (lyofilizovany rostlinny material, Bioreba AG)"
Modifikovana 1denni | Modifikovana 1denni Standardni 2denni
TEST 3 ELISA (postup A)? ELISA (postup B)* ELISA®
Redéni® DAS-ELISA? Asos5/492 nm | DAS-ELISA® Asosiagz nm | DAS-ELISA? A4gs/492 nm
Nespecifikovano® (w/v) (+) 3,571 £ 0,0010 (+) 3,676 + 0,0620 (+) 3,722 + 0,0875
2% (NT) (NT) (NT)

4x (+) 3,483 + 0,0190 (+) 3,680 + 0,0785 (+) 3,830 + 0,1475
8x (+) 2,404 + 0,0400 (+) 3,291 + 0,0125 (+) 3,400 + 0,0017
16x (+) 1,487 + 0,0435 (+) 2,332 + 0,0435 (+) 2,445 + 0,0085
32 (+) 0,755 + 0,0065 (+) 1,150 + 0,0210 (+) 1,460 + 0,0325
64x (+) 0,338 + 0,0115 (+) 0,443 + 0,0255 (+) 0,853 + 0,0050
128x (PP) 0,155 + 0 (+) 0,320 + 0,0145 (+) 0,361 + 0,0165
256x (PP) 0,111+ 0,0050 | (PP)0,168+0,0015 | (PP)0,181 +0,0005
512x (-) 0,092 + 0,0010 (PP) 0,114 + 0,0035 | (PP)0,124 +0,0035

1) Positive control PPV (lyophilized plant material, Bioreba AG), 2) Modified 1-day ELISA (procedure A), 3) Modified
1-day ELISA (procedure B), 4) Standard 2-day ELISA, 5) Dilution, 6) Not specified

Porovnani citlivosti pokraCovalo na rostlinach infikovanych virem PPV naslednymi tfemi
nezavislymi diagnostickymi testy modifikovanych metod DAS-ELISA (postup A a B) s metodou
standardizovanou od firmy Bioreba AG. Pro prvni test (A) byly pouzity zamrazené pupeny
neznamé odrudy slivoné (datum odbéru 6. 3. 2024). Jako vstupni material pro nasledujici dva
srovnavaci testy byly pouzity Cerstvé odebrané listy s pfiznaky viru nestovic peckovin. Vzorek
pro druhy test (B) pochazel ze slivoné neznamé odridy (datum odbéru 29. 5. 2024), zatimco
vzorek pro treti test (C) byl odebran ze slivoné odridy ‘Kamir’ (datum odbéru 16. 8. 2024).
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U PPV pozitivhich homogenizovanych rostlinnych kontrol se ukazal shodny trend v nizsi
citlivosti v pfipadé modifikované metody (postup A). Citlivost detekce modifikované (postup B)
a standardni metody byla srovnatelna ve vSech tfech variantach testu (Tabulka 3).

U obou variant pozitivnich kontrol modifikovana metoda (postup A), zahrnujici zkraceni
inkubacnich €asl a souCasné navyseni teploty, nevykazala shodnou citlivost s metodou
standardni, byt pouze o jeden fedici stupen u vétSiny testl. Pouziti modifikované metody
(postup A) v laboratorni praxi nelze vyloucit, nicméné je nutné pocitat se snizenim citlivosti
metody, kdy pfi nizkych koncentracich patogenu, blizicich se k hranici detekce, jiz
modifikovana metoda oproti standardni metodé poskytne potencialné pozitivni nebo falesné
negativni vysledek.

Vysledek testl modifikované metody (postup B) potvrzuje, Ze navrzené Upravy mohou byt
uspésné aplikovany v diagnostice viru PPV bez negativhiho dopadu na kvalitu detekce, coz
muze vyznamné zvysit efektivitu prace v laboratofi.

