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Summary

Marek’s disease is a viral disease, a type of poultry cancer. It is caused by MDYV serotype 1 (Marek’s disease
virus, MDV) viruses, also referred to as Gallid herpesvirus 2 belonging to the family Herpesviridae. The
complete, fully infectious virus particles are present in the feathers and the nodules months can survive in
the environment for many months. The use of isothermal amplification methods of genetic material (Loop-
Mediated Isothermal Amplification, LAMP) virus MDYV enables rapid and precise identification of the virus
in difficult diagnostic material, including dust. By optimizing the reaction conditions and using at least two
pairs of primers which bind to specific sites in the genome of the virus, this technique has high sensitivity and
specificity. The technique makes it possible to detect of single copies of the meq oncogene — a unique region of

DNA of the first type of virus MDV.
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Choroba Mareka to wysoce zakazna choroba wiru-
sowa drobiu grzebigcego, rozpatrywana w szerokim
zakresie, jednak przede Wszystklm jako chtoniak
T- komorkowy (8). Mimo iz po raz pierwszy zostata
opisana w 1907 r. przez Josepha Mareka (26), to
pierwsze przypadki tej choroby w Polsce pojawily sie
dopiero w latach 70. (19). Niestety, nadal wystepuja
w stadach hodowlanych, co prowadzi do powaznych
strat ekonomicznych. Z uwagi na brak obowigzku
rejestracji doktadne dane na temat wystepowania tej
choroby sa trudne do oszacowania.

Czynnikiem etiologicznym jest wirus choroby
Mareka MDYV serotypu 1 okreslany rowniez Gallid
herpesvirusem typu drugiego (Gallid herpesvirus 2
— GaHV-2) nalezacy do rodziny Herpesviridae, pod-
rodziny Alphaherpesvirinae, rodzaju Mardivirus (27).

Wirus MDV z powodu swej limfotropowej natury
poczatkowo klasyfikowany byt jako Gammaherpesvi-
rinae, jednak w 2002 r., po uzyskaniu petnej sekwencji
genomu nastapita jego reklasyfikacja do nowego rodzaju
Mardivirus (41), w obrebie ktorego wyodrgbniono jesz-
cze 4 inne gatunki, tj.: Gallid herpesvirus 3 (GaHV-3),
Meleagrid herpesvirus 1 (MeHV-1) — znany takze
pod nazwa herpesvirus indykow (HVT), Anatid her-
pesvirus 1 1 Columbid herpesvirus 1. GaHV-3 1 HVT
infekuja drob, ale nie sg dla niego patogenne (14).

Od lat 70. XX w. stosowane sg rutynowe szczepie-
nia ochronne przeciw MDV-1, jakkolwiek wg danych
piSmiennictwa wirus ten nadal wystepuje w srodowi-
sku, prowadzac do powaznych strat ekonomicznych.
W niniejszej pracy zostato opisane zastosowanie izo-
termalnej metody amplifikacji unikalnych sekwencji
genu meq w materiale genetycznym wirusa MDV
izolowanym z kurzu ferm drobiu.

W Polsce opisano obecno$¢ wirusa choroby Mareka
zostata stwierdzona po raz pierwszy w latach 70. ub.
wieku przez Cakale, Grundboecka 1 Golnika (19). Do
dnia dzisiejszego pomimo obowigzkowych szczepien
przeciwko wirusowi MD choroba jest nadal odnoto-
wywana. Liczba jej przypadkéw z roku na rok wzrasta.

Wedtug Wieliczko i Mazurkiewicza (19), w 1993 r.
na terenie dawnego wojewodztwa wroctawskiego za-
notowano 20 przypadkow MD. Rok po6zniej liczba ta
wzrosta do 35, natomiast w 1995 r. wirus wystapitu 30
sztuk drobiu. W kolejnych trzech latach liczba chorych
osobnikoéw zmalata. W 1999 r. odnotowano kolejny
wzrost, ktory wyniost 47 przypadkéw zachorowan,
natomiast w 2000 r. byto ich juz 49.

W latach 2000-2010 choroba najcze¢sciej pojawiata
si¢ u drobiu pomiedzy 16. a 22. tygodniem zycia.
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Poczatkowo wystepowala faza ostra, po niej forma
przewlekta. Najwiekszg liczbe zachorowan odnotowa-
no w wojewodztwach: wielkopolskim, dolno$lagskim
1 $laskim (34).

Wyniki badan sanitarno-weterynaryjnych drobiu
grzebigcego w Polsce przeprowadzone w 2009 r. wska-
Zuja na ciaggly obecnos¢ wirusa choroby Mareka. Wirus
odnotowano u kurczat. Ubojowi poddano prawie 592
mln sztuk, az u 2364 kurczat wirus MD byl obecny.
Stanowi to 0,36% badanych ptakow. Wirus nie wystapit
u kur, indykéw 1 innych gatunku drobiu (24).

