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Tecnologia LAMP (Loop-mediated isothermal AMPlification)

Tecnica isotermica di amplificazione genetica che permette la rivelazione del DNA ad alta
sensibilita (Notomi et al., 2000).

LAIVIP combina:

s Semplicita di esecuzione ed interpretazione del dato (non necessario personale
specializzato);

*+ Rapidita di esecuzione del test;

+» Alta specificita e sensibilita.

Inoltre non necessita di strumentazioni sofisticate e costose (es. termociclatori)

Facilita di esecuzione: permette di analizzare
campioni anche direttamente in situ ottenendo
risultati in tempi rapidi (~ un’ora)
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Tecnologia LAMP (Loop-mediated isothermal AMPlification)

Applicazioni molteplici: diagnostica umana, animale e vegetale, certificazione genetica

in ambito agroalimentare.
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LAMP: meccanismo della reazione

La LAMP € una tecnologia che si basa su un’amplificazione isotermica di acidi nucleici, sull’attivita
di una polimerasi termostabile con attivita di ‘strand displacement’ ricavata da Bacillus
stearothermophilus (BSt polimerasi) e su 6 primer disegnati in modo peculiare che riconoscono 8
regioni sul DNA target prescelto (F3c,F2c e Flc in direzione 3’ e B1, B2 e B3 in direzione 5’)
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La reazione e composta da due steps:

e durante la prima parte della reazione sono coinvolte le due coppie di primers FIP-BIP e F3-B3 (+ 2
opzionali LF-LB)

e successivamente per lo spiazzamento dei filamenti e per la sintesi del DNA vengono coinvolti
soltanto 1 primers esterni (FIB-BIP).

La reazione avviene mediante l’'interazione dei reagenti con il DNA bersaglio all’interno di una
provetta, a una temperatura costante compresa tra i 60°C e 65°C. '@



LAMP

Il prodotto finale della LAMP & una miscela di strutture di DNA a cavolfiore composte da varie anse (la
struttura di DNA € anche detta manubrio).
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Sistema di Real time-LANMP miniaturizzato

Kit pronti all’uso e monouso, lettore di fluorescenza e tablet

FASE 1: Estrazione preliminare dell’acido nucleico dal campione da analizzare

FASE 2: a) Amplificazione genetica a singolo test con tecnologia LAMP
b) Contemporanea rilevazione della fluorescenza emessa dal campione in tempo
reale e interpretazione automatica del risultato finale mediante lo strumento
attraverso la formazione di curve sigmoidi e
o



Riconoscimento del Kit e dell’operatore

WAITING FORRFID TAG

e Le operazioni necessarie per effettuare le
N analisi sono pre-programmate all’interno di
= badge riconosciuti in modalita contactless dallo
- strumento mediante tecnologia RFID.

( S e Anche l'operatore che esegue 1l test viene
me ' tracciato, consentendo Il'accensione dello
R | strumento e ’avvio delle analisi.

A » Tracciabilita:

v del test eseguito;

v dell’operatore;

v del lotto e data di scadenza dei reagenti
utilizzati;

v’ del risultato finale.

@
. ." enbiotech




Rivelazione
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Lo strumento amplifica e legge la fluorescenza del campione,

formando curve sigmoidi in tempo reale.
Effettua simultaneamente 1’analisi su 12 campioni.

)



Campi applicazione

( )
Bacteria Virus Fungus
« Xylella fastidiosa s Citrus tristeza virus (CTV) « Guignardia citricarpa
« Erwinia amylovora « Tomato leaf curl New Delhi virus (TOLCNDV)
Insects
Phytoplasmas = Popillia japonica
= Flavescence doree = Anoplophora chinensis
= Bois noir « Aromia bungjii
. J

a . )
Listeria monocytogenes <

Salmonella spp.
kCampy]obacter Spp.




