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Application of loop-mediated isothermal amplification (LAMP) for the detection of duck enteritis virus

Summary

Duck plague (DP) caused by duck enteritis virus (DEV) is an acute infection of waterfowl. Apart from geese
and ducks free-ranging swans are susceptible to infection.

The exact epidemiological situation in relation to DEV infection in Eastern Europe is unknown. Therefore it
was reasonable to conduct a study on DEV occurrence using the modern but simple loop-mediated isothermal
amplification (LAMP). The use of LAMP facilitated DEV DNA detection in a time below 30 min. The method
was also specific solely for DEV, while its detection limit was 1 pg of DNA. The aim of this study was the
optimization of LAMP for detection of DEV infections among free-ranging water birds.

The presence of DEV DNA was identified in 96 birds (72.7%), predominantly in wild ducks (Anas
platyrhynchos) and mute swans (Cygnus olor). The results were recorded in visible light as a green color of
reaction mixtures and their fluorescence under ultraviolet light. The presented study indicates the usefulness
of the developed LAMP technique for DEV detection and the high percentage of free-ranging water birds
infected with this virus. The study will be continued in the future for the determination of DEV occurrence in

domestic geese and ducks.
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Wirus zapalenia jelit kaczek (DEV) jest czynnikiem
etiologicznym pomoru kaczek (duck plague — DP),
ktoéry jest jedng z najpowazniejszych chorob drobiu
wodnego (4). Zakazenie moze szerzy¢ si¢ pomiedzy pta-
kami hodowlanymi oraz wolno zyjacymi. Potencjalnie
na zakazenie wrazliwych jest 48 gatunkoéw ptakow
zwigzanych ze srodowiskiem wodnym (6). Pomor ka-
czek jest przyczyng powaznych strat ekonomicznych.
Smiertelno$¢ podczas przebiegu choroby moze docho-
dzi¢ do 100% (4, 6).

Po raz pierwszy DP stwierdzono w 1923 r. w Holandii,
w stadzie hodowlanym kaczek, a nastgpnie chorobg no-
towano w Chinach, USA i innych krajach (3). U ptakow
starszych kliniczna posta¢ choroby nie jest obserwowa-
na, lecz ptaki sg siewcami wirusa (12). Jest to zwigzane
z charakterystyczng dla herpeswirusow fazg latencji.

Wirus zapalenia jelit kaczek nalezy do rodzaju
Varicellovirus, rodziny Herpesviridae. Jego genom ko-
dowany jest przez dwuniciowg czasteczke DNA o dtu-
gosci okoto 160 kbp, ktora podzielona jest na region
unikalny dtugi (UL) 1 unikalny krotki (US), ograniczony
przez powtorzone 1 odwrocone sekwencje (IR 1 TR).
Uktad poszczegdlnych regionéw genomu DEV mozna
zapisa¢ jako: UL-IR -US-TR..

Klasyczne metody diagnostyki wirusologicznej,
takie jak: izolacja wirusa w hodowlach fibroblastow
zarodkow kurzych SPF (CEF) lub w zarodkach ka-
czych (DEF), mikroskopia fluorescencyjna czy testy
immunoenzymatyczne ELISA nie pozwalajg na szybka
1 skuteczng diagnostyke zakazen latentnych (5). Metody
oparte na tancuchowej reakcji polimerazy (PCR) (2,
8, 9) pozwalaja na wykrywanie obecnosci materiatu
genetycznego DEV, a takze na okreslanie liczby jego
kopii w narzadach wewnetrznych, co moze znalez¢
zastosowanie w badaniu poszczegolnych faz zakazenia
tym wirusem. Przetomem w diagnostyce zakazen wiru-
sowych okazata si¢ metoda amplifikacji w warunkach
statej temperatury (LAMP), ktéra dzigki prostocie
wykonania i braku konieczno$ci uzycia specjalistycznej
aparatury laboratoryjnej moze by¢ stosowana takze
przez niewielkie laboratoria (3). Specyficzno$¢ meto-
dy LAMP wykorzystujacej polimerazy Bsm lub Bst
pozwala na p0w1elanle wybranego fragmentu genomu
wirusa w czasie ponizej 30 min. Ponadto metoda ta cha-
rakteryzuje si¢ bardzo wysoka czuloscig pozwalajaca
na wykrycie kilku kopii wirusowego DNA.

Zastosowanie metody LAMP do badan nad wyste-
powaniem DEV u wolno zyjacych ptakow wodnych
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wydaje si¢ dogodnym rozwigzaniem. Bezposredni od-
czyt wynikow przeprowadza si¢ nieuzbrojonym okiem
w $wietle dziennym lub po pod$wietleniu lampa UV.
W préobkach zawierajacych powielony DNA wirusa
po dodaniu barwnika SYBR Green® obserwowana jest
zielona barwa mieszaniny, probki ujemne zachowuja
barwe pomaranczowg. W §wietle UV probki dodatnie
wykazujg silng zielonkawg fluorescencje, natomiast
w probkach ujemnych fluorescencja nie wystepuje.

