26 Hmeljarski bilten / Hop Bulletin 30 (2023)

VALIDACIJA METODE duRT-qPCR ZA DOLOCANJE VIROIDA
RAZPOKANOSTI SKORJE AGRUMOV (CBCVd) NA HMELJU Z
UPORABO mRNA1192 INTERNE KONTROLE

Tanja GUCEKT in Sebastjan RADISEKZ

Izvirni znanstveni ¢lanek / Original scientific article
Prispelo / Received: 15. 10. 2023
Sprejeto / Accepted: 5. 12. 2023

Izvlecek

Z namenom Sirjenja obsega akreditacije v Diagnosti¢nem laboratoriju za varstvo
rastlin (DL) na Institutu za hmeljarstvo in pivovarstvo Slovenije (IHPS) za
diagnosticno metodo »duRT-gPCR za doloc¢anje viroida CBCVd in interne kontrole
mRNA1192« (MDL 12) smo izvedli njeno delno validacijo in analizirali analiticno
obcutljivost, selektivnost, ponovljivost in obnovljivost. Analizo smo izvedli z uporabo
dveh kompletov reagentov (SensiFast in AgPATH). Pri analiti¢ni obcutljivosti smo
mejo zaznavnosti (LOD) dolo¢ili pri 5 pg in mejo dolocljivosti (LOQ) pri 50 pg. V
okviru testiranja obcutljivosti in selektivnosti smo primerjali razlicne sorte hmelja,
nacine okuzbe, kombinacije viroidov in dve metodi izolacije nukleinskih kislin in v
vseh primerih dobili ustrezne rezultate. Ponovljivost in obnovljivost smo testirali s
stirimi analitiki v treh dneh, z dvema kompletoma reagentov, na setu 30 vzorcev.
Skupno smo izvedli 12 analiz in analizirali 360 vzorcev in jih dolocili s 100 %
natancnostjo. V primeru SensiFast kompleta smo dobili nizje Cg-vrednosti in ga
dolocili kot optimalno izbiro za duRT-qPCR. Dodatno smo z metodo MDL12 izvedli
tudi analizo vzorcev hmelja in RNA vklju¢enih v med-laboratorijsko testiranje in bili
100 % uspesni. Z validacijo smo dokazali, da zagotavljamo zanesljive rezultate in da
je metoda primerna za akreditacijo. Clanek predstavlja validacijo diagnostiéne
metode, ki prinasa nove ugotovitve na podro¢ju izvajanja RT-gPCR tehnike.

Kljucne besede: CBCVd, analiticna obcutljivost, selektivnost, ponovljivost,
obnovljivost

VALIDATION OF THE RT-qPCR METHOD FOR THE DETECTION OF
CITRUS BARK CRACKING VIROID (CBCVd) ON HOPS INCLUDING
MRNA1192 AS INTERNAL CONTROL

Abstract

In order to expand the scope of accreditation in the Diagnostic Laboratory for Plant
Protection (DL) at the Slovenian Institute of Hop Research and Brewing (IHPS) for
the diagnostic method “duRT-qPCR for detection of CBCVd and internal control
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mRNA1192” (MDL 12), we performed its partial validation and analysed the
analytical sensitivity, selectivity, repeatability and reproducibility. Analyses were
performed using two sets of reagents (SensiFast and AgPATH). For analytical
sensitivity, the limit of detection (LOD) was set at 5 pg and the limit of quantification
(LOQ) at 50 pg RNA. As part of sensitivity and selectivity testing, we compared
different hop cultivars, infection methods, viroid combinations and two nucleic acid
isolation methods. In all tests we obtained accurate results. Repeatability and
reproducibility were tested with four analysts over three days, with two sets of
reagents, on set of 30 samples. We performed a total of 12 analyses and tested 360
samples, and determined them with 100 % accuracy. In the case of SensiFast kit, we
obtained lower Cq values and chose it as the optimal choice for duRT-qPCR. In
addition, with the MDL 12 method, we also performed an analysis of hop samples
and RNA included in inter-laboratory testing and were 100 % successful. Through
validation, we proved that we provide reliable results and that the method is suitable
for accreditation. The paper presents the validation of the diagnostic method, which
brings new findings in the field of RT-gPCR method implementation.

Key words: CBCVd, analytical sensitivity, selectivity, repeatability, reproducibility

1 uvoD

Za dolocanje viroidov so vedno pogosteje v rutinski uporabi metode na osnovi
dolocanja nukleinskih kislin, kot je RT-PCR v realnem ¢asu (RT-qPCR) (Gucek in sod.,
2023). Metoda RT-gPCR je zelo hitra, obcutljiva, z manj moznostmi za kontaminacijo
(brez gela), vendar z omejitvami kot so dragi reagenti, oprema in visoka kakovost
izolirane RNA (Boonham in sod., 2004). PomnoZevanje produkta vodi do povecanja
fluorescence, ki jo spremljamo med samim potekom reakcije, zato koncna analiza
na gelu ni potrebna. Zaznavanje pomnozenih PCR produktov je mogoce z uporabo
nespecificnih. (npr. SYBR Green I) ali specificnih metod (npr. TagMan) (Valasek in
Repa, 2005). V primeru TagMan kemije se med zacetna oligonukleotida (Z0) na
tar¢no zaporedje komplementarno veze tudi sonda oznacena s fluorescentnima
barviloma. Ob podaljSevanju verige DNA-polimeraza razgradi sondo, zato se dusilec
oddalji od porocevalca in porocevalski signal lahko izmerimo (Valasek in Repa,
2005). Na podoben nacin specificno zaznavo omogocajo tudi LNA-sonde (ang.
Locked nucleic acids), ki omogocajo modifikacije posameznih nukleotidov, pri
¢emer se poveca talilna temperatura (Tm) sonde in specificnost hibridizacije (Latorra
in sod., 2003).

