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INTRODUCTION

La technologie de LAMP (Loop-mediated isotermal AMPlification) constitue une avancée ma-
jeure dans le monde de la biologie moléculaire et permet grace a son amplification d'ADN & tem-
pérature constante d'apporter une solution au diagnostic terrain (point of care).

Cette technologie décrite pour la premiére fois en 2000 dans le journal Oxford University Press [1]
permet une amplification d'ADN trés spécifique, efficace et rapide a température constante. De
fait, cette technologie ne nécessite pas d’appareil de type thermocycleur.

Les mécanismes moléculaires d'amplifications uniques de la LAMP [1], combinés & une non né-
cessité de 'extraction des ADN, permettent I'obtention de résultats en moins d’une heure. La lec-
ture des résultats, visuelle et immédiate, participe également 4 cette rapidite [11].

"absence de thermocycleur, la rapidité de la réaction et 'absence de purification en font réellement
un outil trés intéressant pour le diagnostic terrain. Enfin une technologie fiable, sensible et robuste
qui permet de réaliser des analyses point of care, ainsi que d'accélérer les temps de décision.
Dans cet article, nous vous proposons de découvrir dans une premiére partie le fonctionnement
de la LAMP et les différents meécanismes moléculaires permettant une amplification isotherme.
Puis, nous nous intéresserons a la mise en place concréte d'une analyse utilisant la technologie
de LAMP. Enfin nous vous donnerons quelques exemples d'application terrain.

1. LES MECANISMES DE LA LAMP

La LAMP est une technique d'amplification d'acides nucléiques qui fait partie des techniques d'am-
plification isotherme, aussi appelées PCR isothermes (Polymerase Chain Reaction isothermes) [1].
Cette technique de Biologie Moléculaire consiste & amplifier une séquence nucléique cible, a tem-
pérature constante, sans matériel spécifique et sans obligation de purification du matériel gene-
tique. Elle permet d'obtenir des milliards de copies d'une séquence cible en moins d'une heure
(souvent une demi-heure suffit), & des niveaux de détection équivalents a ceux de la PCR en
temps-reéel [7], [8]. La révélation et l'interprétation des résultats sont d'une simplicité extréme, car
pouvant étre réalisées a I'ceil nu (figure 1).

La LAMP présente des caractéristiques uniques faisant sa spécificite.

La premiére d'entre elles consiste & utiliser de 4 4 6 amorces, congues pour reconnaitre specifique-
ment 6 4 B régions distincies et spécifiques de la séquence cible. Cela permet une reconnaissance
précise et efficace des séquences d'intéréts tout en accélérant le processus d'amplification [1].
La deuxiéme caractéristique remarquable de la LAMP est |a réalisation de I'étape de dénaturation
des doubles brins d’ADN sans traitement thermique. La séparation des doubles brins (originels
ou néosynthétisés) est réalisée grace a la combinaison de l'activité de déplacement de brin et
I'absence d'activité exonucléasique de la polymérase utilisée [1] [2] [3]. Cette competence de la
polymérase permet donc de ne pas avoir 4 varier les températures.

La troisieme caractéristique de la LAMP repose également sur une propriété de la polymérase
sa résistance aux inhibiteurs. La polymérase est peu sensible & la présence d'inhibiteurs comme

=
&
=
x
i
o
e
wad




D)) @), ; ==t

10 20 30 40 50 B0 o 8o &0

FIGURE 1 - EXEMPLES DE METHODES DE REVELATION DES AMPLIFICATIONS LAMP
‘&) Turbidimeétrie, (B) Colorimétrie par pHmétrie, (C) Fluorescence,
D) Electrophorése capillaire, (E) Suivi temps-réel par thermocycleur

= sang, le sérum et différents ingrédients contenus dans les aliments [4] [5] [6]. De fait, une ana-
vse de LAMP ne nécessite pas d’ADN hautement purifié et est parfaitement réalisable sur des
2chantillons non traités [1], [9]. Cela permet de raccourcir et décomplexifier ['analyse, |'étape d'ex-
sraction et de purification des materiels génétiques pouvant étre une phase longue et difficile.
Lz guatrieme caractéristique intéressante de la LAMP est la réalisation de 'amplification & tem-
oerature constante [1]. La gestion de I'amplification ne nécessitant qu’un maintien a temperature,
' 2st possible de réaliser I'analyse a I'aide d'un seul bloc-chauffant ou d'un bain marie [14]. Cela
oresente un double avantage: une limitation certaine de l'investissement nécessaire (quelques
centaines d'euros pour un bloc-chauffant contre plusieurs milliers d’euros pour un thermocycleur)
= lz possibilité de réaliser 'analyse dans tout type d’environnement.

S=fin, la derniére caractéristique unique de la LAMP concerne la lecture et l'interprétation des reé-
sultats pouvant étre réalisées a I'ceil nu, méme si des techniques de révélation classigues (lel que
= migration sur gel [8] ou le suivi temps-réel en thermocycleur [10] ou en turbidimétre [9]) sont
r=zlisables. |l est par exemple possible de révéler les résultats par I'utilisation de la turbidimétrie,
oar un intercalant ADN ou encore par I'utilisation d'indicateurs pHmétrique [11].