Tabulka 3. Srovnani citlivosti modifikované metody DAS-ELISA (postup A a B) vuci standardnimu
postupu od firmy Bioreba AG pro virus PPV. Testy provedeny v sériovych fedénich homogenizované
pozitivni rostlinné kontroly: TEST A: zmraZené pupeny, TEST B a C: Cerstvé listy.

(-): negativni vysledek; (+): pozitivni vysledek; (PP): potencialné pozitivni vysledek; (NT): netestovano
a Prumér dvou opakovani s pouZitim dvou jamek na vzorek + SD. Hodnota absorbance mérena po
60 min

Table 3. Comparison of the sensitivity of the modified DAS-ELISA method (procedure A and B) with the
standard Bioreba AG procedure for PPV. Tests performed in serial dilutions of homogenized positive
plant control: TEST A: frozen buds, TEST B and C: fresh leaves.

(-): negative; (+): positive; (PP): potentially positive; (NT): not tested

a Mean of two repetitions using two wells per sample £ SD. Absorbance value measured after 60 min

Pozitivni kontrola PPV (zamrazené pupeny, slivoin odriida neznama, Chlum
u Hofic)"

Modifikovana 1denni

Modifikovana 1denni

Standardni 2denni

TEST A ELISA (postup A)® ELISA (postup B)? ELISA®
Redéni” DAS-ELISA? Aosiaso nm | DAS-ELISA® Asgsiaso nm | DAS-ELISA? Asosiasy nm
1:20 (W/v) (+) 0,277 + 0,0065 (+) 0,450 + 0,0145 (+) 0,629 + 0,004
2x (1:40) (NT) (NT) (NT)

4x (1:80) (PP) 0,138 £ 0 (+) 0,188 + 0,0035 (+) 0,252 + 0,003
8x (1:160) (PP) 0,115 + 0,0005 (PP) 0,147 + 0,001 (PP) 0,177 + 0,002
16x (1:320) (PP) 0,100 0,001 (PP) 0,117 + 0,004 (PP) 0,130 + 0,0065
32x (1:640) (PP) 0,092 + 0,0015 (PP) 0,100 + 0,0005 (PP) 0,104 + 0
64x (1:1280) (-) 0,085 + 0,001 (-) 0,0885 + 0,0015 (-) 0,087 + 0,001
128x (1:2560) (NT) (NT) (NT)

256x% (1:5120) (NT) (NT) (NT)

512x (1:10240) (NT) (NT) (NT)
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Pozitivni kontrola PPV (Cerstvé listy, slivon odrida neznama, Chlum u

Hofic)?

Modifikovana 1denni

Modifikovana 1denni

Standardni 2denni

TEST B ELISA (postup A)¥ ELISA (postup B)? ELISA®
Redéni” DAS-ELISA? A405/492 nm DAS-ELISA? A405/492 nm DAS-ELISA? A405/492 nm
1:20 (Wiv) (+) 3,789 £ 0,0335 (+) 3,510 £ 0,0256 (+) 3,688 + 0,0535
2x (1:40) (NT) (NT) (NT)

4% (1:80) (+) 3,717 £ 0,2415 (+) 3,760 + 0,1195 (+) 3,685 + 0,2070
8x (1:160) (+) 3,797 + 0,3450 (+) 3,792 + 0,0975 (+) 3,830 + 0,1015
16% (1:320) (+) 3,823 £ 0,795 (+) 3,713 £ 0,0410 (+) 3,800 + 0,1565
32x (1:640) (+) 2,735 + 0,0980 (+) 3,531 £ 0,0355 (+) 3,247 £0,1310
64x (1:1280) (+) 0,835 + 0,0290 (+) 1,167 + 0,0645 (+) 1,260 + 0,0390
128x% (1:2560) (+) 0,203 + 0,0255 (+) 0,731 + 0,0305 (+) 0,479 + 0,0725
256x% (1:5120) (PP) 0,110 % 0,0015 (+) 0,291 £ 0,0125 (+) 0,261 % 0,0090
512x (1:10240) (NT) (NT) (NT)

Pozitivni kontrola PPV (&erstvé listy, slivon odrida ‘Kamir’, Holovousy)?