Metode na osnovi TagMan kemije so pogosteje v uporabi za dolo¢anje viroidov
(Boonham in sod., 2004; Botermans in sod., 2013; Luigi in Faggioli, 2011; Monger in
sod., 2010; Mumford in sod., 2000) kot SYBR Green barvila (Parisiin sod., 2011; Rizza
in sod., 2009). Uporaba ve¢ sond in razlicnih fluoroforov omogoc¢a z RT-qPCR
soc¢asno dolocanje ve¢ viroidov (ang. multiplex RT-gPCR, mRT-qPCR). Tarce za
mRT-qPCR so lahko enakih velikosti, kar omogoca analizo vec¢jega Stevila vzorcey,
krajsi Cas analize in manjSo porabo reagentov, zaradi manjsega Stevila analiz (Lin in
sod., 2013; Mumford in sod., 2000). Osman in sod. (2017) so razvili mRT-qPCR za
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doloc¢anje HSVd (ang. hop stunt viroid), CEVd (ang. citrus exocortis viroid) in CBCVd
(ang. citrus bark cracking viroid) v agrumih. Na hmelju so Seigner in sod. (2020)
razvili RT-qPCR za socasno dolo¢anje CBCVd in interne kontrole na osnovi mRNA
mitohondrijskega gena nad5 (ang. NADH dehydrogenase subunit 5) (ang. duplex RT-
gPCR, duRT-gqPCR). Uporaba interne kontrole je pri RT-gPCR klju¢na, saj nam poda
informacijo o kvaliteti izolirane RNA in kakovosti reagentov, hkrati pa se lahko
uporabi tudi za kvantifikacijo tar¢e (Gucek, 2020).

Pred kratkim smo Gucek in sod. (2023) razvili RT-gPCR in mRT-qPCR za dolocanje
viroidov HSVd, HLVd (ang. hop latent viroid) in CBCVd v hmelju. V okviru raziskave
smo objavili nove zacCetne oligonukleotide (ZO) za doloc¢anje CBCVd in interne
kontrole na osnovi endogenov mRNA1192 in mRNA170 odkritih v transkriptomu z
viroidi okuzenega hmelja (Pokorn, 2017). Plod tega dela je tudi razvita metoda duRT-
gPCR za dolo¢anje CBCVd z uporabo interne kontrole mRNA1192, ki je v DL v uporabi
za raziskave Ze od leta 2018 (interna oznaka MDL 12), vendar Se ni bila v celoti
validirana. ZO so bili testirani in situ in na 35 vzorcih razli¢nih izolatov viroida CBCVd,
HLVd, HSVd in CEVd. Nespecificno pomnozevanje ni bilo potrieno. Analiticna
obcutljivost, selektivhost, ponovljivost in obnovljivost so bile predhodno ze testirane
za Z0 CBCVd (Gucek in sod., 2023). Uporabljeni so bili ZO v kombinaciji z drugimi
tar¢ami kot pri duRT-gPCR (MDL 12), kar ima lahko vpliv na rezultate validacije. Z
MDL 12 smo v zadnjih petih letih v okviru raziskav prav tako testirali ve¢ kot 1000
vzorcev in nespecificnega pomnozevanja nismo potrdili. Zato smo v okviru ocene
tveganja odlocili, da izvedemo analiticno obcutljivost, selektivhost, ponovljivost in
obnovljivost.

Za validacijo metod, ki so v postopku akreditacije po standardu ISO/IEC 17025:2017
so na voljo EPPO smernice PM 7/98 (5) »Specific requirements for laboratories
preparing accreditation for a plant pest diagnostic activity« (EPPO, 2021). Pri vsaki
diagnosti¢ni metodi za dolo¢anje rastlinskih Skodljivih organizmov je potrebno
dolociti analiticno obcutljivost, specificnost, selektivhost, ponovljivost in
obnovljivost (dodatno lahko tudi robustnost). V postopku akreditacije izbrane
metode je potrebno izvesti oceno tveganja, identificirati katera merila uspesnosti
morajo biti ocenjena in v kaksnem obsegu ter dolociti obseg validacije (celotna,
delna, verifikacija). Po izvedbi validacije se oceni ali laboratorij ustreza kriterijem
dologenim v validirani metodi. Ce zahteve niso dosezene tudi po modifikaciji
metode, laboratorij ne sme izvajati metode glede na uveljavljena merila uspesnosti
(EPPO, 2021).

Z namenom Siritve obsega akreditacije po standardu ISO/IEC 17025:2017 smo
izvedli delno validacijo za diagnosti¢cno metodo MDL 12 z namenom, da zagotovimo
objektivne dokaze, da je DL kompetenten za izvedbo metode MDL 12 in da se
metoda v prihodnosti lahko vkljuci v obseg akreditacije.
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2 MATERIAL IN METODE

Pri pregledu dosedanjih raziskav (Gucek, 2020; Gucek in sod., 2023) smo zbrali
podatke o validaciji metode in izvedli oceno tveganja. V okviru analitiCne
specifi¢nosti so bili predhodno zacetni oligonukleotidi (ZO) (preglednica 1) (Gucek,
2020; Gucek in sod., 2023) Ze testirani z metodo RT-qPCR in mRT-gPCR. Dodatno
smo metodo MDL 12 vkljucili tudi v med-laboratorijsko testiranje vzorcev hmelja in
RNA (skupno 14 vzorcev), organizirano s strani Nacionalnega referencnega
laboratorija iz Ceske republike.

