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Статья посвящена разработке метода петлевой изотермической амплификации (LAMP) для ускорен-
ной идентификации малоизученных бактерий Bordetella petrii, которые выделяются от животных и челове-
ка. LAMP основывается на идентификации консервативного гена в целевой группе микроорганизмов, против 
которой должна быть разработана серия из четырех-шести праймеров. Протокол исследования занимает 
менее одного часа и включает амплификацию целевого гена с использованием полимеразы Bst в изотермиче-
ских условиях. 

Авторами был выполнен дизайн видоспецифичных праймеров для идентификации бактерий B. petrii, 
в исследованиях использовали ген регулятора транскрипции LysR. Специфичность подобранных праймеров 
была подтверждена BLAST на сервере Национального центра биотехнологической информации (NCBI) (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/). Исследователями были подобраны параметры постановки реакции, проверена спец-
ифичность разработанного протокола и оптимальное время амплификации, определена чувствительность 
разработанного протокола LAMP для идентификации бактерий B. petrii. Установлено, что оптимальный 
результат амплификации регистрируется через 40-50 минут, проведение электрофореза в агарозном геле 
свидетельствует, что чувствительность разработанного протокола амплификации составляет 10 ко-
пий ДНК. Разработанный метод является специфичным, что подтверждается отрицательным результа-
том реакции на бактериях: Pseudomonas aeruginosa, Alcaligenes spp., Acinetobacter calcoaceticus, Aeromonas 
hydrophila, Citrobacter freundi, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Salmonella infantis, Yersinia enterocolitica, 
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Bacillus subtilis.

Введение 
На протяжении большей части прошло-

го века виды Bordetella считались патогенами, 
с ограниченным ареалом распространения и 
с различной специфичностью к хозяину [1-2]. 
Однако, в 2001 г. из дехлорирующего биореак-
тора, обогащенного речными осадками, были 
выделены бактерии, идентифицированные как 
Bordetella petrii. Этот представитель рода Borde-
tella является первым описанным видом, изо-
лированным из объектов окружающей среды 

[3-4]. Штаммы бактерий B. petrii также были 
обнаружены в морских губках, в травяных кон-
сорциумах, выделялись из источников подзем-
ных вод и других проб окружающей среды [5-7]. 
В литературе описаны данные, что бактерии B. 
petrii были изолированы от людей с ослаблен-
ным иммунитетом, больных муковисцидозом и 
хронической легочной болезнью, с остеомиели-
том нижней челюсти [8-11]. Также есть инфор-
мация, что B. petrii были выделены из проб, по-
лученных от от животных, в том числе и из сыро-
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го верблюжьего молока [12-13]. Тем не менее, 
роль бактерий B. petrii в инфекционных процес-
сах все еще не достаточно ясна, также как и не 
достаточно охарактеризован ареал распростра-
нения данного инфекционного агента [14-15]. 