Charakterystyka choroby Mareka (MD)

Choroba Mareka to choroba wirusowa drobiu
grzebigcego, o podlozu nowotworowym, atakujaca
gtownie kury, przepiodrki japonskie oraz indyki (29).
Jest schorzeniem limfoproliferacyjnym, obecnym
w prawie kazdym stadzie kurczat (11). Od okoto 100
lat jest jedna z najbardziej niebezpiecznych chorob,
zdolnych do infekeji takze innych gatunkow ptakow
(39). Straty powodowane przez wirus MD rocznie na
catym $wiecie wynosza okolo 1-2 miliarda dolaréw
(29). Choroba ta przyczynia si¢ migdzy innymi do:
zwigkszenia wspolczynnika $miertelnosci, brakowan
tuszek, spadku produkcji niesnej oraz do wyzszych
kosztow produkcji. Uwaza sie, ze gldéwng przyczyna
strat ekonomicznych w stadach MDV pozytywnych
jest wzrost liczby wystepowania serotypow o pod-
wyzszonej patogennosci, zdolnych do przetamywania
odpornosci poszczeplennej (43)

Choroba ta ujawnia si¢ zar6wno u szczeplonych
jak i nieszczepionych ptakdéw. Uwaza si¢, ze wystepo-
wanie MD u szczepionych gatunkéw ma zwigzek ze
zréznicowanym poziomem skutecznos$ci stosowanych
szczepionek 1 rozprzestrzenianiem si¢ bardziej wiru-
lentnych szczepow (30).

Wirus MDV

Wirus choroby Mareka MDYV serotypu 1, okresla-
ny rowniez jako Gallid herpesvirus typu drugiego
(Gallid herpesvirus 2 — GaHV-2), nalezy do rodziny
Herpesviridae, podrodzmyAlphaherpesvzrme rodzaju
Mardivirus (27). Do tej rodziny nalezg rowniez wirusy
powodujace chorobg Aujeszky’ego u $win (wsciek-
lizna rzekoma), otr¢t koni oraz zapalenie nosa i tcha-
wicy u bydta (IBR). U ludzi herpeswirusy wywotuja
zmiany skorno-§luzoéwkowe, takie jak: opryszczka,
ospa wietrzna oraz potpasiec (21).

Budowa wirionu MDYV (ryec. 1). Wirus MDYV jest
kolisty o symetrii ikosaedralnej. Jego kapsyd osiaga
srednice od 100 do 200 nm. Sktada si¢ z 162 kapso-
merow otoczonych charakterystyczna dla wszystkich
herpeswiruséw amorficzng struktura, okre$lang jako te-
gument. Z zewnatrz wirion posiada otoczke lipidowo-
-biatkowg z wbudowanymi kompleksami glikoprotein,
rozpoznajacymi receptory komorkowe gospodarza.

Wszystkie wirusy nalezace do rodzaju Mardivirus
maja podobny schemat organizacji genomu. Ich ma-
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Ryec. 1. Budowa wirionu MDV

terial genetyczny stanowi liniowy dsDNA o wielkoS$ci
175-180 kbp (27).

Genom zbudowany jest z kilku regiondw sekwencji
unikatowych, tj. dhugich (unique long —U) ) i krétkich
(unique short—U,) oflankowanych regionami dtugimi
z zewngtrz TR (terminal repeats long) 1 wewnagtrz IR |
(internal repeats long) oraz odpowiednimi sekwen-
cjami krotkimi, tj. TR (ferminal repeats short) 1 IR
(internal repeats short) (22). W formie liniowej geno-
mu wirusa MDV powtorzenia sekwencji (TTAGGG)
stanowig odcinki telomerowe genomu, natomiast
w formie episomalnej (kolistej) sa ze sobg potaczone.
Regiony IR, i IR, stanowig sekwencje odwrocone
regionéw TR, i TR . Pomig¢dzy nimi znajduje sig re-
gion bogaty w sekwencje powtorzeniowe (TTAGGG).
W regionach dtugich TR i LR, zlokalizowany jest gen
kodujacy wirusowg telomerazg vIR oraz gen meq,
odpowiednio, jedna kopia dla regionu (27). Onkogenny
serotyp 1 od pozostatych serotypdéw odroznia obecnos¢
onkogenu wirusowego meq oraz innych sekwencji
unikatowych, takich jak geny: pp38, vIL8, i vTR
w regionach powtdrzeniowych, gtownie zlokah-
zowanych w regionie TR, (22, 30). W genach tych
zakodowana jest ,,unikatowa informacja genetyczna
pozwalajaca MDYV na aktywacje i transformacje lim-
focytow T (48).

Organizacja genomu wirusa MDYV. Forma episo-
malna (kolista) (ryc. 2). Wirus MDV w organizmie
gospodarza wystepuje w dwoch formach, tzw. cell as-
sociate i cell free. Pierwsza forma wirusa jest zwigzana
z materiatlem genetycznym komorki gospodarza. W ta-
kiej postaci wirus jest grozny tylko dla gospodarza.
Kompletna czastka wirusa, czyh forma cell free jest
obecna tylko w brodawkach pior i jest zakazna (20).