2.1 Izolacija nukleinskih kislin

Celokupne nukleinske kisline (TNA) smo iz vzorcev hmelja izolirali z uporabo CTAB
reagenta kot Ze predhodno opisano (Kump in Javornik, 1996) z manjsimi
modifikacijami (Pokorn, 2017). Uporabili smo 100 mg tkiva (listi hmelja), ki smo ga
homogenizirali v terilnicah v prisotnosti CTAB pufra. Vzorce smo raztopili v 50 pl TE
pufra (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8.0) in jih shranili pri -20 °C. Da bi preprecili
vpliv inhibitorjev, smo pred analizo izolirano TNA 10-krat redcili v vodi brez RNaz
(RNase-free Water, Sigma-Aldrich, ZDA).

V oceno analiticne obcutljivosti smo vkljucili tudi vzorce hmelja izolirane s
komercialno dostopnim kompletom Spectrum™ Plant Total RNA Isolation Kit (SPT,
Sigma-Aldrich, ZDA), po A-protokolu z manjsimi modifikacijami (Jakse in sod.,
2015). Vzorce listov hmelja (100 mg) smo zdrobili z uporabo terilnice in priloZzenega
pufra. Izolirano RNA smo shranili pri -70 °C. Pred analizo smo izolirano RNA 10-krat
redcili v vodi brez RNaz, da bi preprecili vpliv inhibitorjev.

2.2 duRT-gPCR reakcija

Analizo duRT-qPCR smo izvedli s specificnimi ZO in sondo za viroid CBCVd in interno
kontrolo mRNA1192 (preglednica 1). Za analizo smo pripravili 20 in 40 x
koncentrirano mesanico ZO in sond (20 x PP mRNA1192, 40 x PP CBCVd; ang.
primer-probe mix). Mesanico smo pripravili iz 100 pM raztopin smernih (F) (4 L/
8uL) in protismernih (R) (4 uL/ 8uL) ZO ter sonde (P) (4 pL/ 8uL), ki smo jim do 100
pL dodali vodo. Za viroid CBCVd smo uporabili konéno koncentracijo 300 nM ZO in
za sonde 150 nM. Uporabili smo LNA-sonde z reporterskimi barvili (CBCVd s FAM,
MRNA11792 s HEX) in dusilcem BHQ1 (preglednica 1). Za pozitivno kontrolo reakcije
duRT-gPCR smo uporabili referen¢ne vzorce hmelja okuzenega s CBCVd in umetno
sintetizirano cDNA zaporedje (gBlocks) viroida CBCVd (pristopna Stevilka
KM211546; podatkovna zbirka GenBank, NCBI) (PAC) (Gucek in sod., 2023), kot
negativne kontrole pa zdrave rastline (BVV hmelj) in vodo (NAC, negativna kontrola
reakcije). NacCrtovana zaporedja ZO, sonde in gBlocks nam je sintetiziralo podjetje
IDT (Integrated DNA Technologies, ZDA).
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Preglednica 4: Seznam zacetnih oligonukleotidov in sond za CBCVd in mRNA1192 za MDL
12.

Z0/sonda* Zaporedje 5°-3"** E:::Z:‘Ifta [bp] Barvilo Dusilec Vir
CBCVdg-Fé6 GAGGGAACATACCTG 88 FAM BHQ1 Gucek
AAGAGGGA in sod.,
CBCVdg-R6 GGTGCTGGACGCCAG 2023
CBCVdg-P1 CCGGG+GAAATCHTCT
TCA+GACTC+GTC
mMRNA1192_F1 GGTAGCAACACCCTT 96 HEX BHQ1 Gucek
CTTCTACTT in sod.,
mMmRNA1192_R1S ACCCGACTTTCCTCTA 2023
CTTTG
mRNA1192_PL CACAAAC+TCAACC+T
CTT+AGCACTTG

*F, smerni ZO; R, protismerni ZO; P, sonda
**modificirani nukleotidi pri LNA-sondah so oznaceni s + (pred nukleotidom)

Reakcijo duRT-gPCR smo izvedli z dvema kompletoma reagentov SensiFAST™
Probe No-ROX Kit (Bioline, Meridian Bioscience) v kombinaciji z MultiScribe Reverse
Transcriptase (Thermo Fisher Scientific, TFS) in AgPath-ID™ One Step RT-PCR
(TFS).

Preglednica 5: Sestava reakcijske mesanice in programi pomnozevanja duRT-gPCR s
kompletom reagentov SensiFast (Bioline) in AGQPATH (TFS).