Для решения этой проблемы все чаще ста-
ли использовать методы молекулярной диагно-
стики, например на основе ПЦР (включая qPCR), 
которые чувствительны, но требуют дорогостоя-
щего оборудования и реагентов, протокол иссле-
дования занимает несколько часов. Такие под-
ходы, как секвенирование 16S рРНК или цель-
ного метагенома обеспечивают отличную спец-
ифичность, но также являются дорогостоящими, 
длительными (от нескольких дней до недель) 
и требуют высокой квалификации исследовате-
лей. В настоящее время все большее примене-
ние получает метод петлевой изотермической 
амплификации LAMP (Loop-Mediated Isothermal 
Amplification). Это новый метод амплификации 
нуклеиновых кислот, который может амплифи-
цировать гены - мишени в изотермических ус-
ловиях с преимуществом быстрого, простого и 
легкого выполнения, как сообщили Notomi и его 
коллеги [16]. Анализ изотермической амплифи-
кации опосредованной петлей (LAMP) сочетает 
в себе простой, быстрый и недорогой метод об-
наружения с высокой чувствительностью и спец-
ифичностью [17]. LAMP-анализы являются эф-
фективным диагностическим инструментом, их 
можно легко выполнить, поскольку они требуют 
минимального количества оборудования и ис-
пользуют недорогие реагенты. LAMP - тесты ши-
роко используются в пищевой промышленности 
и в клинических условиях для идентификации 
бактерии, грибов и вирусов [18-19]. LAMP осно-
вывается на идентификации консервативного 
гена в целевой группе микроорганизмов, про-
тив которой должна быть разработана серия из 
четырех-шести праймеров. Протокол исследо-
вания занимает менее одного часа и включает 
амплификацию целевого гена с использовани-
ем полимеразы Bst в изотермических условиях. 
Сообщалось о ряде методологий обнаружения, 
включая визуальную идентификацию мутности, 
колориметрические или флуоресцентные ин-
теркаляторы ДНК и конечный электрофорез в 
агарозном геле [20-21].

Цель работы - разработать параметры по-
становки LAMP - петлевой изотермической ам-
плификации для ускоренной идентификации 
бактерий B. petrii.

Данная цель достигалась выполнением 
следующих задач: 

1. выполнить дизайн видоспецифичных 
праймеров для идентификации бактерий B. pet-
rii,

2. подобрать параметры постановки реак-
ции LAMP,

3. проверить специфичность разработан-
ного протокола на основе метода LAMP,

4. подобрать оптимальное время ампли-
фикации для постановки реакции на основе ме-
тода LAMP,

5. определить чувствительность разрабо-
танного протокола LAMP для идентификации 
бактерий B. petrii.

Материалы и методы исследований
В работе мы использовали штамм Borde-

tella petrii ATCC BAA-461. Определение специ-
фичности разработанного протокола LAMP в на-
стоящем исследовании проводили на штаммах 
бактерий: Bordetella bronchiseptica 7, Bordetella.
avium ATCC BAA 1003, Bordetella hinzii ATCC 
51784, Bordetella holmesii ATCC 51541, Bordetella 
trematum ATCC 700309, Pseudomonas aerugi-
nosa 1 , Alcaligenes spp B-5269, Acinetobacter 
calcoaceticus B-5971, Aeromonas hydrophila ATCC 
49140, Citrobacter freundi-2, Escherichia coli K12,
Klebsiella pneumoniae C6, Salmonella infanti s 3, 
Yersinia enterocolitica ATCC 23715, Staphylococcus 
aureus ATCC 6538-P, Enterococcus faecalis ATCC 
29212, Bacillus subtilis 103, полученных из музея 
микробиологии кафедры МВЭ и ВСЭ ФГБОУ ВО 
Ульяновский ГАУ. Все исследуемые штаммы бак-
терий культивировали на LB-бульоне при тем-
пературе 370С в течение 24 часов. ДНК экстра-
гировали, используя набор Проба-Рапид (ДНК-
технологии, Россия) в соответствии с инструкци-
ей производителя. 

В исследованиях использовали: ДНК-
полимеразу Bst 3.0 (New England Biolabs, UK), 
буфер для изотермической амплификации II (20 
mM Tris-HCl, 10 mM (NH4)2SO4, 150 mM KCl, 2 mM 
MgSO4 0.1% Tween® 20 при pH 8.8 и 25°C (New 
England Biolabs, UK), смесь dNTP (100mM) (New 
England Biolabs, UK), воду свободную от нуклеаз 
(New England Biolabs, UK), 2,0% агарозный гель.

Для разработки праймеров в качестве кон-
сервативного участка генома бактерии B. petrii
использовали ген регулятора транскрипции LysR 
(номер в базе данных NCBI BPET_RS00155). Кон-
струирование праймеров LAMP проводили при 
помощи Explore V5 (h� p://primerexplorer.jp/
lampv5e/index.html) и NEB LAMP Primer Design 
Tool (h� ps://lamp.neb.com/#!/). Специфичность 
подобранных праймеров была подтверждена 
BLAST на сервере Национального центра био-
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технологической информации (NCBI) (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/). 

