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diferencia de la PCR, LAMP requiere de entre 4 y 6
primers, Ios primers extemos F3y B3, que hibridan con
Ias regiones externas de la secuencia diana, mientras
que los intemos FIP y BIP poseen secuencias en
amhos sentidos oue pemniten Ia famacitn de un bucle
[4]. Los primers se dsefian de manera oue puedan
reconocer 8 regiones  diana que permiten dar
especiicidad al método. El uso de una erzima
temoestable hace de LAMP una técrica amigable oue
encaja en los parametros e ser un métado completa y
eficaz. Las enzimas con capacidad recomencada son
Bst polimerasa aislada de Bavilius stearothermaphiius y
Bsm polimerasa aislada de Bacilus smithil cuya
actividad  enzimatica es de 66°C y 63°C
respectivamente. Estas enzimas tienen actividad similar
ala helicasa por 1o que es capaz de abri la cadena de
ADN a una temperatura optima entre 60 y 65°C,
desnaturalizandose @ temperaturas por encima de
70°C. Estas caracteristicas hacen que sea (il en la
amplificacian isatémnica ya qUe no recuieren el paso de
90°C requerido para desnaturalizar el ADN coma el
casa de laPCR convencional

LAMP ha llamada mucho la atencin como un nuevo
método de amplificacion de ADN patencialmente rpida,
preciso y rertable para la ceteccion  de
microorganismos. LAMP se ha utiizado con &t para
defectar enfermedades virales asi coma agentes
pathigenos virales como el virus del Nilo Occidental [5],
Caronavirus (6] Norovirus [7], Ia influerza aviar [8], la
fiebre aftosa [3],la peste porcina clésica[10], RT LAMP
para detecci6n de Ia enfermedad de Newcastle [1Mrus
de la anemia del pollo [12], enfermedades bacterianas
causadas por  Mycobacterium  tuberuiosis  [13],
Burktoidenia pseudomaliel  [14], Shigefia spp,
Escherichia ool [15], Brucelia spp. [16], ertre ofs
Adicionalmente se ha desarmliada esta técnica para
parasitos patégenos coma Babesia gibson [17],
Plasmodium spp. 18], Leishmania spp. [19]. Ademas,
el ensayo de LAMP también se ha utilzado para la
répida determinacion del sexo de Ios embrianes antes
de la implantacien de Ia especie bavina [20] aves [21]
salmén [22]

De igual manera muchos patégenas de plantas se han
podica detectar através de a técnica LAMP coma es el
caso de hongos como Rhizostonia solani  agente
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Ralstonia  solanavearum  [24] Pssudomonas
fuscovaginae [25], Xylelta fastidiosa para aplicar en
sisternas cuarentenarios o carmpo [26], Candidatus
Liberibacter solanacearum [27], Xanthomonas hortorum
pv. carofae [28],  subespecies bacterianas como
Clavibacter michiganensis subsp. nebraskensis (28]
Virus come virus ¥ de la papa [30], yellow leaf virus en
canal31] Nemétodos como Tylenchulus semipenetrans
[32], Goormicetos como Phytophthora ramorum 3]

En los paises en desarrollo, LAMP tiene un gran
potercial de  aplicacion  especislmente para el
diagndstico clinico, junto con la viglancia de las
enfermedades infecoiosas, lo inferesarte es que no
existe necesidad de equipos sofisticados y personal
altamente  especializado, siendo el tiempo de
diagnestico un potencial aliado de la técnica ya cue
permite realizarlo en aproximadamente 1 dia o o
permite tornar acciones oportunas de mitigacion,

Referencias

[11K. B. Mullis,F. A. Faloona (1987) "Specific synthesis
of DNA in viro via a polymerase-catalyzed chain
reaction’ 155, pp. 335-350

[2]A Abd-Elmagid, P. A Garrido, R. Hunger, J. L. Lyles,
M. A Mansfield. B. K. Gugino, D. L. Smith, H. A Melouk,
C. D. Garzon (2013) *Disoriminatory simplex and
multiplex PCR for four species of the genus Scisrotinia’”,
52(3), 293-300