SensiFast AgPATH

Komponenta* V[uL] Komponenta* V [uL]
H,0 1,65 H20 1,35
2x Pufer 5 2x Pufer 5

40 x PP CBCVd 0,5 40 x PP CBCVd 0,5
20x PP mRNA1192 0,75 20x PP mRNA1192 0,75
RT-encim 0,1 RT-encim 0,4
vzorec (TNA/RNA) 2 vzorec (TNA/RNA) 2
Volumen reakcije 10 Volumen reakcije 10

Program pomnozevanja

45°C 10 min 47 °C 10 min

95 °C 2 min 95°C 5 min
95°C15s 40 ciklov 95°C15s 40 ciklov
60°C30s 60°C30s

*H,0, sterilna voda brez nukleaz iz kompleta reagentov, Pufer, meSanica reagentov za qPCR
iz kompleta reagentov; PP, meSanica Z0 in sonde; RT-encim, encim reverzna transkriptaza iz
kompleta reagentov, v primeru uporabe kompleta SensiFAST™ je bil uporabljen encim
MultiScribe Reverse Transcriptase
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Sestava reakcijske mesanice in program pomnoZevanja (preglednica 2) sta bila
podana za vsak komplet reagentov loCeno. Vzorce smo analizirali z reakcijami v
enem koraku, v dveh tehnicnih ponovitvah na plos¢ah za 96 vzorcev z detekcijskim
sistemom LightCycler96 (Roche) in programom LightCycler96 Software 1.1.0.1320.

2.3 Validacija metode
2.3.1 Analiticna obcutljivost in selektivhost

Dolocanje analiticne obcutljivosti in selektivnosti smo izvedli hkrati na istem setu
vzorcev z dvema kompletoma reagentov (SensiFast in AgPATH). Analiticno
obcutljivost za duRT-gPCR smo dolodili iz serije red¢itev (10° do 107'9) Sestih vzorcev
okuzenih s CBCVd. Za analizo smo izbrali vzorce odvzete v okviru sistematicnih
pregledov hmeljis¢ iz okuzenih rastlin (CBCVd in HLVd) sort Aurora, Bobek, Celeia,
ter biolisticno okuZenega hmelja (CBCVd, sorta Celeia), na katerih smo izvedli dva
nacina izolacije nukleinskih kislin (CTAB in SPT). V analizo smo vkljucili tudi umetno
sintetizirano zaporedije viroida CBCVd (gBlocks). Program na detekcijskem sistemu
LightCycler96 nam je samodejno izrisal standardno krivuljo serije redCitev, iz katere
smo dobili podatke o vrednosti naklona krivulje in o koeficientu linearne regresije
(R?). Ucinkovitost pomnoZevanja vzorcev v reakciji duRT-gPCR smo dolodili s
pomocjo vrednosti naklona umeritvene krivulje (enacba 1), kjer E pomeni
ucinkovitost pomnoZevanja, ki je 100 %, Ce je naklon-3,32 in E= 1. Iz R? smo ugotovili,
kako dobro se vrednosti meritev prilegajo krivulji linearne regresije, ¢e je R?= 1, to
pomeni 100 % prileganje (Pfaffl, 2001).

-1
E = 10(naklan)

-1
E (%) = (10%akion) — 1) x 100 .

Dodatno smo za analizo obcutljivosti, glede na rezultate serije redCitev Sestih
vzorcev, testirali osem vzorcev pri minimalni redc¢itvi (10 in 10°). Pri ¢emer
minimalna red¢itev pomeni zadnjo oziroma najmanjso redcitev, pri kateri Se dobimo
pozitiven rezultat. V analizo smo vkljucili vzorce z razli¢nimi kombinacijami viroidov
(CBCvd, CBCVd+HLVd, CBCVd+HSVd) in razlicnim nac¢inom okuzbe (naravno,
mehansko, biolisti¢no). V primeru kombinacije CBCVd in HSVd smo vzorec pripravili
sami iz RNA ekstraktov (razmerje 1:1). Na osnovi serije redcCitev in testiranja vzorcev
pri minimalni redcitvi smo dolocili mejo detekcije (LOD), to je bila redcitev oziroma
koncentracija, pri kateri smo v ve¢ kot 50 % izvedenih poskusov Se lahko dolo¢ili
viroid (Boben, 2006). Koncentracijo, pri kateri smo lahko viroide zaznali v 100 %
poskusov, smo dolocili kot mejo kvantifikacije (LOQ, ang. Limit of quantification)
glede na rezultate testiranja vzorcev pri minimalni redéitvi. LOD in LOQ smo definirali
kot Stevilo molekul viroida v vzorcu, ki smo jih izracunali glede na koncentracijo po
Olmos in sod. (2005). Na osnovi vseh rezultatov analize obcutljivosti smo dologili
mejno vrednost. Izracunali smo jo iz povpreéja zadnje pozitivne Cg-vrednosti
(najvisji Cq), ki smo ji dodali 0,5 cikla (Dreo, 2013). Iz mejne vrednosti smo lahko



32 Hmeljarski bilten / Hop Bulletin 30 (2023)

dolocili obcutljivost reakcij, ki smo jo primerjali z RT-gPCR za dolocanje viroida
CBCVd (rezultati predhodnih raziskav; Gucek, 2020).

2.3.2 Ponovljivost in obnovljivost

Za validacijo ponovljivosti in obnovljivosti smo duRT-gPCR analizo izvedli s Stirimi
analitiki (AN1-4), dvema kompletoma reagentov (SensiFast in AGPATH) v treh dneh.
Analizo smo izvedli v treh lo¢enih dneh z namenom dolocitve vpliva razlicnih
casovnih tock na ponovljivost testiranja. Za set sedmih vzorcev hmelja (CBCVd,
CBCVd+HLVd, BVV) smo izvedli izolacijo nukleinskih kislin s CTAB reagentom za
vsakega analitika. Za vsak vzorec smo z duRT-qPCR testirali dve redcitvi vzorcev
(10" in 10%) in dve tehni¢ni ponovitvi ter skupno analizirali 30 vzorcev na analitika
na komplet reagentov.