Результаты исследований
Последовательности подобранных для 

детекции бактерий вида Bordetella petrii прай-
меров представлены в таблице 1. 

Реакцию LAMP проводили в 25 мкл 
смеси, содержащей по 0.2 µМ каждого из 
праймеров F3/B3 (25x), по 40 µМ каждого 
из праймеров BIP /FIP(25x), по 0,4 µМ каж-
дого из праймеров Loop F/Loop B (25x), ДНК-
полимеразу Bst 3.0 (New England Biolabs, UK) 
320 единиц/мл, 1х ,буфер для изотермиче-
ской амплификации II, включающий 20 mM 
Tris-HCl, 10 mM (NH4)2SO4, 150 mM KCl, 2 mM 
MgSO4 0.1% Tween® 20 при pH 8.8и 25°C (New 
England Biolabs, UK), смесь dNTP(100mM) по 
1,4 mM каждого (New England Biolabs, UK), 
пробу ДНК вносили в объеме 5 мкл. 

До получения необходимого объема в 
реакцию добавляли воду свободную от ну-
клеаз (New England Biolabs, UK). Смесь ин-
кубировали при (58-60°С) в течение 10-50 
минут, а затем нагревали при 800С в течение 
5 минут на водяной бане для прекращения 
реакции. Продукты LAMP оценивали с помо-
щью электрофореза в 2,0% агарозном геле, 
электрофорезирование проводили при 100 В. 
Визуализацию результатов проводили в УФ-
свете при 312 нм.

Экстрагированную ДНК бактерий B. 
petrii использовали в качестве положитель-
ного контроля, а ДНК, экстрагированную из 
других бактерий, использовали в качестве от-
рицательного контроля. Условия реакции вы-
полняли, как описано выше. Чтобы оценить 
чувствительность анализа LAMP для обнару-
жения B.petrii, последовательные разведения 
экстрагированной ДНК B. petrii, содержащей 
5 × 107 КОЕ/мл.

Специфичность системы LAMP для де-
текции бактерий вида Bordetella petrii была 
подтверждена на бактериях – представителях 
гомологичного рода Bordetella и представите-
лях гетерологичных родов и семейств. Анализ 
результатов амплификации с детекцией в ага-
розном геле (рис. 1, табл.2) показал, что по-
ложительный результат, лестничная диаграм-
ма с набором полос разного размера была 
только при использовании ДНК из B. petrii в
качестве матрицы, в отличие от реакций, про-
водившихся с ДНК, полученной из других бак-
терий. 

Таблица 1 
Праймеры LAMP для детекции бактерий вида 

Bordetella petrii
На-

звание 
прай-
мера

Тип праймера
Длина 
прай-
мера

Сиквенс (5 ́→3 ́)