Wisrdd trzech serotypoéw wirusa choroby Mareka,
roéznigcych si¢ wirulencja, zdolnosciami do indukcji
procesow nowotworzenia w obrebie uktadu limfatycz-
nego oraz wilasciwosciami antygenowymi, szczepy
serotypu pierwszego sg onkogenne. Serotyp drugi oraz
serotyp trzeci sg apatogenne.
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Rye. 2. Organizacja genomu wirusa MDV. Forma episomalna
(kolista)

Ze wzgledu na r6zng zdolno$¢ wirusa do wirulencji
w obrebie serotypu pierwszego wyrdznia si¢ nastgpu-
jace patotypy:

a) tagodny szczep mMDV — szczep o niewielkiej
patogennosci,

b) zjadliwy szczep VMDYV — szczep wywolujacy
zmiany nowotworowe,

¢) bardzo zjadliwy szczep vvMDV — szczep in-
dukujacy procesy nowotworzenia, o podwyzszonej
onkogennosci,

d) bardzo zjadliwy szczep plus vv+tMDV — szczep
charakteryzujacy si¢ zdolnoscia do przetamywania
odpornosci poszczepiennej (43).

Wspoélczesnie w fermach drobiarskich dominuja
szczepy vvMDYV oraz vv+MDV (18).

Patogeneza

W fermie drobiarskiej zakazone ptaki roznosza
w pelni wirulentne czastki wirusa do otoczenia wraz
ze zluszczajacymi sie fragmentami naskorka okolic
brodawek pior.

Wirus ten nastepnie bytuje w czasteczkach kurzu
oraz pytu. W takim $rodowisku, wewnatrz zluszczo-
nych komorek naskorka moze przetrwac okres nawet
8 miesigcy (20).

Do zakazenia ptakéw wirusem choroby Mareka
dochodzi poprzez uktad oddechowy. Wirus bytujacy
w zhuszczonych komorkach naskorka wraz z drobinami
pytu oraz kurzu jest transportowany do ptuc mtodych
ptakow. Przypuszcza si¢, ze replikacja wirusa choro-
by Mareka przebiega juz w okolicach tchawicy, ptuc
oraz w workach powietrznych (2, 10). Nastgpnie jest
on resorbowany przez makrofagi ptucne. Poprzez
makrofagi pgcherzykow plucnych jest transportowa-
ny do narzadow limfatycznych, takich jak: §ledziona,
grasica i torba Fabrycjusza (7). W narzadach limfatycz-
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nych jest wykrywany w ciggu 1-2 dni od zakazenia.
W 3. dniu zakazenia dochodzi do atrofii grasicy i torby
Fabrycjusza, co jest konsekwenqq rozpoczecia si¢
fazy potproduktywnej wirusa. Pomigdzy 4. a 5. dniem
trwania choroby pojawia si¢ wczesna faza cytohtyczna
W tych dniach faza ta osigga swdj najwigkszy wymiar.
Zakazeniu ulegaja limfocyty B, w ich wnetrzu do-
chodzi do lizy komorek. Intensywno$¢ wezesnej fazy
infekcji cytolitycznej znacznie spada pomiedzy 6. a 7.
dniem od zakazenia. W tym okresie infekcji uaktyw-
niajg si¢ antygeny wirusowe, dochodzi do atrofii torby
Fabrycjusza oraz grasicy i rozwoju immunosupresji.
Jest to etap, w ktorym zahamowaniu ulega cykl repli-
kacyjny wirusa (35).

Rownolegle z fazg lityczng limfocytow B w narza-
dach llmfatycznych obserwuje si¢ zakazenie limfo-
cytow T w grasicy oraz w naczyniach obwodowych.
W nich dochodzi do rozwoju infekcji latentnej i ini-
cjacji procesu nowotworowego (5, 6).

Pomigdzy 14. a 21. dniem rozwoju choroby poja-
wia si¢ kolejna faza cytolityczna (10). Wirus ulega
ponownej reaktywacji w komorkach latentnych. Fazie
tej towarzyszy trwata immunosupresja odpowiedzi
komoérkowej oraz humoralnej. Zahamowanie odpo-
wiedzi komérkowej oraz humoralnej prowadzi miedzy
innymi do braku mozliwos$ci wytworzenia przeciwciat
skierowanych przeciwko antygenom wirusa MDV oraz
zwigkszenia wrazliwosci komoérek na inne czynniki
infekcyjne (38). W tym czasie do komorek nablonko-
wych okolic brodawek pior transportowane sg zakazo-
ne limfocyty T. Wirus namnaza si¢ w zainfekowanych
komorkach i przechodzi swoj pelny cykl replikacyjny,
przebiegajacy z wytworzeniem w peini dojrzatych
1 zakaznych czastek, co prowadzi do rozwoju stanu
zapalnego oraz martwicy komorek nablonka skory
(31). Kompletne czastki wirusa, zakazne dla innych
osobnikow, moga bytowa¢ w zhuszczonych komor-
kach nabtonka przez kilka miesiecy w temperaturze
20-25°C, natomiast w temperaturze 4°C sg obecne
nawet przez kilka lat (37).