Za ponovljivost in obnovljivost smo izvedli 12 loCenih analiz v treh dneh s Stirimi
analitiki (preglednica 3). V okviru ponovljivosti smo vzorce testirali v istem dnevu
(1. dan) v dveh loCenih reakcijah, od tega smo na eni plosci vzorce ponovili dvakrat,
torej tri analize za en komplet reagentov v enem dnevu z dvema analitikoma in enim
inStrumentom. Poleg rezultatov ponovljivosti smo za analizo obnovljivosti testirali
vzorce Se v dveh lo¢enih dnevih, skupaj torej dvanajst analiz. Vsi analitiki niso izvedli
enakega Stevila analiz, ker smo se zaradi velikega Stevila vzorcev omejili na izvedbo
iste analize v enem dnevu z enim kompletom reagentov samo z enim analitikom.
Analizo smo ovrednotili z izracunom koeficienta variance (CV [%]= (SD/Cq)*100) iz
povprecja standardnih deviacij (SD) in Cg-vrednosti, glede na Osman in sod. (2017).

Preglednica 6: Seznam analitikov (AN1-4) za testiranje ponovljivosti in obnovljivosti glede na
dan duRT-gPCR analize in komplet reagentov (SensiFast in AGQPATH).

Komplet reagentov/ dan 1. dan* 2. dan 3. dan
SensiFast ANT, 2x AN2 AN1, AN3 AN4
AgPATH 2x AN1, AN2 AN3, AN4 AN2

*2x, testiranje istega seta vzorcev v 2 ponovitvah

2.4 Med-laboratorijska primerjava

V validacijo metode MDL 12 smo vkljugili tudi vzorce hmelja in RNA vklju¢ene v med-
laboratorijsko testiranje organizirano s strani NRL iz Ce$ke republike. V testiranje je
bilo vkljuéeno 6 vzorcev liofiliziranega hmelja in 8 vzorcev RNA ekstraktov. V okviru
med-laboratorijske primerjave smo v vzorcih dolocali prisotnost viroida CBCVd z
akreditirano metodo RT-PCR (MDL 10), metodo duRT-qPCR (MDL 12) in metodo
mRT-gPCR (MDL 13). Iz vzorcev liofiliziranega hmelja smo izvedli izolacijo
nukleinskih kislin s CTAB reagentom kot ze predhodno opisano (Kump in Javornik,
1996) z manjsimi modifikacijami (Pokorn, 2017) v dveh ponovitvah na vzorec. Za
duRT-gPCR analizo smo vse vzorce redcili 10-krat, da bi se izognili inhibiciji gPCR
reakcije. Analizo smo izvedli z uporabo SensiFast kompleta reagentov v dveh
tehnic¢nih ponovitvah.
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3 REZULTATI IN RAZPRAVA
3.1 Analiticna obcutljivost in selektivnost

Pri testiranju analiticne obcutljivosti in selektivnosti smo z obema kompletoma
reagentov dobili primerljive rezultate. Ucinkovitost pomnoZevanja (E) standardne
krivulje za gBlocks vzorec je bila za SensiFast komplet reagentov 99 % (slika 1), za
AgPATH kit pa 118 %, kar ustreza sprejemljivim vrednostim za soc¢asno doloc¢anje
vec tar¢ (80 do 120 %) (preglednica 4). Pri socasnem dolo¢anju vec tar¢ je namrec
sprejemljiva nizja/visja E kot pri RT-gPCR (90-110 %) (Broeders in sod., 2014).
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Slika 3: Standardna krivulja za duRT-qPCR s kompletom SensiFast za vzorec gBlocks CBCVd.
Za krivuljo viroida CBCVd so podani naklon, u¢inkovitost pomnoZevanja (E), napaka, R2in Y.

Pri analizi vzorcev umetno sintetiziranega linearnega zaporedja gBlocks smo pri
obeh kompletih reagentov viroid CBCVd dolocili do redéitve 107. Vse rezultate smo
primerjali z RT-gPCR za CBCVd (Gucek, 2020) in potrdili, da se obcutljivost pri
socasnem dolocanju dveh taré (CBCVd, mRNA1192) zmanj$a 10-krat (preglednica
4).

Mejo detekcije oziroma zadnjo pozitivno redcitev, pri kateri v ve¢ kot 50 % izvedenih
poskusov dobimo pozitiven signal, smo za duRT-qPCR dolocili iz RNA ekstraktov
hmelja okuZenega s CBCVd na seriji redcitev petih vzorcev (preglednica 5). Ker je v
primeru gBlocks vzorca umetno sintetizirano cDNA zaporedje viroida CBCVd in ne
nativhe RNA rezultatov, za LOD in LOQ rezultatov gBlocks nismo upostevali. Glede
na serijo redcitev smo dobili pri RNA pozitivne rezultate za vse vzorce do redcitve
10 kar je 5 pg RNA, kar smo dolocili kot LOD (preglednica 5). Mejo kvantifikacije
(LOQ) oziroma zadnjo pozitivno redcitev, pri kateri v 100% izvedenih poskusov
dobimo pozitiven signal, smo dologili pri reditvi 104, kar je 50 pg RNA. Pri testiranju
osmih vzorcev pri minimalni red¢itvi (10 in 10#) smo namre¢ pozitivne signale v
primeru vseh vzorcev dobili samo pri redcitvi104. Obcutljivost vzorcev RNA izolirane
iz hmelja smo primerjali tudi z metodo RT-qPCR in enako kot pri gBlocks dobili 10-
krat nizjo LOD, medtem ko se LOQ ni spremenila (preglednica 5). LOD smo definirali
kot Stevilo molekul viroida v vzorcu, ki smo jih izracunali glede na koncentracijo po
Olmos in sod. (2005). V primeru mRNA1192 smo z obema kompletoma reagentov
dolocili LOD in LOQ do enake redcitve kot za CBCVd. Na osnovi rezultatov serij
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redcitev smo dologili mejno vrednost (Cqeutoff). IzraGunali smo jo iz povprecja zadnje
pozitivne Cg-vrednosti (najvisji Cq), ki smo ji dodali 0,5 cikla (Dreo, 2013) in jo za
CBCVd dolocili pri 31,2 za SensiFast in pri 33,7 za AQPATH komplet reagentov
(preglednica 5). Pri AQPATH smo pri vseh vzorcih dobili visje Cg-vrednosti kot pri
SensiFast kompletu, zato je posledic¢no visja tudi mejna vrednost.

