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DOLGOTRAJNA STABILNOST PREDPRIPRAVLJENIH REAGENTOV
OMOGOCA POENOSTAVITEYV I1ZVEDBE IZOTERMNE REAKCIJE LAMP
ZA ZAZNAVANJE BOLEZNI RASTLIN NA TERENU

Neza TURNSEK', Spela ALIC?, Tanja DREO?
1-*Nacionalni institut za biologijo, Oddelek za biotehnologijo in sistemsko biologijo
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Izotermna amplifikacija (LAMP) za testiranje rastlinskih bolezni na kraju samem je
zaradi svoje prakti¢nosti vse bolj priznana. Ceprav je testiranje LAMP uporabniku
prijazno in primerno za grobe materiale, priprava reagentov in kontrol brez
kontaminacije ostaja izziv, zlasti v terenskih razmerah. Ta postopek tradicionalno
zahteva dodatne korake in opremo. V projektu Q-Entry (V4-2023) smo zeleli
poenostaviti testiranje na terenu in zmanjsati tveganje kontaminacije z izvedbo celovite
Studije stabilnosti vnaprej pripravljenih oligonukleotidov in pozitivnih kontrolnih
materialov za test LAMP, za zaznavanje bakterij Ralstonia spp. Ta Studija temelji na
nasem predhodno razvitem standardiziranem protokolu (Lenar¢i¢ in sod., 2014; Pirc in
sod., 2021). Vnaprej smo pripravili meSanico Sestih oligonukleotidnih zacetnikov in
kontrolno DNK znanega izolata R. solanacearum ter jih razporedili v testne trakove. V
obdobju dveh let smo te materiale testirali vsake tri mesece, pri ¢emer smo predhodno
pripravljenim meSanicam dodali 2x Isothermal Master Mix (OptiGene) in reakcije
izvajali pri konstantni temperaturi 60°C z instrumentom Genie II® (OptiGene).
Rezultate smo ovrednotili s primerjavo kvalitativnih rezultatov in casa do pozitivne
reakcije v razlicnih Casovnih intervalih z zacetnimi ugotovitvami. NaSi rezultati
potrjujejo stabilnost predhodno pripravljenih reagentov in kontrolnega materiala za
najmanj dve leti, ¢e so shranjeni pri temperaturi < -15 °C. Ta stabilnost omogoca
njihovo predhodno pripravo, s ¢imer se u¢inkovito lo¢ijo naloge, za katere sta koristna
nadzorovano okolje in specializirana oprema (za delo z majhnimi volumni), od
dejanskega izvajanja testov na terenu. Zato ta pristop poenostavi postopke, saj zmanjsa
Stevilo potrebnih korakov na kraju samem, s tem pa poveca prakticnost diagnostike
rastlinskih bolezni na terenu.

Kljuéne besede: LAMP, testiranje na terenu, Ralstonia spp., dolgorocna stabilnost
vzorcev in reagentov
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ABSTRACT

ENHANCING FIELD EFFICIENCY OF ISOTHERMAL LAMP: STABILITY OF PRE-
MIXED TEST REAGENTS FOR ADVANCED PREPARATION AND STREAMLINED
PEST IDENTIFICATION