F3 Передний внеш-
ний праймер 17 GCGCCATGTCGACATCG

B3 Обратный внеш-
ний праймер 18 ACAGGCTGTCCTGCTCTT

FIP
Передний вну-
тренний прай-

мер
37 ACGCACGCTGCCCTTCA

GGTGCAGGCAATGCAGACCG

BIP
Обратный вну-
тренний прай-

мер
42 TGGCTTCATCATTCCCAGCCTG

TCAGGTTGACGTCGATATGC

Loop F Передний коль-
цевой праймер 19 ACGCACGCTGCCCTTCAGG

Loop B Обратний коль-
цевой праймер 22 TGGCTTCATCATTCCCAGCCTG

A

B
Рисунок 1 - Результаты изучения специфично-

сти разработанной системы LAMP для детекции бак-
терий вида Bordetella petrii: А: 1 - Bordetella petrii, 2 
- Bordetella hinzii, 3 - Bordetella holmesii,4 - Bordetella 
avium, 5 - Bordetella trematum, 6 - B. bronchisepti ca, 7 
- контроль, 8 - маркер молекулярной массы; B: 1 - Bor-
detella petrii, 2 - Alcaligenes spp., 3 - Pseudomonas aeru-
genosa, 4 - Acinetobacter calcoaceti cus, 5 - Aeromonas 
hydrophila, 6 - Citrobacter freundi, 7 - контроль, 8 - мар-
кер молекулярной массы
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Таблица 2
Изучение специфичности разработанной 

тест-системы для детекции бактерий вида Bor-
detella petrii на основе метода LAMP

Штаммы бактерий 
Результат 

электрофо-
резограммы 

Bordetella petrii ATCC BAA-461 +
Bordetella hinzii ATCC 51784 -
Bordetella trematum ATCC 700309 -
Bordetella avium ATCC BAA 1003 -
Bordetella holmesii ATCC 51541 -
Bordetella bronchiseptica 7 -
Alcaligenes spp B-5269 -
Acinetobacter calcoaceticus B-5971 -
Aeromonas hydrophila ATCC 49140 -
Citrobacter freundi-2, -
Escherichia coli K12 -
Klebsiella pneumoniae C6 -
Salmonella infanti s 3 -
Pseudomonas aeruginosa 1 -
Staphylococcus aureus ATCC 6538-P -
Enterococcus faecalis ATCC 29212 -
Bacillus subtilis 103 -

Следующим этапом нашего исследования 
был подбор оптимального времени амплифика-
ции для постановки реакции на основе метода 
LAMP. Для этого проводили амплификацию при 
тех же температурных условиях, что описаны 
выше, используя следующие временные пара-
метры: 10 минут, 20 минут, 30 минут, 40 минут, 
50 минут. После серии экспериментов было 
установлено, оптимальный результат амплифи-
кации регистрируется через 40-50 минут ампли-
фикации (рис. 2). 

Было произведено изучение чувствитель-
ности разработанной тест-системы для детек-
ции бактерий вида Bordetella petrii на основе 
метода LAMP. Для этого мы использовали куль-
туру бактерии B.petrii после 24 часов культиви-
рования при температуре 350С. Было выполне-
но ее серийное разведение в физиологическом 
растворе. Для установления концентрации кле-
ток произвели посев на LB-агаре 1мл из каждого 
разведения. Через 72 часа культивирования был 
произведен подсчет колоний, концентрация со-
ставила 5х107 КОЕ/мл. Поэтому в дальнейшем 
исследовании мы использовали пробирки с 
первого до седьмого разведения. После выде-
ления нуклеиновой кислоты из указанных выше 
разведений была выполнена амплификация. 
В результате проведения амплификации и по-
становки электрофореза в агарозном геле было 
установлено, что чувствительность разработан-
ного протокола амплификации составляет 10 
копий ДНК. 

Обсуждение 
В настоящее время большее распростра-

нение получил метод петлевой изотермической 
амплификации LAMP (Loop-Mediated Isothermal 
Amplification) в силу своей простоты и быстро-
ты, высокой чувствительности и специфичности. 
Главным достоинством данного метода являет-
ся то, что для его проведения не требуется до-
рогостоящее оборудование. 

