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STRESZCZENIE | W obecnych
czasach istnieje potrzeba opracowywania
szybkich, tanich i skutecznych

metod diagnostycznych w celu
wykrywania patogenow bakteryjnyeh,
mogacych stanowi¢ mikrobiologiczne
zanieczyszczenie np. produktow

zywnosciowych. Technika LAMP

e

(ang. Loop-mediated Isothermal
Amplification) stwarza taka mozliwos¢
takze ‘poprzez specyficzna detekcje
bakterii z rodzaju Salmonella

w materiale pochodzenia organicznego.
SEOWA KLUCZOWE | Loop-mediated
Isothermal AMPlification (LAMP),
szybka metoda, wykrywanie Salmonella

SUMMARY | Currently, there

is a need for rapid, low-cost and
effective diagnostic methods for the
detection of bacterial pathogens,

which may present a microbiological
contamination of food products. LAMP
technique (Loop-mediated Isothermal
Amplification) creates such possibility
also by specific detection of Salmonella
spp. in_the.material of organic origin.
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elem w nowoczesnej diagnosty-
Cce laboratoryjnej jest zaréwno

obnizenie kosztéw prowadzenia
prac laboratoryjnych, jak i zastosowanie
skutecznych technik molekularnych,
dzieki ktérym uzyskuje sie pewny wy-
nik w krétkim czasie. W przypadku
badan w kierunku Salmonella spp. czas
oczekiwania na wynik z laboratorium
jest jednocze$nie czasem, w ktorym
produkty nie moga wej$¢ do wolnego
obrotu, co jest bardzo niekorzystne
z punktu widzenia producentéw. Tra-
dycyjne metody hodowlane stosowane
w identyfikacji Salmonella pozwalaja
na uzyskanie wyniku po okoto pieciu
dniach od momentu pobrania prébki.
Obecnie dazy si¢ do udoskonalenia pro-
cedur laboratoryjnych pozwalajacych
na redukeje czasu analizy patogendw
z kilku dni do kilku godzin. Metoda
analizy genetycznej, tzw. rapid methods,
o wysokim potencjale aplikacyjnym
jest LAMP - Loop-mediated Isothermal
AMPIlification (1, 2). Niniejsza praca
ma na celu charakterystyke metody
LAMP, ze wskazaniem na poszczegdl-
ne etapy pracy laboratoryjnej. Opisy
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Genie® Il Genie Ill® - urzadzenia do prowadzenia reakcji LAMP i detekcji produktu w czasie rzeczywistym

wzbogacone s3 o wiele uwag praktycz-
nych i gléwnie dotycza wykorzystania
w diagnostyce mikrobiologicznej testu
Ampli-LAMP Salmonella spp.

{ METODA AMPLIFIKAC]JI
KWASOW NUKLEINOWYCH
- LAMP
LAMP jest metoda amplifikacji kwaséw
nukleinowych, ktéra pozwala na szybka
identyfikacje patogenéw bakteryjnych,
wirusowych 1 grzybowych w warunkach
izotermicznych - stalotemperaturowych.

Technika zostata opracowana przez ja-
poniska firme EIKEN CHEMICAL co.,
Ltd. w 1998 r., natomiast pierwszy ko-
mercyjny zestaw odczynnikéw pojawit
sie na rynku $wiatowym w 2002 r. Wzrost
zainteresowania technika LAMP w Eu-
ropie obserwuje si¢ od czasu pojawienia
sie na rynku nowej polimerazy DNA
o nazwie handlowej GspSSD® (OptiGe-
ne Limited), ktéra pozwala na szybsza
oraz wydajniejsza amplifikacje kwasow
nukleinowych w stosunku do Bst I Po-
limerazy DNA, enzymu rutynowo sto- >
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> sowanego do LAMP. Wzrastajaca liczba
publikacji naukowych poruszajacych
te tematyke w chwili obecnej $wiadczy