Prove preliminari

STEP 1: verifica della specificita su ceppi di Listeria monocytogenes e Listeria spp. in brodo di

coltura
Listeria monocytogenes

32/32 ceppi identificati-100%
e Ceppida Panel Centro Referenza (25)

.  Ceppiisolati da alimenti (6)
4 2 C ep pI (salame, prosciutto crudo, prosciutto di Praga,
PR taleggio, cocktail gamberi, sandwich)

= e Ceppi ATCC 7644 (1)

i Codice ID

ATCC 33090 | L.innocua
) C16-M L. ivanovii
- A4-0 L. ivanovii

18 Log UFC/m. 2140 | Loy

10/10 ceppi non identificati . Al5-0 L. welshimeri
Al7-L L. seeligeri
Al9-L L. innocua
A26-M L. innocua
/ B14-0 L. welshimeri @
B15-M L. grayi




Prove preliminari

STEP 2: verifica della sensibilita su ceppi di Listeria monocytogenes in brodo di coltura

4 ceppi: 45 (substrato carneo), 99 (substrato ittico), 118 (substrato lattiero-caseario), 49 (altro substrato)

. Brodo di T
subculturazione| |

LAMP

e D Limite di

A4 \ 4 \ 4 \7 v \ . . E
. . . . . . . i i rilevabilita !




Prove preliminari

STEP 2: verifica della sensibilita su ceppi di Listeria monocytogenes in brodo di coltura

4 5 Hit Listeria monocytogenes Glow RS ERT:S Jed
Name strain 45
Operator Erica Tirloni 140
Instrument
120

100

20

4x10? UFC/mL “

+
20
(5 campione 11
B campione 12 : /
40 50
Tempi di amplificazione: 16- 40 minuti

<€ >

©



Prove preliminari

STEP 2: verifica della sensibilita su ceppi di Listeria monocytogenes in brodo di coltura

49

Hit Listeria monocytogenes Glow [ S 100 160
Name strain 49
Operator Erica Tirloni L1
Instrument m
120
n ctri+
n 49 100
n 49 -1
[+ | %
n 49-3
n oA 60
[+ B
£y o S5x10UFC/mL
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII iol
ﬁ ctrl-
= ctrl- i
=) campione 11
Bl campionE 12 -

Tempi di amplificazione:
14- 50 minuti

>

©



Prove preliminari

STEP 2: verifica della sensibilita su ceppi di Listeria monocytogenes in brodo di coltura

Hit Listeria monocytogenes GIow
9 9 Name strain 99
140
Operator Erica Tirloni
Instrument

oED

n ctrl+
n 99 100
n 99-1
n 30
n 99-3
n 99-4 60

Q- 10 UFC/mL

B ’
EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEESR IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII)

ar
ctrl-
= 2

: CAMPIONE 11

=CM-1P|ONE 12

10 20 30 40 50 ¢

Tempi di amplificazione:
27- 45 minuti

€



Prove preliminari

STEP 2: verifica della sensibilita su ceppi di Listeria monocytogenes in brodo di coltura

Kit  Listeria monocytogenes Glow FTTEEIES

118

Name 118 110

-

Operator Erica Tirloni

Instrument
90

[+ Bl 80
[+ KA

nr;sw G
[+ | 50
[+ RREE
[+ ERE

Bw.  10UFC/mL

100

30

30
II!_._-ITIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
ﬂ" ctri-
20
ﬁcnmplonlno
ﬂ CAMPIONE 11 10

ﬂ CAMPIONE 12

0

Tempi di amplificazione:
25- 35 minuti
<€ >
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Confronto con risultati in letteratura-brodi

Presente studio 10-400 UFC/mL

Cho et al. (2014) 2,22 UFC/mL
Tang et al. (2011) 20 UFC/mL
Wang et al. (2012) 1.0 *104UFC/mL

&

©



Latte

Prove preliminari

STEP 3: verifica della sensibilita su prodotti lattiero caseari volontariamente contaminati con
Listeria monocytogenes e sottoposti ad analisi qualitativa

Formaggi con limitata

struttura e assenza microflora

Grasso
3.6%

Latte intero

Grasso
1.6%

Latte scremato

Grasso
271.5%

Cream cheese

Grasso
5%

ricotta

Grasso
42%

mascarpone

Formaggi con strutturae
presenza microflora

Grasso

22%

mozzarella

Grasso

4.5%

=7.| cottage cheese

Grasso
25%

crescenza

Formaggi stagionati con
struttura e microflora

Grasso
26%

gorgonzola

Grasso
271%
taleggio




Prove preliminari

STEP 3: verifica della sensibilita su alimenti contaminati da Lisferia monocytogenes e sottoposti
ad analisi qualitativa brodo di coltura

