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Las medidas de control dependen de la correcta
identificacion de las enfermedades y de los agentes
causales. Por lo tanto, el diagndstico es uno de los
aspectos mas importantes de la prevencion de
problemas sanitarios. Sin la correcta identificacion del
agente causante de la enfermedad, las medidas de
control de enfermedades pueden ser una pérdida de
tiempo y recursos econémicos y naturales.

El manejo de una enfermedad depende del correcto
diagnostico. A pesar de que nuevas metodologias de
identificaciéon estan disponibles para ser utilizadas en
laboratorio, su espectro de accion es limitado y
dificilmente cubren toda la gama de microrganismos
con potencial patogénico. Es por esto que la correcta
identificacion de un agente causal constituye un reto.

En un mundo globalizado donde el comercio de
productos de origen vegetal y animal se ha
incrementado a nivel mundial, y existe un constante
incremento de la densidad poblacional asi como
frecuentes cambios climaticos asociados con el
calentamiento global, es primordial monitorear la
presencia de nuevas O recurrentes amenazas que
puedan afectar al sector agropecuario del pais. Es por
tanto necesario reforzar los sistemas de vigilancia y
control fito y zoosanitario y a su vez, apoyar al desarrollo
de nuevas tecnologias basadas en biotecnologia,
biologia molecular y nanotecnologia.

La reaccion en cadena de la polimersa (PCR) es una
metodologia que en las Ultimas décadas ha facilitado la
identificacion de microorganismos de una manera
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precisa y confiable [1]. Los avances en la biologia
molecular han permitido desarrollar varias técnicas de
deteccion que usan diferentes variantes de PCR [2, 3]
por ejemplo PCR en tiempo real, PCR cuantitativa, PCR
de inmunocaptura, etc. Sin embargo para utilizar la
técnica de PCR y sus variantes se requiere de un
laboratorio sofisticado que disponga de equipos
especializados. Segun la Organizacion Mundial de la
Salud, los criterios para un adecuado test de
diagnéstico son sensibilidad, especificidad, bajo costo,
simplicidad, rapidez, adaptabilidad a la temperatura y
facil disponibilidad de equipos. Los analisis de PCR
basados en métodos de deteccion de ADN poseen
cualidades de especificidad y sensibilidad pero distan
de otras cualidades como bajo costo, rapidez,
adaptabilidad a la temperatura y requieren de personal
altamente cualificado para efectuar el proceso. La
técnica de amplificacion isotérmica mediada por bucle o
LAMP por sus siglas en inglés, se destaca por ser una
prueba de diagnéstico eficaz y facil de realizar, a pesar
de que el principio y mecanismo de accién es complejo.

La técnica LAMP, al igual que la PCR, tiene la capacidad
de amplificar fragmentos especificos de ADN
(secuencia diana), lo que permite la detecciéon
altamente sensible de patdgenos. La reaccion LAMP es
isotérmica, es decir toma lugar a una sola temperatura,
lo que constituye una importante ventaja por sobre la
PCR convencional. LAMP utiliza una enzima
polimerasa de ADN cuya propiedad es la del
desplazamiento de la cadena de ADN junto con su
propiedad habitual de polimerizacién. El nivel de
sensibilidad y especificidad de la técnica LAMP es
superior en contraste con las pruebas de PCR.
Adicionalmente, LAMP amplifica el ADN del patégeno al
punto de permitir una visualizacién directa de la
reaccion, por la liberacion de pirofosfatos que causan
turbidez. La amplificacion por medio de LAMP también
puede ser cuantitativa y depende del desplazamiento de
la cadena por autociclado, realizado por la ADN
polimerasa.

La efectividad de LAMP se basa en el disefio de primers
o cebadores que deben ser muy especificos. A
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diferencia de la PCR, LAMP requiere de entre 4 y 6
primers, los primers externos F3 y B3, que hibridan con
las regiones externas de la secuencia diana, mientras
que los internos FIP y BIP poseen secuencias en
ambos sentidos que permiten la formacion de un bucle
[4]. Los primers se disefian de manera que puedan
reconocer 8 regiones diana que permiten dar
especificidad al método. El uso de una enzima
termoestable hace de LAMP una técnica amigable que
encaja en los parametros de ser un método completo y
eficaz. Las enzimas con capacidad recomendada son
Bst polimerasa aislada de Bacillus stearothermophilus 'y
Bsm polimerasa aislada de Bacillus smithii cuya
actividad enzimatica es de ©66°C y 63°C
respectivamente. Estas enzimas tienen actividad similar
a la helicasa por lo que es capaz de abrir la cadena de
ADN a una temperatura optima entre 60 y 65°C,
desnaturalizandose a temperaturas por encima de
70°C. Estas caracteristicas hacen que sea util en la
amplificacion isotérmica ya que no requieren el paso de
90°C requerido para desnaturalizar el ADN como el
caso de la PCR convencional.

LAMP ha llamado mucho la atencion como un nuevo
método de amplificacion de ADN potencialmente rapido,
preciso y rentable para la detecciéon de
microorganismos. LAMP se ha utilizado con éxito para
detectar enfermedades virales asi como agentes
patégenos virales como el virus del Nilo Occidental [5],
Coronavirus [6] Norovirus [7], la influenza aviar [8], la
fiebre aftosa [9], la peste porcina clasica [10], RT LAMP
para deteccidn de la enfermedad de Newcastle [11]virus
de la anemia del pollo [12], enfermedades bacterianas
causadas por Mycobacterium tuberculosis [13],
Burkholderia pseudomallei [14], Shigella spp.,
Escherichia coli [15], Brucella spp. [16], entre otros.
Adicionalmente se ha desarrollado esta técnica para
parasitos patégenos como Babesia gibsoni [17],
Plasmodium spp. [18], Leishmania spp. [19]. Ademas,
el ensayo de LAMP también se ha utilizado para la
rapida determinacion del sexo de los embriones antes
de la implantacién de la especie bovina [20] aves [21]
salmon [22].

De igual manera muchos patégenos de plantas se han
podido detectar a través de la técnica LAMP como es el
caso de hongos como Rhizoctonia solani  agente
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causal del afiublo de la soya, Macrophomina phaseolina
— pudricién carbonosa de la soya [23], bacterias como
Ralstonia  solanacearum  [24]. Pseudomonas
fuscovaginae [25], Xylella fastidiosa para aplicar en
sistemas cuarentenarios o campo [26], Candidatus
Liberibacter solanacearum [27], Xanthomonas hortorum
pv. carotae [28], subespecies bacterianas como
Clavibacter michiganensis subsp. nebraskensis [29]
Virus como virus Y de la papa [30], yellow leaf virus en
cafa[31], Nematodos como Tylenchulus semipenetrans
[32], Ooomicetos como Phytophthora ramorum [33].

En los paises en desarrollo, LAMP tiene un gran
potencial de aplicacion especialmente para el
diagnostico clinico, junto con la vigilancia de las
enfermedades infecciosas, lo interesante es que no
existe necesidad de equipos sofisticados y personal
altamente especializado, siendo el tiempo de
diagndstico un potencial aliado de la técnica ya que
permite realizarlo en aproximadamente 1 dia lo que
permite tomar acciones oportunas de mitigacion.
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