o popularno$ci metody, ktdra ze wzgle-

du na swoja wysoka czuto$¢ i specyficz-

nos$¢ moze $miato konkurowa¢ z PCR

1 qPCR (rys. 1). Polimerazy stosowane

w reakcji LAMP posiadaja aktywnos¢

wymiany nici DNA (ang. strand displa-

cement activity), natomiast nie posiadaja
aktywnosci egzonukleazowej. Uzyskany
produkt charakteryzuje bardzo wyso-
ka specyficzno$¢ do matrycy, jednak
nie jest widoczny w obrazie rozdziatu
elektroforetycznego jako zwarty pra-
zek, ale stanowi mieszaning produktow
0 powtarzajacej sie sekwencji. Z tego
wzgledu najlepszym sposobem detek-
¢ji produktu LAMP jest zastosowanie
dedykowanego sprzetu, takiego jak np.
aparaty Genie II i Genie III, ktére po-
zwalaja na odczyt w czasie rzeczywistym
na kanale FAM i dodatkowo pracuja
na zasilaniu akumulatorowym. Ponadto
do detekgji reakcji LAMP mozna wy-
korzysta¢ kazdy aparat do Real-Time

PCR z kanatem odczytu dla barwni-

kéow FAM/SYBR. W chwili obecnej

dostepnych jest siedem polimeraz DNA

(GspM, GspM 2.0, GspM 3.0, GspSSD,

GspSSD 2.0, GspF, Tin) i dwa gotowe

mastermiksy zawierajace barwnik flu-

orescencyjny 1 polimerazg GspSSD lub

GspSSD 2.0. Dwa ostatnie enzymy cha-

rakteryzuje bardzo wysoka aktywno$¢

wymiany nici, co skutkuje skréceniem
czasu reakcji juz do kilku minut. Do-
datkowo oba posiadaja aktywnos¢ od-
wrotnej transkryptazy, ktora jednak nie
jest na tyle wysoka, aby byta skuteczna

w rutynowej diagnostyce. W reakcji

RT-LAMP (ang. Reverse Transcription

Loop-mediated Isothermal AMPlification)

jej niewysoka aktywno$¢ uzupetnia sie

odwrotng transkryptaza dedykowana
tego typu reakcji.

Technika LAMP umozliwia iden-
tyfikacje patogendéw w bardzo krot-
kim czasie, w ciggu kilku, kilkunastu
do kilkudziesieciu minut, w zalezno$ci
od identyfikowanego drobnoustroju
1 typu zastosowanej polimerazy. Dzig-
ki wykorzystaniu LAMP mozliwa jest
efektywna identyfikacja:

* pierwotniakdw, np. Babesia canis (test
Ampli-LAMP), Eimeria acervulina,
E. maxima, E. necatrix, E. tenella, To-
xoplasma gondii (test Ampli-LAMP),
Plasmodium falciparum,
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Rys. 1. Liczba publikacji naukowych o technice LAMP opublikowanych w latach 2000-2014. Liczbe cytowan w bazie PubMed
0szacowano na podstawie stow kluczowych ,loop-mediated isothermal amplification”. 2000 rok - pierwsza publikacja o LAMP

(Notomi i wsp.: Nucleic Acid Res. 28, E63, Japonia)

SKLADNIK 2 PARY STARTEROW | _ 3 PARY STARTEROW
0BJETOSC (ul)

MasterMix 7,5 75
F3 (10 pM) 0,25 0,25
B3 (10 um) 0,25 0,25
FIB (10 uM) 1,0 10
BIP (10 pM) 1,0 10
LF (10 M) brak 05
LB (10 pM) brak 05
DNA (1 ng/ul) 1,0 10
miliQ 15 05
Razem 12,5 12,5

Tab. 1. Sktad mieszaniny reakcyjnej do przeprowadzenia LAMP w dwdch wariantach: z uzyciem 2 par starteréw oraz 3 par starte-

row (Ampli-LAMP Salmonella species, Novazym, Polska)

e bakterii, m.in. Vibrio cholerae, Mycobacte-
rium tuberculosis, Streptococcus pneumoniae,
Clostridium difficile, Clostridium perfrin-
gens, Campylobacter jejuni, Clostridium
botulinum, Salmonella spp. (test Ampli-
LAMP Salmonella species), Escherichia
coli, Staphylococcus anreus, Listeria mono-
oytogenes (test Ampli-LAMP L),

