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A LAMP- (hurok altal kozvetitett
izotermikus sokszorositas) technika
fo alkalmazasi lehetoségei az
allatorvostudomanyban
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Ozsvari Laszl6*3, Wagenhoffer Zsombor', Zenke Petra™

OSSZEFOGLALAS

A szerz8k irodalmi adatok és sajat tapasztalataik alapjan bemutatjdk a hurok
kozvetitette izotermikus amplifikaciés (Loop-mediated Isothermal Amplification,
LAMP) technika szamos alkalmazasi lehet8ségét az allatorvostudomanyban,
kilontsen a fert6z6 betegségek diagnosztizalasaban. Az allattenyésztésben az
embridk ésivaridimorfizmust kevésbé mutaté fajokivariazonositasa, azélelmiszer-
vizsgalatok terlletén pedig a faji eredet meghatarozasa szintén megvaldsithatd
ezzel a mobdszerrel. Az 6sszefoglaldban bemutatjak a rendelkezésre all6 fébb
vizsgalati lehet8ségeket ezeken a terlleteken. A LAMP-technika gyorsasaga
és pontossaga miatt igéretes diagnosztikai eszkdz az allatorvosi gyakorlatban,
amely koltséghatékony mikodése, egyszerl kivitelezhetGsége és minimalis
mUszerigénye miatt lehetéséget ad nagy mintaszamu vizsgalatok akar helyszini
alkalmazasara is.

SUMMARY

The Loop-mediated Isothermal Amplification (LAMP) technique has various
application possibilities in veterinary sciences, particularly in diagnosing infectious
diseases, animal husbandry, and food testing. In this summary, the authors show
how the technique is utilized in these fields. LAMP is widely used in veterinary
medicine for the sensitive, rapid and accurate diagnosis of infectious diseases in
animals. The technique allows for the detection of specific DNA or RNA sequences
of pathogens present in clinical samples, such as blood, tissues, urine, a feces,
or swabs. LAMP is highly sensitive and specific, and can provide results as quickly
as 30-60 minutes, making it valuable in identifying pathogens responsible for
diseases in livestock and pets. It aids in early detection, surveillance, and control
of infectious diseases, allowing for prompt treatment and prevention measures.
LAMP can also be applied to determine the sex of several domestic animals.
This information allows for the selection of specific traits associated with either
sex and optimizing breeding strategies, and it is crucial for dairy and beef cattle
breeding programs. To ensure the safety and quality of animal-derived food
products, LAMP can be used to identify the species components of meat and
milk products, and therefore, can detect adulteration or mislabeling. This helps
to ensure the accuracy of labeling, meet regulatory requirements, and prevent
fraudulent practices in the meat and dairy industry. Overall, LAMP's simplicity,
rapidity and accuracy make it a promising cost-efficient diagnostic tool with
the potential for on-site applications of a large number of samples in veterinary
practice.
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A LAMP-TECHNIKA FO ALKALMAZASI LEHETOSEGEI

AZ ALLATORVOSTUDOMANYBAN

Az allatorvosi tudomanyokban a korszer(i molekularis genetikai vizsgalatok mara
nélkilozhetetlenné valtak. A hurok altal kdzvetitett izotermalis sokszorositas
(Loop-mediated Isothermal Amplification, LAMP) az élettudomanyok teriletén
egyre szélesebb korben alkalmazott mddszer a nukleinsav-szakaszok vizsgalatara.
A hasonlé célra hasznalt egyik legismertebb technikatdl, a polimeraz lancreakciotol
(Polymerase Chain Reaction, PCR) féképpen az kildnbdzteti meg, hogy a PCR
soran ciklusonként ismételt h6mérsékleti profil helyett izotermalis, azaz allandé
hémérsékletl kdrnyezetben megy végbe a reakcid és altaldban rovidebb idé alatt.
Bar az elmult évtizedekben szamos egyéb, a DNS-szakaszok sokszorositasan
alapulé vizsgalati médszert fejlesztettek ki (pl. Rolling Circle Amplification, RCA;
Standard Displacement Amplification, SDA), egyik sem terjedt el a LAMP techni-
kdahoz hasonlé mértékben az allatorvosi vizsgalatok terlletén.