Pomiedzy 14. a 21. dniem infekcji latentne limfocyty
T ulegaja horyzontalnemu przemieszczaniu si¢ ukta-
dem krwiono$nym, powodujgc powstanie kolejnego
etapu infekcji, jakim jest transformacja nowotworowa.
Wystepuje ona wewnatrz zainfekowanych latentnych
komorek. Do transformacji nowotworowej dochodzi
w nerwach obwodowych oraz w wewnetrznych orga-
nach. Efektem jej powstania jest paraliz koficzyn oraz
rozwdj chloniakow (5).

Istniejagca wysoka immunosupresja we wczesnych
etapach infekcji wirusem MDYV chroni komorki trans-
formowane przed rozpoznaniem przez uktad odporno-
sciowy gospodarza. Wirulencja towarzyszy ptakom
przez cale zycie (37).

Objawy kliniczne

Choroba Mareka powoduje szereg objawow klinicz-
nych. Decydujace znaczenie ma poziom zjadliwos$ci
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szczepu terenowego oraz podatnos¢ kurczat na zakaze-
nia (3, 5, 30, 33). Charakterystycznymi objawami kli-
nicznymi dla wirusa choroby Mareka sg: paraliz kon-
czyn, zahamowanie wzrostu oraz krecz szyi. Oprocz
widocznych gotym okiem schorzen u chorych ptakow
pojawiajg si¢ zmiany nowotworowe. Sg one obecne
gtownie w watrobie, $ledzionie, jajnikach, zotadku
gruczotowym oraz w innych narzqdach. Dodatkowo
pojawiajg si¢ one rowniez w okolicach skory (36).

Postaci kliniczne

Wyroéznia si¢ kilka postaci klinicznych choroby
Mareka:

a) forma nadostra — powoduje straty si¢gajace kil-
kudziesigciu procent hodowanego drobiu. Pojawiajg
si¢ one juz w pierwszych czterech tygodniach odcho-
wu pisklat. U ptakéw dochodzi do rozwoju procesu
nowotworowego, mimo braku widocznych objawow
klinicznych (18);

b) forma ostra — czas jej rozwoju wynosi okoto 2-3
tygodnie. Moze wystgpowac bez charakterystycznych
objawow klinicznych, lecz z trwajacymi procesami
nowotworowyml przyczyniajacymi si¢ do $miertel-
nosci wynoszacej nawet 70% stada drobiu. Wysoka
smiertelno$¢ wystepuje w pierwszych tygodniach
zycia, nastepnie obserwuje si¢ spadek Smiertelnosci do
kilku ptakéw w stadzie. Wowczas widoczne sg objawy
kliniczne. Ptaki zaczynajg chudng¢. Skora kurczat staje
si¢ blada. Wystepuje rdéwniez porazenie ndg, skrzydet
1 szyi. Charakterystycznym objawem jest postawa
szpagatu (18).

Forma ta wystgpuje takze u zakazonych wirusem
brojlerow. Na 2-3 dni przed sprzedaza ptaki chudna,
stajg si¢ blade. Dodatkowo czesto pojawiajg si¢ objawy
porazenne. W wiekszos$ci przypadkow bardzo trudno
jest wskaza¢ na obecnos¢ wirusa MDV u brojlerow
tylko na podstawie objawow klinicznych. Trudnosci te
wynikaja z mato swoistego obrazu klinicznego. Krotki
okres hodowli nie pozwala na petne ujawnienie infekcji
wirusowej (39);

c) forma klasyczna — wspodtczynnik $miertelnosci
wynosi od 10% do 15% ptakéw w stadzie. Widocznymi
objawami klinicznymi choroby sa porazenia nég,
skrzydet oraz szyi. Wérod ptakow pojawia si¢ rowniez
postawa przypominajgca szpagat. Moga by¢ rowniez
obecne zmiany w galtce ocznej: zmiana ksztaltu Zre-
nicy, pojawienie si¢ plamek na oku, szaro$ci teczowki
oraz braku zdolnosci do akomodacji. Dodatkowo moga
wystepowac dolegliwosci zwigzane z uktadem odde-
chowym (problem z wentylacjg ptucng) oraz z uktadem
trawiennym (pojawianie si¢ biegunki). Wszystkle te
objawy sg spowodowane uszkodzeniem nerwoOw przez
zmiany rozrostowe (19);

d) paraliz przejsciowy: jest rzadko wystepujaca for-
m3 kliniczng choroby Mareka. Pojawia si¢ u kurczat
pomiedzy 5. a 18. tygodniem zZycia i obejmuje do 50%
ptakoéw w stadzie. Paraliz wystepuje nagle 1 zazwyczaj
po 36 godz. jego objawy ustepuja (19).
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Obraz anatomopatologiczny

Nacieki spowodowane krazeniem w krwi obwo-
dowej zakazonych limfocytow przyczyniaja si¢ do
powstania zmian nowotworowych w narzadach we-
wnetrznych oraz w okolicach nabtonka brodawek pior.