Celem badan byta optymalizacja metody LAMP do
wykrywania zakazeh DEV u wodnych ptakow wolno
zyjacych do oceny aktualnej sytuacji epidemiologiczne;j
w kraju.

Materiat i metody

Szczep standardowy. Do badan uzyto szczepu 1227 DEV
izolowanego od dzikiej kaczki krzyzéwki. Szczep ten izolo-
wano w hodowlach fibroblastéw zarodkow kaczych (DEF)
i tworzyt on charakterystyczny efekt cytopatyczny (CPE)
w postaci skupisk drobnych, okragtych komorek zatamuja-
cych promienie $wietlne.

Standardowy DNA. Ponadto w celu oceny specyficznosci
metody LAMP uzyto DNA szczepu 14/07 wirusa choroby
Derzsy’ego (DDV), DNA szczepu 2003 wirusa krwotoczne-
go zapalenia jelit ggsiat (GHPV) oraz DNA szczepu P _1 03
cirkowirusa gesiego (GCV).

Probki do badan. Material do badan stanowity wycinki
watroby pobrane od 132 wolno zyjacych kaczek krzyzowek
(Anas platyrhynchos), tabg¢dzi niemych (Cygnus olor) oraz
dzikich gesi (Anser anser) w latach 2006-2013. Z pobrane-
go materiatu sporzadzano homogenaty w zbuforowanym
roztworze soli fosforanowych. DNA izolowano przy uzyciu
zestawu komercyjnego QIAamp Mini Kit wedlug zalecane;j
przez producenta procedury (Qiagen, Hilden, Niemcy). Wy-
izolowany material genetyczny wirusow przechowywano
w temperaturze —70°C.

Kontrolg dodatnig stanowit DNA szczepu 1227, natomiast
kontrolg ujemna DNA izolowany z komorek niezakazonych
hodowli fibroblastow zarodkéw kurzych (CEF).

LAMP. Do wykrywania obecno$ci materiatu genetycznego
DEYV zaprojektowano 3 pary specyficznych starteréw oligo-
nukleotydowych komplementarnych do sekwencji U 30 DEV
kodujacej polimeraze DNA (GenBank EF643560). Reakcje
przeprowadzono w tazni wodnej o temperaturze 60°C. Obje-
to$¢ mieszaniny reakcyjnej wynosita 15 pLizawierata 7,5 uL
buforu Isothermal Mastermix (OptiGene, United Kingdom),
4 mM (1 pl) starterow wewnetrznych FIP i BIP, 0,1 mM
(0,25 pl) starterow zewnetrznych F3 1 B3, 0,2 mM starterow
tworzacych ,,petle DNA” (LF i LR), wode demineralizowang
o skali czystosci oraz 2 pl wyizolowanego DNA. Optymali-
zacji poddano temperature reakcji w zakresie od 58,3°C do
64,6°C. Okreslano optymalny czas reakcji w zakresie 15-90
min. Po zakonczeniu reakcji do kazdej probéwki z mieszaning
reakcyjna dodawano 0,5 pl barwnika SYBR Green®.

Za wynik dodatni uznawano zielong barwe mieszanin re-
akcyjnych widoczng w $wietle widzialnym lub silng zielong
fluorescencje¢ pod wpltywem $wiatta lampy UV.

Wyniki i oméwienie
Opracowano i zoptymalizowano metod¢e LAMP do

wykrywania zakazen wirusem zapalenia jelit kaczek
(DEV). Badania przeprowadzono z uzyciem standar-
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Ryc. 1. LAMP DEV. Ustalenie optymalnej temperatury reakcji
Objasnienia: 1 —58,3°C; 2 —59,6°C; 3 — 60,0°C; 4 —-61,2°C; 5 —
62,1°C; 6 —62,8°C; 7—63,5°C; 8 — 64,6°C. (A) widok w §wietle
widzialnym (B) widok w $wietle UV

dowego szczepu DEV 1127. Okreslono sekwencje
1 stezenia starterOw oraz temperaturg i czas reakcji.
Zaprojektowano rowniez dodatkowg parg starterow two-
rzacych petle DNA, co pozwolito na 2-krotnie szybsza
analize. Zaprojektowane startery posiadaty sekwencje
komplementarne do regionu genu U, 30 kodujgcego po-
limeraze DNA, dzigki czemu zwigkszono specyficznosé
metody. Na podstawie przeprowadzonej optymalizacji
metody ustalono, ze do wykonania reakcji powinna by¢
stosowana temperatura 60°C oraz czas 30 min. (ryc. 1
12). Jako granice wykrywalno$ci metody okreslono 1 pi-
kogram DNA szczepu 1227 (ryc. 3). Nie obserwowano