A LAMP-mébdszert csaknem negyed évszazaddal ezelStt fejlesztették ki japan
kutatdok, amely gyorsan, nagy specificitdssal és hatékonysaggal képes a DNS-szal
sokszorositasara izotermalis hdmérsékleten [1]. A reakciéhoz minimalis meny-
nyiségl DNS is elégséges, amelynek izoldldsa elvégezhetd akar a legegyszer(libb
sejtroncsold mdodszerek alkalmazasaval is [2-6].

A specialis elSirasoknak (PrimerExplorer szoftver) megfelelSen tervezett négy primer
kozul kettd az amplifikacidért felelés, mig a masik kettd a termékek levalasztasaért. A
négy primer 6sszesen hat célszakaszt ismer fel a genomban, ezért j6 a szelektivitasa.
A primerek szekvenciaja és elrendezése hatasara megvaldsuld ,szalathelyezddés”
(strand displacement) médszer, valamint a szal és a primervégek komplementer
szekvencidinak kdszonhet8en a szal két végén egy-egy hurok képzddik, 1étrehozva
egy Ugynevezett ,,sUlyzé” (dumbbell) format (1. dbra). A hurokképz8dés soran keve-
sebb, mint egy Ora alatt akar milliardnyi Gj méasolat keletkezik a célszekvenciardl. Az
dllandd hdmérsékleten végbemend reakcid altaldban 50-67°C kozotti, amely ked-
vez8bb energiafogyasztast és reakciéiddt eredményez a hagyomanyos, ill. a valds
idejl (real-time) PCR-rel valé dsszehasonlitdsban, tovabba megvaldsithatd draga
PCR-készUlékek nélkul, akar vizfirdében vagy hdblokkban is [1, 6, 7]. A Tag polime-
rdzhoz hasonléan a LAMP-reakciéban hasznalt Bst és Bsm DNS-polimerazok szintén
termofil baktériumokbdl szarmaznak, viszont az 5'-3’ polimerazaktivitas mellett erds
szalathelyez8dési aktivitast mutatnak [1, 8, 9]. A reakcidids tovabb csokkenthetd két
tovabbi, Ugynevezett loop primer hozzaadasaval, amely miatt bar a kdltségek maga-
sabbak lesznek, tovabb ndveli a mddszer hatékonysagat is [10]. Bar a real-time PCR
pontos kvantitativ adatokat nyUjt, lehetdvé téve a célnukleinsav kezdeti mennyisé-
gének mérését és jobban alkalmazhatd tdbbcélpontos (multiplex) amplifikalasra, a
LAMP-technika eldnye egyszerliségében, gyorsasagaban és a gatlé anyagokkal, ill.
kontaminéacidval szembeni kisebb érzékenységében nyilvanul meg [11].

A LAMP-reakci6 sikeres végbemenetelének (pozitiv reakcid), ill. eredménytelenségé-
nek (negativ reakcid) elkllonitésére szadmos maodszer all rendelkezésre. A reakciécss-
ben képzddb amplikonok detektalasa a hagyomanyos agardzgél elektroforézis mellett,
ill. helyett torténhet szabad szemmel is (2. dbra). Egyik ilyen mddszer a turbiditas-
valtozas, azaz az oldat elhomalyosodasanak megfigyelése, ill. mérése, amely a vég-
bemend pozitiv reakcid eredményeként a reakcidelegy dsszetételében bekbvetkezd
valtozas eredménye [12-14]. A DNS-szalakba beépul8 (interkalald) festékek szintén
megbizhatd mddon jelzik a reakcid eredményességét, amely akar szabad szemmel
is megfigyelhetd, ill. kék- vagy UV-fény megvilagitassal ennek érzékenysége tovabb
fokozhatd [15-17] (2. dbra). A végbemend pozitiv reakcid sordn, megfeleld dsszetétell
reakcidelegyet hasznalva a kdzeg pH-ja is megvaltozik, igy a pH-indikatorok segitsé-
gével kimutatott szinvaltozas mar a reakcié folyaman is nyomon kdvethetd [18-20].



