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Streszczenie

W ciggu ostatnich dwoéch dekad powstato wiele izotermicznych metod amplifikacji kwaséw nukleino-
wych o duzym potencjale do wykorzystania w diagnostyce patogendéw wirusowych, bakteryjnych i
grzybowych. Wsréd tych technik wyréznia sie metoda LAMP z uwagi na czuto$¢, specyficzno$¢ oraz
szybko$¢ wykonania. Podobnie jak PCR czasu rzeczywistego wersja LAMP czasu rzeczywistego
umozliwia iloSciowg analize wynikéw. Prostsze warianty metody nie wymagajg kosztownej aparatury i
mozna je wykonac¢ w warunkach polowych, podobnie jak testy paskowe, od ktérych LAMP jest o kilka
rzedbw wielko$ci bardziej czuty. W pracy dokonano przegladu testow LAMP opracowanych do wykry-
wania patogenéw ziemniaka.

Stowa kluczowe: LAMP, patogeny ziemniaka, RT-LAMP

Abstract

Over the past two decades, many methods have been developed for isothermal amplification of nu-
cleic acids with high potential for use in the diagnosis of viral, bacterial and fungal pathogens. Among
these techniques, the LAMP method is the most mature due to high sensitivity, specificity, and speed.
Like real-time PCR, the real-time LAMP enables quantitative analysis of results. Simpler variants of
the method do not require expensive equipment and can be performed in field similarly as lateral flow
tests, from which LAMP is a few orders of magnitude more sensitive. The study reviews LAMP tests
designed to detect potato pathogens.
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Szczegoétowy opis techniki PCR i jej warian-

pracowana na poczatku lat 80. XX w.

metoda tancuchowej reakcji polime-

razy (ang. PCR — Polymerase Chain
Reaction) zrewolucjonizowata nauki biolo-
giczne i przemyst biotechnologiczny wtacz-
nie z diagnostyka patogenow zwierzat i ro-
slin. Mozna za jej pomoca namnazac¢ (ampli-
fikowac) specyficzne fragmenty kwasu deok-
syrybonukleinowego (DNA). W potaczeniu z
reakcjg odwrotnej transkrypcji kwasu rybo-
nukleinowego (RNA) do DNA (ang. RT -
reverse transcription) jako test RT-PCR po-
zwala na czulg i specyficzng detekcje wiru-
sow, ktérych genomy zbudowane sg z RNA
(Treder 2015). Czutos¢ RT-PCR znacznie
przewyzsza czuto$¢ metod immunologicz-
nych, nawet o kilka rzedow wielkosci.

tbw mozna znalez¢ w pracy Chotuj i Prze-
wodowskiego (2014).

Pomimo niewatpliwych zalet wadg PCR
jest wysoki koszt aparatury, szczegodlnie dla
wariantow umozliwiajgcych sledzenie reakciji
w czasie rzeczywistym (real time RT-PCR).
Sam RT-PCR jest réwniez drozszy od testu
PCR z uwagi na koszt izolacji RNA oraz od-
wrotnej transkryptazy — enzymu ,przepisuja-
cego” RNA na jednoniciowe cDNA. Roéwniez
opracowanie, standaryzacja i wdrozenie te-
stu wigze sie z ponoszeniem wysokich kosz-
téow. Dlatego w ciggu ostatniej dekady po-
szukiwano alternatywnych metod amplifikacji
DNA, niewymagajacych cyklicznych zmian
temperatury, a co za tym idzie — kosztow-
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nych termocykleréw. Poszukiwania te skut-
kowaty opracowaniem szeregu metod ampli-
fikacji DNA i RNA zachodzgcych w jednej
temperaturze, czyli w warunkach izotermicz-
nych.

Metody izotermiczne nie wymagajg sto-
sowania drogiej aparatury do przeprowadze-
nia reakcji. Ponadto czesto charakteryzujg
sie duzo wiekszg szybkoscig i wydajnoscig
amplifikacji niz PCR. Pozwala to na wykona-
nie testu w ciggu 15-60 minut przy zachowa-
niu lub nawet przekroczeniu czutosci testu
PCR. Posréd wielu obecnie istniejacych me-
tod najbardziej obiecujgca wydaje sie izo-
termiczna amplifikacja kwasow nukleinowych
za posrednictwem petli (ang.: Loop-mediated
isothermal amplification — LAMP) (Notomi i
in. 2015).