Listeria monocytogenes 118
(7 UFC/250 g, corrispondenti a 0.03 UFC/mL di brodo=-1.52 Log UFC/mL)

25 g 5 225 mL
campione Half fraser broth

a, i 3
.
.
.
vy en®
.... ““
L] s®
[ s®
o, et
.®

|
|
| l .
|

Enumerazione su Rapid I'mono
T0, T18h, T24h, T48h <
LAMP




Prove preliminari- 18 e24 h
STEP 3: verifica della sensibilita su alimenti contaminati da Listeria monocytogenes e sottoposti ad analisi
qualitativa brodo di coltura

Prodotto Conta Conta
LAMP microbica LAMP microbica
Log UFC/g Log UFC/g
Latte intero A - 3.4 - 4.7
Latte intero B - 3.3 - 4.7
Latte scremato A - 3.4 - 4.7
Latte scremato B - 3.3 - 4.7
Ricotta A - 2.5 - 4.3
Ricotta B - 2.3 - 3.4
Mascarpone A - 2.3 - 4.1
Mascarpone B - 2.0 - 4.3 .
Taleggio A - 2.3 - 2.5 Cariche <
Taleggio B - 2.6 - 2.6 5 Log
Gorgonzola A - 3.2 - 4.2 UFC/g
Gorgonzola B - 1.0 - 2.3
Cream cheese A - 2.3 P 4.2
CreamCheeseB - 24 N+ ) 42
Crescenza A - 2.6 - 4.3
Crescenza B - 1.8 - 4.3
Mozzarella A - 2.6 - 4.2
Mozzarella B - 2.9 - 4.3
Cottage cheese A - 3.3 - 4.5 @
Cottage cheese B - 3.2 - 4.6




Prove preliminari-48 h

STEP 3: verifica della sensibilita su alimenti contaminati da Listeria monocytogenes e sottoposti ad analisi
qualitativa brodo di coltura

Hit Listeria monocytogenes Glow ‘_Q *ﬁi@éﬁé’! 1 10{

Name t48h subculturation test

Operator Erica Tirloni

Instrument m #l

s0f
o
g whole milka 70|
n\ nilk b |
60

[+ BRI sof
n ricottaa
a0
n ricotta b
. @ taleggio a a0
[g,,% taleggio b

° l@a Eurianzula a 20;
® < cresclta LM per ugorgonmlah 10i

condizioni del e ———
sub strato ? pH? Kit  Listena monocytogenes Glow m’:m ol

Name thfh subculturation test

eMicroflora naturale? | oo s

Instrument |_' m 100/
Effetto mascherante n __
della matrice? -~ 0
n mascarpone b
o

60/
n crescenza b
n cottage cheese a
n cottage cheese b 40

n mozzarellaa
u mozzarella b

n cream cheese a 2

n cream cheese b




Prodotto

Conta
LAMP microbica

Log UFC/g

Latte intero A + 8.0
Latte intero B + 8.1
Latte scremato A + 8.3
Latte scremato B + 8.1
Ricotta A + 1.9
Ricotta B + 8.0
Mascarpone A + 8.3
Mascarpone B + 8.1

Taleggio A e 33-

Taleggio B - 3.5..
GorgonzolaA _+.oeioon 518

GorgonzolaB ~ “wv............_. 2.9..-
Cream cheese A + 8.2
Cream Cheese B + 8.4
Crescenza A + 1.1
Crescenza B + 8.1
Mozzarella A + 8.1
Mozzarella B + 8.1
Cottage cheese A + 8.2
Cottage cheese B + 8.1

Possibile
i interferenza delle :
i microflora naturale :
i presente/substrato
i  non permissivo

inibizione della
crescita di Listeria
monocytogens

Basse cariche (-3
log cfu/g) non
rilevate

In 48 h di subculturazione
+ 1h e 30min di esecuzione

test ottenimento del risultato

finale
(vs 72h del metodo classico)
dell’analisi qualitativa:
risparmio di almeno 24 ore




ISO
25 g + 225 mi Fraser Half Concentration
Incubare a 30°C per 24 ore

A L3

0,Ami+10 ml Seminare su ALOA
Fraser Broth e PALCAM o OXFORD

Incubare 48 ha 37°C

Seminare su ALOA
e PALCAM o OXFORD

Incubare 24 h a 37°C

Colonie tipiche NO

Y

Sl Reincubazione

Tempo minimo:
24+24+24=12h

Metodiche classiche di ricerca di Listeria monocytogenes

AFNOR

25 g + 225 ml Fraser Half Concentration
!