1. ABRA. A LAMP-reakcié dltali
DNS-sokszorositds elve
(HiravamA és mtsai alapjdn [8])

FIGURE 1. The principles of
DNA amplification by LAMP
(HiraYAMA et al. 2013 [8])

2. ABRA. A reakciécsévekben képzédd
amplikonok detektdldsa a DNS szdlakba
beéplilé festékkel szabad szemmel (A),
agarézgél-elektroforézissel (B), ill. kék fény
megvildgitdssal (C); (- ) negativ reakcid,
(+) pozitiv reakcié

FIGURE 2. Detection of the amplicons
formed in the reaction tubes with incorpo-
rating dye into the DNA strands with the
naked eye (A), agarose gel electrophoresis
(B), and blue light illumination (C); (- )
negative reaction, ( +) positive reaction
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A LAMP-technika kivitelezése az el6bbiekben bemutatott tulajdonsagai miatt
joval egyszer(ibb laboratériumi hatteret igényel, ezért Iényegesen konnyebben
mobilizdlnatd a hagyoméanyos genetikai vizsgald mdédszerekhez képest. igy lehe-
tévé valik a mintavételezés helyszinén torténd vizsgalatok gyors elvégezése, amely
donté fontossagl lehet az allatorvosi vizsgalatok szamos terUletén.

A nukleinsav-amplifikacid a bioldgiai tudomanyok egyik legfontosabb maddszere,
amelyet a betegségek diagnosztizalasatél kezdve, az igazsaglgyi nyomozason
at egészen a biotechnoldgiai eljarasokig terjedden alkalmaznak. Kifejlesztése 6ta
a LAMP rengeteget fejlédott az amplifikacids technikak alkalmazasi terlletén,
felhasznalasi korétdl figgben szamos kilonbozE mabdszerét fejlesztették ki.

Mivel a LAMP-technika gyors, rendkivil érzékeny, nagyon specifikus és kevésbé mun-

kaigényes, kivalé alternativat kinal a fert6z6 betegségek kérokozbdinak kimutatasara és
a mikrobialis betegségek korai felismerésére. Ezek a technikak a kérokozdk specifikus
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DNS-szekvenciait célozzak meg, és lehetdvé teszik a gyors és érzékeny kimutatast.
Szamos LAMP-tesztet fejlesztettek ki és validaltak a haziallatok jarvanyos allatbe-
tegségeire, amelyek kozll a fontosabbakat a killonb6z8, gazdasagi szempontbdl
kiemelkedd madar- és eml8sfajokon mutatunk be (1-3. tdbldzat). A tablazatokban
feltlintetett kdrokozdk neve melletti szamok az aldbbi csoportositast jelentik: (1) virus
- DNS-, vagy RNS-virus; (2) baktérium; (3) gomba - mikrosporidia vagy oomikdta is
lehet; (4) parazita — protozoa, fonal-, lapos-, vagy orséféreg.

A madarak klilonbozd megbetegedéseit okozd virusok jelentds gazdasagi vesz-
teséget okoznak a baromfiiparban. A korai felismerés fontos a fertdzott mada-
raknak az allomany tébbi részétdl vald elkllonitéséhez, igy korlatozva a fertézés
terjedését. Sok esetben nem all jelenleg rendelkezésre hatékony gydgyszer vagy
vakcina, ezért a megeldz4 eljarasok, ill. a vertikalis és horizontalis fertézések elleni
védekezés f6ként a virushordozdk korai felismerésétdl és korlatozasatdl fliggenek.
Jelenleg szamos PCR-alapl moddszert hasznalnak a madarvirusok kimutatasara,
de mindegyikhez preciziés mUszerekkel felszerelt laboratériumi hattérre van
szUkség a célminta nukleinsavanak amplifikalasadhoz és kimutatasahoz, ezért
terepi korilmények kozott nem alkalmazhatdk. Kovetkezésképpen szikség van
a PCR-moddszerrel gyorsasagban, érzékenységben és pontossagban megegyezd,
ugyanakkor a virusok koltséghatékony, farmon torténd nagyszabasu diagnoszti-
zaladsara alkalmas tesztekre, amelyek az 1. tablazatban feltlintetett kérokozdkra
mar rendelkezésre allnak.

