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Tecnologia LAMP (Loop-mediated isothermal AMPlification)

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

LAMP combina:

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

 Rapidità di esecuzione del test;
 Alta specificità e sensibilità.

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

Facilità di esecuzione: permette di analizzare 
campioni anche direttamente in situ ottenendo 

risultati in tempi rapidi (~ un’ora)

POCT: POINT OF CARE TESTING



Tecnologia LAMP (Loop-mediated isothermal AMPlification)
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Applicazioni molteplici: diagnostica umana, animale e vegetale, certificazione genetica
in ambito agroalimentare.
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LAMP: meccanismo della reazione

La LAMP è una tecnologia che si basa su un’amplificazione isotermica di acidi nucleici, sull’attività
di una polimerasi termostabile con attività 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 F1c in direzione 3’ e B1, B2 e B3 in direzione 5’)

La reazione e composta da due steps:
• durante la prima parte della reazione sono coinvolte le due coppie di primers FIP-BIP e F3-B3 (+ 2

opzionali LF-LB)
• successivamente per lo spiazzamento dei filamenti e per la sintesi del DNA vengono coinvolti

soltanto i 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.
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LAMP
Il prodotto finale della LAMP è una miscela di strutture di DNA a cavolfiore composte da varie anse (la
struttura di DNA è anche detta manubrio).



Sistema di Real time-LAMP 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
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Riconoscimento del Kit e dell’operatore

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

• Anche l’operatore che esegue il test viene
tracciato, consentendo l’accensione dello
strumento e l’avvio delle analisi.

• Tracciabilità:
 del test eseguito;
 dell’operatore;
 del lotto e data di scadenza dei reagenti

utilizzati;
 del risultato finale.
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Rivelazione

Lo strumento amplifica e legge la fluorescenza del campione,
formando curve sigmoidi in tempo reale.
Effettua simultaneamente l’analisi su 12 campioni.
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Listeria monocytogenes
Salmonella spp.
Campylobacter spp.

Campi applicazione
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Prove preliminari
STEP 1: verifica della specificità su ceppi di Listeria monocytogenes e Listeria spp. in brodo di
coltura

42 ceppi

Listeria  monocytogenes

32/32 ceppi identificati-100%

• Ceppi da Panel Centro Referenza (25)

• Ceppi isolati da alimenti  (6)
(salame, prosciutto crudo, prosciutto di Praga, 

taleggio, cocktail gamberi, sandwich)

• Ceppi ATCC 7644 (1)

Listeria spp. non monocytogenes

10/10 ceppi non identificati

Codice ID
ATCC 33090 L. innocua

C16-M L. ivanovii
A4-O L. ivanovii

A14-O L. grayi
A15-O L. welshimeri
A17-L L. seeligeri
A19-L L. innocua
A26-M L. innocua
B14-O L. welshimeri
B15-M L. grayi

7-8 Log UFC/mL
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Prove preliminari

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

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

U

Brodo di 
subculturazione

Limite di 
rilevabilità

LAMP
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Prove preliminari

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

45

4x102 UFC/mL

Tempi di amplificazione: 16- 40 minuti 
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Prove preliminari

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

49

5x10UFC/mL

Tempi di amplificazione: 
14- 50 minuti 
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Prove preliminari

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

99

10 UFC/mL

Tempi di amplificazione: 
27- 45 minuti 
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Prove preliminari

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

118

10 UFC/mL

Tempi di amplificazione: 
25- 35 minuti 
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Limite rilevabilità brodo

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 *104 UFC/mL 

Confronto con risultati in letteratura-brodi
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Prove preliminari
STEP 3: verifica della sensibilità su prodotti lattiero caseari volontariamente contaminati con
Listeria monocytogenes e sottoposti ad analisi qualitativa

Grasso 
22%

Grasso 
4.5%

Grasso 
25%

Grasso 
26%

Grasso 
27%

Grasso 
27.5%

Grasso 
5%

Grasso
42%

Grasso 
3.6%

Grasso 
1.6%

mozzarella

cottage cheese

crescenza

gorgonzola

taleggio

Cream cheese

ricotta

mascarpone

Latte intero

Latte scremato

Latte Formaggi con  limitata 
struttura e assenza microflora 

Formaggi stagionati con  
struttura e microflora 

Formaggi con  struttura e 
presenza microflora 
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225 mL
Half fraser broth