_= LAMP présente donc un intérét tout particulier pour la détection de pathogénes (notamment
sactéries et virus) dans un contexte d'utilisation terrain en tant que «point-of care ». La simplicité,
= rapidité, la fiabilité et la robustesse de la méthode sont les meilleurs atouts de la LAMP.

1.1 PRINCIPE DE LA LAMP

= Les principaux composants de la LAMP
_= LAMP nécessite de réaliser un mix réactionnel. Celui-ci ne différe que peu des mixs réaction-
~='s classiques utilisés lors de la PCR en demandant d'intégrer des amorces, une polymérase et
un tampon de réaction.
_== amorces sont le coeur du systéme. La LAMP fonctionne avec un jeu de 4 ou 6 amarces pos-
s=dani chacune des caractéristiques propres.
U= j2u de 4 amorces se compose des éléments suivants (figure 2A) :
« Les amorces extérieures F3 (Forward Outer Primer) et B3 (Backward Outer Primer} spéci-
Sgues respectivement des séquences F3c et B3c. Ces amorces servent essentiellement de
ooints d’ancrage a 'enzyme afin de séparer les brins matrices des brins neosynthetisés.
» Les amorces intérieures FIP (Forward Inner Primer) et BIP (Backward Inner Primer) sont les
zmorces permettant la copie et la création de la boucle. Ces amorces possedent un design par-
wculier. Le FIP est composé des séquences F2 (complémentaires de la séquence F2c) et de la
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séquence Flc (complémentaire de la séquence F1). Le BIP est lui composé des séquences

B2 (complémentaire de la séquence B2c) et Bic (complémentaire de la séquence B1).
Alternativement, il est possible d'utiliser des jeux de 6 amorces (figure 2B). En plus des 4 amorces
précédentes, ces systémes possédent 2 amorces supplémentaires, les amorces LF et LB appe-
lées amorces de boucles (ou Loop Primer). Ces amorces sont dessinées dans la séquence sé-
parant les séquences F2 et F1 (pour LF) et B2 et B1 (pour LB). Leur role est de permettre
I'accélération de I'amplification lors de la phase cyclique en rendant disponibles de nouvelles
zones d'hybridation pour la polymérase.
La polymérase est, au méme titre que les amorces, un élément crucial a la bonne réalisation de
I'amplification. En I'absence de changement de température, elle doit étre en mesure a la fois de
séparer les brins et de les copier. Les enzymes utilisées sont la Bst et la Bsm, issues respective-
ment de Bacillus stearothermophiflus et Bacillus smithii. Ces amarces possédent une activité de
déplacement de brin, une activité de polymérisation d'ADN 5'-3' et 3-5' mais ne possedent pas
d'activité exonucléasique. Leurs activités enzymatiques sont optimales 4 66 °C (Bsi) et 63 °C (Bsm).
Enfin, La réaction de LAMP nécessite également un tampon réactionnel spécifique. Classique-
ment, le tampon contient des désoxynucléotides triphosphates (dNTP), du sulfate de magnésium
(MgS0,), du sulfate d'ammonium (NH,),SO,, du Tris-HCl (pH=8,8), du chlorure de potassium
(KCI) et de I'eau de gualité Biclogie Moléculaire. Le tampon peut également inclure le révélateur,
tant que celui-ci ne présente pas de risque d'inhibition de la réaction.
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FIGURE 2 - PRESENTATION DES SEQUENCES ET DES AMORCES DE LAMP
(A) : Jeu de 4 amorces / (B) : Jeu de 6 amorces

m Mécanique d’amplification
La mécanique d'amplification par LAMP est découpée en deux grandes phases: la phase acy-
clique (figure 3) et la phase cyclique (figure 4).
Lors de chacune de ces phases, les 3 trois grandes étapes de la PCR sont retrouvées:

e dénaturation des doubles brins, via I'activité de déplacement de brins de la polymérase,

e hybridation des amorces,

» élongation et synthése des brins via I'activité de polymérisation de la polymerase.
= Phase acyclique
La phase acyclique est I'étape de démarrage de la réaction, permettant d’aboutir a partir de 'ADN
matrice a la création d'une structure en haltére. Les différentes étapes de cette phase se dérou-
lent de maniére concomitante.
La séquence F2 de 'amorce FIP s'hybride en 3’ 4 sa séquence complémentaire, F2¢ sur le brin
matrice (figure 3-1). La polymérase commence la synthése d'un nouveau brin (brin 1) & partir de
F2. l'amorce F3 s’hybride & sa séquence complémentaire, la séquence F3ce (figure 3-2). La po-
lymérase réalise I'élongation des nouveaux brins a partir de F2 et de F3 (figure 3-3). Lorsque la
polymérase copiant la séquence & partir de F3 {(brin 2) rencontre le brin 1, celui-ci est déplacé
grace a l'activité de déplacement de brin de la polymérase (figure 3-4). Cela permet d'aboutir & 2
bring néosynthétisés (figure 3-5) : le brin 2 peut a4 nouveau servir de brin matrice, le brin 1 sert &
la création de la structure en haltére. Le brin 1 est composé en 5’ de I'amorce FIP, et donc de la
séquence Flc. Celle-ci s’hybride & sa séquence complémentaire F1 présente également sur le
brin 1. Cela permet d'aboutir & un brin possédant une boucle en &' (figure 3-8).