KérédzEk és mas emlbds haszonallatfajok esetében a virusok diagnosztizalasa
mellett egyéb koérokozdk, mint a baktériumok, gombak és parazitak nagy
mintaszamon torténd egyszerl és gyors diagndzisa szintén kulcsfontossagu
a betegségek hatékony leklizdéséhez (2. tablazat). Kiemelt fontossagl ezen a
terlileten az RNS-virusok reverz transzkripciés (RT-) LAMP-vizsgalata, mivel
a fertézés - a szeroldgiai tesztekkel valé dsszehasonlitasban - mar korai
stadiumban kimutathatd [39]. A LAMP-moddszer a tobbi amplifikacids technikadhoz
hasonldéan lehetdséget kinal a legtobb bioldgiai szovettipus vizsgalatara, igy az
invaziv médon vehetd mintak (pl. vér, izom- és flulbiopszia) mellett a vizelet,
arGlék, nyal- és tejminta is hatékonyan analizdlhatd. Pl. a Mycobacterium avium
subsp. paratuberculosis (MAP) elleni kiizdelemben a legnagyobb feladat az, hogy
kizarjak azokat az allatokat, amelyek széklettel és tejjel Uritik a MAP-ot, mieldtt
a Johne-betegség tlneteit mutatnak (kiléndsen a kiskérddz8k nem mutatjak a
hasmenés jeleit a betegség végsd stadiumaig). Mivel vilagszerte szikség van a
MAP-al fert6zott allatok felszamolasara, hogy megallitsak a betegség terjedését
az allattartdé telepeken, SANGE és mtsai (2019) kidolgoztak egy UrlUlékbdl és
tejmintabdl elvégezhetl detektalast [15]. Ehhez hasonléan a Brucella spp.
fakultativ intracellularis baktériumok (amelyek az allatok mellett megfertdzik az
embereket is) LAMP-modszerrel térténd kimutatasa is rendelkezésre all a vér
mellett tejmintabdl is [40]. Vizeletmintadk esetén a LAMP akar hatékonyabb is
lehet, mint a valds idejli PCR, igy pl. a Leptospira fajok kimutatasaban. Mivel ez
az eljarés olcsdébb és egyszerlibb, a LAMP kivald alternativa a szarvasmarhak és
bivalyok leptospirdzisanak rutinszerl megfigyelésére [41].

Az eml@sallat-tenyésztési szektorbdl szarmazd adatok alapjan a parazitak altal
okozott tlinetek a termeléskiesés alapvetd okai, amelyek kezelés nélkil nagy
elhulldsi aranyt és jelentds termelési veszteséget okozhatnak (csokkent noveke-
dési Utem, tejtermelés és hlishozam). A férgek kimutatasara rendelkezésre allé
hagyomanyos mddszerek sokszor faradsagosak, dragak és specifikussaguk korla-
tozott; olykor nem tekinthetdk alkalmasnak post mortem kérokozd kimutatasara
és prevalencia vizsgalatokra. Ezekben az esetekben is rendelkezésre allnak mar
olyan LAMP-alapul detektalasi technikak, amelyek egyszerliséget, specifikussagot
és gyorsasagot kinalnak [20, 42]. A protozoak kimutatasara hagyomanyosan a gyors
és olcsd mikroszkdépos diagndzist alkalmazzak, azonban a vizsgalat eredménye
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1. TABLAZAT. Szdrnyas hézidllatfajok f8bb kérokozéinak diagnosztizdldsdra rendelkezésre Gllé LAMP (hurok dltal kbzvetitett
izotermikus sokszorositds) és reverz transzkripcés, Un. RT-LAMP-tesztek

TABLE 1. LAMP (Loop-mediated Isothermal Amplification) and reverse-transcription RT-LAMP techniques available for the
diagnosis of major pathogens in domestic poultry species

Maddrinfluenza-virus (AlV) — Orthomyxoviridae [14, 21-26]
Maddrleukézis virus (J szubtipus, ALV-J) — Retroviridae [27]
o Fertéz& bronchitis virus (IBV) - Coronaviridae [28, 29]
hazi tyuk

Gallus gallus

( g ) Newcastle disease virus (NDV) - Paramyxoviridae [29]

Csirkeanaemia-virus (CAV) - Anelloviridae [16]

Tylkadenovirus (FAdV-4) - Adenoviridae [12]

Gallibacterium anatis [30]

Maddrinfluenza-virus (AlV) — Orthomyxoviridae

[14, 21, 25, 31]

(Columba livia)