The adoption of isothermal Loop-Mediated Isothermal Ampilification (LAMP) for on-site
testing of plant diseases is increasingly recognized for its practicality. Although LAMP
testing is user-friendly and accommodates crude sample materials, preparing reagents
and controls without contamination remains a challenge, especially in field conditions.
This process traditionally requires additional steps and equipment, posing operational
complexities. In the Q-Entry project (V4-2023), we aimed to simplify field testing and
reduce contamination risks by conducting a comprehensive stability study of premixed
oligonucleotides and positive control materials for the LAMP test targeting Ralstonia spp.
This study builds upon our standardized protocol previously developed (Lenar¢i¢ et al.,
2014, Pirc et al., 2021). We prepared a blend of six LAMP oligonucleotide primers and
control DNA from a known R. solanacearum isolate in advance, arranging them into
testing strips. Over a two-year period, we tested these materials every three months,
adding 2x Isothermal Master Mix (OptiGene) to the premixed primers, and conducting
reactions at a constant temperature of 60°C using a Genie II® instrument (OptiGene).
We evaluated the results by comparing the qualitative outcomes and the time to
positivity at various intervals with the initial findings. Our results affirm the stability of
both premixed reagents and control material for a minimum of two years when stored at
temperatures < -15 °C. This stability enables their advance preparation, effectively
segregating tasks that benefit from a controlled environment and specialized equipment
(for handling small volumes) from the actual test execution in the field. Consequently,
this approach simplifies field operations by reducing the number of steps required on-
site, thereby enhancing the efficiency and reliability of plant disease diagnostics.

Key words: LAMP, field testing, Ralstonia spp., long-term stability of samples and
reagents

1 UVOD

Tehnologija zankastega izotermi¢nega pomnozevanja odsekov DNA (LAMP, angl.
“Loop-Mediated Isothermal Amplification”) se je izkazala kot obetavno diagnosti¢no
orodje. Je hitra, obcutljiva in stroskovno ugodna tehnologija. Pred SirSo uporabo
tehnologije LAMP na dolo¢enem podro¢ju je posebnega pomena ocena njegove
izvedljivosti, ovrednotenje njegovega delovanja in stabilnosti reagentov v terenskih
razmerah, ter prepoznavanje kriticnih to¢k uporabe. V §tudiji smo analizirali celoten
proces izvedbe testa LAMP na izbranem primeru ter na podlagi analize rezultatov
preverili poenostavljeno izvedbo z uporabo pred-pripravljenih reagentov in kontrolnih
materialov. Studijo smo izvedli na testu LAMP za dolo&anje bakterij kompleksa vrst
Ralstonia solanacearum (Smith, 1896) Yabuuchi et al., 1996 emend. Safni et al., 2014
(Lenar€i¢ in sod., 2014; Pirc in sod., 2021), ki je vkljuéen v mednarodne standarde
(Izvedbena uredba Komisije (EU) 2022/1193; PM 7/21 (3)) za dolocanje teh bakterij v
rastlinah in gomoljih z bolezenskimi znamenji. Bakterije kompleksa vrst Ralstonia
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solanacearum povzrocajo venenje in venenju sorodna bolezenska znamenja na ve¢ kot
200 razli¢nih rastlinskih vrstah, med drugim tudi rjavo gnilobo krompirja.

2 MATERIALI IN METODE
2.1 Predpriprava reagentov in kontrolnih materialov

Dolgoro&no Studijo stabilnosti reagentov in kontrolnih materialov potrebnih za izvedbo
testa LAMP smo izvedli na primeru testa LAMP za dolo¢anje bakterij kompleksa vrst
Ralstonia solanacearum (Lenarc¢i¢ in sod., 2014) pri Eemer smo pri izvedbi upostevali
nas predhodno razvit standardiziran protokol (Pirc in sod., 2021).

Poizkus testiranja stabilnosti reagentov smo izvajali 24 mesecev, v enakomernih
gasovnih intervalih (testiranje na 3 mesece). Studijo smo izvedli na delovni obliki
reagentov, ki smo jih pripravili vnaprej. Pred-pripravljena meSanica je vsebovala vse
potrebne oligonukleotidne zaletnike v delovnih koncentracijah (F3_RS_egd|,
B3_RS_egl, FIP_RS_egl, BIP_RS_egl, FLoop_RS_egl in BlLoop_RS_egl) ter
molekularno vodo. MeS$anico smo alikvotirali v testne trakove (10uL/posamezno
reakcijo). Do posamezne tocke analize smo v skladu z navodili proizvajalca meSanico
hranili zamrznjeno (< -15 °C). Pred analizo smo mesanico odmrznili in ji dodali Master
Mix (Isothermal Master Mix MM 1SO-001, OptiGene, Velika Britanija).