Sur le brin 1, la séquence B2 de I'amorce BIP s'hy-
bride en 3' a sa séquence complémentaire, B2c
(figure 3-7), et la polymérase commence la syn-
thése d'un nouveau brin (brin 3). L'amorce B3 s’hy-
bride a sa séquence complémentaire B3¢ sur le
brin 1 ({figure 3-8}, ce qui va permettre d'aboutir au
brin 4. Sous I'effet de |'activité déplacement de brin
de la polymérase, la boucle du brin 2 s'ouvre, ren-
dant accessible 4 la copie sa partie 5' (figure 3-9).
Lorsque la polymérase copiant la séquence & par-
tir de B8 {brin 4) rencontre le brin 3, celui-ci est
deplace grace a l'activite de déplacement de brin
de la polymérase (figure 3-10). Le brin 3 peut &
nouveau servir de brin matrice, le brin 3 sert alors
a la creation de la structure en haltere. Le brin 3 a8 e
est composé en 5’ de 'amorce BIP et en 3’ de e e
'amorce FIP. Le brin posséde donc des sé-
guences complémentaires a ses extrémités: F1 et
Ficen 3';B1 et Bic en &' {figure 3-11). Les sé-
quences complémentaires s'hybrident, créant une
boucle & chague extrémite et aboutissant a la créa-
tion d’une structure en haltére (figure 3-12).

Le méme enchainement d’'événements se déroule
2 partir du deuxiéme brin matrice et aboutit 4 une
seconde structure en haltére (brin 3’ - figure 3-12).
= Phase cyclique

La phase cyclique débute a partir des structures
en haltére obtenues en fin de phase acyclique.
Chaque brin offre entre 3 et 4 sites d’hybridation
disponibles pour les amorces FIP, BIP, LF ou LB
(figure 4 A et B):

Les amorces intérieures s’hybrident & leur site
complémentaire respeclif permettant a la polymé-
rzse de venir synthétiser de nouveaux brins. L'acti-
vité de déplacement de brin de la polymérase
couplée & son activité de polymérisation et aux
grands nombres de sites d'hybridation disponibles i —— 5
entraine une amplification rapide et continue. Cela Bl A ——— | L ey 4%
permet d'aboutir & des structures moléculaires Brin 3 » it 22 o =
complexes (figure 4 C). La réaction se poursuit tant L2

gue des sites d’hybridation restent disponibles,
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® La révélation de Pamplification
Une fois la réaction terminée, les résultats de I'amplification doivent étre révélés et interprétés.
Des méthodes classiques de biologie moléculaire, telles que I'électrophorése [8] ou le suivi temps-
réel par thermocycleur [7], peuvent étre utilisées. Par exemple, la révélation peut étre réalisée par
I'utilisation d'intercalants d’ADN tels que le SybrGreen, 'EvaGreen ou le PicoGreen.
Brievement, les intercalants s’insérent dans les doubles brins d'ADN. Soumis a la bonne longueur
d'onde, ils émettent alors de la fluorescence pouvant étre captée par une caméra adapiée (figure
5 A). L'amplification LAMP peut alors étre suivie de la réalisation d'une courbe de fusion afin de
confirmer la présence de la cible recherchée. Typiquement, ce genre de suivi ne peut étre réalisé
que grace a l'utilisation d'un thermocycleur temps-réel.
L'un des intéréts de la LAMP est la possibilité de révéler visuellement les résultats d'amplification
a la fin de la réaction. De nombreuses méthodes existent afin de faciliter la lecture des résultats
qui se basent presque toutes sur une différence de couleur entre les résultats négatifs (pas d’am-
plification), et positifs (amplification} : utilisation d'ions métalliques, d'intercalants d’ADN, de mar-
queurs pHmétriques, de bandelettes ou encore de la turbidimetrie [11].
Les mécanismes de révélation se basent sur une utilisation des sous-produits de réaction. Deux
exemples peuvent étre pris:
e L'utilisation des marqueurs pHmétriques se base sur I'acidification du milieu réactionnel lors
de 'amplification. Le rouge de phénaol est un marqueur pouvant étre utilisé et présentant trois
états : coloration rouge en forme basique (pH > 8,4), orange en forme neutre (8,4 > pH > 6,6)
et jaune en forme acide (6,6 > pH >1,2). Le mix avant amplification présente un pH basique
et une couleur rouge. Lors de la copie du brin matrice, la polymérase incorpore les désoxynu-
cléotides triphosphates au brin néosynthétisé, libérant ainsi un ion H* a chaque incorporation.
Cet ion abaisse le pH du mix. Au cours des multiples copies, de plus en plus d’ions H* sont
libérés ce qui entraine une acidification progressive du mix, jusqu’a obtenir une coloration jaune
(figure 5 B).
e La création de pyrophosphates de magnésium lors de l'amplification crée un trouble visible
a I'ceil nu. A chaque incorporation de désoxynucléotides triphosphates aux brins néosynthétisés
par la polymérase, un pyrophosphate ((P,O,)*) est libéré dans le milieu réactionnel. Ce pyro-
phosphate se complexe avec 2 sulfates de magnésium (MgSO,) aboutissant & un pyrophos-
phate de magnésium (Mg,P,O,). Leur accumulation au cours de la réaction entraine un dép6t
blanc dans le tube (figure 5 C). Ce dépét est visible & I'ceil nu mais peut également étre me-
suré par un turbidimetre.