—_— Hepatitiszvirus (1-es tipus, DHV-1) — Picornaviridae [32-34]
Anas platyrhynchos, . o
( HEHALY ) Tembusu-virus (TMUV) - Flaviviridae [35]
Ldd haemorrhagids polyomavirus (GHPV) - Polyomaviridae [36]
. | Maddrinfluenza-virus (AlV) — Orthomyxoviridae [14]
pézsmaréce
(Cairina moschata) ) .
Muscovy duck parvovirus (MDPV) - Parvoviridae [37]
Lddparvovirus (GPV) - Parvoviridae [17]
IGd
Lddcircovirus (GoCV) - Circoviridae [9]
(Anser anser)
Ldad haemorrhagids polyomavirus (GHPV) — Polyomaviridae [36]
Madadrinfluenza-virus (AlV) — Orthomyxoviridae [14, 21, 31]
pulyka
(Meleagris gallopavo
gris gallopavo) Gallibacterium anatis [30]
galamb
Galambcircovirus (PiCV) - Circoviridae [38]
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2. TABLAZAT. EmI8s hdzidllatfajok kérokozéinak diagnosztizdldsdra rendelkezésre Gllé6 LAMP-technikdk

TABLE 2. Available LAMP techniques for diagnosing pathogens in domestic mammal species

Szdj és kérémfdjds virusa (FMDV) - Picornaviridae [44]
Kiskérédzbk pestis virusa (PPRV) - Paramyxoviridae [45]
Kecske arthritis encephalitis virus (CAEV) - Retroviridae [46]
Capripoxvirus (CaPV) - Poxviridae [47-49]
Kéknyelv-betegség virusa (BTV-1,2,9,10,16,21,23 szerotipusok) - Reoviridae [19]
juh Kéknyelv-betegség virusa (BTV-8 szerotipus) - Reoviridae [50]
Rift Valley Iz virus (RVFV) - Bunyaviridae [51]
(Ovis aries) Orf virus [52]
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis [15]
Brucella fajok [33]
Trypanosoma fajok [53]
Haemonchus contortus [20, 42]
Taenia fajok [54]
Fasciola gigantica [55]
Akabane virus-Peribunyaviridae [56]
Bovine rotavirus (A szerotipus) - Reoviridae [57]
Szarvasmarha virusos hasmenés virusa (BVDV) - Flaviviridae [58]
Szarvasmarhaleukamia-virus (BLEV) - Retroviridae [39]
Ragadds szdj és kéréomfdjds virusa (FMDV) - Picornaviridae [59]
Bovine herpesvirus 1 (BoHV-1) - Herpesviridae [60]
Brucella fajok [33]
Leptospira fajok [41]
SPAVESTARTRE Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis [13]
Mycobacterium avium. avium és M. a. hominissuis [61]
(Bos taurus) Bovine herpesvirus 1 (BoHV-1) - Herpesviridae,
o [62]
Brucella abortus, Leptospira interrogans ser. Pomona
Mycobacterium tuberculosis [63]
Mycobacterium bovis [64]
Trypanosoma fajok [53, 65]
Trypanosoma vivax [66]
Babesia bovis [43]
Cryptosporidium parvum [55]
Echinococcus granulosus [67]
Explanatum explanatum [18]
bivaly Leptospira fajok [41]
Trypanosoma fajok [65]
(Bubalus bubalis) Explanatum explanatum 18]
Lovak fert6z8 kevésvérliség viusa (EIAV) - Retroviridae [68]
Streptococcus equi. equi [69]
16 Pythium insidiosum [70]
(Equus caballus) Candida fajok [71]
Trypanosoma evansi [65]
Trypanosoma fajok [53]
Ragadds szdj és kérémfdjds virusa (FMDV) - Picornaviridae [72]
Influenza A virus-Orthomyxoviridae [25]
sertés Sertésparvovirus (PPV) - Parvoviridae [73, 74]
Afrikai sertéspestis virus (ASFV) - Asfarviridae [75]
(Sus scrofa Glaesserella parasuis [76]
domestica) Mycobacterium avium. avium és M. a. hominissuis [61]
Candida-fajok [71]

Trypanosoma-fajok [53]
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nagymértékben fligg a mikroszképos analizist végzs személy képzettségétdl, és
igy nem feltétlenll képes kimutatni kis szamban el&forduld kérokozdkat és kroni-
kus fertézéseket. igy pl., mivel a szarvasmarhak babezibzisa a trépusi és szubtré-
pusi orszagokban az egyik gazdasagilag legfontosabb kullancs altal terjesztett
betegség - és az oltbanyag nem feltétlenll hozzaférheté minden raszoruld fél
szamara, ennek kovetkeztében pedig a betegség elleni védekezés sem mindig
sikeres —, kifejlesztették a LAMP-mo&dszert a Babesia bovis gyors és pontos kimu-
tatasara [43]. Az eml8s haszonallatfajok egyéb kdrokozdinak diagnosztizalasara
rendelkezésre 4116 LAMP technikakat a 2. tdbldzat foglalja 6ssze.