25 g 
campione

Prove preliminari
STEP 3: verifica della sensibilità su alimenti contaminati da Listeria 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)

T0, T18h, T24h, T48h
Enumerazione su Rapid L’mono

LAMP



Prodotto

T18h T24h

LAMP
Conta

microbica
Log UFC/g

LAMP
Conta

microbica
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
Taleggio B - 2.6 - 2.6

Gorgonzola A - 3.2 - 4.2
Gorgonzola B - 1.0 - 2.3

Cream cheese A - 2.3 - 4.2
Cream Cheese B - 2.4 + 4.2

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
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Prove preliminari - 18 e 24 h
STEP 3: verifica della sensibilità su alimenti contaminati da Listeria monocytogenes e sottoposti ad analisi
qualitativa brodo di coltura

Cariche < 
5 Log 

UFC/g



20

Prove preliminari - 48 h
STEP 3: verifica della sensibilità su alimenti contaminati da Listeria monocytogenes e sottoposti ad analisi
qualitativa brodo di coltura

?
• < crescita LM per
condizioni del
substrato? pH?

•Microflora naturale?
•Effetto mascherante
della matrice?
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Prodotto

T48h

LAMP
Conta

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 + 7.9
Ricotta B + 8.0

Mascarpone A + 8.3
Mascarpone B + 8.1

Taleggio A - 3.3
Taleggio B - 3.5

Gorgonzola A + 5.8
Gorgonzola B - 2.9

Cream cheese A + 8.2
Cream Cheese B + 8.4

Crescenza A + 7.7
Crescenza B + 8.1
Mozzarella A + 8.1
Mozzarella B + 8.1

Cottage cheese A + 8.2
Cottage cheese B + 8.1

Possibile 
interferenza delle 

microflora naturale 
presente/substrato 

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



22Tempo minimo: 
24+24+24=72h

Tempo minimo: 
24+24+24=72h

ISO AFNOR

Metodiche classiche di ricerca di Listeria monocytogenes

Tempo minimo: 
24+24+24=72h

ISO AFNOR
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Limite rilevabilità

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
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Studio Substrato LOD

Wang et al., (2010) Latte crudo volontariamente contaminato 1.86*102 UFC/mL

Wang et al. (2015) Latte crudo volontariamente contaminato 2.4*104 UFC/mL

Cho et al., (2014) Latte crudo volontariamente contaminato 2.22*100 UFC/mL

Shan et al., (2012) Alimenti volontariamente contaminati >2.8*103 UFC/g

Mikŝ-Krajnik et al., (2016) Superfici a contatto con alimenti >102 UFC/100 cm2

Applicazioni

Tang et al., (2011) Pollame naturalmente contaminato 100% concordanza con 
metodi culturali classici

Tang et al., (2017) Vegetali naturalmente contaminati -

Wu et al., (2014) Alimenti naturalmente contaminati (carne bovina, RTE carnei) 100% concordanza con 
metodi culturali classici

Wang et al. (2015) Carne suina naturalmente contaminata 100% concordanza con 
metodi culturali classici

Conclusioni
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In futuro…

Nuovi test…su 
nuove matrici 

alimentari

Nuovi test per verificare la possibilità di riduzione del periodo di incubazione a 36 h
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In futuro…
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Numero lavori con parola chiave LAMP 
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Sistema LAMP 3M validato per Listeria spp.
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Sistema LAMP 3M validato per Listeria spp.



GRAZIE PER 
L’ATTENZIONE
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Protocollo (messo a punto al termine delle prove preliminari)

• Preparazione del campione:
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 l’estrazione del DNA
- Centrifugazione
- Prelievo di un’aliquota di 3 µl di DNA estratto per la reazione LAMP

• Preparazione della reazione LAMP:
- In una provetta di Primer mix (primers liofili) aggiungere 22 µl di LAMP mix (enzima, 

cloruro di magnesio, nucleotidi e buffer di reazione), 30 µl di olio minerale e 3 µl di 
DNA estratto

- Inserire la provetta nello strumento e avviare l’amplificazione

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