Preglednica 7: DolocCitev obcutljivosti duRT-qPCR za so¢asno dolocanje CBCVd in mRNA1192
s SensiFast in AQPATH kompletom reagentov in RT-gPCR za dolocanje CBCVd in v vzorcih
gBlocks CBCVd. Za vzorce je podana redcitev, Cg-vrednost, naklon, R2 in ucinkovitost
pomnozevanja standardne krivulje (E).

cBCcvd
Reakcija* Reagent reditev  Cq naklon RZ  E(%)
duRT-qPCR SensiFast 107 30,67 -3,35 0,96 99
duRT-gPCR AgPATH 107 31,49 -2,95 096 118
RT-qPCR SensiFast 108 34,44 -3,40 0,98 97

* RT-qPCR, pomnozitev CBCVd s SensiFast kompletom reagentov (Gucek, 2020); duRT-qPCR,
pomnozitev CBCVd in mRNA1192 s SensiFast kompletom reagentov, duRT-qPCR AgPATH,
pomnozitev CBCVd in mRNA1192 z AGPATH kompletom reagentov; vzorec gBlocks, umetno
sintetizitano zaporedje cDNA CBCVd viroida; redcitev, zadnja redcitev, pri kateri Se dobimo
pozitiven signal; Cq, zadnja Cqg-vrednost, pri kateri Se dobimo pozitiven rezultat; naklon,
vrednost naklona standardne krivulje; R2, kvadratni koeficient linearne regresije; E,
ucinkovitost pomnoZevanja izrazena v odstotkih.

V okviru obcutljivosti smo hkrati testirali tudi selektivnost metode in viroid CBCVd
uspesno dolocili ne glede na kombinacijo viroidov (samo CBCVd, CBCVd+HLVd,
CBCVd+HSVd), nacin okuzbe (mehansko, naravno, biolisti¢no), sorto (Celeia, Bobek,
Aurora) ali nacin izolacije (CTAB, SPT).

Preglednica 8: Dolocitev obcutljivosti reakcij RT-gPCR za dolo¢anje CBCVd in duRT-qPCR za
socasno dolocanje CBCVd in mRNA1192 v vzorcih RNA izolirane iz hmelja okuzenega s
CBCVd z metodo CTAB in SPT. Za vzorce je podana LOD, LOQ, koncentracija, Stevilo molekul
in mejna vrednost (Cgeutoff),

CBCvd
Reakcija* Reagent LOD LOQ Konc. St molekul Cqevutoff
duRT-qPCR SensiFast 10° 10* 5pg 9*107 31,2
duRT-qPCR AgPATH  10% 10* 5pg  9*107 337
RT-qPCR SensiFast 10% 10° 0,5pg 9*10° 34,1

*LOD, meja detekcije oziroma zadnja pozitivna redcitev, pri kateri v ve¢ kot 50 % izvedenih
poskusov dobimo pozitiven signal; LOQ, meja kvantifikacije oziroma zadnja pozitivna redcitev
pri kateri v 100% izvedenih poskusov dobimo pozitiven signal; konc, koncentracija, ki jo Se
lahko dolo¢imo in je enaka LOD; §t. molekul, Stevilo molekul pri dani koncentraciji; Cqeut off,
mejna vrednost, nad katero so vzorci negativni.
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S primerjavo obeh metod izolacij (CTAB, SPT) smo dobili enake LOD in LOQ, kar
pomeni, da metoda izolacije RNA na rezultate obcutljivosti ni imela vpliva. Glede na
to, da smo v analizo vkljucili razlicne kombinacije viroidov, smo hkrati izvedli tudi
dodatno analizo specificnosti in ponovno potrdili, da so ZO v kombinaciji z LNA
sondami specificni, ker nespecificnega pomnozevanja pri testiranju obcutljivosti
nismo zaznali.

3.2 Ponovljivost in obnovljivost

Rezultati analize ponovljivosti in obnovljivosti metode duRT-qPCR so bili primerljivi
v enakih in razlicnih ¢asovnih toc¢kah, med analitiki in kompleti reagentov. Skupno
smo izvedli 12 analiz na 360 vzorcih. Pri vseh analizah smo dobili ustrezne rezultate
in vse vzorce dolocili s 100 % natancnostjo. V primeru AQPATH kompleta reagentov
smo dobili glede na SensiFast komplet visje Cq-vrednosti pri testiranju istih vzorcev.
Prav tako smo v primeru uporabe AgPATH kompleta reagentov v vzorcih zdravega
hmelja in negativnih kontrolah pri testiranju ponovljivosti dobili smo Cg-vrednosti
okrog 34, kar je nad mejno vrednostjo Cqc't°, zato smo vzorce potrdili kot negativne.