A kutyak és macskak kérokozdinak diagnosztizalasara is szamos elérhetd
LAMP-technika létezik (3. tadbldzat). A fert6zések gyors és pontos diagnosztiza-
lasa segiti az allatorvosokat a fert6zott kedvencek kezelésében és a megfeleld
védekezési intézkedések végrehajtasaban. Kutyaknal a parvovirus kimutatasa
mellet szamos tesztet fejlesztettek a parazitdk azonositasara. Ezek a rendkivul
érzékeny (akar 1-10 pg kimutatési hatar) vizsgalatok a kildnboz8 protozoak és
férgek specifikus detektalasat biztositjak a legklilénbozdbb szévetekbdl, tobbek
kozott kotdhartya és bélsar mintabdl is [77, 78]. Az Echinococcus multilocularis
kimutatasa fert6zott kutyafélékben és a kornyezetben kulcsfontossagl az endé-
mias terlleteken el&forduld alveolaris echinococcosis epidemioldgidjanak jobb
megértéséhez. A boncolds/ulepités és a szamlaldsi technika tovabbra is az ,arany
standard” modszer a kutyafélék fert6zésének kimutatasaban, de nagy |épték(
prevalencia vizsgalatokban a terepi alkalmazasra is alkalmas LAMP-technikaval
nem veszik fel a versenyt.

3. TABLAZAT. Kutydk és macskdk kérokozéinak diagnosztizdldsdra rendelkezésre Gllé LAMP technikdk

TABLE 3. Available LAMP techniques for diagnosing pathogens in dogs and cats

Kutya parvovirus [79]
Babesia gibsoni [80]
Trypanosoma fajok [53]
Babesia canis [81]
Leishmania infantum [78, 82]
Leishmania fajok [83]
Toxoplasma gondii [84]
kutya
Trypanosoma evansi [65]
(Canis familiaris)
Pythium insidiosum [70]
Dirofilaria immitis [85]
Dirofilaria repens [86]
Ancylostoma caninum [77]
Taenia fajok [54]
Echinococcus multilocularis [87]
Paragonimus westermani [88]
Macska koronavirus (FCoV)-Coronaviridae [89]
macska
Mycobacterium avium. avium és M. a. hominissuis [61]

(Felis catus)
Toxoplasma gondii [84, 90]
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IVARMEGHATAROZAS AZ ALLATTENYESZTESBEN

A legtobb madarfaj kiilsé jellemzdi lehetdvé teszik az egyedek ivari elkilonitését,
ez azonban nem feltétlenlligaz a Columbidae rend tagjaira. Az ivar meghatarozasa
|étfontossagl szerepet jatszik a galambtenyésztésben, mivel lehetdvé teszi a
tenyészt8k szamara, hogy megalapozott dontéseket hozzanak a parositassal,
a genetikai sokféleséggel, a tenyésztési stratégiakkal és a piaci igények
kielégitésével kapcsolatban. Az egyedek ivaranak ismerete ugyanilyen jelentdségl
a baromfitenyésztésben a hatékony allomanygazdalkodas, a genetikai szelekcid, a
tojastermelés optimalizaldsa, a betegségek elleni védekezés, a célzott tenyésztési
programok és a piaci preferenciak teljesitése érdekében, mivel lehetévé teszi a
tenyészt8k szamara, hogy maximalizaljak baromfidllomanyuk termelékenységét
és mindségét. A LAMP-technika alkalmazasaval — a mddszer nyUjtotta elényok
kiaknazasa mellett - szamos gazdasagilag fontos madarfajban lehetséges mar
az egyedek genetikai ivarvizsgalata (4. tabldzat).