Zasada dziatania testu LAMP
W metodzie stosuje sie cztery lub szes$¢ star-
terow wigzacych sie specyficznie (hybrydy-
zujgcych) do 6-8 regionéw DNA (rys. 1).
Startery mozna podzielic na wewnetrzne,
zewnetrzne i zapetlajgce. Do wewnetrznych
zaliczamy FIP (ang. Forward Inner Primer)
oraz BIP (ang. Backward Inner Primer). Star-
tery wewnetrzne zbudowane sg z dwéch
segmentéw: 5’-koncowego (F1c w FIP, B1c
w BIP) oraz 3’-kohcowego (F2 w FIP, B2 w
BIP). Segment 3’-kohcowy hybrydyzuje do
komplementarnej sekwencji w matrycowym
DNA (F2c, B2c), podczas gdy segment 5'-
koncowy jest komplementarny do regionu
lezacego bezposrednio za sekwencjg 3'-
koncowego segmentu startera w nowo two-
rzonej nici (F1, B1). Dzieki temu powstajgcy
pierwotny produkt reakcji tworzy jednonicio-
we petle na obu koncach (rys. 1B-D).
Startery zewnetrzne F3 (ang. Forward) i
B3 (ang. Backward) sg komplementarne do
regionow DNA okalajgcych fragment amplifi-
kowany przez startery wewnetrzne. Startery
te sg krétsze, a ich koncentracja w reakgc;ji
jest nizsza po to, by wolniej od FIP i BIP hy-
brydyzowaty do matrycy. Ich rola polega na
inicjowaniu zastepowania jednej z nici w
dwuniciowym (dupleksie) DNA przez ni¢
potomng (rys. 1BC). Dzieki temu powstajace

w trakcie polimeryzacji nici DNA sg uwalnia-
ne z dupleksu i mogg stanowi¢ matryce dla
kolejnych nici potomnych. Omdwione pary
starterow sg w stanie samodzielnie promo-
wac amplifikacje docelowego regionu DNA w
reakcji LAMP przez odpowiednie polimerazy.
W celu zwiekszenia szybkosci i czutosci re-
akcji mozna dodatkowo stosowaé komple-
mentarne dla regiondw petli startery zapetla-
jace LoopF i LoopR.

LAMP wykonywany jest w 60-65°C, a
startery projektowane sg dla regionéw DNA,
ktére w tej temperaturze oscylujg pomiedzy
stanem dwuniciowym i jednoniciowym.
Umozliwia to przytaczenie starteréw do nici
docelowych bez etapu denaturacji termicznej
dwuniciowego DNA. Powstawanie nici po-
tomnych katalizuje DNA zalezna DNA poli-
meraza majgca zdolno$¢ do wymiany w du-
pleksie DNA nici komplementarnej na nowo
syntetyzowang (ang. strand displacement
activity). Obrazowo mozna powiedzie¢, ze
polimeraza z takg aktywnoscig, wydtuzajac
ni¢ potomng od miejsca wigzania starteréw
F3 i B3, rozplata znajdujace sie przed nig
dwuniciowe DNA, uwalniajgc tym samym
nici, ktére powstaty przez wydtuzanie starte-
row FIP i BIP (rys. 1BC).

Enzym rozpoczyna proces wydtuzania
przez dotaczenie nukleotydu do 3’-kohcowej
grupy hydroksylowej startera, a nastepnie
dodaje kolejne nukleotydy, wydtuzajac w ten
sposob (polimeryzujgc) ni¢ potomng. Kazdy
wprowadzany nukleotyd jest komplementar-
ny do nukleotydu w matrycowej nici DNA.
Polimerazy stosowane w LAMP czesto tez
sg zdolne do przepisywania RNA na cDNA,
jednak z mniejszg efektywnoscig niz kla-
syczne odwrotne transkryptazy. Metoda
LAMP pozwala na szybka i niezwykle wydaj-
ng amplifikacje DNA. Reakcja w optymal-
nych warunkach zachodzi w ciggu 5-30 mi-
nut. W pierwszej fazie reakcji powstaje pro-
dukt podstawowy LAMP zakonczony z obu
stron petlami (rys. 1E). Nastepnie tworzg sie
coraz dtuzsze fragmenty dwuniciowego DNA
zbudowane z wzrastajacej liczby powtdérzen
produktu podstawowego.
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amplifikacja produktu podstawowego