Incubare a 30°C per 24 ore

Seminare su ALOA

l

Incubare 24 h a 37°C

Sl Colonie tipiche NO
S Re-incubazione
24 ha3i°C

Tempo minimo: ,@
24+24+24=12h



Conclusioni

Limite rilevabilita

Ceppo 118 Brodo 10 UFC/ml (=1 Log UFC/mL)

Prodotti inoculati con 118 4.2-5.8 Log UFC/g

Interferenza substrato (alimento):
" grasso;

= microflora naturale presente;

= struttura.

©



Conclusioni

Studio | Substrato
Wang et al., (2010) Latte crudo volontariamente contaminato
Wang et al. (2015) Latte crudo volontariamente contaminato
Cho et al., (2014) Latte crudo volontariamente contaminato
Shan et al., (2012) Alimenti volontariamente contaminati
Miks-Krajnik et al., (2016) Superfici a contatto con alimenti
Applicazioni
Tang et al., (2011) Pollame naturalmente contaminato
Tang et al., (2017) Vegetali naturalmente contaminati
Wu et al., (2014) Alimenti naturalmente contaminati (carne bovina, RTE carnei)
Wang et al. (2015) Carne suina naturalmente contaminata

LOD
1.86*102 UFC/mL
2.4*%10* UFC/mL
2.22%10° UFC/mL
>2.8%103 UFC/g

>102 UFC/100 cm?

100% concordanza con
metodi culturali classici

100% concordanza con
metodi culturali classici

100% concordanza con
metodi culturali classici

©



In futuro...

Nuovi test...su
nuove matrici
alimentari

Nuovi test per verificare la possibilita di riduzione del periodo di incubazione a 36 h




In futuro...

Capitolo 1. Criteri i sicurezza alimentare

. Microrganismifloro Pano di campionzmento 7] Limniti [7) Metodo danalis di e
Categoria alimentare ) . o Fase 2 cui & applica il criterio
tossine, methaolit n c m M riferimento (')

1.1 Alimenti pronti per lattanti ¢ alimenti Listeria mamoctogmes 10 0 Assente in 25 g ENJISO 11290-1 Prodott immessi sul mercato

pronti a fini medici speciai (%) durante 1 low periodo & conser-
vabilita

1.2 Alimenti pronti che costituiscono terreno | Liseria monootoens 5 1] 100 ufely (%) ENITSO 11290-2 % Prodoti immessi sul mercato

dodo & conser

favorevole alla cresdta di [

) base al metodo di riferimento di 5o s

ore alimentare

tali metodi son
cui allallegato T e se ¢ utilizzato un metodo proprietario

i g ™ L'impiego di mr:tni’ ﬁﬁli&;i alternativi ¢ accettabile quando

wreats

te in base al protocollo definitp @ one

Alimenti pronti che non tom

o fresle i v cortificato da

Littanti e 4 fini medici specia ntlla norma

accettati a livello internazionale.

Qualora T'operatore del settore alimentare intenda applicare
metodi analitici diversi da quelli validati e certificati come
indicato al terzo comma, tali metodi sono validati in base a
protocolli riconosciuti a livello internazionale e il loro
impiego ¢ autorizzato dall'autorita competente.

400 0 ad altri protocolli analoghi

=

SUCCESS

©



2000-2010

2000-2011

2000-2012

2000-2013

2000-2014

2000-2015

2000-2016

2000-2017

Numero lavori con parola chiave LAMP

iaIIIIIIIIIIhI245

1368

——————————————] 52 2
) 624
R 7 31

824

0 200 400

600

800

1000
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Sistema LAMP 3M validato per Listeria spp.