A Bovidae csaladba tartozdé hazidllatok esetében a tenyésztés hatékonysaga,
ill. a tej/hGstermelés maximalizdlasa érdekében szlikséges az utdédok iva-
ranak eldvalogatasa. Az embridtranszfer-technika és a preimplantacids
embridk Y-kromoszdéma-specifikus DNS-szekvencidk kimutatasan alapuld ivar-
meghatarozasi mddszerek kidolgozasa ezt lehetdvé teszi. A LAMP-mébdszer

A LAMP-médszer bizonyitottan hasznalhatdé az embridk ivardnak meghatarozasara, amellyel

szarvasmarha- sikeresen szexalhatdéak az embridk még a belltetés elStt. Ugyanigy a free-
embriék ivardnak martinizmus, amely ikerborjaknal Iéphet fel, és az Uszs borjd sterilitasat okozza,
meghatdrozasara szintén nagy pontossaggal megallapithaté az XY leukocitak LAMP-moédszerrel

torténd kimutatasaval (4. tébldzat). A szarvasmarha-embriéknal a himekre
specifikus, valamint a him és ndstény egyedekben egyarant megtalalhatd gének
egyidejd, multiplex LAMP-pal torténd vizsgalata megbizhatéan, igen nagy
szenzitivitassal és specificitassal mUkodik [91]. Tovabba vizi bivalyban és Iéban is
kifejlesztették az Y kromoszdéma specifikus szekvenciain alapulé LAMP-technikat,
amellyel sikeresen elvégezhetd az embridk ivaranak meghatarozasa (4. tablazat).

is alkalmas

4. TABLAZAT. Hdzi maddr- és eml8sfajok ivar- és faji azonositdsdra rendelkezésre Glié LAMP-technikdk

TABLE 4. Available LAMP techniques for sex and species identification of domestic birds and mammals

Allatfaj Latin név Ivarazon. Fajazon. Referencia
galamb Columbidae vér toll [92]
hazi tylk Gallus gallus vér, his has [31, 93-96]
kacsa Anas platyrhynchos has [94, 97]
pulyka Meleagris gallopavo has [94]
strucc Struthio camelus has [98]
kecske Capra hircus hus, tej [94, 99-102]
juh Ovis aries has [94, 99, 101, 102]
sertés Sus scrofa domestica his [93, 94, 101, 103-107]
szarvasmarha Bos taurus embrid hus, tej [8, 91, 93, 94, 101, 102, 108, 109]
vizibivaly Bubalus bubalis embrid hus, tej [4, 101, 110, 111]
16 Equus caballus embrid hus, tej [94, 102, 112-115]
szamar Equus asinus has [115]
teve Camelus tej [102]
jak Bos grunniens tej [102]
mosémedve Nyctereutes procyonoides has [116]
egér Mus musculus hias [117]
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Napjainkban a hamisitott his problémaja a vilag egyik legnagyobb élelmiszer-
biztonsagi és -mindségi kihivasa lett. A hlskészitmények faji eredetének
megbizhatd technikakkal torténd azonositasa kritikus kovetelmény a megfeleld
arumegjeldlés biztositasdhoz, a fogyasztdi preferencidk védelméhez, a
veszélyeztetett fajok megdbrzéséhez és a hlskereskedelemben el&forduld
csalasok megelézéséhez [107, 108, 115]. A hamisitadshoz hasznalt hlsok olcsdbbak
és rosszabb mindségliek, valamint k6zéjuk tartozhat akar a roka-, mosémedve-,
nyérc- és egérhls is [116]. Bar ezek a hUsok a vildag bizonyos terlletein
ehetének szamitanak, potencialisan karosak lehetnek az emberi egészségre a
bennlk talalhaté baktériumok, virusok és karos anyagok miatt. Szamos példa
all rendelkezésre a dragabb hUsok helyettesitésére, Ggymint a marhahds
helyettesitése kacsa-, ill. strucchlssal [94, 97, 98], valamint az azsiai orszagokban
kUulénleges, tradicionalis gyogyaszati értéket képviseld szamarhuis helyettesitése
16- és mas husokkal [115]. A his OsszetevSinek hamisitasa mellett a nagyérték(
tej cseréje olcsd tejjel szintén hatassal van az élelmiszer-biztonsagra. Mivel
a nagymértékben feldolgozott tej- és hlskészitmények Osszetevdit nehéz a
hagyomanyosan elérhetd médszerekkel (pl. fehérjeanalizis) megkllénbdztetni,
ezért merllt fel az igény olyan U(j analitikai moddszerek kifejlesztésére,
amelyek egyszerl mddon gyorsan és pontosan képesek a faji eredet hatékony
azonositasara. A mitokondrialis genom cirkularis DNS-e altaldban sértetlen marad
a feldolgozott (pl. pasztorizalt, f6zott, silt) készitményekben is ugyandgy, mint
a nyers termékekben, ezért hatékonyan sokszorosithaté a LAMP-technikaval (4.
tablazat). Az egymassal kozeli rokonsagban allé fajok elkllonitésére is alkalmas
modszer igen érzékeny, akar a 0,01%-ban jelen 1évd élelmiszer-komponens is
kimutathaté [94, 98].