Rys. 1. Uproszczony schemat zasady dziatania reakcji LAMP

(A) Wykrywany fragment DNA z zaznaczonymi miejscami przytaczania starteréw. (B) Przytaczenie
starterow FIP oraz F3 do matrycowej nici DNA. Strzatki przy sekwencji starterdw oznaczajg kierunek,
w ktérym polimeraza wydtuza (polimeryzuje) ni¢ potomng, dotgczajgc kolejne nukleotydy, komplemen-
tarne do nukleotydow nici matrycowej. (C) Jednocze$nie z niciaq DNA inicjowanq przez starter FIP
powstaje nic¢ inicjowana przez starter F3. Dzieki zdolno$ci polimeraz stosowanych w LAMP do wymia-
ny nici powoduje to uwolnienie nici FIP z dupleksu i umoZzliwia jej kopiowanie przez starter BIP. (D) Ni¢
potomna inicjowana przez starter BIP ma na koricach sekwencje F1 i B1c, komplementarne do se-
kwencji wewnatrz nici. (F) Powoduje to powstanie petli w podstawowym produkcie reakcji LAMP.
Przytgczenie starteréw FIP i LoopB oraz wydtuzanie odcinka F1, ktéry dziata jak dodatkowy starter,
rozpoczyna ekspotencjalny etap amplifikacji. Analogiczny proces amplifikacji jak opisany wyzej dla nici
DNA 3’-5’ (A) zachodzi rownoczesnie dla nici komplementarnej 5-3". Animacje i szczegotowy schemat
mechanizmu reakcji mozna znalez¢ na stronie http://loopamp.eiken.co.jp/e/lamp/anim.htm/

Sposoby wykrywania pozytywnego wego (rys. 2A). Wykrywanie produktow

wyniku reakcji LAMP

Podobnie jak w przypadku PCR produkt am-
plifikacji LAMP mozna wykrywaé¢ za pomocg
elektroforezy w zelu agarozowym i barwienia
zelu po elektroforezie za pomoca roztworu z
barwnikiem, ktéry silnie fluoryzuje po zwia-
zaniu z DNA. Z uwagi na mechanizm LAMP
w wybarwionym Zzelu widoczna jest drabinka
prazkow utworzonych przez roznigce sie
wielkoscig powtdrzenia produktu podstawo-

LAMP za pomoca elektroforezy nalezy pro-
wadzi¢ w miejscu odlegtym od laboratorium,
w ktéorym wykonuje sie reakcje LAMP. Duza
ilos¢ DNA tworzonego w reakgji fatwo zanie-
czyszcza laboratorium. W efekcie namnozo-
ne DNA jest obecne w powietrzu i trafia do
badanych prob, probéwek i odczynnikow, co
prowadzi do wynikow fatszywie pozytywnych
w kolejnych testach. Dlatego zalecane sg
metody wykrywania, w ktorych nie trzeba
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otwieraé probdéwek reakcyjnych. Koncentra-
cja DNA produkowanego podczas reakc;ji
LAMP jest tak duza, ze pochodzacy z wbu-
dowywanych do potomnej nici nukleotydow
pirofosforan wraz z magnezem tworzy nie-
rozpuszczalng sol (rys. 2B1). Jest ona wi-
doczna gotym okiem jako zmetnienie w pro-
bach pozytywnych (Mori i in. 2001). Spadek
stezenia magnezu w roztworze koreluje ze
wzrostem koncentracji produktu amplifikacji
w czasie reakcji. Wykorzystano to do opra-

cowania fluorescencyjnego testu LAMP, w
ktérym do reakcji dodaje sie fluorescencyjny
barwnik — kalceine oraz jony manganu, ktore
wygaszajg fluorescencje kalceiny. Mangan,
podobnie jak magnez, tworzy w trakcie reak-
Cji nierozpuszczalng sol z pirofosforanem.
Dzieki temu w czasie reakcji nastepuje
wzrost fluorescencji kalceiny (Tomita i in.
2009), ktory mozna monitorowaC w czasie
rzeczywistym.

