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Minireview

METODE LOOP-MEDIATED ISOTHERMAL AMPLIFICATION (LAMP) DAN
APLIKASINYA UNTUK DETEKSI PENYAKIT IKAN

LOOP-MEDIATED ISOTHERMAL AMPLIFICATION (LAMP) METHOD
AND IT'S APPLICATION FOR FISH PATHOGEN DETECTION

Murwantoko”
Abstract

Polymerase chain reaction (PCR) is a method that amplifies DNA which have been widely
used in molecular biology technique. Based on the PCR, many methods have been
developed on isothermal condition and the useful one is loop-mediated isothermal
amplification of DNA (LAMP). LAMP reaction employs a Bst DNA polymerase and a set of
four specific primers that recognizes a total of six distinct sequences of the target DNA and
produces amount of different size of DNA. Many advantages have been achieved in LAMP
such as the simple equipment for reaction and observation, short time, highly specific and
sensitive procedure. LAMP has been used as a tools for detection many pathogens for
human, animals and plants. Some fish pathogens as parasites, bacteria and viruses have
been detected by LAMP. The principles and application of LAMP method are discussed in
this paper.
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PCR
Pengantar

Penemuan struktur asam deoksiribonuleat
(DNA) sebagai benang rantai ganda oleh
Watson dan Crick pada tahun 1953 telah
memberikan landasan pengembangan
bioteknologi modern. Teknik polymerase
chain reaction (PCR) merupakan teknik
amplifikasi atau perbanyakan rantai DNA
telah berkembang pesat terutama setelah
ditemukannya enzim polimerase DNA
yang tahan panas dari bakteri Thermus
aquaticus oleh Saiki dkk. pada tahun
1988. PCR merupakan pengulangan dari
siklus reaksi denaturasi atau pemisahan
rantai ganda DNA, annealing atau
penempelan primer pada sekuen DNA
yang sesuai dan polimerisasi atau peman-
jangan rantai DNA dari primer untuk
membentuk komplemen DNAnya. Peng-
aturan siklus tersebut dilakukan dengan
mengatur suhu reaksi dalam suatu ther-
mocycler (Sambrook & Russell, 2001).

Metode PCR telah digunakan untuk
berbagai kepentingan diantaranya untuk
deteksi suatu gen, diagnosis suatu
penyakit, kloning, dan mutagenesis suatu
gen. Dalam bidang perikanan teknik PCR
telah digunakan untuk deteksi penyakit
ikan yang tergolong dalam parasit seperti
Mycrosporidium  serioale  (Microspora)
(Bell et al., 1999), Myxobulus cerebralis
(Kelley et al.,, 2004); berbagai bakteri
patogen antara lain  Renibacterium
salmoninarum (Leon et al., 1994),
Flavobacterium psychrophylum (Urdaci et
al., 1998), Piscirikettsia salmonis (Heath
et al.,, 2000), Yersinia ruckeri (Altinok et
al., 2001), Flexibacter columnaris (Bader
et al., 2003), dan Listonella anguillarum
(Gonzalez et al.,, 2003) baik mengguna-
kan PCR biasa maupun dengan nested
PCR. Metode PCR juga digunakan untuk
deteksi penyakit virus dengan genom
DNA seperti  white spot syndrome virus
(WSSV) pada udang, channel catfish
virus (CCV) (Boyle & Blackwell, 1991),
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iridovirus  (Oshima et al., 1998), koi
herpesvirus (KHV) (Gilad et al., 2002).,
dan metode reverse transkriptase PCR
(RT-PCR) untuk deteksi taura syndrome
virus (TSV), yellow head virus (YHV),
nervous necrosis virus (NNV) (Thiery et
al., 1999), birnavirus (Blake et al., 1995),
haemorrhagic septicaemia virus (VHSV),
infectious hematopoietic necrosis virus
(IHNV) (Miller et al., 1998), spring viremia
of carp virus (SVCV) (Oreskhova et al.,
1999), infectious salmon anemia virus
(ISAV), haemorrhagic kidney syndrome
virus (Kibenge et al., 2000), aquareovirus
(Seng et al., 2004).

Dari dasar metode PCR telah dikembang-
kan metode amplifikasi DNA diantaranya
dengan menghilangkan tahap denaturasi
dan reaksi dilakukan dalam kondisi iso-
thermal sehingga tidak memerlukan
thermocycler. Metode tersebut antara lain
self-sustained sequence replication (3SR)
(Guatelli et al.,, 1990), nucleic acid
sequence-based amplification (NASBA)
(Compton, 1991), strand displacement
amplification (SDA) (Walker et al., 1992)
dan loop-mediated isothermal amplifica-
tion of DNA (LAMP) (Notomi et al., 2000).