V sklop testiranj stabilnostne Studije smo vkljucili tudi preverjanje najprimernejSe oblike
shranjevanja kontrolnih materialov. Za pripravo kontrolnih materialov (pozitivne
kontrole) testiranje smo izbrali DNA bakterije Ralstonia solanacearum NCPPB 4156
(NIB Z 30), ki jo tudi sicer uporabljamo kot pozitivnho kontrolo molekularnih testov za
dolo¢anje Ralstonia solanacearum. Delovno obliko kontrolnih materialov smo pripravili
tako, da smo DNA izolirano iz bakterijske suspenzije (uporabljen komplet QuickPick
Plant Kit, Bionobile) do ustrezne koncentracije redgili v pufru Tris-EDTA (TE) brez ali z
dodatkom eksterne DNA netarénega organizma (DNA spermijev lososa). Kontrolne
materiale smo do posamezne tocke analize hranili zamrznjene (< -15 °C).

2.21zvedba testa LAMP

Testiranje v ¢asovni tocki 0 je bilo izvedeno takoj po pripravi reagentov in kontrolnih
materialov. Rezultati testa LAMP v tej tocki predstavljajo izhodiS§¢e za primerjavo
rezultatov vseh nadaljnjih meritev. Test LAMP smo nato izvedli $e v ¢asovnih to¢kah 3,
6, 9, 12, 15, 18, 21 in 24 mesecev po zacetku Studije kar ¢asovno skupno obsega 2 leti
testiranja stabilnosti. V vsaki asovni tocki smo izvedli meritve posamezne oblike DNA
(DNA v TE in DNA v ssTE pufru; to je bil kontrolni material) v 3 tehni¢nih ponovitvah
(reakcijah) in negativno kontrolo (NTC; voda za molekularno biologijo) v 2 tehni¢nih
ponovitvah (reakcijah). V vseh ¢&asovnih to¢kah je bilo testiranje izvedeno na
instrumentu Genie 1I® (OptiGene, Velika Britanija) (Slika 1), ki je prilagojen tudi za
izvajanje testiranj LAMP na terenu. Pomnozevaniju, ki je potekalo 30 min pri temperaturi
60 °C, je sledil korak dolo¢anja talilne krivulie DNA s postopnim spreminjanjem
temperature od 98 °C do 80 °C v korakih po 0.05 °C/s. Test je bil veljaven, ¢e so bili
rezultati vseh vkljuéenih kontrol ustrezni. Posamezne reakcije smo vrednotili glede na
krivulje pomnozZevanja, temperature talilnih krivulj (Tm) pomnozkov in ¢asa pozitivnosti
(Tp) tj. Casovna toCka v reakciji pri kateri signal pomnoZevanja preseze ozadje.
Posamezno reakcijo smo interpretirali kot pozitiven rezultat, e smo opazili
amplifikacijsko krivuljo, ki je presegla ozadje (smo dolocili €as pozitivnosti) in je bila
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talilna temperature nastalega pomnozka med 91,1 in 92,3 °C. Rezultate smo dodatno
obdelali s programom Genie Explorer v2.0.7.11 (OptiGene, Velika Britanija).
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Slika 1: Aparatura za izvajanje testa LAMP, Genie II1® (OptiGene, Velika Britanija) s testnim
trakom v merilni enoti A (levo).