* wirus6w, np. parwowirus gesi (test
Ampli-LAMP GPV), cirkowirus gesi
(test Ampli-LAMP GCV), wirus
Mareka (test Ampli-LAMP MDV),
wirus opryszczki, wirus Ebola, wirus
brodawczaka ludzkiego, wirus reti-
kuloendoteliozy REV (test Ampli-
LAMP REV),

o grzybdw, m.in. Candida spp., Paracoc-
cidioides brasiliensis, Pneumocystis pneu-
monia,

* nicieni, np. Wauchereria bancrofti
4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15,
16).

i ZASADA DZIALANIA REAKCJI
Kolejne cykle wydtuzania 1 zastepowania
nici prowadzone sa przy uzyciu odpowied-
niej polimerazy i dwdch lub trzech par
starterow rozpoznajacych odpowiednio
sze$¢ lub osiem miejsc matrycy. Startery
wewnetrzne to FIP (ang. Forward Inner
Primer) oraz BIP (ang. Backward Inner Pri-
mer). Ich sekwencje s3 komplementarne
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do dwodch réznych miejsc w sekwencji
matrycy (nici sensownej 1 antysensownej).
Startery zewnetrzne to F3 (ang. Forward)
1 B3 (ang. Backward), komplementarne
s3 do zewnetrznych koncéw matrycy. Do-
datkowo w celu uzyskania wigkszej ilo$ci
produktoéw oraz wyzszej specyficznosci re-
akgji stosuje si¢ parg starteréw: LoopF (LF)
1 LoopB (LB) (tab. 1). Zastosowana po-
limeraza DNA w reakcji LAMP posiada
aktywno$¢ wymiany nici DNA oraz nie
posiada aktywnos$ci egzonukleazowej,
co pozwala na ominigcie etapu denatu-
racji matrycy. Kluczowg cechg LAMP jest
utworzenie w pierwszym etapie reakcji
sztucznej matrycy (ssDNA) o strukturze
typu todyga - petla, przez tzw. selfpriming
koncow matrycy. Matryca w nastepnych
etapach jest amplifikowana, co prowadzi
do powstania mieszaniny dwuniciowego
DNA o strukturze podobnej do kalafiora.
Caly proces mozna podzieli¢ na etapy:
tworzenie materiatu starterowego LAMP,
cykliczna amplifikacja, elongacja i re-
cyklizacja. Animacja reakcji LAMP do-
stepna jest pod adresem internetowym:
http://loopamp.eiken.co.jp/e/lamp/
anim.html (3).

[zotermiczna mieszanina do amplifika-
¢ji (Master mix) do prowadzenia reakgji
LAMP pozwala na fluorescencyjna de-
tekcje produktu, np. na platformie Ge-
nie I oraz innych urzadzeniach fluory-
metrycznych ustawionych na wzbudzenie
przy dlugosci fali 488 nm i emisje przy
520 nm. Moze by¢ takze wykorzystywana
na urzadzeniach dla reakeji ilo$ciowego
PCR (qPCR, Real-time PCR) ustawio-
nych na kanat FAM. Krzywa annealin-
gu (krzywa topnienia) jest generowana
w celu potwierdzenia obecnosci produk-
tu, co eliminuje konieczno$¢ rozdziatu
elektroforetycznego produktéw oraz po-
zwala na prowadzenie reakcji w systemie
zamknietym, takim jak aparaty do qPCR.

Opisywana metoda moze by¢ uzyta
do identyfikacji szczepdw na podstawie
polimorfizmu (zmiennosci) pojedynczego
nukleotydu (SNP, ang. Single Nucleotide
Polymorphism). Wysoka specyficzno$¢ re-
akeji LAMP, co do sekwencji, powoduje,
ze tylko docelowa sekwencja zawierajaca
SNP zostanie zamplifikowana sposrdd
sekwencji homologicznych. Badanie
SNP mozliwe jest dzigki odpowiedniemu
zaprojektowaniu starterow do reakeji.
Startery FIP 1 BIP do reakcji SNP-LAMP
projektowane s3 w taki sposob, aby ich
konce 5 réznicowaly polimorfizm. Kiedy

matrycg w reakcji jest tzw. allel WT (ang.
Wild Type allele), wowczas w trakcie reakcji
powstaje struktura starterowa 1 reakcja jest
kontynuowana. W przypadku gdy matry-
c3 jest zmutowana sekwencja genu, nie
otrzymuje sie produktu w reakcji. Anima-
¢ja reakcji SNP-LAMP znajduje sie pod
adresem internetowym: http://loopamp.
eiken.co.jp/e/lamp/snps_anim.html.