1.2. POINTS FORTS ET POINTS FAIBLES DE LA LAMP
H Les points forts de la LAMP
La LAMP permet la réalisation d'analyses de Biologie Moléculaire avec des sensibilités et des
spécificités équivalentes a celles de la PCR temps-réel [7], [8], [12] ; sans obligation de matériel
spécifique et onéreux, type thermocycleur, et cela pour des durées d'amplifications trés courtes,
généralement comprises entre 30min et 1h [1], [6], [7], [12].
La forte résistance des polymérases aux inhibiteurs classiques de la PCR [9] est un avantage im-
portant de la LAMP. En effet, cette caractéristique permet de se contenter d'une simple lyse, voire
de ne pas avoir & extraire les ADN [13].
Ces points forts de la LAMP entrainent I'existence de I'un des avantages de cette méthode: sa
simplicité de prise en main. Rapide, flexible et permettant une lecture simple des resultats, la
LAMP propose également des kits préts a 'usage rendant cette technologie accessible a tout un
chacun [14], [15].
Tous ces peints forts entrainent une souplesse et une flexibilité permettant a la LAMP d’étre une
technologie parfaitement adaptée & un usage terrain [14], [16]. Cette technologie est donc tout
a fait indiquée dans des cas oU les ressources en temps et en moyens technigues sont limitées.
Enfin, la méthode LAMP propose une série de déclinaisons rendant la technologie adaptée &
toutes sortes de thématigues et de problématiques:
e La RT-LAMP (rétrotranscriptase-LAMP) permet I'amplification et la détection des ARN avec
la méme rapidité et efficacité que la LAMP classique ou la rétrotranscriptase PCR [8].
e La LAMP temps-réel permet un suivi en temps-réel de I'amplification, que cela soit par tur-
bidimétrie [8] ou par utilisation de sondes [10].
e L e multiplexage des systémes LAMP permet de détecter lors d'une seule réaction plu-
sieurs cibles [17].
s La RFLP-LAMP (restriction fragment lenght polymorphism LAMP) permet d'effectuer une
digestion enzymatique des amplicons afin d'identifier une séquence [18].
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FIGURE 5 - EXEMPLES DE MECANISMES DE REVELATION DES AMPLIFICATIONS
‘A) Suivi temps-réel de I'amplification par intercalants ADN

E) Utilisation d’'un margqueur pHmétrique, le rouge de phénol

'C) Révélation par turbidimétrie

s La LAMP-SNP (LAMP single nucleotide polymorphism) permet d'amplifier et de détecter

une séquence sur la base d'une mutation d'un seul nucléotide [19]. S
—2 LAMP est donc une méthodologie offrant a ses utilisateurs des avantages et des points forts
carticulierement intéressants, notamment au travers d'une flexibilité et d'une simplicité plus grande z
zue la PCR de laboratoire (tableau I). X
Biologie Moléculaire: Amplification de séquences nucléotidiques =
a l'aide d'amorces et d'une polymérase =
Complexe i Simpla .
Identique
|dentique
identique |
Rapide-1 h30a3h00 Trés rapide - 15 min & 45 min
(hars extraction) {hors extraction)
Wienel nécessaire Spécifique et onéreux Non spécifique et peu cher
@?&ngallﬁéd&e ADN nécessaire ADN purifié N Pas de purification nécessaire
Somérase utilisée Dépendant de "application Polymérase 4 déplacement de brin
__ & atix inhibiteurs de la polymerase Sensible Trés peu sensibla
Scufis du design des amorces i Facile Difficile
it de multiplexer les oibles Oui Difficilement
—— e e i e 1 roone i
Eﬁmmlmm Oui oui
_ Sz cetions quantitatives O mais nécessite un mat?r:ell spécifique et adapté,
urs-gé‘iaéé‘ééﬁésf ol mais nécessite un matg%r spécifique et adapté,

TLELEAU - TABLEAU DE COMPARAISON DES METHODES PCR ET LAMP

¥ L=s points faibles de la LAMP

To—me foute technique d'analyse, la LAMP n’est pas une technique universelle et souffre, en
so-==guence, de quelques points faibles (tableau 1),

_= o'us gros point noir de cette technologie est la difficult¢ de design des amorces. Le design ne-
“===7= de bien maitriser la mécanique d'amplification mais également de prendre en compte des
sar=—=ires de thermodynamiques spécifiques & chaque type d’amorces, en plus des contraintes




habituelles du design d’amorces (pas de design sur des zones en épingles, % GC, température
de fusion...) [20]. Le grand nombre d’amorces impliquées demande également d'étre particulié-
rement vigilant aux risques d’homo- et hétérodimeres, pouvant entrainer des cas de faux positifs.
Enfin, les amorces se doivent d'étre toutes spécifiques de la séquence cible afin d'éviter tout
risque de réaction croisée.

