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ПРОВЕДЕННЯ ВАЛІДАЦІЇ З ВИЗНАЧЕННЯ АНАЛІТИЧНОЇ 

СПЕЦИФІЧНОСТІ ІЗОТЕРМІЧНОЇ ПЕТЛЕВОЇ АМПЛІФІКАЦІЇ 

(RT-LAMP) ДЛЯ ДІАГНОСТИКИ ВІРУСУ SARS-COV-2 У ТВАРИН 

 

У даній статті представлені отримані результати валідації розробленої тест-

системи щодо виявлення вірусу SARS-CoV-2 методом петлевої ізотермічної ампліфікації 

(LAMP, loop-mediated amplification). В публікації наведені результати визначення 

аналітичної специфічності, які свідчать про відсутність неспецифічних реакцій зі штамами 

інших сторонніх вірусів та можливість її застосування для швидкого і ефективного 

діагностування SARS-CoV-2. Діагностику LAMP можна використовувати в умовах 

обмежених ресурсів, просто нагріваючи зразки та реагенти в одній реакційній пробірці при 

одній постійній температурі, і готові результати отримати протягом 30 хвилин  

Ключові слова: COVID-19, SARS-CoV-2, RT-LAMP, LAM. 

 

Вступ. COVID-19 є першою світовою пандемією, яка спричинена 

коронавірусом SARS-CoV-2, це вже третій вірус із родини Coronaviridae, який 

викликає смертельні інфекції у людей після SARS-CoV та MERS-CoV [1–4].  

Також пандемія COVID-19 зачепила і тварин [5, 6]. Коронавіруси можуть 

інфікувати як людей, так і різноманітні види тварин, зафіксовано випадки 

інфікування вірусом SARS-CoV-2 домашніх тварин, норок, тварин з зоопарків 

та дикої природи [7–10]. Міжвидові передачі коронавірусів між різними 

господарями утворюють складну екосистему, яка потребує уважного вивчення 

[11–13]. Базовою стратегією має бути підхід єдиного здоров’я, коли системи 

охорони здоров’я людини, тварин і довкілля діють разом, регулярно 

обмінюються інформацією і реагують синхронно, таким чином можна 

мінімізувати поширення та спалахи зоонозних захворювань. 

Коронавіруси (CoV) є найбільшими РНК-вірусами з розміром геному від 

28 до 32 тис. нуклеотидних пар. Вони належать до родини Coronaviridae, ряд 

Nidovirales, і завдячують назвою своїй специфічній структурі, що нагадує 

корону на зображенні електронного мікроскопа. CoV відповідальний за низку 

респіраторних, травних та нервових інфекцій у ссавців та птахів. Їхня 
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схильність до рекомбінації та властива РНК-вірусам висока частота мутацій 

дозволяють їм час від часу передавати віруси та адаптуватися до нових 

господарів та екологічних ніш. Їхня поширеність у природі дуже висока  

[14–16]. У свиней, наприклад, найбільш важливими з клінічної та 

епідеміологічної точки зору є CoV, що викликають шлунково-кишкові інфекції 

[17, 18]. Тоді як кишковий коронавірус котів (FCoV) викликає легку або 

безсимптомну інфекцію у домашніх котів, але у 7–10% котів відбувається 

мутація вірусу, що призводить до розвитку більш складної хвороби під назвою 

котячий інфекційний перитоніт (FIP) [19]. Вірус CoV великої рогатої худоби, 

щурячий CoV та вірус інфекційного бронхіту (IBV) викликають легкі та важкі 

інфекції дихальних шляхів у великої рогатої худоби [20], щурів та курей 

відповідно.  

Виникнення пандемії, що викликана важким гострим респіраторним 

синдромом, коронавірусом 2 (SARS-CoV-2), підкреслила необхідність 

швидких, простих і економічно ефективних тестів, таких як RT-LAMP, для 

діагностики нових патогенів [21–23]. Ізотермічна ампліфікація, опосередкована 

петлею зворотної транскрипції (RT-LAMP), може використовуватись в умовах 

низьких ресурсів, просто нагріваючи зразки та реагенти в одній реакційній 

пробірці при одній постійній температурі, і готові результати отримати 

протягом 30 хвилин. 