Rys. 2. Wizualne metody wykrywania pozytywnego wyniku reakcji LAMP

Wynik pozytywny oznaczono przez (+), wynik dla reakcji negatywnej znakiem (-). Markery wielkoSci
DNA - M. (A) Rozdziat produktow LAMP na zelu agarozowym. (B) Bezposrednie metody wykrywania.
Zmetnienie i osad powstajgce pod wptywem formowania sie w trakcie reakcji pirofosforanu magnezu
(B1). Zmiana barwy barwnika HNB z fioletowoniebieskiej na jasnoniebieskg pod wptywem spadku
stezenia magnezu w roztworze (B2). Zmiana koloru czerwieni neutralnej pod wptywem obnizenia pH
roztworu na skutek amplifikacji DNA (B3). Zmiana koloru kalceiny w $wietle widzialnym (B4) oraz ultra-
fioletowym (B5) pod wptywem obnizenia koncentracji magnezu w roztworze reakcyjnym. Zrédto zdjec
wykorzystanych do skomponowania ilustracji: https://www.neb.com/products/e1700-warmstart-lamp-

kit-dna-rna#Product%20Information.

Mniej kosztowny wariant polega na wizu-
alnej obserwacji zielonej fluorescencji préb
pozytywnych, podswietlonych swiattem nie-
bieskim po zakonczeniu reakgji (rys. 2B5). W
Swietle widzialnym proby pozytywne sg row-
niez zielone, ale réznica w kolorze prob ne-
gatywnych i pozytywnych nie jest juz tak
wyrazna (rys. 2B4). Inny popularny sposob
detekcji polega na dodaniu do prob biekitu

hydroksynaftolowego (HNB), ktéry wraz ze
spadkiem stezenia jonédw magnezu zmienia
kolor z fioletowego lub ciemnoniebieskiego
na jasnoniebieski (rys. 2B2) (Goto i in.
2009). Do wizualnego wykrywania produk-
tow LAMP stosowano rowniez zielen mala-
chitowg (Lucchi i in. 2016), fiolet krystaliczny
(Miyamoto i in. 2015) czy barwniki bedace
wskaznikami pH (Tanner i in. 2015).
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Ta szeroka paleta metod umozliwiajgcych
wizualng detekcje produktow amplifikacji
sprawia, ze LAMP nadaje sie do opracowa-
nia szybkich testéw polowych, w ktorych
patogeny mozna wykrywaé bezposrednio w
terenie. Dla dodatkowego zwiekszenia czu-
tosci oraz by umozliwi¢ analize iloSciowa,
opracowano wiele wariantow LAMP, w kto-
rych wykorzystuje sie urzadzenia pozwalaja-
ce na pomiar zmetnienia, zmiany koloru lub
fluorescencji zarébwno po zakonczeniu reak-
cji, jak i w czasie rzeczywistym. Analiza ilo-
Sciowa pozwala nie tylko na stwierdzenie
obecnosci docelowej sekwencji DNA czy
RNA, lecz takze na oznaczenie ich koncen-
tracji w badanej probie.

Obecnie dominujg fluorescencyjne wa-
rianty LAMP, w ktorych wykorzystuje sie
zaréwno kalceine, jak i barwniki fluorescen-
cyjne stosowane w reakcji PCR czasu rze-
czywistego (SybrGreen, EvaGreen czy flu-
orofory z rodziny Syto), a detekcja zachodzi
W czasie rzeczywistym z wykorzystaniem
termocyklera z detektorem fluorescencii
(Oscorbin i in. 2016). Z uwagi na catkowicie
inng niz w PCR zasade amplifikacji DNA nie
mozna w reakcji LAMP stosowac sond flu-
orescencyjnych opracowanych dla PCR cza-
su rzeczywistego. Dlatego w ostatnich latach
opracowano sondy fluorescencyjne do
LAMP dziatajgce poprzez wbudowanie zna-
kowanego fluorescencyjnie oligonukleotydu
bezposrednio w produkt LAMP. Zastosowa-
nie takich sond pozwala na wykrywanie pro-
duktu LAMP w czasie rzeczywistym i w spo-
séb ilosciowy (Kubota i in. 2011, Tanner i in.
2012, Gadkar i in. 2018).