Metode LAMP telah banyak mengatasi
kekurangan metode sebelumnya,
sehingga telah berkembang luas dalam
aplikasinya. Metode LAMP telah diguna-
kan secara luas untuk deteksi suatu gen
atau suatu organisme melalui sekuen
spesifik bahan genetiknya. Pelacakan
publikasi melalui pubmed (www.pubmed.
nih.gov.) dengan memasukkan kata kunci
“loop-mediated isothermal amplification”
pada tanggal 27 September 2005 didapat
50 judul publikasi tentang metode LAMP
dengan 21 judul yang terbit pada tahun
2004 dan 18 judul terbit pada tahun 2005.

Prinsip Kerja LAMP

Metode ini mengamplifikasi fragmen DNA
melalui mekanisme sintesis dan pemi-
sahan rantai DNA secara otomatis yang
dilakukan oleh enzim DNA polimerase
dan 4 buah primer yang mengenal 6
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daerah spesifik, dengan 3 daerah di
masing-masing ujung fragmen DNA-nya.
Forward inner primer (FIP) terdiri atas
sekuen komplementer F1 di ujung 5,
linker TTTT dan sekuen F2 di ujung 3
Forward outer primer (F3) merupakan
sekuen F3. Backward inner primer (BIP)
terdiri atas sekuen komple-menter B1 di
ujung 5, linker TTTT dan sekuen B2 di
ujung 3. Backward outer primer (B3)
merupakan sekuen B3 (Gambar 1).

Reaksi LAMP terdiri atas tahapan
produksi material awal berupa struktur
dumb-bell (starting material producing
step), tahapan amplifikasi siklus (cycling
amplification step) dan tahapan perpan-
jangan dan siklus berulang (elongation
and recycling step). Reaksi pada produksi
material awal merupakan tahapan yang
kritis untuk keberhasilan reaksi LAMP
(Gambar 2). Bagian F2 dari FIP akan
menempel pada bagian F2c dari DNA
template (1) dan akan dilanjutkan dengan
perpanjangan DNA ke arah 3 (2).
Selanjutnya Forward outer primer (F3)
akan menempel pada sekuen F3c dari
template DNA dan dilanjutkan per-
panjangan DNA (3). Perpanjangan ini
akan menyebabkan terlepasnya rantai
DNA hasil perpanjangan dari primer FIP
(5). Rantai DNA yang lepas akan mem-
bentuk loop pada ujung 5 yaitu dengan
hibridisasi bagian F1 hasil polimerasi
dengan Flc dari primer FIP (6). Semen-
tara perpanjangan dari primer BIP dan
pelepasannya oleh reaksi polimerasi dari
primer B3. Utas rantai yang terlepas akan
menghasilkan loop karena hibridisasi B1
pada Blc dan pada ujung yang lain ter-
bentuk loop karena hibrididasi F1 pada
Flc, sehingga membentuk struktur dumb
bell (8). Struktur terakhir ini akan diguna-
kan sebagai bahan utama pada tahapan
amplifikasi berikutnya dengan primer FIP
dan BIP. Reaksi ini akan menghasilkan
beberapa bentuk struktur DNA dengan
ukuran yang berbeda-beda. Keterangan
lebih  lanjut tentang bentuk-bentuk
tersebut bisa dibaca pada Notomi et al.
(2000) atau di website (http://loopamp.
eiken.co.jp/e/lamp/principle.html).
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Gambar 1. Jenis primer yang digunakan pada LAMP (http://loopamp.
eiken.co.jp/e/ lamp/principle.html).
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Gambar 2. Prinsip kerja LAMP (keterangan rinci di teks) (http://loopamp.
eiken.co.jp/e/lamp/principle.html).
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Campuran reaksi yang digunakan dalam
LAMP mirip dengan campuran reaksi
pada PCR kecuali beberapa komponen.
Enzim yang digunakan adalah Bst
(Bacillus steatothermopilus) DNA poli-
merase yang bekerja optimum pada suhu
60-65°C. Primer yang digunakan sejum-
lah 4 buah dengan perbandingan inner
primer (FIP, BIP) dan outer primer (F3,
B3) sebesar 8:1 dan pada umumnya
sejumlah 40 dan 5 pmol. Betaine diguna-
kan untuk destabilisasi struktur rantai
ganda DNA sehingga mudah untuk
memisahkan 2 utas rantai DNA dan
digunakan pada konsentrasi 0,8 M (Thai
et al., 2004), 1 M (Notomi et al., 2000)
dan 1,6 M (Gunimaladevi et al., 2004,
2005; Savan et al., 2004).