Метою роботи було проведення етапу валідації з визначення аналітичної 

специфічності RT-LAMP для виявлення вірусу SARS-CoV-2.  

Матеріали і методи досліджень. Дослідження було проведено на базі 

лабораторії «Науково-дослідний навчальний центр діагностики хвороб тварин» 

Інституту ветеринарної медицини НААН. 

Для проведення досліджень використовували набори праймерів  

RT-LAMP, розраховані на ділянки генів: нуклеокапсидний ген N-ген та 

оболонковий ген S-ген SARS-CoV-2. 

Для дослідження аналітичної специфічності RT-LAMP було використано 

наступний біологічний матеріал: зразки виділеної РНК вірусу SARS-CoV-2, 

надані Центром громадського здоров’я МОЗ України, а також РНК/ДНК 

збудників хвороби Ауєскі штам «Петріківський-2006»; вірусу ЕДС  

штам «U-14», коронавірус великої рогатої худоби (Coronavirus bovinum) штам 

С-197; культура клітин Vero (негативний біологічний матеріал – НБМ).  

Реакційну суміш готували безпосередньо перед проведенням досліджень, 

змішуючи 10X буфер для LAMP – 2,5 мкл; 100 мкM MgSO 4 (NEB) – 1,13 мкл; 

10 мкM суміш dNTPs – 3,5 мкл; 10X суміш праймерів – 2,5 мкл;  

Bst 1.0 полімераза – 1 мкл; RTx – 0,5 мкл; Nuclease-free water – 2,87 мкл; 

розчину SYBR Green (інтеркалятор) – 1 мкл (у розрахунку на одну пробу). 
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Виділену ДНК/РНК дослідних і контрольних зразків додавали в об’ємі 5,0 мкл. 

Загальний об’єм складає 25 мкл. 

Результат ампліфікації РНК вірусу SARS-CoV-2 реєстрували на каналі 

флуоресценції FAM/SYBR. Облік отриманих результатів ПЛР аналізу: 

позитивним вважається значення Ct FAM/SYBR менше або дорівнює 

35 (Ct≤35), це свідчить про ампліфікацію гена, що кодує специфічну ділянку 

вірусу SARS-CoV-2; негативний результат – це значення Ct FAM/SYBR 

відсутнє. Для проведення ампліфікації у реальному часі було використано 

«Rotor-Gene Q», виробник «QIAGEN Hilden» (Німеччина).  

Результати досліджень та їх обговорення. Діагностичний метод на 

основі ізотермічної ампліфікації, опосередкованої петлею (LAMP), створено як 

швидкий, точний діагностичний тест для виявлення наявних вірусних інфекцій 

як в лабораторії, так і в польових умовах; отже, він може бути чудовою 

альтернативою для виявлення SARS-CoV-2 

Для визначення специфічності в якості позитивного біологічного 

матеріалу (ПБМ) було використано РНК вірусу SARS-CoV-2 надані Центром 

громадського здоров’я МОЗ України, за негативний біологічний матеріал 

(НБМ) щодо вірусу SARS-CoV-2 брали культуру клітин Vero, а також 

ДНК/РНК трьох сторонніх збудника вірусних захворювань (хвороби Ауєскі, 

вірусу ЕДС, Коронавірус ВРХ (BCoV). Результати дослідження зведені в 

таблиці 1 та представлені на рис. 1. 

Таблиця 1 

Результати визначення аналітичної специфічності RT-LAMP 
 

№ 

з/п 
Назва досліджуваного матеріалу 

Кількість 

проб 

Результати детекції вірусу 

SARS-CoV-2 

Ct, FAM (M±m) результат 

1 Культура клітин Vero  5 – негативні 

2 РНК вірусу SARS-CoV-2  8 23,22±0,85 позитивні 

3 
РНК (Coronavirus bovinum) штам 

С-197 
3 – негативні 

4 РНК ЕДС штам «U-14» 3 – негативні 

5 
ДНК Ауєскі штам «Петріківський-

2006» 
3 – негативні 
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Рис. 1. Результати ампліфікації специфічної ділянки вірусу SARS-CoV-2 

(Ct FAM/ SYBR) щодо визначення аналітичної специфічності. 