Przydatnos¢ LAMP w diagnostyce

Duzg zaletg omowionej metody jest to, ze
jest ona catkowicie skomercjalizowana i do-
stepne sg zestawy dostosowane do réznych
sposobow wykrywania produktu. Na rynku
krajowym szeroki zakres gotowych zesta-
wow do LAMP oferujg firmy Nowazym Pol-
ska, Lab-JOT, A&A Biotechnology oraz
Symbios. W praktyce eliminuje to koniecz-
nos¢ optymalizacji warunkéw reakcji i skraca
czas, a takze obniza nakfad pracy potrzebny
do opracowania testu diagnostycznego. Do-
stepnos¢ darmowych i komercyjnych pro-
graméw do projektowania starterow do
LAMP réwniez utatwia opracowanie specy-

ficznej dla docelowego patogenu procedury.
Ponadto Nowazym Polska oraz A&A Bio-
technology oferujg ustuge projektowania
starterow do wykrywania konkretnego orga-
nizmu lub genu oraz optymalizacji warunkéw
testu.

Plastycznos¢ metody pozwala na to, by
opracowaC zarowno warianty jakosciowe,
mozliwe do wykonania przy niskim naktadzie
kosztéw, jak i wersje iloSciowe, wykorzystu-
jace zaplecze sprzetowe stosowane dotad w
technice PCR czasu rzeczywistego. Na ryn-
ku obok termocyklerow pojawiajg sie mniej
kosztowne i dostosowane do przeprowadze-
nia reakcji w warunkach polowych urzadze-
nia, ktére sg potaczeniem bloku termicznego
z detektorem fluorescenciji, jak np. aparat
Genie firmy OptiGen czy BioRanger firmy
Diagenetix. Ponadto polimerazy stosowane
w tescie LAMP wykazujg znacznie wiekszg
odporno$¢ na substancje hamujace aktyw-
nos¢ polimeraz stosowanych w reakcji PCR
(Kaneko i in. 2007). Pozwala to na znaczne
uproszczenie przygotowania prob przed wy-
konaniem detekcji.

Z uwagi na ww. zalety LAMP wydaje sie
idealnym nastepcg PCR i PCR czasu rze-
czywistego w szeroko rozumianej diagnosty-
ce. W ciggu ostatnich dwoch lat powstato
ponad 5000 publikacji opisujgcych procedury
LAMP i RT-LAMP do wykrywania bakteryj-
nych, grzybowych i wirusowych patogenéw
zwierzat i roslin (wg Google Scholar). Dzieki
temu, ze trzy pary starteréw stosowanych w
LAMP rozpoznajg osiem réznych regiondw w
wykrywanym DNA, metoda jest wysoce spe-
cyficzna. Oznacza to, ze jezeli startery zo-
stang dobrze dobrane, ryzyko wynikéw fat-
szywie pozytywnych jest mniejsze niz w in-
nych metodach. Specyficznos¢ LAMP po-
zwala réwniez na wykrywanie jedno-
nukleotydowych réznic (SNP), a zastosowa-
nie sond fluorescencyjnych umozliwia jedno-
czesng detekcje kilku patogendéw lub szcze-
poéw danego patogenu czy wariantéw genu.

Zastosowanie LAMP do wykrywania
patogenéw ziemniaka

Technika LAMP jest coraz szerzej wykorzy-
stywana w diagnostyce patogenow ziemnia-
ka. Hansen i inni (2016) opracowali dla Phy-
tophthora infestans, sprawcy zarazy ziem-
niaka, wizualny test LAMP oparty na barwni-
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ku HNB. Test umozliwiat wykrywanie P. infe-
stans w zainfekowanych roslinach, glebie
oraz w wodzie, lecz wymagat stosunkowo
duzej koncentracji patogenu w badanych
prébach. Khan i inni (2017), wykorzystujac
kalceine, opracowali wizualny wariant LAMP,
ktérego czutosS¢ byta stokrotnie wyzsza od
czutosci testu PCR w czasie rzeczywistym.
Test umozliwiat wykrycie P. infestans nawet
60 minut po sztucznym zainfekowaniu roslin.