[3] M. Arif, S. Dobhal, P Garrido, G. Orquera, A
Espindola, C. Young, F. Ochoa-Corona, 8. Marek,C.
Garzén [2014) "Highly Sensitive End-Poirt PCR and
SYBR Green gPCR Detection of Phymatolrichopsis
ompivora, Causal Fungus of Cotion Root Rot", 98(9),
1205-1212

[4] M. Parida, S Sannarangaiah, P K Dash, P Rao,K
Morita (2008) "Laap mediated isothermal amplification
(LAMP): a new generation of innovative gere
amplification technique; perspectives in  dlirical
diagnosis of irfectious diseases’, 18(6), 407-421

[5] M. Parida, G. Posadas, S. Inoue, F. Hasebe, K.
Morita  (2004) '"Reakime reverse ftransoription
loop-mediated  iscthermal  amplification  for  fapid
detestion of West Nile virus", 42(1), 257-263

[6] L L Poon, C. S Leung, K. H. Ghan, J. H. Lee, K. Y.
Yien, Y. Guan, J. 8. Peiris (2005) "Detection of human
influenza A viruses by loop-mediated  isothermal
amplification'® 43(1), 427-430

[7] S. Fukuda, S. Takao, M. Kuwayama, Y. Shimazu, K.
Miyazaki (2006) "Rapid detection of norovirus from fecal

assay", 44(4), 1376-1381
[8] M. Imai, A Ninomiya, H. Minekawa, T. Notomi, T
Ishizaki, M. Tashiro, T. Cdagiri (2006) *Development of
HS-RT-LAMP (loap-mediated isothermal amplification)
system for rapid diegnosis of H5 avian irfluenza virus
infectiont’, 24(4d), 66796662

9] J. Dukes, D. King, S. Alsxandersen (2006) "Novel
reverse transcription  loop-mediated isotherrmal
amplfication for rapid detection of foot-and-mouth
disease virus", 151(6), 1093-1108

[10] S. Chakraborly, S. Choudhury (2012) "Recent
trends in the diagnosis of Classical Swine Fever”, 2(2),
6171

[11] H. Kirunda, O. Thekisoe, P. Kasaija, S. Kerfua, G.
Nasinyama, J. Opuda-Asiba, N. Inoue (2012) "Use of
reverse  transcriptase loop-mediated  isothermal
amplfication assay for field detection of Newcastle
disease virus using less invasive samples'! 5(4)

[12] C. H. Huang, G. H. Lai, M. . Lee, W H. Lin, . Y.
Lien, S. C. Hsueh, J. Y. Kao, W. T. Chang, T. C. Lu, W. N.
Lin (2010) 'Development and evaluation of a
loop-mediated isothermal amplfication assay for rapid
defection of chicken anaemia virus", 108(3), 917-624
[13] M. Enosawa, S. Kageyama, K Sawai, K
Watazbe, T. Notorni, S. Onoe, Y. Mori, Y. Yokomizo
(2003) "Use of loop-mediated isothermal amplfication of
the 1S900 sequence for rapid detection of cultured
Mycabacterium aviun subsp. paratuberculosis’, 41(3),
4359-4365

[14] N. Chantratite, E. Meumann, A Thanwisai, D.
Limmathurotsakul, V. Wuthiekanun, S. Wannapasni, S.
Tumaps, M. P Day, S. J Peacock (2008)
“Loop-mediated _isothermal amplification  methad
targeting the TTS1 gere cluster for defection of
Bukioldera pseudomallei  and  diagnosis  of
meliviclosis", 46(2), 568-573

[15] T. Song, G. Toma, . Nekasone, M. lwanaga (2005)
“Sensitive and rapid defection of Shigella and
entercinvasive Escherichia coli by a loop-mediated
isothermal amplification methot, 243(1), 259-263

[16] L Song, J. Li, S. Hou, X Li, §. Chen (2012)
‘Establishment  of  loop-mediated  isothermal
amplification (LAMP) for rapid detection of Brucaiia spp.
and application to milk and blood samples”, 90(3),
292.297