Vzorce, testirane v okviru ponovljivosti in obnovljivosti, smo analizirali z izraCunom
koeficienta variance (CV [%]) glede na Osman in sod. (2017). CV vrednosti za
SensiFast in AQPATH komplet reagentov so bile zelo primerljive in ustrezne glede na
predhodne raziskave (Osman in sod., 2017), zato smo kot primer v preglednici 6
podali samo rezultate za SensiFast. V povprecju smo za vse analitike za SensiFast
komplet reagentov dobili CV od 0,39 do 2,34 % (preglednica 6). V primeru AGPATH
kompleta reagentov smo dobili primerljive povprec¢ne CV vrednosti od 0,31 do 2,85 %
(rezultati niso prikazani). Med CV vrednostmi za viroid CBCVd ali interno kontrolo
mRNA1192 ni bilo razlik. Glede na vecjo stabilnost interne kontrole v vzorcih smo
pricakovali nizje vrednosti CV za mRNA1192. Najmanjsa varianca je bila pri
ponovitvah istega analitika na isti ploscici v eni reakciji za viroid CBCVd (AN2).
Najvisjo varianco smo dobili pri primerjavi vseh analitikov v skupno Sestih analizah
na posamezen komplet reagentov. Rezultati so pricakovani, saj isti analitik znotraj
iste analize naredi manjSo napako kot pa Stirje razli¢ni analitiki v razli¢nih ¢asovnih
tockah, Ce jih primerjamo med seboj. Prav tako je varianca vecja, ker smo primerjali
vzorce, ki so jih analitiki sami izolirali, kar pomeni, da je zaradi variabilnosti med
izolacijo lahko prislo do veéjih odstopanj pri Cg-vrednostih. Med razli¢nimi
Casovnimi okvirji analiz izvedenih v treh dneh je bila CV vrednost med 0,86 in 1,34 %
za SensiFast komplet in med 0,35 in 0,94 % za AgPATH komplet. Na rezultate
ponovljivosti prav tako ni imela vpliva kombinacija viroidov (CBCVd, CBCVd+HLVd)
ali redCitev vzorcev. Iz rezultatov nizkih CV vrednosti lahko sklepamo, da je metoda
zelo ponovljiva in obnovljiva tako med razlicnimi analitiki, kot tudi v razliénih
¢asovnih okvirjih (preglednica 6).
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Preglednica 9: Dolocitev koeficienta variance CV [%] za ponovljivost in obnovljivost duRT-
gPCR reakcije pri uporabi SensiFast kompleta reagentov. Podan je CV izracunan za CBCVd in
mRNA1192 med vsemi analitiki, za analitika 1 in 2, prvi dan in drugi dan izvajanja analiz.

CV[%] CBCVd* CV[%] mRNA1192

Vzorec vsiAN AN1 AN2 1.dan 2.dan vsiAN AN1 AN2 1.dan 2.dan
CBCVd+ 0,91 1,55 0,03 057 081 1,15 127 011 1,30 1,09
CBCVd+ 1,51 141 009 020 154 1,01 060 039 039 081
CBCVd+ 1,10 084 021 021 0,51 0,65 033 070 060 1,21
CBCVd+ 117 109 020 116 093 0,95 057 053 084 022
CBCVd+HLVd 1,91 121 030 087 0,23 2,30 0,07 388 294 281
CBCVd+HLVd 2,37 107 052 120 0,07 1,17 036 033 068 062
CBCVd+HLVd 1,76 1,75 0,08 023 1,15 1,07 062 0,07 1,08 029
CBCVd+HLVd 2,45 092 005 212 2,19 0,53 062 020 062 025
PIC1=CBCVd 7,67 280 013 055 582 4,58 243 007 042 494
NIC1= BVV - - - - - 3,32 0,07 074 066 201
PAC1=CBCvd 1,60 167 164 134 0,69 2,09 082 502 385 074
PAC2=gBlocks CBCVd 3,32 088 1,02 099 0,8 - - - - -
NAC1=BVV - - - - - 0,63 018 037 033 1,10

POVPRECJE CV [%] 2,34 1,38 0,39 0,86 1,28 1,62 0,66 1,03 1,14 1,34
*CV, koeficient variance; AN, analitik; PIC1, pozitivna kontrola izolacije; NIC1, negativna
kontrola izolacije; BVV, vzorec hmelja brez virusov in viroidov; PAC1, pozitivna kontrola
amplifikacije; PAC2, pozitivna kontrola amplifikacije umetno sintetizirano zaporedje viroida
CBCVd; NAC1= negativna kontrola amplifikacije

3.3 Med-laboratorijska primerjava

Rezultati med-laboratorijske primerjave so podani v preglednici 7. V primeru
liofiliziranega rastlinskega tkiva (Plant) smo CBCVd potrdili pri dveh od $estih
vzorcev, v primeru RNA ekstraktov (RNA) pa pri dveh od osmih vzorcev. Rezultati so
bili primerljivi tako z metodo RT-PCR (MDL 10) in mRT-gPCR (MDL 13). Glede na
analizo rezultatov organizatorja med-laboratorijske primerjave smo bili pri dolocitvi
viroida CBCVd 100 % uspesni.
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Preglednica 10: Rezultati duRT-qPCR za vzorce med-laboratorijske primerjave. Podane so Cg-
vrednosti za CBCVd in mRNA1192. Vzorci, v katerih je CBCVd prisoten, so obarvani sivo.