Modifikovana 1denni

Modifikovana 1denni

Standardni 2denni

TEST C ELISA (postup A)¥ ELISA (postup B)* ELISA®
Redéni” DAS-ELISA? A405/492 nm DAS-ELISA? A405/492 nm DAS-ELISA? A405/492 nm
1:20 (Wiv) (+) 3,604 + 0,0475 (+) 3,600 £ 0,0155 (+) 3,677 £ 0,1110
2% (1:40) (NT) (NT) (NT)

4% (1:80) (+) 3,662 + 0,1900 (+) 3,568 + 0,0310 (+) 3,800 + 0,0715
8% (1:160) (+) 3,636 £ 0,0310 (+) 3,633 + 0,0260 (+) 3,972 + 0,0815
16% (1:320) (+) 3,550 + 0,0815 (+) 3,669 + 0,1435 (+) 3,761 £ 0,0460
32x (1:640) (+) 2,524 + 0,0415 (+) 3,500  0,0650 (+) 3,829 + 0,0400
64x (1:1280) (+) 1,039 £ 0,1425 (+) 1,857 £ 0,1050 (+) 1,872 £ 0,1495
128x (1:2560) (+) 0,335 £ 0,0265 (+) 0,644 + 0,0785 (+) 0,862 + 0,1075
256x (1:5120) (+) 0,343 £ 0,0520 (+) 0,401 £ 0,0025 (+) 0,580 + 0,0045
512x (1:10240) (PP) 0,176 + 0,0030 (+) 0,219 £ 0,0125 (+) 0,502 + 0,0675

1) Positive control PPV (frozen buds, plum variety unknown, Chlum u Hofic), 2) Positive control PPV (fresh leaves,
plum variety unknown, Chlum u Hofic), 3) Positive control PPV (fresh leaves, plum variety ‘Kamir’, Holovousy),
4) Modified 1-day ELISA (procedure A), 5) Modified 1-day ELISA (procedure B), 6) Standard 2-day ELISA,
7) Dilution

Antigenni rychlotest pro PPV: AgriStrip Bioreba AG

Diagnostické prouzky AgriStrip od firmy Bioreba AG umozhuji v fadech minut otestovat
zdravotni stav rostlinného materialu. Testy s AgriStrip byly provedeny paralelné s tretim
srovnavacim diagnostickym testem DAS-ELISA u obou variant pozitivnich kontrol. V porovnani
s modifikacemi metody DAS-ELISA byla citlivost AgriStrip detekujiciho PPV v lyofilizované
pozitivni kontrole vyrazné nizsi (Tabulka 4).
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Negativniho vysledku bylo dosazeno u stupné fedéni 32x, zatimco standardni metoda
zachytila virus PPV (potencialné pozitivni) dokonce u stupné fedéni 512x. NiZsi citlivost tak
odpovida doporuceni firmy Bioreba AG nepouzivat lyofilizované kontroly ze standardnich
souprav ELISA pro detekci pomoci AgriStrip. Negativni vysledek AgriStrip u Cerstvych listd
slivoné infikovanych PPV byl zaznamenan u fedéni v poméru 1:2560 (v/iw). Tedy opét byla
potvrzena vyrazné nizSi citlivost rychlotestu oproti standardni metodé, ktera pfi fedéni
v poméru 1:10240 (v/w) stale vykazovala pozitivni nalez.

Obrazek 1. Senzitivita imunochromatografického testu AgriStrip (Bioreba AG). Listy slivoné odrady
‘Kamir’ infikované virem nestovic peckovin; rtizné fedéni vzorku.

Figure 1. Sensitivity of the immunochromatographic test AgriStrip (Bioreba AG). Leaves of plum variety
‘Kamir’ infected with plum pox virus; various dilution of the sample.