Podobng czutos¢ miat test LAMP czasu
rzeczywistego opracowany przez Si Ammour
i innych (2017). Dzieki zastosowaniu fluore-
scencyjnej sondy ten wariant testu umozli-
wiat réwniez ilodciowg analize produktow
amplifikacji. Ponadto autorzy znaczaco
uproscili przygotowanie prob do testu, za-
stepujac kilkuetapowsq izolacje DNA krotkim
gotowaniem fragmentu tkanki ziemniaka w
matej objetosci buforu ekstrakcyjnego (Si
Ammour i in. 2017). W podobnie przygoto-
wanych prébach mozliwe bylo wykrywanie
kwarantannowej bakterii Ralstonia solana-
cearum za pomocg fluorescencyjnego testu
egl LAMP czasu rzeczywistego (Lenar€ic i
in. 2014).

Gotowanie prob okazato sie réwniez sku-
teczne w wykrywaniu sprawcow czarnej
nozki i mokrej zgnilizny ziemniaka za pomo-
cg LAMP czasu rzeczywistego: Pectobacte-
rium carotovorum (Yasuhara-Bell i in. 2016),
Dickeya sp. (Yasuhara-Bell i in. 2017) oraz
Pectobacterium atrosepticum (Hu i in. 2016).
W testach na P. carotovorum i Dickeya sp.
poza specyficznymi dla badanych patoge-
now starterami wykorzystano réwniez fluore-
scencyjnie znakowane sondy, co dodatkowo
umozliwiato ilosciowg analize wynikéw
(Yasuhara-Bell i in. 2016, 2017). Test na P.
atrosepticum rowniez umozliwiat ilosciowg
analize wynikéw, lecz oparty byt na pomiarze
w czasie rzeczywistym fluorescencji barwni-
ka SybrGreen (Hu i in. 2016).

Szczegdlne wyzwanie w diagnostyce
ziemniaka stanowig wiroid wrzecionowatosci
ziemniaka (PSTVd) i wirusy infekujace ziem-
niaki. Ich genomy zbudowane sg z RNA,
ktory jest znacznie mniej stabilny od DNA i
tatwo ulega samoczynnej degradaciji. Ponad-
to z uwagi na powszechng obecnos¢ rybo-
nukleaz w prébach biologicznych RNA jest
dodatkowo narazony na szybkie trawienie
przez te enzymy. Trudnym materiatem do
wykrywania specyficznego RNA patogenow
sg tkanki i organy ziemniaka, rosliny bogatej
nie tylko w rybonukleazy, ale réwniez
w polifenole, skrobie i enzymy katalizujace
szereg reakcji redox. Metody skutecznego
wykrywania RNA w takim materiale majq
duzy potencjat aplikacyjny do wykrywania
wirusow w innych materiatach biologicznych.
Z uwagi na mniejszg niz PCR wrazliwos¢ na
inhibitory amplifikacji test LAMP wydaje sie
szczegolnie przydatny do wykrywania RNA
w tkankach ziemniaka.

Jak wspomniano wyzej, polimerazy sto-
sowane w LAMP majg zdolnos¢ do odwrot-
nej transkrypcji, wiec wykrywanie RNA nie
wymaga dodania odwrotnej transkryptazy,
jednak obecnos¢ tego enzymu w reakcji
skraca czas i czuto$¢ detekcji. Tego typu test
RT-LAMP opracowano dla PSTVd (Lenarci¢
i in. 2012), wirusa lisciozwoju ziemniaka
(PLRV) (Almasi i in. 2012) oraz wirusa Y
ziemniaka (PVY) (Nie 2005, Almasi i in.
2013, Hasiow-Jaroszewska i in. 2015, Prze-
wodowska i in. 2015, Treder i in. 2018). Test
opracowany dla PSTVd miat 10-krotnie
wiekszg czutos¢ detekcji w poréwnaniu z
testem RT-PCR i pozwalat na wykrycie
PSTVd zaréwno w lisciach, jak i w bulwach.
Czas wykonania testu wynosit od 15 do 25
minut zaleznie od koncentracji wiroida w
probach (Lenarc¢ic i in. 2012).