i LAMP W IDENTYFIKACJI

BAKTERII SALMONELLA
Opisywany test zapewnia bardzo szybka
oraz wysoce specyficzna identyfikacje
materiatu genetycznego bakterii z rodzaju
Salmonella (17, 18, 19, 20, 21). W tab. 1
podano ilo$ci reagentéw niezbednych
do przygotowania mieszaniny reakcyjnej
»na stole” do reakcji LAMP. Czas nie-
zbedny do amplifikacji specyficznego
produktu w izotermicznej reakcji LAMP
jest 2-3 razy krotszy, kiedy do reakeji zo-
stanie podana trzecia para starterow, tzw.
startery zapetlajace LF 1 LB. Wykazano,
ze w wyniku amplifikacji 1 ng DNA
Salmonella z dwoma parami starteréw
identyfikacja nastepuje w ciagu 25 minut
(50 cykli x 30 sek.), natomiast z trzema
parami starteréw - w ciagu 10 minut
(20 cykli x 30 sek.).

W tab. 2 zawarto informacje o pa-
rametrach temperaturowo-czasowych
wymaganych do przeprowadzenia reak-
¢ji z zastosowaniem PCR lub Real-time
PCR. Minimalny czas do zakonczenia
reakcji LAMP przy uzyciu standardowgo
PCR to 31 minut (plus ewentualnie czas
na rozdziat elektroforetyczny), natomiast
w przypadku uzycia aparatow Genie lub
qPCR czas ten ulega znacznemu skrdceniu
do 5-15 minut, z pelna analiza.

LAMP opracowany dla Salmonella spp.
opiera si¢ na specyficznej amplifikacji
konserwatywnego regionu DNA - genu
invA, kodujacego biatko wchodzace
w sktad III systemu sekrecji, waznego
w procesach wirulencji Salmonella, m.in.
wnikania do komorek epitelialnych jeli-
ta. Wymagany czas do przeprowadzenia
reakcji to okoto 30 minut w przypadku
wykorzystania standardowego termocy-
klera oraz okoto 5-15 minut w przypadku
termocyklera do Real-time PCR. W za-
leznosci od urzadzenia wykorzystanego
do przeprowadzenia testu rézny jest
sposob analizy wynikow testu.

Jesli posiada sie na wyposazeniu la-
boratorium teromocykler do PCR lub
termoblok, mozna analizowa¢ produkt
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> reakcji LAMP na podstawie roznicy
intensywnoséci fluorescencji w probow-
ce, w $wietle ultrafioletowym. Metoda
ta wymaga dodania barwnika fluore-
scencyjnego, takiego jak Sybr Green,
po zakoficzeniu reakcji (fot. 1). Innym
sposobem detekeji produktu LAMP jest
analiza turbidymetryczna (zmetnienie
roztworu na skutek powstawania piro-
fosforanu magnezu), jednak wymaga
to zastosowania mastermiksu, ktéry nie
zawiera enzymu pirofosfatazy. Produkty
LAMP mozna analizowaé po rozdzia-
tach elektroforetycznych na zelu aga-
rozowym (fot. 2), jednak ze wzgledu
na spore ryzyko kontaminacji labora-
torium produktem LAMP nie poleca
si¢ tego sposobu pracy w jakimkolwiek
uktadzie otwartym. Z tego tez wzgledu
do analizy produktow LAMP dosy¢ cze-
sto uzywa sie barwnika fluorescencyjne-
go - kalceiny, ktéra dodaje si¢ do przy-
gotowanej wczesniej mieszaniny przed
reakcja. Kalceina nie wplywa negatywnie
na przebieg reakcji, a jej intensywna
fluorescencja pozwala na rozréznienie
prob negatywnych od pozytywnych
po jej zakoficzeniu.