Des logiciels de design existent pour aider au design de ces amorces [20], [21], [22]. Ceux-ci fa-
cilitent grandement le design d’amorces mais nécessitent cependant encore un nombre important
d'interventions de 'utilisateur pour étre pleinement efficaces.

La conséquence directe d’'un mauvais design, notamment si les amorces ont tendance a créer des
diméres, combing 4 des méthodes de révélation indirectes (détection des sous-produits) est un
taux important de faux positifs. Ce point peut cependant étre facilement évité soit lors du design, soit
en réalisant une confirmation pest-amplification des résultats (électrophorése, test bandelette,
courbe de fusion, digestion enzymatique...).

Un autre point critique de la LAMP est un risque accru de contamination de I'environnement par
des amplicons. Son taux exceptionnel d'amplification est ainsi une arme a double tranchant pou-
vant entrainer des contaminations importantes en cas d'ouverture non maitrisée des tubes post-
amplification.

Enfin, le dernier point d'alerte de la LAMP concemne les méthodes dérivées, notamment la LAMP
temps-réel [8], [10], le multiplexage de systéme LAMP [18] et la RFLP-LAMP [17]. En effet, ces
méthodes nécessitent du matériel spécifique (thermocycleur temps-réel, turbidimétre temps-reel,
électrophorése et systéme de révélation) faisant perdre a la LAMP sa simplicité d'utilisation.

2. PROTOCOLE DE MANIPULATION DE LA LAMP

Cette partie de I'article traite des généralités protocolaires; les manipulations et le temps expo-
sés dans cette partie sont des données généralistes et ne traitent en aucun cas d'un protocole
en particulier.

Les protocoles de manipulation entre une analyse par méthode LAMP et une méthode PCR dif-
ferent peu. Les différences fondamentales de situent surtout dans la phase d’amplification et de
révélation. (figure 6)

a1 = R E Matériels et consommables nécessaires
et et Comme décrit précédemment, le matériel et les
Q}‘l‘,ﬁ:‘ o ,} ,, consommables nécessaires pour la réalisation
1 N g0 o - :
| i ?}}hﬁ:&% 3 d'une analyse PCR (mateériel spécifique et spé-
1= \a“r,.v.‘_, i cialisé) et d’une analyse LAMP (matériel non spe-
W T E
g 7( of = cifique) ont peu de choses en commun. Le
i L e, " I r .
o ‘-Z;%,'J" Lyse cellulaire et tableau Il présente les différents éléments né-
ks aRlluisire i N PeRtfication:necesssig cessaires a la préparation et la réalisation de ces
' . e © S
| P analyses de détection.
F | blbl
2 & H = Extraction de 'échantillon et purification
s de PADN
L
= préparation du MasterMix : Préparation du MasterMix : " FTCR . , .
amorces, polymérase, tampon, eau BM amorces, polymérase, tampon, eau BV | Suivant le type de cible que I'on cherche & analy-
g === pr== — - ser (Bactérie GRAM + ou GRAM -, cellule pro-
— B i ] caryote / eucaryote, protozoaires, virus), le
i . re - '
£ protocole d'extraction et de purification de 'ADN
[1+] i .
= & et de 'ARN est 4 adapter. L'extraction thermique,
| {E * 25 4 50 cycles de 3 étapes : I'extraction chimique avec une solution commer-
< Température constante Dénaturation {95°C), Hybridation . . ”
(entre 60°C et 70°C] (55°C-60°C), Elongation (60°C-72°C) ciale, ou un couplage des deux methodejs. Lapo
lymérase de la PCR est trés sensible aux
@ T — inhibiteurs, c'est pour cela qu'il est nécessaire
| ) e | % que I'ADN soit purifié. La purification peut se faire
| & selon plusieurs méthodes, les plus connues étant
E PR la purification sur bille magnétique ou sur colonne
L._...l -
Lecture et interprétation Interprétation & partir d'un | i
visuelle logiciel, formation spécifique FIGURE 6 - SCHEMATISATION DES PROTCCOLES
: TYPES DE MANIPULATION LAMP ET PCR
[2]




de silice. En général, une extraction/ purification d'un échantillon dure de 30 minutes & 3 h suivant
le type de cible el de matrice.