1:20 | Pevio s
1:80 " TPV Lot TS0RsT
- i PPV Lot 150837
1:160 1 PPV Lot 150937
1:320 PPV Lot 150837
i PPV Lot 150937

1:640 PVt T
1:1280 PPV Lot 150837

Tabulka 4. Citlivost imunochromatografickych testt AgriStrip od firmy Bioreba AG pro virus PPV. Testy
byly provedeny v sériovych fedénich lyofilizované pozitivni rostlinné kontroly firmy Bioreba AG a
v sériovych fedénich homogenizované pozitivni rostlinné kontroly. Vyhodnoceno vizualnim odecétenim
pritomnosti barevného kontrolniho a testovaciho pruhu na prouzku: (-): negativni vysledek; (+): pozitivni
vysledek.

Table 4. Sensitivity of the AgriStrip immunochromatographic test AgriStrip (Bioreba AG) for PPV. The
tests were performed in serial dilutions of the lyophilized positive plant control from Bioreba AG and in
serial dilutions of the homogenized positive plant control. Evaluated by visual reading of the presence
of the coloured control and test stripe on the strip: (-): negative result; (+): positive result.

Pozitivni kontrola PPV (lyofilizovany rostlinny Pozitivni kontrola PPV (Cerstvé listy, slivon
material, Bioreba AG, $arze 065850)" odrida ‘Kamir’, Holovousy)?
Redéni® AgriStrip Bioreba AG Redéni® AgriStrip Bioreba AG
Nespecifikovano* (w/v) (+) 1:20 (w/iv) (+)

2% (+) 2% (1:40) (+)

4% (+) 4x (1:80) (+)

8x +) 8x (1:160) +)

16% (+) 16x% (1:320) (+)

32 0 32x (1:640) (+)

64x 0 64 (1:1280) (+)

128x 0 128x (1:2560) )

256x ) 256% (1:5120) )

512x ) 512x (1:10240) )

1) Positive control PPV (lyophilized plant material, Bioreba AG, batch 065850), 2) Positive control PPV (fresh
leaves, plum variety ‘Kamir’, Holovousy), 3) Dilution, 4) Not specified
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Ekonomické aspekty: modifikovana versus standardni DAS-ELISA

Orienta¢ni naklady bez DPH na analyzu 40 vzork( (jedna desticka) s pouzitim DAS-ELISA
PPV reagencéniho kitu (k.. 150565, Bioreba AG) pro jednotlivé postupy jsou uvedeny
v tabulce 5. Celkova cena zahrnuje pouze &astky za reagencie. Naklady pro modifikovanou
metodu (postup B) jsou navySeny z duvodu pouziti dvojnasobného mnozstvi kliovych
reagencii, a to PPV protilatek (k.C. 150515, Bioreba AG) a PPV konjugatu (k.C. 150525,
Bioreba AG). Teoreticky standardni metoda sice pfinasi niz8i naklady na jeden test, nicméné
kapacita analyzovanych vzorku je o 60 % nizSi nez u zkracené jednodenni verze metody DAS-
ELISA (vztazeno na 5 pracovnich dnu, dvé dvoudenni metody DAS-ELISA pfi zachovani poctu
40 vzorku na jeden test). Zavedeni zrychlené metody DAS-ELISA laboratofi pfinese moznost
okamzité reagovat na pozadavky zakaznika, tykajici se urgentni diagnostiky rostlinnych
vzorkl. RychlejSi diagnostika zvySuje pocet zpracovanych vzorkl za jednotku ¢asu, coz muze
ve vysledku pfispét ke snizeni nakladll na jeden test, a tim kompenzovat zvy$ené naklady za
klicové reagencie u modifikované metody (postup B).