Jezeli to mozliwe, zaleca si¢ prowa-
dzenie reakcji LAMP na termocyklerach
do Real-time PCR lub amplifikatorach
typu Genie. W ten sposéb mozna do-
kona¢ analizy przyrostu ilo$ci produktu
w czasie rzeczywistym na podstawie po-
miaru fluorescencji (odczyt przez kanat
FAM) 1 analizowa¢ profil topnienia pro-
duktu po reakeji (rys. 2). Krzywa top-
nienia (ang. melting curve) uzyskuje sie
poprzez powolne (0,1-0,2°C co 5 sek.)
ogrzewanie mieszaniny poreakcyjnej
od minimalnej temperatury przylaczania
starterow do temperatury denaturacji
(95°C). Obecnos¢ pojedynczego piku
na wykresie $wiadczy o istnieniu jednego
produktu reakeji, czyli w tym przypadku
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Rys. 2. Krzywa topnienia produktu amplifikacji (0,5°C co 5 sek.) jest dodatkowa analiza produktéw otrzymanych w PCR.
Potwierdzenie, ze amplikon ma charakterystyczng warto$¢ temperatury topnienia (Tm). A. Salmonella Mokola, B. Citrobacter sp.,
C. Kontrola negatywna bez matrycy DNA

Obligatoryjne kontrole testu
Ampli-LAMP Salmonella species
W celu prawidtowej interpretacji wynikow
testu nalezy, obok prébek badanych, zasto-
sowa¢ minimum trzy kontrole reakcji:

* kontrole pozytywna reakgji, ktéra po-
zwala oceni¢ poprawnos$¢ przebiegu
amplifikacji docelowego produktu -
matryce stanowi probka zawierajaca
amplifikowang sekwencje DNA,
kontrole negatywna reakci, ktora daje
mozliwo$¢ oceny poprawnosci prze-

pik uzyskany przy wartosci temperatury
87-88°C potwierdza obecno$¢ bakterii
Salmonella w analizowanych probkach.
W amplifikatorach typu Genie ze wzgle-
du na oszczedno$¢ energetyczng pro-
cesu zamiast analizy profilu topnienia
stosuje si¢ analize procesu asocjacji
po wczesniejszym zdenaturowaniu pro-
duktu w temperaturze 95°C. Pozwala
to osiagna¢ zawrotna zdolno$é pracy
urzadzenia - do 20 godzin na jedno- .
krotnym tadowaniu akumulatora.

STANDARDOWY PCR
ETAP | TEMPERATURA | As | LICZBA CYKLI
Amplifikacja 66°C 30 min 1
Chtodzenie 4°C 1 min
REAL-TIME PCR
Etap Temperatura Czas Liczba cykli
Amplifikacja 66°C 30s 70
Pomiar fluorescencyjny ilosci produktu amplifikacji po kazdym cyklu
reakgji, w czasie rzeczywistym
Topnienie produktu 66°C-98°C 0,5°C/5s
Pomiar fluorescencji po kazdorazowej zmianie temperatury o 0,5°C
Chtodzenie 40°C 30s

Tab. 2. Warunki do przeprowadzenia reakcji testu LAMP z zastosowaniem PCR lub Real-time PCR
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Fot. 1. Wyniki uzyskane metoda LAMP. Metoda jako$ciowa. A. obserwacja prowadzona
w $wietle widzialnym - zmiana koloru probéwek zawierajacych DNA Salmonella spp.
z pomarariczowego na zielony. B. obserwacja prowadzona w $wietle ultrafioletowym
- zielona fluorescencja w probéwkach zawierajacych DNA Salmonella spp. Wynik
pozytywny: 1 - S. Enteritidis, 2 - S. Typhimurium, 3 - S. diarizonae, 4 - S. arizonae,
5 - S. salamae, 6 - S. indica. Kontrole negatywne: 7 - Citrobacter freundii,
8 - Escherichia coli
biegu amplifikacji - matryce stanowi izolat DNA ze zdrowej
tkanki zwierzecej lub produktu pochodzenia ro$linnego,
* kontrole negatywna reakcji bez matrycy DNA, kt6ra pozwala
oceni¢ czysto$¢ odczynnikdéw uzywanych do reakeji amplifi-
kacji LAMP - matryca zastapiona woda miliQ.