W badaniach anatomopatologicznych stwierdza
si¢ atrofi¢ torby Fabrycjusza oraz zmiany nowotwo-
rowe pojawiajace si¢ w sledzionie, watrobie, jajniku,
nerkach, plucach, sercu i w zotadku gruczolowym.
Wewnatrz tych narzadow lub na ich powierzchni sa
obecne szare lub biato-szarawe guzy nowotworowe.
Dodatkowo obserwuje si¢ zgrubiate nerwy obwodowe
(nerwy kulszowe 1 splotu barkowego). Zmiany skory
objawiajg si¢ jej przekrwawieniami, zgrubieniami oraz
znieksztalceniami brodawek pior (19).

Szczepienia

Choroba Mareka jest jedyna choroba wirusowa
o podtozu nowotworowym, w przypadku ktorej stosuje
si¢ szczepienie. Stosuje si¢ szczepionki zawierajace
wirusy atenuowane (szczepionkowe) chronigce przed
rozwojem choroby, ale nie hamujace procesu wnik-
nigcia wirusa (45).

Pierwsza szczepionka przeciwko chorobie Mareka
zostata wprowadzona w 1970 r. Opracowano j3 na
podstawie herpeswirusa indyczego HVT. Poczatkowa
bardzo dobrze chronita przed rozwojem wirusa. Pod
koniec 1979 r. zauwazono obnizong jej skuteczno$¢.
Przyczyna spadku jej skutecznos$ci byta interferencja
z przeciwcialami matczynymi oraz pojawienie si¢
szczepOdw terenowych o podwyzszonej zjadliwosci
(45).

W 1990 1. po raz pierwszy zastosowano szczepionke
»Rispensa”. Szczepionka ta jest oparta na szczepie
CVI988 nalezacym do serotypu pierwszego wirusa
choroby Mareka. Atenuacja szczepu polegala na seryj-
nych jego pasazach w hodowlach komorek. W wyniku
licznych pasazy szczep ten utracit zdolnos¢ do indukcji
atrofii grasicy 1 torby Fabrycjusza oraz do tworzenia
guzdéw nowotworowych, natomiast nadal pozostat
zakazny (45).

Do dnia dzisiejszego szczepionka ta jest powszech-
nie stosowana przez wszystkie kraje. Najefektywniej
chroni przed rozwojem szczepow bardzo zjadliwych
(vv)ibardzo zjadliwych plus (vv+) (27). Produkt lecz-
niczy wystepuje pod nazwa Nobilis Rismavac. Mozna
go stosowac in ovo, jak tez podawa¢ domig¢sniowo
1 podskoérnie piskletom.

In ovo szczepi sie 18-dniowe embriony przy uzy-
ciu systemu do szczepienia jaj, natomiast podskornie
podaje su; jednodniowym piskletom. Kazdego roku
szczepieniu poddawanych jest okoto 4,2 miliarda
niosek, 0,5 miliarda stad rodzicielskich 1 17 miliardow
brojleréw (6).

Po podaniu szczepionki u ptakow obserwuje si¢ staty
rozw0j wirusa szczepionkowego. Samo szczepienie
nie chroni ptakéw przed wniknigciem i catkowitym
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zahamowaniem rozwoju zjadliwego wirusa tereno-
wego. Infekcja wirusem szczepionkowym powoduje
pozniejszg wiremi¢ patogennego wirusa terenowego,
obnizenie jej poziomu oraz zapobieganie powstawaniu
zmian nowotworowych i §mierci ptakow.

Po zakazeniu szczepionych ptakéw zjadliwym
wirusem terenowym nadal dochodzi do jego namna-
zania 1 siewstwa do otoczenia. Jest to szczegolnie
niebezpieczne dla wrazliwych szczepionych kurczat,
w przypadku ktorych wirus ten powoduje powstawa-
nie zmian nowotworowych, a nastgpnie ich $mierc.
Konsekwencja replikowania si¢ zjadliwego wirusa
terenowego oraz Jego rozprzestrzeniania si¢ wsrod
innych ptakow jest rowniez pojawienie si¢ szczepdw
o0 zdolnosciach do przetamywania odporno$ci poszcze-
piennej. Wynika to z presji selekcyjnej wywieranej na
szczepy terenowe (28).