44 Ziemniak Polski 2018 nr 2
A RNA
—— [pg]
-+ 10000
= 100
1]
g‘ 6x10*4 « 10
2 1
@ . 0,1
B 4,
3 4x10 -+ 0,01
b = 0,001
4 kn
2x10%
; - - - - v woda
5 10 15 20 25 30
Czas amplifikacji (min)
B .
5%10 N O
844°C  84,9°C -PVYO
T 4x10¢ = PVY N-Wi
=
§ = PVY NTN
£ 3x10¢ —PVYN
=1
=
B
5 2x10* — woda
(=]
i —
Q
o
B 1104
0
82 83 84 85 86 87 88
Temperatura [°C]

Rys. 3. Wykrywanie wirusa Y ziemniaka (PVY)
za pomocag fluorescencyjnego testu RT-LAMP w czasie rzeczywistym wg Tredera i innych (2018)

(A) Krzywe amplifikacji uzyskane dla prob zawierajgcych malejgcq koncentracje RNA. RNA z ro$liny
wolnej od wirusa oznaczono jako kn. Reakcje, do ktérej dodano wode zamiast RNA, oznaczono jako
,woda”. Stupki btedu oznaczajg odchylenie standardowe z trzech niezaleznych powtérzen. (B) R6zni-
cowanie genotypow biatka ptaszcza O i N odpowiadajgcych serotypom PVY za pomocq analizy
temperatury topnienia produktu RT-LAMP po zakoriczeniu reakcji (B)

Almasi i inni (2012) opracowali immuno-
sorbcyjny wariant testu (ang. ImmunoCaptu-
re = |IC-RT-LAMP), w ktorym czagstki PLRV
byly wigzane na powierzchni probowek po-
krytych przeciwciatami specyficznymi wobec
wirusa i po odptukaniu soku w tych samych
probowkach wykonywano reakcje LAMP.
Autorzy wykazali, ze pozytywny wynik reakcji
mozna byto monitorowac¢ zaréwno za pomo-
cq zmetnienia prob, jak i poprzez zmiane
koloru réznych barwnikow (Almasi i in.
2012). Oparty na zmetnieniu préb wariant
RT-LAMP opracowano réwniez dla PVY (Nie
2005). Hasiéw-Jaroszewska i inni (2015)
opracowali wizualny test RT-LAMP, w kto-
rym produkt reakcji wykrywano poprzez do-

danie barwnika SybrGreen do préb po za-
konczeniu amplifikacji. Test mozna byto wy-
kona¢ w tazni wodnej lub bloku termicznym i
i umozliwiat on detekcje réznych szczepdéw
PVY z czutoscig wyzszg od RT-PCR (Ha-
siow-Jaroszewska i in. 2015).

Prace nad wykrywaniem wiruséw ziem-
niaka prowadzone sg takze w Pracowni Dia-
gnostyki Molekularnej i Biochemii (IHAR-PIB,
Oddziat w Boninie). W trakcie tych prac
opracowano fluorescencyjny test RT-LAMP
czasu rzeczywistego pozwalajagcy na ilo-
Sciowg detekcje PVY w ciggu 8-30 minut z
czutoscig 10-krotnie wyzszg od RT-PCR i
1000-krotnie wyzszg od DAS-ELISA i testow
paskowych (Przewodowska i in. 2015). Efek-
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tem kontynuacji badan bylo opracowanie
starteréw, ktore pozwolity zwiekszyé czuto$é
RT-LAMP czasu rzeczywistego i umozliwity
réznicowanie izolatbw PVY pod wzgledem
genotypéw biatka ptaszcza kodujacych biat-
ko o serotypie N lub O (rys. 3) (Treder i in.
2018). Ponadto opracowano metode szyb-
kiej izolacji RNA z tkanek ziemniaka za po-
mocg nanoczgstek magnetycznych, mozliwg
do wykonania w warunkach polowych (Tre-
der i in. 2018). W Pracowni prowadzone sg
dalsze prace nad wykrywaniem wirusow
ziemniaka za pomocg RT-LAMP. Celem jest
m.in. opracowanie testu RT-LAMP, ktory
mozna bedzie wykonaé z pominieciem izola-
cji RNA bezposrednio na ekstraktach z tka-
nek ziemniaka, oraz opracowanie multiplek-
sowej wersji testu, dzieki ktorej mozliwe be-
dzie wykrywanie kilku wiruséw z jednej pro-
by.
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