Tabulka 5. Porovnani orientaénich nakladu a procesivity modifikované versus standardni metody DAS-
ELISA a AgriStrip

Table 5. Comparison of indicative cost and procesivity of modified versus standard DAS-ELISA methods
and AgriStrip

Modifikovana DAS-ELISA" | Standardni AgriStrip
Postup A¥ | Postup B? DAS-ELISA®
Finanéni naklady: 40 vzorku® 1850 K& 3380 K& 1850 K¢& 2710 K&
Procesivita metody: 5 pracovnich dna® 200 200 80 > 200
Naklady na 1 vzorek?” 46,25 K& 84,50 K& 46,25 K¢ 67,80 K&

1) Modified DAS-ELISA, 2) Standard DAS-ELISA, 3) Procedure A, 4) Procedure B, 5) Financial costs: 40 samples,
6) Method capacity: 5 working days, 7) Cost per 1 sample

Standardni metoda DAS-ELISA pro virus PPV od firmy Bioreba AG poskytuje vysokou
citlivost, tudiz velmi spolehlivé vysledky. Maximalni kapacita analyzovanych vzork( je
240 rostlin za pracovni tyden pfi provedeni dvou standardnich testd DAS-ELISA (pfi praci
jedné osoby, pfi zpracovani dvou desti¢ek za dva pracovni dny a Ctyf destiCek za tfi pracovni
dny, kdy jeden den jsou vzorky pouze navazovany a homogenizovany). DalSi moznosti je
prekryvné uspofadani dvoudenni metody DAS-ELISA v ramci jednoho pracovniho tydne.
Timto zpusobem lIze provést az 4 diagnostické testy béhem tydne. Modifikovana metoda
(postup B) umozriuje analyzovat maximalni pocet vzorkd 200 rostlin za pracovni tyden (pfi
praci jedné osoby, pfi zpracovani jedné desti¢ky za jeden pracovni den). Laboratofe mohou
byt schopné kapacitu analyzovanych vzorkd individualné navysit, napf. vys$Sim pocétem
pracovniku, pFistroji atd. Vyuziti AgriStrip je idealni pro velice rychlé a jednoduché testovani
v terénu, ale s omezenou citlivosti. Pomoci AgriStrip Ize béhem nékolika minut ve vysadbé
provést konfirmacni test na pfitomnost viru nestovic peckovin u rostlin s viditelnymi pfiznaky.
Tento test neni vhodny pro diagnostiku viru PPV v rozmnozovacim rostlinném materialu, kde
je kritické detekovat virus jiz v nizkych koncentracich. Pokud je k dispozici laboratorni zazemi,
Ize doporucit nahrazeni AgriStrip postupem A, ktery neni sice tak citlivy jako postup B a
standardni metoda, ale oproti AgriStrip je stale vyrazné citlivéjsi a levnéjsi.
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]
ZAVER
DAS-ELISA je robustni a snadno proveditelna metoda. Detekéni soupravy DAS-ELISA pro
diagnostiku rostlinnych virl jsou v soucasnosti komeréné dostupné od fady spole¢nosti.
Nicméné diagnosticka metoda DAS-ELISA se u jednotlivych vyrobctd muze lisit svou délkou.
Napf. firma Agdia umoznuje provést diagnosticky test touto metodou za 10 hodin, nebot Ize
dle jejich navodu zkratit inkubaci extraktu pfes noc za chladu na 2 hod pfi pokojové teploté
(Agdia, 2020). Provedeni testu by ovSem vyZadovalo 12hodinovou sménu, tudiZz navysSeni
nakladd na personal a provoz laboratofe. Firma SEDIAG nabizi provedeni testu metodou
DAS-ELISA pfiblizné za 22 hodin, coZ opét vyZaduje 2 dny k provedeni analyzy (SEDIAG
2022). Firma Agritest nabizi modifikovany postup detekce PPV metodou DAS-ELISA, kterym
Ize ziskat vysledky béhem jednoho pracovniho dne. Nicméné upozornuje, ze citlivost metody
je snizena oproti standardnimu dvoudennimu postupu. V na8i praci jsme prokazali, Ze pomoci
upravené metody DAS-ELISA od firmy Bioreba AG lze ziskat vysledky béhem jednoho
pracovniho dne za 8,5 hodiny a bez negativniho dopadu na kvalitu detekce.
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