Identyfikacja wirusa

Podstawowa technika wykorzystywang do identyfi-
kacji zakazen wirusowych w badanym materiale tkan-
kowym jest reakcja fancuchowa polimerazy (PCR).
Z metoda ta wigza si¢ jednak pewne ograniczenia, tJ
konieczno$¢ posiadania termocyklerow, zapewniaja-
cych precyzyjne cykliczne zmiany temperatur oraz
obecnos$¢ inhibitoréw reakcji, dlatego w ostatnich
latach trwajg intensywne badania nad rozwojem metod
diagnostycznych opartych na izotermalne;j amphﬁkaql
kwasow nukleinowych. Techniki te sg coraz czgsciej
stosowane w detekcji patogenéw zardwno zwierze-
cych, jak i roslinnych. Jedng z takich metod jest am-
plifikacja kwasow nukleinowych w statej temperaturze
zwytworzeniem petli. Zastosowanie kilku roznych par
starterow reakcji oraz polimerazy DNA o zdolnosci
przemieszczania nici (strand displacement) pozwala
uzyskac¢ bardzo wysoka czuto$¢ reakc;i.

Identyfikacji wirusa choroby Mareka dokonuje si¢
na podstawie analizy genu meq w badanym materiale
biologicznym. Badany region genu jest bardzo kon-
serwatywny 1 swoisty dla serotypu pierwszego wirusa
choroby Mareka.

Gen ten koduje biatko meq o wielkosci 339 ami-
nokwasow i masie czasteczkowej okoto 40 kDa (23).
Polipeptyd ten jest najlepiej poznanym i scharak-
teryzowanym biatkiem onkogennym wirusa MDV.
Jego ekspresja zachodzi w limfatycznych komorkach
nowotworowych. Wstepowanie biatka meq charaktery-
styczne jest tylko dla szczepow serotypu 1 MDV (25).

Aktualnie dostgpne sg komercyjne zestawy diagno-
styczne, takie jak Ampli — LAMP MDYV Herpesvirus
(Novazym Polska, Poznan), ktore umozliwiajg prze-
prowadzenie reakcji LAMP w tazni wodnej lub bloku
grzewczym. Wynik mozna obserwowaé w $wietle
UV, dzieki obecnosci barwnika fluorescyjnego oraz na
zasadzie widocznego gotym okiem zmg¢tnienia proby.
Metode t¢ mozna réwniez zastosowa¢ w badaniach
ilosciowych z uzyciem aparatéw pracujgcych w tech-
nice Real-Time.
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Technika LAMP

Pierwsza publikacja naukowa opisujgca technikg
LAMP zostata opublikowana w 2000 r. przez zesp6t
japonski badaczy (32), natomiast pierwszy komercyjny
zestaw do przeprowadzenia reakcji LAMP pojawit si¢
na §wiatowym rynku 2 lata pdzniej (15).

Aktualnie metoda LAMP stosowana jest w diagno-
styce weterynaryjnej, srodowiskowej 1 rolniczej oraz
w badaniach zywnos$ci. Wedlug dostgpnych danych li-
teraturowych, technika ta zostata zastosowana w iden-
tyfikacji zakazen wirusowych, tj.: wirus grypy A, wirus
opryszczki (HSV), wirus Ebola (EV), porwowirus §win
(PPV), wirus epidemicznej biegunki swin (PEDV),
cirkowirus $win typu 2 (PCV2), wirus brodawczaka
ludzkiego (HPV) (8), wirus choroby Derzsyego (DDV)
(37), wirus afrykanskiego pomoru $win (ASFV) (14),
parwowirus gesi (GPV), cirkowirus gesi (GCV), wirus
retikuloendoteliozy (REV) (15).

Znalazta takze zastosowanie w identyfikacji zakazen
bakteryjnych powodowanych przez: Mycobacterium
tuberculosis, Streptococcus pneumoniae, Staphylococ-
cus aureus, Clostridium perfringens, Vibrio cholerae,
Clostridium difficile, Campylobacter jejuni, Clostri-
dium botulinum, Salmonella, Escherichia coli O157,
Listeria monocytogenes (9).

Stosowana jest rowniez w identyfikacji zakazen
grzybiczych, np.: Paracoccidiodes brasiliensis, Can-
dida, Pneumocystis pneumonia oraz pierwotniakow,
takich jak: Toxoplasma gonidii, Wuchereria bancrofti
1 Plasmodium falciparum (9), Babesia canis, Eimeria
acervulina, Eimeria maxima, Eimeria necatrix, Eime-
ria tenella (15).

Dostegpne sa pojedyncze dane literaturowe na te-
mat zastosowania tej techniki w diagnostyce choroby
Mareka u drobiu (4).

LAMP (Loop-Mediated Isothermal Amplification)
jest nowatorska metodg amplifikacji kwasow nukle-
inowych, przebiegajacag w warunkach izotermalnych.
W czasie trwania reakcji powstaja produkty o rdznej
wielkosci. Swa budowa wg réznych autoréw przy-
pominaja todygo-petle oraz kalafior lub koniczyne.
Specyfika reakcji jest krotki czas amplifikacji, wy-
nikajacy z braku koniecznosci cyklicznych zmian
temperatur. Reakcja wyr6znia si¢ wysokg czutoscia,
specyficzno$cig 1 wydajnoscia. Cechg charakterystycz-
ng tej metody jest rOwniez obecnos¢ polimerazy DNA
o zdolnosciach do zastepowania nici oraz zastosowanie
kilku specyficznych par starterow (2 lub 3) reakcji dla
poszczegolnych regiondw nici kwasu nukleinowego.
Kazdy z tych starteréw rozpoznaje inny region. W nich
mozna wyr6zni¢ dwa startery zewnetrzne tzw. (outer
primer) i dwa startery wewnetrzne tzw. (inner primer).