Salah satu faktor penting dalam LAMP
adalah sekuen dari primer. Hibridisasi
keempat primer pada DNA target pada
tahap initial (awal) merupakan titik kritis
untuk efisiensi LAMP, sehingga sekuens
dan ukuran primer-primer perlu ditentukan
agar temperature melting-nya (Tm) ber-
ada pada kisaran tertentu yang optimum.
Tm sekuen F2 dan B2 pada primer FIP
dan BIP dibuat pada kisaran 60-65°C,
temperatur yang optimum untuk Bst DNA
polimerase. Tm untuk F1c dan Blc dipilih
yang sedikit lebih tinggi dibandingkan F2
dan B2 sehingga akan segera mem-
bentuk struktur loop setelah terlepas dari
DNA templatenya. Sedangkan Tm untuk
F2 dan B2 pada outer primer (F3 dan B3)
dipilih lebih rendah dari F2 dan B2 untuk
meyakinkan bahwa sintesis dimulai dari
inner primer. Di samping itu konsentrasi
outer primer sekitar 1/8 dari konsentrasi
inner primer (Notomi et al., 2000). Reaksi
LAMP dilakukan pada kisaran temperatur
yang optimum untuk Bst DNA polimerase
diantaranya pada 63°C (lwamoto et al.,
2003, Thai et al., 2004, Gunimaladevi et
al., 2005) atau 65°C (Gunimaladevi et al.,
2004, Savan et al., 2004, Yeh et al,
2005a).

Pembentukan struktur dumb-bell merupa-
kan titik kritis pada tahapan cycling. Jarak
loop sangat menentukan terbentuknya
struktur ini dan ukuran loop antara F2c
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(B2c) dan Flc (Blc) sebesar 40 basa
atau lebih memberikan hasil yang lebih
baik. Tahapan pelepasan rantai DNA
merupakan tahap yang penting, oleh
karena itu ukuran target DNA tidak bisa
sangat besar. Ukuran target DNA ter-
masuk F2 dan B2 hendaknya kurang dari
300 bp, dan ukuran sejumlah 130 dan 200
bp memberikan hasil yang baik. (Notomi
et al., 2000).

Penjelasan prinsip kerja LAMP di atas
menggunakan DNA sebagai targetnya.
Teknik LAMP juga dapat digunakan untuk
mendeteksi RNA sebagai bahan genom-
nya dengan melakukan reverse transkrip-
si yang dilanjutkan dengan LAMP (RT-
LAMP). Notomi et al. (2000) berhasil
mendeteksi MRNA dari 1 sel K562 yang
mengekpresikan antigen spesifik prostate
dalam campuran dengan 1.000.000 sel
yang tidak menghasilkan antigen.

Aplikasi LAMP

LAMP dan RT-LAMP telah dimanfaatkan
untuk melakukan deteksi terhadap ber-
bagai patogen pada tanaman, manusia,
dan ikan. Metode LAMP telah berhasil
untuk mendeteksi penyakit pada manusia,
misalnya Trypanosoma (Kuboki et al.,
2003), Mycobacterium tuberculosis
(lwamoto et al., 2003), severe acute
respiratory syndrome (SARS) coronavirus
(Thai et al, 2004), herpesvirus
(Yoshikawa et al., 2004). Pemanfaatan
dalam bidang perikanan diantaranya telah
digunakan untuk deteksi penyakit ikan
baik parasit, bakteri maupun virus.
Deteksi penyakit parasit Tetracapsuloides
bryosalmonae penyebab proliferative
kidney disease (PKD) pada salmon
dengan target small sub-unit ribosomal
RNA gene (SSU rDNA) telah dilakukan
oleh ElI-Matbouli & Soliman (2005a),
Myxobolus cerebralis (El-Matbouli &
Soliman, 2005b). Deteksi penyakit bakteri
dengan teknik LAMP telah dilakukan pada
Edwardsiella tarda dengan target gen
hemolisin (Savan et al., 2004), E. ictaluri
dengan target gene eipl8 (Yeh et al,
2005a), Flavobacterium columnare
dengan target gen 16S ribosomal DNA
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(Yeh et al., 2005b). Penyakit virus pada
ikan yang telah dideteksi dengan LAMP
antara lain white spot syndrome virus
pada udang (Kono et al., 2004), Kkoi
herpes virus pada karper dengan target
gen thymidine kinase (Gunimaladevi et
al., 2004), infectious hematopoietic
necrosis virus (IHNV) pada rainbow trout
dengan target gen G-protein
(Gunimaladevi et al., 2005), iridovirus
pada red seabream (Caipang et al.,
2005).