[17] H. Ikadai, H. Tanaka, N. Shibahara, A. Matsuu, M.
Uechi, N. ftoh, . Oshiro, N. Kudo, | Igarashi, T.
Oyamada (2004) "Molecular evidence of infections with
Babesia gibsoni parasites in Japan and evaluation of the
diagnostic potential of a loop-mediated  isothermal
amplification method, 42(6], 2465-2469

[18] E-T Han, R. Welarabe, J. Satiabongkot B.
Khuntirat, J. Sirichaisinthop, H. Iriko, L. Jin, S. Takeo, T.

ECUADOR ES CALIDAD: Revista Cienifiea Ecustorians, 2016, Vol. 3





index-1_1.png
Gariido, Tcnica ds amplifiacien istérmica medizda por bucle o LAMP. Ventajas =n ¢l Diagnésiico Santario

Pag. 11

Técnica de
amplificacién
isotérmica mediada por
bucle o LAMP. Ventajas
en el Diagnéstico
Sanitario

Las medidas de control dependen de la correcta
idertificacion de las erfermedades y de los agentes
causales. For o tarto, el diagréstico es uno de los
aspectos més importantes de la prevercion de
problemas sanitarios. Sin la correcta idertiicacion del
agente causarte de la enfermedad, las medidas de
cortrol de erfermedades pueden ser ura pérdida de
tiempo y recursos econcmioos y raturales

El manejo de una enfermedad depends del coresto
diagnéstico. A pesar de que nuevas metodolagias de
idertiicacion estan disponibles para ser utilzades en
laboratorio, su espectro de accion es limitado y
dlfisiiments cubren toda la garma 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 carmbios climaicos asociados con el
calentamiento global, s primordial monitorear la
presencia de nuevas o recurrenies amenazas que
puedan afectar al sector agropecuario del pas. Es por
tanto necesario reforzar los sistemas de viglarcia y
control fito y zoosanitarioy a su vez, apoyaral desarrollo
de nuevas teonologias basadas en bioteonologia,
biclogia molesular y nanctecnolagia.

La reaccion en cadena de la polimersa (PCR) &5 una
metodologia que en las Giimas décadas ha faciliado la
idertificacion de microorgarismos de una manera

ARTICULO DE OPINION

precisa y confiable [1]. Los avances en la biologia
moleotiar han permiido desarollar varias téenicas de
deteccion que usan diferentes variantes de PCR (2, 3]
por ejemplo PCR entiempa real, POR cuantitativa, PCR
de inmunocaptura, etc. Sin embargo para utilizar la
técrica de PCR y sus variantes se requiere de un
laboratorio  sofisticado que disponga de  equipos
especializados. Segtin la Organizacion Mundial de la
Saluid los ciiterios para Un adecuado test de
diagnostica 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 especiicidad y sensibilidad pero distan
de ofras cualidades como bajo costo, rapidez,
adaptabilidad a la temperatura y reciuieren de personal
altamente cualificado para efectuar el proceso. La
téanica de amplificacion isatérmica mediada por busle o
LAMP por sus sigles en inglés, se destaca por ser una
prueba de diagndstio eficaz y fasil de realizar, @ pesar
de que el principio y mesanisma de accion es complejo.

La téonica LAMP, al igual que la PCR, tiene la capacidad
de amplficar fragmentos  espesificos de  ADN
(secuercia diana), 1o que permite la detecsion
altamente sensible de patogencs. La reaceion LAMP es
isotérmica, es decir torna Iugar & 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 polimerizacion. 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 patogeno al
punto de permitic una visualizacion directa de la
reaccion, por la liberacion de pirafosfatos que causan
turbidez. La amplificasian por medio de LAMP tambien
puede ser cuantitativa y depende del desplazarmienta de
la cadera por autociclado, realizado por la ADN
polimerasa.

La efectividad de LAMP se basa en el disefio de primers
o cebadores que deben ser muy especficos. A
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