W pierwszym etapie reakcji kluczowa role pet-
nig startery wewnetrzne. Zawieraja one sekwencje
komplementarne do nici sensownej 1 antysensowne;.
Podczas przytaczenia si¢ tych starterow do nici kwasu
nukleinowego dochodzi do inicjacji reakcji LAMP.
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W tym samym czasie réwnolegle do nici sensownej
1 antysensowej przylaczajg si¢ startery zewnetrzne
1 nastepuje ich wydtuzanie. Prowadzi to do zastgpo-
wania nici kwasu nukleinowego przez nowo syntety-
zowang pojedynczg ni¢ DNA, ktdéra stanowi matryce
dla drugiego startera wewnetrznego i zewngtrznego.
Elongacja startera zewnetrznego powoduje kolejne
zastgpowanie nici, wczesniej syntetyzowanej przez
starter wewngtrzny, przez nowo powstalg ni¢ dzieki
starterowi zewnetrznemu. W koncowym efekcie
pierwszego etapu reakcji dochodzi do uwolnienia
pojedynczej nici DNA. Powstaty ssDNA przypomina
strukture hantli. Ni¢ ta stanowi matryce dla kolejnego
etapu reakcji LAMP (ryc. 3).

W drugiej fazie reakcji LAMP do ssDNA przytacza
si¢ jeden ze starterow wewngtrznych. Nastepnie starter
ten ulega elongacji i ponownie dochodzi do procesu
zastepowania nici. Powstajagce w tym etapie reakcji
amplifikowane produkty skladaja si¢ z na przemian
odwréconych powtorzen ssDNA. Dodatkowo w tym
cyklu dochodzi réwniez do uwolnienia struktur,
ktore swym ksztattem przypominaja todygo-petle.
Utworzona w drugim etapie reakcji LAMP todygo-
-petla stuzy jako matryca do trzeciego etapu reakc;ji.
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W trzecim stadium reakcji dochodzi do wydtuzenia
powstalej todygo-petli poprzez przytaczenie si¢ star-
terow wewnetrznych 1 do jej recyklizacji. W efekcie
powstaja struktury przypominajgce koniczyne lub
kalafior. Posiadaja one kilka kopii szukanej, amplifi-
kowanej sekwencji (32).

Reakcja LAMP trwa tak dtugo, az dojdzie do nagro-
madzenia si¢ 10° kopii sekwencji matrycowej. Taka
liczba kopii jest osiggana w niespetna jedng godzine
trwania reakcji (17). Zastosowanie polimerazy DNA
GspSSD izolowanej z bakterii Geobacillus sp. SSD
pozwala na szybsza 1 wydajniejsza amplifikacj¢ kwa-
sOw nukleinowych w poréwnaniu z polimerazag DNA
— Bst I, natomiast zastosowanie polimerazy GspSSD
2.0 dodatkowo skraca czas reakcji nawet o 30% (9).

Identyfikacja patogenu nastepuje w kilkanascie do
kilkudziesigciu minut w zaleznosci od ilosci 1 dtugos$ci
amplifikowanego regionu DNA (9). Detekcje mozna
przeprowadzi¢ z zastosowaniem elektroforezy w zelu
agarozowym oraz ,,gotym okiem” — poprzez analize
zmetnienia w probowce lub obserwujac Swiecenie pro-
duktow w $wietle UV. W tym celu mozna wykorzystaé
takze dowolnego aparatu Real-Time PCR i dokonaé
ilosciowej oceny produktow reakcji (QLAMP) oraz
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Ryec. 3. Zasada dzialania reakcji LAMP (na podst. 9, http://www.novazym.pl/skrypt o LAMP)
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analizy krzywych topnienia produktow, jednak sa to
urzadzenia duzo bardziej kosztowne niz klasyczny
PCR czy taznia wodna. Niemniej zastosowanie takiego
sposobu detekcji nie wymaga wizualizacji w zelu aga-
rozowym. Reakcja zachodzi w systemie zamknigtym,
co zmniejsza ryzyko kontaminacji prob.