Fakultatywne kontrole testu

Ampli-LAMP Salmonella species

Okresowo zaleca sie przeprowadzac:

* kontrole negatywna izolacji DNA - pozwala ona ocenié¢ czy-
stos¢ odczynnikéw do izolacji. Nalezy wykona¢ jedng taka
kontrole w kazdej serii izolacji lub okresowo w krotkich
odstepach czasu, izolujac z wody (zamiast z zainfekowane;j
tkanki),

¢ kontrole pozytywna izolacji - pozwala ona potwierdzi¢ sku-
teczno$¢ procesu izolacji. Nalezy stosowac ja okresowo, np.
dla nowej partii odczynnikéw do izolacji DNA (do izolacji
nalezy poda¢ tkanke naturalnie lub sztucznie zainfekowana
bakteria).

i PODSUMOWANIE

LAMP jest innowacyjna i rozwijajaca si¢ technika amplifikacji
kwaséw nukleinowych. Doskonale nadaje si¢ w sytuacjach,
gdy mamy do czynienia z ograniczonymi zasobami sprzeto-
wymi, a prowadzone analizy wymagaja uzyskania wynikéw
w krotkim czasie. Do zalet testu LAMP mozna bez watpienia
zaliczy¢: krétki czas reakeji, specyficznosé, a takze mozliwo$é
prowadzenia reakcji w stalej temperaturze, a produkt reakeji
mozna zaobserwowa¢ nawet ,gotym okiem”. Problematyczne
w tej technice moze by¢ projektowanie starteréw do reakcji
w pordéwnaniu do metody PCR. Warto podkresli¢, ze tech-
nika LAMP ma zastosowanie w detekeji patogendw, ktdrych
sekwencje DNA lub RNA s3 znane. Reakcje LAMP charak-
teryzuje takze bardzo wysoka wydajno$¢ - powstaje nawet
do 30 ug DNA, zawierajacego bardzo duzg liczbe kopii am-
plikonu, dlatego zaleca sig, aby nie otwiera¢ probéwek z pro-
duktami amplifikacji w tym samym pomieszczeniu, gdzie jest
wykonywany proces izolacji DNA z materiatu przeznaczonego
do badan i w pomieszczeniach przeznaczonych do analityki
1 dokonywac¢ obserwacji fluorescencji produktéw amplifikacji
w probdwce w $wietle UV oraz stosowal aparat do Real-time
PCR. Ponadto reakcja LAMP jest mniej wrazliwa na obecno$¢
inhibitor6w niz PCR 1 nie zawsze wymaga izolacji DNA,
a amplifikacja RNA jest mozliwa bez dodawania odwrotnej

Fot. 2. Wynik jako$ciowy amplifikacji sekwencji genu invA w izotermicznej reakcji LAMP,
zwykorzystaniem trzech par starterow (Ampli-LAMP Salmonella spp., Novazym). Warunki
amplifikacji: 66°C, 35 min; 4°C, 5 min. Produkty reakcji w objetosci 12,5 pl rozdzielono

w 2-proc. zelu agarozowym i wybarwiono bromkiem etydyny. Wizualizacja w $wietle UV. Produkt
reakcji ma postac tzw. drabinki (ang. ladder-pattern structure), poniewaz w wyniku reakcji LAMP
powstaja réznej dtugosci konkatamery ztozone z powtorzeri sekwencji matrycowej. 1 - Esche-
richia coli, 2 -Klebsiella pneumoniae, 3 - reakcja kontrolna bez matrycy DNA, 4 - Salmonella
Zanzibar, 5 - S. Saintpaul, 6 - S. Istanbul, 7 - S. Hadar, 8 - S. California, 9 - S. Branderup,

10 - S. Thompson, 11 - marker masy DNA, Lambda DNA/EcoR 1+Hindlll Marker

transkryptazy. Na podstawie danych literaturowych mozna
stwierdzié, ze najnowsza tendencja w stosowaniu LAMP jest
stworzenie mobilnej platformy, ktérg bedzie mozna zastoso-
wal ,w terenie”, bez koniecznosci transportowania prébek
do laboratorium.

Przedstawiony artykut powstat na bazie wiha-
snych do$wiadczen autordw 1 przede wszyst-
kim wskazuje na zastosowanie nowoczesnych
technik molekularnych w diagnostyce labora-
toryjnej. a
Pismiennictwo dostepne w redakcji
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