3 REZULTATI IN RAZPRAVA
3.1 Analiza kriti¢nih toc¢k uporabe tehnologije LAMP na terenu

Uporaba tehnologije LAMP v laboratoriju ni zahtevna, saj so njegove kriti¢ne tocke in
tudi sam proces, enak drugim testom, ki temeljijo na molekularno bioloskih metodah.
Na terenu je zazeleno, da je Stevilo korakov ¢im manjSe. Na ta naCin zmanjSamo
obcutljivost procesa za morebitne navzkrizne kontaminacije ter ga tudi poenostavimo.
Z analizo procesa smo ugotovili, da bi s predpripravo reagentov lahko v precejsnji meri
poenostavili izvedbo testov LAMP, tako v smislu Stevila korakov, potrebnega znanja
pri izvajalcih, kot tudi v smislu potrebne opreme. Zato smo se v nadaljevanju
osredotocili na pripravo pred-pripravljenih reagentov in kontrolnih materialov ter
analizo njihove stabilnosti. S pred-pripravo mesanice oligonukleotidnih zacetnikov se
izognemo pipetiranju majhnih volumnov pod 10 pL (0,2 do 2,0 pL), ki zahtevajo
ustrezne pipete in nadzorovano okolje (vlago in temperaturo).

3.2 Analiza stabilnosti pred-pripravljenih reagentov in kontrolnih materialov

V celotnem obdobju testiranja stabilnosti v devetih ¢asovnih tockah v dveh letih nismo
zaznali nobenih sprememb v stabilnosti reagentov, ki bi vplivale na kvalitativni rezultat
reakcije. Vsi testi so bili veljavni, saj so bile ob izbranih pogojih analize vse negativne
kontrole ustrezno negativne, medtem ko smo za vse tehni¢ne ponovitve obeh kontrolnih
materialov (DNK bakterije R. solanacearum z ali brez dodane eksterne DNK) v vseh
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¢asovnih tockah dobili pozitiven rezultat. Pravilna interpretacija je bila mogoca tako na
instrumentu Genie 1I® kot tudi znotraj racunalniSkega programa Genie Explorer s
katerim smo opravili podrobnejse analize rezultatov. Zaklju¢imo lahko, da so vnapre;j
pripravljeni reagenti in kontrolni materiali dovolj stabilni vsaj 24 mesecev.

Cas pozitivnosti (Tp) je za oba tipa kontrolnih materialov nihal tako znotraj reakcije
kot tudi med ¢asovnimi to¢kami (Slika 2) in je segal od 16,8 do 26,0 minut (povprecen
21,19 minut s koeficientom variacije 11,2 %) za kontrolni material v pufru TE in od
16,7 do 27,3 minut (povprecen 20,37 minut s koeficientom variacije 12,8 %) za
kontrolni material v pufru TE z dodano eksterno DNK. Relativno velika variabilnost v
Casu pozitivnosti za enake koncentracije najverjetneje odraza efekt Monte Carlo,
zacetne majhne razlike v ucinkovitosti pomnozevanja, ki se ob izredno hitrem
pomnozevanju v reakciji LAMP nato potencirajo.
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Slika 2: Rezultati testiranja stabilnosti pred-pripravljenih reagentov glede na rezultat ¢asa pozitivnosti
reakcije (Tp) in dolocene talilne temperature produkta (Tm). Za vsako ¢asovno tocko izrazeno v mesecih od
zacetka Studije so prikazane vrednosti treh tehni¢nih ponovitev za kontrolni material pripravljen v pufru TE
(prazni krozec) in pufru TE z dodatkom eksterne DNA (polni karo).

V primerjavi z vrednostmi Tm dolo¢enimi v predhodnih $tudijah na instrumentu
SmartCycler® (Cepheid, ZDA; Pirc in sod., 2021), smo v tej $tudiji z uporabo
instrumenta Genie I1® (OptiGene, Velika Britanija) dolo¢ili rahlo niZje vrednosti Tm in
ustrezno prilagodili pogoje za pozitivni rezultat posamezne reakcije. Talilna
temperatura (Tm) produktov pomnozevanja je bila bolj stabilna kot ¢as pozitivnosti in
je preko vseh casovnih to¢k za kontrolne materiale segala od 91,6 do 92,3 °C
(povprecno 92,0 °C s koeficientom variacije 0,14 %). Talilna temperatura tako v
kombinaciji s ¢asom pozitivnosti (Tp) ostaja zanesljiv pokazatelj specificnega
pomnozevanja in pomemben parameter za interpretacijo rezultatov.