(A) 1 2 3 4

(B) 1 2 3 4

Ryec. 2. LAMP DEYV. Ustalenie optymalnego czasu inkubacji
mieszanin reakcyjnych

Objasnienia: 1 — 90 min.; 2 — 60 min.; 3 — 30 min.; 4 — 15 min.
(A) widok w $wietle widzialnym (B) widok w $wietle UV
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(A) 1 2 3 4 5 6

B) 1 2 3 4 5 6

Ryc. 3. LAMP DEY. Ustalenie progu wykrywalnos$ci materialu
genetycznego

Objasnienia: 1 — 100 pg DNA; 2 — 10 pg DNA; 3 — 1 pg DNA;
4-0,1pg;5-0,01 pg; 6—-0,001 pg; 7—0,0001 pg; 8 —0,00001 pg.
(A) widok w $wietle widzialnym (B) widok w §wietle UV

réwniez krzyzowych reakcji z DNA probek kontrolnych:
DDV, GHPV ani GCV. W probowkach tych nie obser-
wowano zielonego zabarwienia mieszaniny reakcyjnej
ani fluorescencji, co wskazywato na wysoka czutosc,
specyficzno$¢ metody i rzetelnos¢ uzyskanych wynikow.

Metoda LAMP w diagnostyce chordb ptakéw wod-
nych byla dotychczas opisana w odniesieniu do wirusa
Zachodnlego Nilu (7), grypy ptakow (15), parwowirusa
gesiego (11, 13) oraz wirusa zapalenia watroby kaczat
typu 1 (10). W odniesieniu do pomoru kaczek (DP)
klasyczne metody identyfikacji czynnika zakaznego,
jak izolacja wirusa w hodowlach komérkowych czy na
jednodniowych kaczetach pozostaja najlepszq droga
potwierdzenia zakazenia, jednakze sg czaso- 1 praco-
chlonne oraz uzalezmone od okresu legowego. Oprocz
metod izolacji wirusa czesto stosowane sg metody
serologiczne, takie jak test ELISA, ktore sg zalezne od
obecnosci specyficznych przeciwciat anty-DEV 1 nie
wykrywaja zakazen latentnych. Zastosowanie metod
molekularnych, takich jak PCR ireal-time PCR pozwoli-
fo na znacznie skuteczniejsze wykrywanie zakazen DEV,
jak rowniez jako$ciowa i ilosciowq analiz¢ wystepowa-
nia tego wirusa (2, 8, 9). Wprowadzenie metody LAMP
bylo rewolucyjnym krokiem w diagnostyce chordb
wirusowych drobiu (13-17). Jiiwsp. (3) zaprojektowali
dwie pary starterow do wykrywania DEV genu U, 6.
W badaniach wlasnych, w celu zwigkszenia specyficz-
nosci reakcji, przeprowadzono amplifikacje bardziej
konserwatywnego fragmentu genu U 30. Ponadto
opracowana metoda LAMP z uzyciem dodatkowej pary
starterow tworzacych petle DNA pozwolila na co naj-
mniej dwukrotne skrdcenie czasu reakcji w porownaniu
z wezesniej przeprowadzonymi badaniami Ji 1 wsp. (3).

Po optymalizacji LAMP przebadano probki pocho-
dzace z wycinkow watroby pobranych od ptakow wod-
nych wolno zyjacych. Charakterystyczng zielong barwe
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mieszanin reakcyjnych i zielona fluorescencje probowek
obserwowano w 96 probkach, co stanowito 72,7%.
Wskazuje to na dosy¢ powszechne zakazenie DEV
ptakow dzikich 1 moze stanowi¢ problem dla hodowli
drobiu wodnego. Poprzednie dane z Wielkiej Brytanii
pochodzace z lat 1980-1989 na temat wystepowania
DEV wykazaty obecno$¢ tego wirusa u 46,4% badanych
ptakow wolno zyjacych (1). Badania te prowadzono
metoda izolacji wirusa w hodowlach komdérkowych.
Przewaga uzytej w badaniach wtasnych metody biologii
molekularnej LAMP polega na wykrywaniu rowniez
zakazen latentnych, ktore, jak wiadomo, sg trudne do
identyfikacji przy uzyciu tradycyjnych metod wiruso-
logicznych czy serologicznych.

Ze wzgledu na wykazany w niniejszych badaniach
wysoki odsetek ptakéw, u ktéorych wykryto DEV,
w przysztosci planowane sg dalsze badania nad wyste-
powaniem tego wirusa u drobiu wodnego.
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