A WHO kritériumai alapjan az idealis diagnosztikai tesztnek megfeleld szenzitivi-
tassal, specificitdssal és gyorsasaggal kell rendelkeznie, egyszerlien hasznalha-
ténak és kis koltségvetéslinek kell lennie [118]. Az amplifikacidés mddszerek kozul
kiemelkedd a LAMP, mivel a reakcidohoz izotermikus korilményekre van szlkség,
amely nem igényel bonyolult m{szereket, igy a terepen torténd diagnosztizalasra
is alkalmas [11, 119]. A technika masik jelentds elénye a szenzitivitasa és gyorsasaga,
amelynek segitségével akar 30 percen bellli diagnézist adhat. Az eredmények
detektaldsa szintén egyszer(, hiszen akar szabad szemmel elemezhetd a pozitiv
reakciora jellemzd szin- vagy homalyossag-valtozas, igy nincs szUkség elektro-
forézis-készUllékre sem a kimutatashoz. Ezt a technoldgiat azonban egyértelm
gyakorlati elGnyei ellenére még mindig nem hasznaljak ki teljes mértékeben az
allatorvosi diagnosztikaban [120]. A szakirodalmi attekintésinkben bemutatott
rendelkezésre 4116 LAMP-tesztek kére ugyanakkor gyorsan bdvil. Azok tovabb fej-
leszthetdk méas kdrokozdkra, hogy segitsék a fertézE betegségek diagnosztizaldsat
és monitorozasat az allatgydgyaszatban, az allattenyésztés és élelmiszerbiztonséag
terlletén pedig az Gjonnan felmerulé kérdések megoldasara adhat a technika
gyors és megbizhatd valaszt. A vazolt mddszertannak kiilénoés jelentésége van a
hazi-, ill. vadon &1 allatok altal terjeszthetd zoonotikus betegségek korai felis-
merésében és ezaltal azok megeldzésében.

A LAMP érzékenységében rejlik azonban egyik lehetséges hatranya is, mivel
emiatt kdnnyen kontaminalhatd a reakcidékodzeg, fals-pozitiv értékeket eredmé-
nyezve [121]. A helyszini tesztek kivitelezésének egyik nehézsége lehet még a
reagensek és primerek megfeleld korlilmények kozotti szallitasa és tarolasa,
amelynek megoldasa ezek szaritdsa, liofilizdlasa és specialis anyagokkal torté-
né stabilizalasa [122]. A jovGben egy mobil, szallithatd bioszenzor kifejlesztése,



A LAMP-TECHNIKA FO ALKALMAZASI LEHETOSEGEI
AZ ALLATORVOSTUDOMANYBAN

amely kombinalva tartalmazza a nukleinsav sokszorositasahoz és kimutatasahoz
szlUkséges funkcidkat, nagyban megkdnnyitené a terepi diagnosztizalashoz a
LAMP-technika hasznalatat.

Osszességében a LAMP-technika gyorsasaga, érzékenysége, specifikussaga és
egyszerlsége egyedilalld lehetdséget kinal az allatorvostudomany kilonbozd
terlletein, mivel kdltséghatékony mddon segiti a betegségek elleni védekezést
és az élelmiszer-biztonsdg magas szinvonaladnak fenntartasat, valamint tamogatja
az allattartasi gyakorlatokat.

Munkankat a Nemzeti Kutatasi, Fejlesztési és Innovacids Hivatal Egyetemi Inno-
vaciés Okoszisztéma cim palyazati konstrukcidjan belil, az Allatorvostudomanyi
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