В результате проведённой работы было 
установлено, что проблема идентификации 
бактерий Bordetella petrii, которая входит в 
спектр научных интересов многих исследова-
телей [3, 5-6, 9-11, 14-15], может быть решена 
применением ускоренной детекции вышеназ-
ванных бактерий методом на основе LAMP. 
Разработанный метод является специфичным, 
что подтверждается отрицательным результа-
том реакции на бактериях: Pseudomonas aeru-
ginosa 1, Alcaligenes spp B-5269, Acinetobacter 
calcoaceticus B-5971, Aeromonas hydrophila ATCC 
49140, Citrobacter freundi-2, Escherichia coli K12,

Рис.2 - Электрофорезограмма изучения 
оптимизации времени амплификации для 
проведения протокола LAMP. Треки: 1 - 10 ми-
нут амплификации, 2 - 20минут амплификации, 
3 - 30 минут амплификации, 4 - 40 минут ампли-
фикации, 5 - 50 минут амплификации, 6 - кон-
троль, М - маркер
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Klebsiella pneumoniae C6, Salmonella infanti s 3, 
Yersinia enterocolitica ATCC 23715, Staphylococcus 
aureus ATCC 6538-P, Enterococcus faecalis ATCC 
29212, Bacillus subtilis 103). Степень чувстви-
тельности разработанного протокола - 10 копий 
ДНК. Определенным достоинством является бы-
строта исследований, так как эксперименталь-
но определено, что оптимальным временем 
амплификации является временной диапазон 
в 40-50 минут. Мы согласны с учеными [17-21], 
которые считают, что благодаря своей просто-
те, скорости, чувствительности метод петлевой 
изотермической амплификации может полу-
чить широкое распространение в лабораторной 
практике. 

Заключение
В результате проведенных экспериментов 

были разработаны параметры постановки LAMP 
- петлевой изотермической амплификации для 
ускоренной идентификации бактерий Bordetella 
petrii. Был выполнен дизайн видоспецифичных 
праймеров, подобраны параметры постановки 
реакции LAMP, проверена специфичность и по-
добрано оптимальное время амплификации, 
определена чувствительность разработанного 
протокола LAMP для идентификации бактерий 
B. petrii.

Разработана новая система идентифи-
кации Bordetella petrii, достоинствами которой 
являются быстрота, высокая чувствительность, 
простота и экономическая эффективность. Этот 
метод потенциально может быть использован 
для испытаний в полевых условиях.
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DEV ELOPMENT OF PARAMETER SETTING (LAMP) OF LOOP MEDIATED ISOTHERMAL AMPLIFICATION FOR 
ACCELERATED IDENTIFICATION OF BORDETELLA PETRII BACTERIA

Lomakin A.A., Feoktistova N.A., Mastilenko A.V.
Federal St ate Budgetary Educational Institution of Higher Education Ulyanovsk State Agrarian University

432017, Ulyanovsk, Novyi Venets boulevard, 1: tel.: 89603621517
e-mail: artemy.lomakin@yandex.ru
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The article is devoted to development of loop mediated isothermal amplification (LAMP) method for accelerated identification of little-studied bacteria 

Bordetella petrii,  which are isolated from animals and humans. LAMP is based on identification of a conserved gene in a target group of microorganisms 
against which a series of four to six primers should be designed. The study protocol takes less than one hour and includes amplification of the target gene using 
Bst polymerase in isothermal conditions. Species-specific primers were designed to identify B. petrii bacteria, transcription regulator gene LysR was used in the 
studies. The specificity of the selected primers was validated by BLAST at National Center of Biotechnology Information (NCBI) server (http://www.ncbi.nlm.
nih.gov/). The researchers selected parame ters for layout of the reaction, tested specificity of the developed protocol and appropriate amplification time, also 
they determined sensitivity of the developed LAMP protocol for identification of B. petrii bacteria. It was estab lished that appropriate amplification result is 
recorded after 40-50 minutes; agarose gel electrophoresis indicates that sensitivity of the developed amplification protocol is 10 DNA copies. The dev eloped 
method is specific, which is confirmed by a negative reaction on bacteria: Pseudomonas aeruginosa, Alcaligenes spp., Acinetobacter calcoaceticus, Aeromonas 
hydrophila, Citrobacter freundi, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Salmonella infantis, Yersinia enterocolitica, Staphylo coccus aureus, Enterococcus 
faecalis, Bacillus sub.
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