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LAMP test usmjeren na gen inlA za detekciju bakterije Listeria monocytogenes u

hrani

SAZETAK

Pozadina istraZivanja. Za detekciju bakterije Listeria monocytogenes u hranirazvijeno je nekoliko
LAMP (engl. loop-mediated isothermal amplification (LAMP)) testova; medutim, rijetki su primjeri u
kojima se ekstrakcija DNA, amplifikacija i detekcija mogu provesti u jednoj epruveti.

Eksperimentalni pristup. U&inkovitost ekstrakcije DNA pomocu pufera za lizu stanica ispitana je
primjenom LAMP testa. Novi setovi pocetnica za LAMP testove dizajnirani su programom PrimerExplorer
V5. Osjetljivost i specifi¢nost unutarnjih LAMP pocetnica odredene su optimiranjem metode PCR.
Zavrina detekcija ukljucivala je elektroforezu u gelu, mjerenje zamucenja te kolorimetrijsku reakciju s
eriochrome black T (EBT). Osjetljivost, specificnost i granica detekcije razvijenin LAMP testova potom su
odredeni primjenom sojeva L. monocytogenes, drugih vrsta roda Listeria koje nisu L. monocytogenes,
te bakterija koje ne pripadaju rodu Listeria.

Rezultati i zakljucci. Alkalna liza stanica temeljena na natrijevom hidroksidu i puferu Tris-HCl
(HotSHOT)+Tween, kao i pufer TZ koji sadrzava Triton X-100 i natrijev azid, omogucili su dobivanje DNA
prikladne za LAMP testove. Medutim, pufer TZ dao je statisti¢ki znacajno veci prinos DNA u odnosu na
pufer HotSHOT+Tween. LAMP pocetnice dizajnirane su za ciljanje virulentnih gena hlyA i inlA bakterije
L. monocytogenes. Osjetljivost i specificnost unutarnjih LAMP pocetnica iznosile su 100 % za oba gena;
medutim, PCR reakcija usmjerena na gen in/A generirala je manje nespecifi¢nih produkata u usporedbi
s reakcijom usmjerenom na gen hlyA. Osjetljivost LAMP testa za inlA iznosila je 100 %, dok je njegova
specificnost bila 96 %. Granica detekcije iznosila je 500 fg po reakciji, $to odgovara 157 kopija genoma.
Kombinacija ekstrakcije DNA, LAMP amplifikacije i zavrsne kolorimetrijske detekcije u jednoj epruveti
rezultirala je LAMP testom pogodnim za detekciju L. monocytogenes u hrani u laboratorijskim uvjetima,
s potencijalom za daljnji razvoj za terensku primjenu na mikrofluidickim platformama.

Novina i znanstveni doprinos. Prema nasim saznanjima, ovo je prvo izvjes¢e o LAMP testu
usmjerenom na gen inlA bakterije L. monocytogenes. Razvijeni LAMP test u jednoj epruveti prikladan je

za integraciju s mikrofluidickim sustavima.
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