 

Аналітична специфічність визначається, як здатність аналізу відрізняти 

цільову ДНК (мішень) від ДНК інших інфекційних агентів. За результатами 

проведених досліджень встановлена відсутність перехресних реакцій з 

штамами інших вірусів, що свідчить про специфічність розробленої тест-

системи. У той же час, в пробах біологічного матеріалу, що містили вірус 

SARS-CoV-2, було виявлено специфічну кДНК. Значеннях Ct позитивних проб 

на каналі FAM були встановлені в межах 21,35–26,21. Це вказує на здатність 

обраних нами праймерiв точно розпізнавати цільову ділянку вірусу  

SARS-CoV-2 i зв’язуватися з нею за принципом комплiментарностi.  

Висновки та перспективи подальших досліджень. За результатами 

проведених досліджень встановлена відсутність реакцій зі штамами сторонніх 

вірусів, що свідчить про специфічність RT-LAMP. Отримані результати 

досліджень вказують на можливість її використання в лабораторній 

діагностиці. 

 

VALIDATION TO DETERMINE THE ANALYTICAL SPECIFICITY OF LOOP-

MEDIATED ISOTHERMAL AMPLIFICATION (RT-LAMP) FOR THE DIAGNOSIS OF 

THE SARS-COV-2 VIRUS IN ANIMALS / Molozhanova A.V., Nychyk S.A 

 

Introduction. COVID-19 is the first global pandemic caused by the SARS-CoV-2 

coronavirus, the third virus from the Coronaviridae family to cause fatal infections in humans after 

SARS-CoV and MERS-CoV. 

The COVID-19 pandemic has also affected animals. Coronaviruses can infect both humans 

and various species of animals, and cases of SARS-CoV-2 infection in pets, minks, zoo animals, and 
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wildlife have been reported. Interspecies transmission of coronaviruses between different hosts 

forms a complex ecosystem that requires careful study. 

The emergence of the SARS-CoV-2 pandemic has highlighted the need for rapid, simple and 

cost-effective tests, such as RT-LAMP, to diagnose emerging pathogens. 

The goal of the work was to conduct a validation phase to determine the analytical 

specificity of RT-LAMP for the detection of SARS-CoV-2 virus. 

Materials and methods. Primer sets for RT-LAMP were used for the study, designed for 

gene regions: nucleocapsid gene N-gene and envelope gene S-gene of SARS-CoV-2. 

To study the analytical specificity of RT-LAMP, the following biological material was used: 

samples of isolated SARS-CoV-2 virus RNA provided by the Center for Public Health of the 

Ministry of Health of Ukraine, as well as RNA/DNA from three additional pathogens. 

The reaction mixture was prepared immediately before the test by mixing 10X LAMP 

buffer – 2.5 μL; 100 μM MgSO4 (NEB) – 1.13 μL; 10 μM dNTPs mixture – 3.5 μL; 10X primer 

mixture – 2.5 μL; Bst 1.0 polymerase – 1 μL; RTx - 0.5 μL; Nuclease-free water – 2.87 μL; SYBR 

Green solution (intercalator) – 1 μL (per sample). The isolated DNA/RNA of the experimental and 

control samples was added in a volume of 5.0 μL. The total volume was 25 μL. 

Research results and discussion. Analytical specificity is defined as the ability of the assay 

to distinguish the target DNA from the DNA of other infectious agents. According to the results of 

the studies, there were no cross-reactions with strains of other viruses, which indicates the 

specificity of the designed test system. At the same time, specific cDNA was detected in samples of 

biological material containing SARS-CoV-2 virus. This indicates the ability of our selected primers 

to accurately recognize the target site of SARS-CoV-2 virus and bind to it on the principle of 

complementarity. 

Conclusions and prospects for further research. The results of our studies showed the 

absence of nonspecific reactions with strains of additional viruses, which indicates the specificity of 

RT-LAMP. The obtained results indicate the possibility of its use in laboratory diagnostics. 

Keywords: COVID-19, SARS-CoV-2, RT-LAMP, LAMP. 
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