® Hotte de biclogie moléculaire

® Micropipettes

® Solufion d'extraction d'/ADN
{centrifugeuse, extracteur automatisé...)
® Thermocycleur

Matériel minimum obligatoire

PCR. LAMP
® Bloc-chauffant ou bain thermostaté | @ Bloc-chauffant ou bain thermostaté
® Centrifugeuse | ® Micropipettes

Consommables plastiques ] 2
® Pointes & filtres

® Tubes 1,5 mLou2mL

® Yortex
@ Electrophorése et plaques de révélation ® Clectrophorése et plagues de révélation
® " o S
Matériel optionnel Spectrophotométre Hette de bilogie moléculaire
® Lampe UV
® Thermecycleur ou turbidimétrs
® Microtubes PCR ® Pointes a filtres
@ Microplaques PCR + films de scellage ® Tubes 1,5 mL ou 2mL

Environnement de travail ® Environnement & ambiance controlée Nimporte ol

TABLEAU II - MATERIELS ET CONSOMMABLES NECESSAIRES ET OPTIONNELS
POUR LA REALISATION D’ANALYSES DE PCR ET DE LAMP

u LAMP

La LAMP ne nécessite pas nécessairement de réaliser cette étape, en fonction de la cible et de
la matrice (bactérie Gram -, sang...). L'extraction de I'ADN par lyse cellulaire peut de plus étre suf-
fisante. Celle-ci suit alors le méme protocale que pour une PCR classique, le but étant de rendre
disponible le matériel génétique des cibles a analyser. La polymérase de la LAMP étant peu sen-
sible aux inhibiteurs, I'étape de purification n'est pas nécessaire. Cela réduit considérablement le
temps de manipulation (moins de 30 minutes).

E Préparation des mixs réactionnels

La préparation des mixs réactionnels de LAMP et de PCR sont quasi identiques {tableau I1l). Les
mixs sont prépares de préférence dans une hotte de biologie moléculaire avec des EPI dédiés &
cette activite. La préparation est réalisée par pipetage de microvolumes 4 'aide de micropipettes
aclaptées et de pointes a filtres. Afin d'éviter cette étape de préparation, les mixs peuvent étre
trouvés lyophilisés (réhydratation par ajout d'eau ou de I'échantillon extrait).

I

Composants ‘ PCR LAMP
Polymérase Folymérase dépendante de l'application Bst ou Bsm polymérase
Activités enzymatiques minimum Polymérisation 35 o Poly_mérisation 35
de la polymérase Activité exonucléasique 3'-5' Déplacement de brins
Amorces FORT 2 amorces sens et antisens ~ | De4a6amorces
Proportion des amorces | Proportion equimolaire (1 :1) | FiP/BIP: 8, F8/B3: 1, LF/LB:2
Nucléotides | dATR, dTTP, dCTP, dGTP » ~ JATP, dTTP, dCTP, dGTP
Cofacteurs de réaction E?CT?&EEI): ;:asl]gqslfﬁ:g;; %Iﬁ?t“aculaire zqglseoaru (:eHc;l;ig{g:—g!z;E h(g::c_ulgi‘r?l

TAELEAU 11l - COMPOSITION D'UN MIX TYPE DE PCR ET DE LAMP

E Dépot de 'échantillon et amplification

= PCR

20 pL de mix d'amplification sont déposeés dans chaque puits de la microplaque PCR, puis 5 pL
d’échantillon sont déposés. La microplaque doit étre correctement scellée avant homogénéisation
pour éviter toute fuite de solution dans I'environnement. Ensuite la microplague peut &tre instal-
lée dans le thermocycleur préalablement programmé et le cycle d'amplification en 3 phases, dé-
naturation, hybridation et élongation de 'ADN peut démarrer. Cette étape d'amplification dure
entre Th30et2h

= LAMP

La prapartion entre le mix d'amplification et I'échantillon est identique & la PCR. Les précautions
de scellage des tubes doivent étre identiques de maniére 4 ce qu'il n'y ait pas contamination de
| ‘environnement. Une fois homogeénéise, le mélange est incubé & température constante, entre 60

xtoo [l

b
O
i
b3
Al
O
‘n
w




KREAX

L'OPERON N°g1

et 70 °C selon les cibles. Le temps d'amplification dure entre quelques minutes et une heure sui-
vant la cible et la limite de détection de la mesure. Pour exemple, dans le protocole de détection
de la tuberculose pulmonaire par la méthode LAMP [33], la phase d'amplification dure 40 mi-
nutes a 67 °C. Il est important de bien respecter le temps d'incubation.

= Révélation

= PCR

Une fois I'ADN amplifié, la contamination de I'environnement est un paramétre & prendre en
compte dans le cas ou 'on doit desceller la plaque pour avoir accés aux puits pour revélation. Ce
risque est surtout présent lors de PCR en point final. En effet, la révélation nécessite d'ouvrir les
tubes afin de pouvoir réaliser, par exemple, une électrophorése. La PCR la plus pratiquée en la-
boratoire est la PCR en temps réel. L'un de ses avantages est que le thermocycleur est équipé
d’un lecteur permettant le suivi en temps réel du nombre de copies générées a chaque cycle.
Ceci évite d’avoir & ouvrir les tubes pour lire les résultats.