Technikg LAMP charakteryzuje bardzo wysoka
specyficzno$¢ i czutos¢. Pozwala na detekcje szcze-
poéw patogendéw nawet na podstawie polimorfizmoéw
pojedynczych nukleotydow (9). Czuto$c reakcji LAMP
w detekcji wirusa MDYV jest okres$lana na poziomie
od 0,1-2 log,, PFU/ml. Czutos¢ reakcji PCR w de-
tekcji wirusa MDV w odniesieniu do reakcji LAMP
jest ok. 10 x nizsza (46, 47). Dostepne sg takze dane
literaturowe na temat detekcji wiruséw MD z zasto-
sowaniem reakcji real-time PCR (2, 16, 21, 42, 47).
Pewnych trudnosci dostarcza porownanie wynikdéw
uzyskanych przez autorow badan. Dostgpne wyniki
literaturowe podawane sa w odmiennych jednostkach
np. VCN, jednak ogdlnie przyjety jest fakt, iz technika
real-time PCR jest czulsza niz klasyczny PCR, chociaz
istnieja jego odmiany jak np. nested-PCR, ktérego
zastosowanie pozwala zwigkszy¢ czuto$¢ metody
w identyfikacji materialu genetycznego patogendw.
Wykazano, ze technika LAMP oraz nested PCR jest
100-krotnie czulsza od klasycznej reakcji PCR. Wyniki
niektorych badaczy wskazujg, iz metod Real-Time
PCR jest czulsza od LAMP oraz nested PCR, jednak
wymaga stosowania wysoko oczyszczonej matrycy
DNA w przeciwienstwie do reakcji LAMP, gdzie
reakcje mozna przeprowadzi¢ nawet na nieoczysz-
czonym DNA. Poréwnanie technik qLAMP oraz
qPCR w innych badaniach wykazuje wyzsza czulo$é
pierwszej techniki od drugiej o ok. 10-100-krotnos$ci
(13). W przypadku detekcji MDV wykazano, ze z za-
stosowaniem reakcji LAMP mozna wykry¢ 10 kopii
genu meq wirusa MD w jednej reakcji, podczas gdy
reakcja PCR umozliwia wykrycie 100 kopii wym.
genu MDYV (4). Minimalny prog detekcji wirusa MD
z zastosowaniem reakcji real-time PCR oraz barwnika
SYBR stanowi 15 kopii genu meq (1). Zdecydowana
przewaga technik qPCR oraz qLAMP nad klasyczna
reakcja PCR jest mozliwo$¢ przeprowadzenia analizy
ilo$ciowej oraz weryfikacja specyficznosci produktow
PCR poprzez analize krzywych topnienia produktéw
reakcji.

Metoda ta ma takze pewne ograniczenia, ktore zwig-
zane sg przede wszystkim z projektowaniem starterow
reakcji. Zastosowanie kilku par starterow rozpoznajg-
cych 6-8 miejsc na matrycy z zachowaniem wysokiej
specyficznosci reakcji wymaga przejrzenia wielu
sekwencji docelowych oraz przeprowadzenia r6znych
eksperymentow. Ponadto, nie dla wszystkich sekwencji
DNA reakcja LAMP jest specyficzna i nie mozna jej
wykorzysta¢ do badania nieznanych sekwencji DNA
lub RNA. Autorom nie sg znane dane piSmiennictwa
potwierdzajace mozliwos¢ przeprowadzenie reakcji
,multi” LAMP, tzn. detekcji kilku fragmentéw DNA
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czy kilku patogenow w jednej reakcji, dlatego tez
kontrole reakcji — amplifikacj¢ genu kontrolnego —
przeprowadza si¢ w odrgbnych probowkach, w prze-
ciwienstwie do klasycznej reakcji PCR czy real-time
PCR, w ktorych to amplifikacja genu kontrolnego
lub identyfikacja kilku patogenéw moze zachodzi¢
w jednej reakcji (jednej probowce). Wysoka czutosé
reakcji zwigksza takze ryzyko pojawienia si¢ wynikow
fatszywie pozytywnych w wyniku kontaminacji prob,
dlatego tez konieczne jest wydzielenie odrebnych sta-
nowisk pracy dla izolacji oraz amplifikacji badanego
materiatu.

Podsumowanie

Metoda LAMP jest szybka, tania i skutecznie wpi-
suje si¢ ogolnoswiatowy trend diagnostyczny, ktory
ma na celu zminimalizowa¢ koszty oraz czas, przy
zachowane] wysokiej czulosci 1 swoistosci badania.
Technika ta pozwala na wykrywanie szerokiego grona
patogenow zaréwno wirusowych, jak i bakteryjnych,
grzybiczych oraz pierwotniakowych. Z uwagi na spe-
cyfike reakeji przebiegajacej bez koniecznosci denatu-
racji DNA oraz zastosowanie polimerazy o aktywno$ci
przemieszczania nici ryzyko inhibicji reakcji zostato
zminimalizowane praktycznie do zera. Cecha ta jest
szczegoblnie przydatna w identyfikacji wirusa choroby
Mareka. Materiat diagnostyczny moze stanowi¢ kurz
z obiektéw inwentarskich, w ktorym wirus potrafi
przezywac przez wiele miesiecy, co czyni t¢ techni-
ke szczegolnie przydatng w badaniach nad wirusem
izolowanym zaréwno z materialow klinicznych, jak
1 srodowiska hodowlanego drobiu.
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