Vzorec* Cq CBCvd Cq mRNA1192 Rezultat CBCVd
2023 Plant 1 - 17,82 ni prisoten
2023 Plant 2 10,54 17,14 prisoten
2023 Plant 3 - 17,71 ni prisoten
2023 Plant 4 10,06 17,43 prisoten
2023 Plant 5 - 17,44 ni prisoten
2023 Plant 6 - 17,36 ni prisoten
2023 RNA1 - 24,97 ni prisoten
2023 RNA2 - 24,72 ni prisoten
2023 RNA3 14,64 25,19 prisoten
2023 RNA4 - 24,84 ni prisoten
2023 RNA 5 - 24,88 ni prisoten
2023 RNA 6 - 24,49 ni prisoten
2023 RNA 7 14,66 25,19 prisoten
2023 RNA 8 - 24,59 ni prisoten
PAC hmelj CBCVd 13,36 15,19 prisoten
PAC gBlocks CBCVd 9,99 - prisoten
BVV - 19,34 ni prisoten
NAC - - ni prisoten

*PAC, pozitivna kontrola amplifikacije; BVV, vzorec hmelja brez virusov in viroidov; NAC,
negativna kontrola kvantifikacije; Cg-vrednost, povprecje dveh tehni¢nih ponovitev

4 ZAKLJUCEK

Zagotavljanje zanesljivosti rezultatov je kljucnega pomena pri analizi prisotnosti
patogenov v rastlinskih vzorcih. Nepravilna doloCitev rezultata lahko povzroci
negativne posledice, ki se lahko kazejo v neizvajanju ustreznih ukrepov in posledi¢no
gospodarski Skodi. V primeru rastlinske diagnostike je zato kljuéna uporaba
zanesljivih, obéutljivih, neselektivnih in ponovljivih metod, ki so hkrati hitre in
cenovno ugodne. V primeru vzpostavitve sistema kakovosti v skladu s standardom
ISO/IEC 17025:2017 in pridobitve akreditacije se upostevajo in sproti odpravljajo vsa
tveganja, ki bi lahko povzrocila nepravilne rezultate analiz. Pri vpeljavi metode v
sistem kakovosti in obseg akreditacije je validacija metode kljutnega pomena.
Validacija namreC zagotavlja objektivne dokaze, da je laboratorij kompetenten za
izvedbo validirane metode v skladu z dolo¢enimi merili uspesnosti. Dodatno je za
ohranjanje kompetentnosti pomembno tudi sodelovanje v med-laboratorijskih
primerjavah.

Z delno validacijo diagnosticne metode za soCasno dolocanje viroida CBCVd in
interne kontrole MRNA1192 z duRT-qPCR smo dolocili analiticno obcutljivost (LOD
pri 5 pg in LOQ pri 50 pg RNA), selektivnost (razli¢ne sorte, nacini okuzbe, izolacije,
kombinacije viroidov), ponovljivost in obnovljivosti (12 analiz, 360 vzorcev, 100 %
natancnost). Pri validaciji smo boljse rezultate, tako pri dolo¢anju ob¢utljivosti, kot
tudi ponovljivosti in obnovljivosti, dobili pri uporabi SensiFast kompleta reagentov,
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ki predstavlja optimalno izbiro za dolo¢anje viroida CBCVd in interne kontrole
mRNA1192. AgPATH komplet reagentov predstavlja alternativo vendar se priporoca
uporaba samo v primeru, ko uporaba SensiFast kompleta reagentov res ni mogoca
(npr. dobava..). Validacijo smo izvedli z AQPATH kompletom zaradi testiranja
najboljSe mozne alternative, ki pa naj ne bo optimalna izbira.

Metoda MDL 12 glede na trenutno akreditirano metodo RT-PCR za dolocanije viroida
CBCVd (MDL 10), omogoca dolo¢anje viroida CBCVd z vecjo obcutljivostjo, man;j
moznostmi za kontaminacijo (ni agaroznega gela), hkrati pa omogoca tudi
kvantifikacijo. Metoda duRT-qPCR je v DL v uporabi od leta 2018 in se uporablja
predvsem za raziskovalne namene v okviru epidemioloskih $tudij CBCVd (analize
vode, tal, hmelj in ostale rastline). V tem obdobiju je bila MDL 12 vklju¢ena tudi v med-
laboratorijska testiranja. Kot zadnjega smo izvedli v oktobru 2023 z NRL iz Cegke
Republike, kjer smo dobili enake rezultate, kot pri uporabi Ze akreditirane metode RT-
PCR in mRT-gPCR in bili 100 % uspes$ni. Glede na vse izvedene analize in rezultate
validacije z duRT-gPCR za dolocanje viroida CBCVd in interne kontrole mRNA1192
(MDL 12) lahko sklepamo, da je metoda ustrezno validirana in primerna za tudi za
uporabo pri analizah uradnih vzorcey, kjer se zahtevajo akreditirane metode.

Zahvala. Avtorji se za finan¢no podporo zahvaljuiemo Javni agenciji za
znanstvenoraziskovalno in inovacijsko dejavnost Republike Slovenije (podoktorski
projekt $t. Z4-4557; raziskovalni program P4-0077) in Upravi za varno hrano,
veterinarstvo in varstvo rastlin RS (Program strokovnih nalog zdravstvenega varstva
rastlin na IHPS). Zahvala za uspesno tehni¢no izvedbo gre osebju DL: Mariji Grasinar
ASenberger, Silviji Zgajner in Maji Dobrajc.
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