Les méthodes de révélation et lecture des PCR demandent de la technicité, de la formation et du
temps. Ainsi, une électrophorése peut prendre plusieurs heures avant de donner un résultat. Une
interprétation de PCR temps-réel demande une formation spécifique et peut prendre plusieurs di-
zaines de minutes.

= LAMP

Tout comme pour la PCR, cette étape peut s'avérer contaminante en cas d'ouverture des tubes
post-amplification. Cette étape doit donc se faire avec précaution pour éviter une contamination
d'ADN amplifié dans 'environnement de travail. Des protocoles spécifiques existent afin d'effec-
tuer la révélation sans ouverture de I'échantillon amplifié (par exemple, utilisation d'un marqueur
pHmétrique). Dans les cas des révélations par marqueur visuel, la lecture se fait instantanément
et & l'ceil nu.

Cependant, il est également possible d'appliquer 4 la LAMP les mémes techniques de révélation
que la PCR. Dans ce cas, les mémes caractéristiques sont observees.

3. APPLICATIONS DE LA LAMP

Depuis les premiéres publications et les brevets déposés autour de la technologie par la societé
EIKEN (EIKEN Chemical CO., LTD), les analyses basées sur la LAMP ne cessent de se deéve-
lopper pour apporter des solutions en laboratoire mais également des solutions utilisables direc-
tement sur le terrain (point of care).

Les technologies d'analyses biologiques progressent d'année en année et permetient aujourd'hui
une réponse en quelgues heures. L utilisation massive de la biologie moléculaire a permis le dé-
veloppement de plateaux techniques et de laboratoires spécialisés accrédités répondant a une de-
mande de plus en plus croissante. La performance de ces analyses en fait un standard pour les
recherches de pathogénes (bactéries, virus) ou de séquences d’ADN (oncologie, classifications).
Cependant, malgré les progrés liés a l'optimisation des enzymes, 4 la taille et la précision des ma-
chines, les délais d’analyse restent dépendants du temps de transport. La technologie de LAMP
peut dans certains cas apporter une solution complémentaire utilisable directement sur le terrain.

E Application agronomique

Depuis 2013, en lalie, sévit une maladie des oliviers liée 4 la bactérie pathogéne Xyllela fasti-
diosa [23]. Depuis les premiers cas relevés, la maladie liée a cette bactérie est apparue en Corse
et dans le sud de la France en 2015. Xyllela fastidiosa a infecté de trés nombreux oliviers, cette
bactérie peut toucher des arbres d'ormement ainsi que des arbres fruitiers. Suite & son apparition,
Xyllela fastidiosa, considéré comme le plus grand pathogéne des plantes a travers le monde, est
classé comme agent de quarantaine pour I'Union européenne [24].

En septembre 2015, 'TEFSA a mis en place un plan de recherche prioritaire afin de mieux connai-
tre ce pathogéne et proposer des solutions de dépistage et de lutte contre ce microorganisme
[24]. Le groupe 1 était chargé de proposer des solutions de surveillance et de dépistage. Pour la
surveillance et la détection, il a été souligné qu'il importait de définir & 'avance les raisons pour
lesquelles une surveillance est nécessaire: c'est a dire définir un objectif d'enquéte clair. La re-
cherche peut-elle améliorer I'identification des cibles (agent pathogéne, vecteur, héte et voies) et
des lieux de surveillance ? Quelles sont les meilleures méthodes et périodes de surveillance ? Les
réponses & ces questions dépendent de 'amélioration des méthodes de détection de I'agent pa-
thogéne, en particulier pendant la période d'infection latente, et des connaissances sur les com-



portements de vecteur sous-jacents. Des techniques avancées de télédétection peuvent égale-
ment aider a délimiter les zones potentiellement infectées si les ressources de I'enquéte sont li-
mitées, mais il pourrait y avoir un compromis entre |z taille de la zone a étudier et la sensibilité des
méthodes de détection. Pour faciliter la récherche des épidémies et de la dispersion de X. fast/-
diosa ainsi que 'échange et 'analyse de données dans tous les Etats membres, il est également
necessaire d’harmoniser les méthodes d'enquéte et de partager les donnges.

L'institut Agronomique de BARI (ltalie) a proposé un test innovant basé sur la technologie de LAMP.
Cette méthode est directement utilisable sur le terrain et permet de détecter le micro-organisme
directement sur la plante trés t6t dans la période d'infection mais également chez les insectes hétes-
vecteurs [25]. Ce test est aujourd’hui reconnu et largement utilisé pour la détection de Xyllela
fastidiosa dans les zones de culture infectées.

= Application alimentaire

La viande et les produits a base de viande constituent une source importante de protéines. Ce-
pendant, dans certaines cultures, certaines viandes sont interdites & la consommation. C'est le cas
de la viande de porc pour les personnes de confession musulmane ou juive. De trés nombreux
scandales sanitaires ont révélé des failles dans la tracabilité et il a été retrouvé du poulet dans des
boulettes de viande 100 % beeuf [26] ou de la viande de cheval dans des plats cuisinés & base
de beeuf [34]. Certains pays réalisent des contrdles de spécification sur les importations afin de
vérifier la conformité de la marchandise. Des tests permettant de détecter la présence de porc
dans des produits carnés sont mis au point [35] et prennent ainsi tout leur sens pour un contréle
douanier rapide et efficace.