Keunggulan LAMP

Deteksi dengan LAMP dilakukan secara
isothermal, sehingga tidak memerlukan
mesin thermocycler sebagai tempat
reaksinya, tetapi cukup dengan meng-
gunakan inkubator waterbath saja.
Dengan tidak adanya tahap denaturasi
dan annealing sebagaimana di PCR,
maka metode LAMP menjadi lebih cepat
di banding PCR. Reaksi PCR biasanya
dilakukan selama 3 jam, sedangkan
reaksi LAMP pada umumnya dilakukan
selama 1 jam, bahkan reaksi positifnya
bisa terlihat pada menit ke-40 (El-Matbouli
&  Soliman, 2005a) atau ke-45
(Gunimaladevi et al., 2005) yang diamati
dengan agarose elektroforesis; dan pada
menit ke-11 ketika menggunakan peng-
amatan real time terhadap turbiditasnya
(Thai et al., 2004). Reaksi positifnya bisa
dilihat secara langsung dari tube dan tidak
memerlukan elektroforesis pada agarose.
Pemeriksaan visual dilakukan dengan
melihat kekeruhan karena presipitasi
magnesium pyrophosphat (Mori et al.,
2001) atau dengan pewarna intercalating
seperti SYBR Green | yang mampu ber-
ikatan dengan DNA rantai ganda dan
menghasilkan warna hijau (lwamoto et al.,
2003; El-Mathouli & Soliman, 2005a).

Teknik LAMP mempunyai kelebihan dapat
mendeteksi keberadaan DNA atau RNA
target dalam jumlah sangat rendah.
Teknik LAMP mampu mendeteksi sekitar
6 kopi plasmid M12mp18 (Notomi et al.,
2000), 10 cfu E. tarda (Savan et al.,
2004), 20 cfu E. ictaluri (Yeh et al., 2005)
atau 1 fg genom white spot syndrome

virus (Kono et al., 2004). Dibandingkan
dengan nested PCR, teknik LAMP lebih
sensitif 10 kali lebih peka dengan nested
PCR (Kono et al., 2004, Gunimaladevi et
al., 2005).

Teknik LAMP mempunyai keunggulan
tingkat spesifitas tinggi, hal ini disebab-
kan dalam reaksinya ditentukan oleh 4
buah primer yang mengenal 6 daerah
spesifik. Spesifitas ini tidak banyak ter-
pengaruh oleh jumlah genom pengkon-
taminan. Keberadaan 100 ng DNA
genom bakteri tidak berpengaruh pada
efisiensi amplifikasi ataupun mengakibat-
kan background muncul dalam men-
deteksi 6 kopi plasmid target (Notomi et
al., 2000).

Selain untuk deteksi penyakit yang ada
pada ikan, teknik LAMP telah digunakan
untuk mendeteksi keberadaan jasad
patogen di perairan. Diantaranya untuk
deteksi E. tarda di air (Savan et al.,
2004). Teknik LAMP juga telah dikombi-
nasikan dengan teknik lain dalam apli-
kasinya. Fukuta et al. (2004) telah meng-
kombinasikan teknik imunologi dengan
LAMP menggunakan metode yang di-
sebut immunocapture reverse trancription
loop-mediated isothermal amplification
untuk deteksi tomato spotted wilt virus.
Antibodi anti virus dilapiskan dalam
mikrotube yang dilanjutkan dengan
inkubasi susupensi jaringan tanaman.
Virus yang tertangkap oleh antibodi
digunakan untuk reaksi LAMP.

Dibandingkan dengan PCR, LAMP mem-
punyai keunggulan dalam hal sensitivitas
untuk mendeteksi suatu gen. Meskipun
demikian sampai saat ini teknik LAMP
hanya digunakan pada deteksi suatu gen,
dan belum bisa menggantikan pekerjaan-
pekerjaan yang lain yang biasa digunakan
dengan PCR, misalnya kloning atau
mutagenesis.

Penutup
Teknik LAMP merupakan teknik baru

yang sangat bermanfaat untuk melakukan
deteksi suatu patogen baik dari golongan
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parasit, bakteri, virus yang bergenom
RNA maupun DNA secara mudah, cepat
dan akurat. Perlu dikembangkan deteksi
LAMP ini pada patogen-patogen ikan
yang lain.
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