P2-124: Validation of the 3M™ Molecular Detection System for the
Detection of Listeria in Meat, Seafood, Dairy and Retail Environments m
Department of Food Science, Cornell University, lthaca, NY, United States: Esther D. Fortes; Martin Wiedmann 3M Food Safety, 3M Center, St. Paul, MN, United States: John David; Bob Koeritzer

Cornell University

3M MOLECULAR DETECTION ASSAY Listeria PROTOCOL

RESULTS AND DISCUSSION

Thera ks & combnued need to devalop improved rapkd rethads for detaction of fockome pathogens, The 3™ Mulacuar
Dists o Sywlem wilzes lzothermal DHA ampification and bloluminescana 1o detect trgetod pathogens, aitar

an emichment stap. The projact aim ws to evsluats tha M Molscuar Detection SysEm and SM™ Molscuar
Dishiction Assay Distaria using smircrmantsl samples obteinesd from ratell dels and meat, sserioad, and dairy
prucessing pla. 381 amionmental smples wers collscied using 3M™ Sporge-Sticks with DVE Neuimkzing Butier

‘m

ﬁi”*

-—

e R gy A
I il wr e B T

A ‘otal of 231 emddronmantal samples from ratel], seafood
procsesing, meat processing and dalry proceesing wers tacted
Tor Lifam with e 3M Molacular Detection Assay Listes aftar
22- and 45-hour ennchmantin SM Modfied Ltk Recowery Broth.
In adchtion, e M Modified Listana Recieny Broth enfchment for

Wil there veere 3 numbsr of samples et wers ot by e
28 Mol cuier Dataction Sysiem after arichment In 3M Madifled
Liebiia Rscoveny Baol and nagatiee by FDA BAM and wics vans,
thesa data clarly Indicate that e owensll methods amploying
annichment In 3M Madified stara Recovery Broth and In GLER

Flgurei 1. 258 pleylageny for 75 Ll sl wies
rq:lmﬂa ity fram sechof e T4 36
Halgadar I:Ills.y:hlp-umnrphs
Lisiaris Reomery Broli)

o el o o sk o o sl e wos pos b
by oot mathids [rer anro ortin 18

and ested Tor Liferia with the S Malecuiar Debaclon System after 22- and 48-how srrizhment in SV Modiflad 3 Merhod Usterky oS L gach sampl wis sk teted Tor Listeds app, using standand plating  yleided comparable resuits on envionmental sporges. st Rocovery Brat, bk not by 3 Wi 11
Listaia Recoery Broth; IW Modified Leteri Racovery Broth anrichments wers akso used for cutiral dsection of Eample Enrictmnent Iroubaon procadLres slmilar fo e FDA BAM method, Dakaclion Bywlrn.
Lt B4 I 3T 1) w 3M Molecular Detection Syatemn posfthe samgples represanted
P - Wsm Enrichments of & varlety of emvronmentsl SpongS sSTREETM  gpraty of Listeris spacias, s saquancing and el Typing
Crverall, M Mickseuer Detection System and cuttirs based datscton SMer enviciment I 2M Modfad Listars E WTRrENt SOUFCES U0 N0t S3USS INMEFTErance o INNIDON 0T 18 4¢3 qinogs scista Tor aseh of e 7 3 MokCUsr Detseton
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Protocollo (messo a punto al termine delle prove preliminari) O

=
« Preparazione del campione: Sy
Dal brodo di arricchimento (Half Fraser Broth), dopo incubazione di 48 h, viene prelevato
1 aliquota

 Estrazione del DNA:
- Centrifugazione
- Risospensione del pellet con di buffer di estrazione
- Incubazione per consentire I’estrazione del DNA
- Centrifugazione
- Prelievo di un’aliquota di 3 pl di DNA estratto per la reazione LAMP

« Preparazione della reazione LAMP:

- In una provetta di Primer mix (primers liofili) aggiungere 22 ul di LAMP mix (enzima,
cloruro di magnesio, nucleotidi e buffer di reazione), 30 ul di olio minerale e 3 pl di
DNA estratto

- Inserire la provetta nello strumento e avviare I’amplificazione

Nel caso di prodotti alimentari grassi (es. formaggio ecc.) I’estratto deve essere
diluito 1:5 con il buffer di estrazione @
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