Dans ce contexte et devant I'absence de laboratoire equipé permettant une détection fiable et sen-
sible, des tests basés sur la technologie de LAMP ont vu le jour. La détection d’ADN de porc par
LAMP est décrite dans la littérature [27]. La spécificité, la rapidité et 'absence de matériels cou-
teux nécessaires a une amplification d’ADN permettent a cette technologie d'étre utilisée par des
opérateurs sur le terrain.

= Application biologie humaine et animale

Certaines maladies ont un impact sanitaire mondial et les solutions de détection terrain sont pri-
vilégiées. C'est e cas pour le paludisme/malaria, qui est une maladie infectieuse due 4 un parasite
du genre Plasmodium, propagée par la piglre de certaines espéces de moustiques anophéles.

La détection de la malaria repose sur la détection du parasite par microscopie [36] ou la détec-
tion d'antigene [28]. Cependant ces tests ne sont pas trés sensibles et ne permettent pas la dé-
tection de faibles quantités de parasites ce qui pose des problémes lors de retour de voyage
dans des pays infectés [28]. Un kit de détection de la malaria validé par 'OMS (programme de
lutte contre la malaria OMS 2014) a été mis au point et validé. Ces tests ont été validés par com-
paraison avec des tests de nested-PCR [30]. Au total 705 échantillons ont été testés, |la sensibi-
ité et la spécificité sont respectivement de 98,4% et de 98,1 %. En conclusion, le diagnostic
LAMP est similaire au test laboratoire de nested PCR, mais il réduit grandement le temps d'ana-
lyse et peut se réaliser directement sur le terrain [31].

La malaria n'est pas la seule maladie & avoir susciié 'intérét. La tuberculose fait également l'ob-
jet de tests terrain 4 base de technologie de LAMP [32]. Le retard au diagnostic constitue un des
facteurs de risque de survenue grave. La mise en ceuvre de techniques rapides, sensibles et spé-
cifiques est nécessaire. Des renseignements cliniques et épidémiologiques doivent accompagner
toute prescription afin d'aider le biologiste dans son interprétation. Le diagnostic conditionne I'en-
semble de la stratégie thérapeutique. Les tests LAMP [15] permettent des diagnostics terrain
performants.

Au niveau de la biologie animale, la LAMP a démontré tout son intérét dans un premier temps
d'un point de vue universitaire. Plusieurs revues [38], [39], [40] compilent ainsi de nombrauses
publications et démontrent toute 'attente envers des tests moléculaires rapides et praticables di-
rectement sur site.

Par exemple, la leptospirose est une zoonose mondiale, touchant aussi bien les humains que les
animaux. L'une des difficultés de la détection de la leptospirose a I'heure actuelle est la combi-
naison d'une phase d'incubation longue avec 'absence de symptdéme caractéristique [41]. Les
moyens de détection sont a I'heure actuelle les techniques de microbiologie et la PCR. Les Lep-
tospira sont particulierement difficiles 4 cultiver avec des phases de croissance pouvant atteindre
les 2 mois. La PCR est préférée de par sa rapidité, mais demande un temps de transport vers le
laboratoire [41]. L'utilisation de la LAMP en tant que diagnostic de terrain prend ainsi tout son
sens. SUWANCHAROEN et al. ont montré la possible utilisation de la LAMP pour la détection




des Leptospira. Cette méthode s’est montrée plus adaptée que la PCR et présente une sensibi-
lité de 96,8% et une spécificité de 97 % [42].

Dans une revue des technologies vétérinaires pour la détection rapide de terrain des pathogenes,
Howson et al, en 2017, citent la LAMP mais déplorent I'absence de kits commerciaux disponibles
[48]. Cependant, dés lannée suivante des kits LAMP a destination des vétérinaires ont été de-
veloppés par la société Loop Dee Science [44] et sont disponibles & la vente [14].

CONCLUSION

La découverte des principes de la technologie LAMP date des années 2000. La maturation de la
technologie et des méthodologies, ont permis I'émergence de nombreux kits d'analyses pour des
secteurs d'activités variés.

Le monde du diagnostic est en recherche constante de méthode de plus en plus rapide, sensi-
ble et performante. Particulidrement bien adaptée & une utilisation terrain, notamment grace asa
simplicité, sa rapidité et sa robustesse, la LAMP est aujourd’hui reconnue notamment au travers
des choix de 'EFSA, de 'OMS ou la FAQ.

Autour de cela, de plus en plus de solutions clés en main sont proposées aux utilisateurs & iravers
I'émergence de nouvelles sociétés souhaitant promouvoir ['utilisation de cette technologie innovante.
Présentant des caractéristiques techniques équivalentes a celles de la PCR, la LAMP permet de
résoudre des problématiques de temps d'analyse et de transport des ¢chantillons. De par ses ca-
ractéristiques, la LAMP séduit de nombreux domaines. Et si sa prochaine conquéte se trouvait
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