Iz same oblike in viSine amplifikacijskih krivulj po casu lahko sklepamo, da je
ustreznejSa priprava kontrolnih DNA v pufru TE brez dodatka DNA lososovih
spermijev (Slika 3; Turnsek in sod., 2024). Vzrok slabsim signalom v primeru dodatka
DNA lososovih spermijev je najverjetneje pocasna razgradnja te DNA in s tem vecja
moznost nespecificnega pomnozevanja kratkih dvoveriznih DNA, ki jih barvilo za
vizualizacijo vseh dvoveriznih DNA ne lo¢i od tar¢nih pomnozkov.
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Slika 3: Primerjava amplifikacijskih krivulj (dviga fluorescence v odvisnosti od ¢asa) za kontrolne materiale
pripravljene v pufru TE (levo) in v pufru TE z dodatkom DNA lososovih spermijev (desno) po 24 mesecih.
Prikazane krivulje pridobljene z instrumentom Genie 11® (OptiGene) smo dodatno analizirali v programu
Genie Explorer v2.0.7.11 (OptiGene) z normalizacijo med 0 in 600 sekundami in glajenjem 3 tock.
Amplifikacijski krivulji negativnih kontrol sta prikazani s ¢rtkanimi ¢rtami.

3.3 Prenosljivost poenostavitev na druge teste LAMP

Z uporabo vnaprej pripravljenih reagentov in kontrolnih materialov smo uspes$no
poenostavili izvedbo testa LAMP za dolocanje bakterij kompleksa vrst Ralstonia
solanacearum (Lenaréi¢ in sod., 2014). Ucinkovito smo lo¢ili dele procesa, za katere
sta koristna nadzorovano okolje in specializirana oprema (za delo z majhnimi volumni),
od dejanskega izvajanja testov na terenu. S tem lahko omogocimo izvedbo LAMP z
manj specializirane opreme tudi manj izkuSenim operaterjem, ki teste redkeje izvajajo.
Stabilnost reagentov je pogosto prenosljiva med specificnimi testi, zato pricakujemo,
da so podobni reagenti drugih testov LAMP podobno stabilni in jih je zato mogoce
pripravljati vnaprej ter tako olajSati izvajanje reakcij LAMP na terenu.

Dodajanje vzorca v praksi na terenu bi po priakovanjih izvajali brez pipetiranja, saj
natanc¢nost ni zahtevana kadar analiziramo npr. gomolje krompirja z bolezenskimi
znamenji rjave gnilobe, ki jo povzroca R. solanacearum ali dolo¢amo bakterije Xylella
fastidiosa v zuzelkah. Kot so porocali Lenar¢i¢ in sod. (2014), pogosto zadostuje
dodajanje bakterijskega izcedka v samo reakcijo, ki jo lahko, ¢e je potrebno, v
predkoraku testa LAMP v instrumentu Genie II® dodatno segrejemo na vi§jo
temperaturo. Ob tem se iz celic sproti dovolj DNA, da jih lahko zaznamo. Podoben
pristop je bil opisan za nekatere zuzelke, ki jih je mogoce dolocati s tehnologijo LAMP
iz ¢esar sklepamo, da so opisane poenostavitve postopka perspektivne tudi za podrocje
entomologije. Uporaba testa LAMP je na podro¢ju entomologije Se v zacetnih fazah,
zato so poenostavitve Se posebej dobrodosle.

4 SKLEPI
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V Studiji stabilnosti vnaprej pripravljenih reagentov za test LAMP za dolocanje
bakterije Ralstonia solanacearum ter ustreznih kontrolnih materialov, smo potrdili, da
so stabilni vsaj dve leti. S predhodno pripravo reagentov in kontrolnih materialov
ucinkovito poenostavimo izvedbo testa LAMP. S tem lahko omogocimo izvedbo testa
z manj specializirane opreme tudi manj izkuSenim operaterjem, ki teste redkeje
izvajajo, ter s tem povecamo uporabnost diagnostike za terensko delo.
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