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Choroba Mareka to wysoce zakaźna choroba wiru-
sowa drobiu grzebiącego, rozpatrywana w szerokim 
zakresie, jednak przede wszystkim jako chłoniak 
T-komórkowy (8). Mimo iż po raz pierwszy została 
opisana w 1907 r. przez Josepha Mareka (26), to 
pierwsze przypadki tej choroby w Polsce pojawiły się 
dopiero w latach 70. (19). Niestety, nadal występują 
w stadach hodowlanych, co prowadzi do poważnych 
strat ekonomicznych. Z uwagi na brak obowiązku 
rejestracji dokładne dane na temat występowania tej 
choroby są trudne do oszacowania.

Czynnikiem etiologicznym jest wirus choroby 
Mareka MDV serotypu 1 określany również Gallid 
herpesvirusem typu drugiego (Gallid herpesvirus 2 
– GaHV-2) należący do rodziny Herpesviridae, pod-
rodziny Alphaherpesvirinae, rodzaju Mardivirus (27).

Wirus MDV z powodu swej limfotropowej natury 
początkowo klasyfikowany był jako Gammaherpesvi-
rinae, jednak w 2002 r., po uzyskaniu pełnej sekwencji 
genomu nastąpiła jego reklasyfikacja do nowego rodzaju 
Mardivirus (41), w obrębie którego wyodrębniono jesz-
cze 4 inne gatunki, tj.: Gallid herpesvirus 3 (GaHV-3),  
Meleagrid herpesvirus 1 (MeHV-1) – znany także 
pod nazwą herpesvirus indyków (HVT), Anatid her-
pesvirus 1 i Columbid herpesvirus 1. GaHV-3 i HVT 
infekują drób, ale nie są dla niego patogenne (14).

Od lat 70. XX w. stosowane są rutynowe szczepie-
nia ochronne przeciw MDV-1, jakkolwiek wg danych 
piśmiennictwa wirus ten nadal występuje w środowi-
sku, prowadząc do poważnych strat ekonomicznych. 
W niniejszej pracy zostało opisane zastosowanie izo-
termalnej metody amplifikacji unikalnych sekwencji 
genu meq w materiale genetycznym wirusa MDV 
izolowanym z kurzu ferm drobiu.

Epidemiologia
W Polsce opisano obecność wirusa choroby Mareka 

została stwierdzona po raz pierwszy w latach 70. ub. 
wieku przez Cąkałę, Grundboecka i Golnika (19). Do 
dnia dzisiejszego pomimo obowiązkowych szczepień 
przeciwko wirusowi MD choroba jest nadal odnoto-
wywana. Liczba jej przypadków z roku na rok wzrasta.

Według Wieliczko i Mazurkiewicza (19), w 1993 r. 
na terenie dawnego województwa wrocławskiego za-
notowano 20 przypadków MD. Rok później liczba ta 
wzrosła do 35, natomiast w 1995 r. wirus wystąpił u 30 
sztuk drobiu. W kolejnych trzech latach liczba chorych 
osobników zmalała. W 1999 r. odnotowano kolejny 
wzrost, który wyniósł 47 przypadków zachorowań, 
natomiast w 2000 r. było ich już 49.

W latach 2000-2010 choroba najczęściej pojawiała 
się u drobiu pomiędzy 16. a 22. tygodniem życia. 
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Początkowo występowała faza ostra, po niej forma 
przewlekła. Największą liczbę zachorowań odnotowa-
no w województwach: wielkopolskim, dolnośląskim 
i śląskim (34).

Wyniki badań sanitarno-weterynaryjnych drobiu 
grzebiącego w Polsce przeprowadzone w 2009 r. wska-
zują na ciągłą obecność wirusa choroby Mareka. Wirus 
odnotowano u kurcząt. Ubojowi poddano prawie 592 
mln sztuk, aż u 2364 kurcząt wirus MD był obecny. 
Stanowi to 0,36% badanych ptaków. Wirus nie wystąpił 
u kur, indyków i innych gatunku drobiu (24).

Charakterystyka choroby Mareka (MD)
Choroba Mareka to choroba wirusowa drobiu 

grzebiącego, o podłożu nowotworowym, atakująca 
głównie kury, przepiórki japońskie oraz indyki (29). 
Jest schorzeniem limfoproliferacyjnym, obecnym 
w prawie każdym stadzie kurcząt (11). Od około 100 
lat jest jedną z najbardziej niebezpiecznych chorób, 
zdolnych do infekcji także innych gatunków ptaków 
(39). Straty powodowane przez wirus MD rocznie na 
całym świecie wynoszą około 1-2 miliarda dolarów 
(29). Choroba ta przyczynia się między innymi do: 
zwiększenia współczynnika śmiertelności, brakowań 
tuszek, spadku produkcji nieśnej oraz do wyższych 
kosztów produkcji. Uważa się, że główną przyczyną 
strat ekonomicznych w stadach MDV pozytywnych 
jest wzrost liczby występowania serotypów o pod-
wyższonej patogenności, zdolnych do przełamywania 
odporności poszczepiennej (43).

Choroba ta ujawnia się zarówno u szczepionych, 
jak i nieszczepionych ptaków. Uważa się, że występo-
wanie MD u szczepionych gatunków ma związek ze 
zróżnicowanym poziomem skuteczności stosowanych 
szczepionek i rozprzestrzenianiem się bardziej wiru-
lentnych szczepów (30).

Wirus MDV
Wirus choroby Mareka MDV serotypu 1, określa-

ny również jako Gallid herpesvirus typu drugiego 
(Gallid herpesvirus 2 – GaHV-2), należy do rodziny 
Herpesviridae, podrodziny Alphaherpesvirine, rodzaju 
Mardivirus (27). Do tej rodziny należą również wirusy 
powodujące chorobę Aujeszky’ego u świń (wściek- 
lizna rzekoma), otręt koni oraz zapalenie nosa i tcha-
wicy u bydła (IBR). U ludzi herpeswirusy wywołują 
zmiany skórno-śluzówkowe, takie jak: opryszczka, 
ospa wietrzna oraz półpasiec (21).

Budowa wirionu MDV (ryc. 1). Wirus MDV jest 
kolisty o symetrii ikosaedralnej. Jego kapsyd osiąga 
średnicę od 100 do 200 nm. Składa się z 162 kapso-
merów otoczonych charakterystyczną dla wszystkich 
herpeswirusów amorficzną strukturą, określaną jako te-
gument. Z zewnątrz wirion posiada otoczkę lipidowo-
-białkową z wbudowanymi kompleksami glikoprotein, 
rozpoznającymi receptory komórkowe gospodarza.

Wszystkie wirusy należące do rodzaju Mardivirus 
mają podobny schemat organizacji genomu. Ich ma-

teriał genetyczny stanowi liniowy dsDNA o wielkości 
175-180 kbp (27).

Genom zbudowany jest z kilku regionów sekwencji 
unikatowych, tj. długich (unique long – UL) i krótkich 
(unique short – US) oflankowanych regionami długimi 
z zewnątrz TRL (terminal repeats long) i wewnątrz IRL 
(internal repeats long) oraz odpowiednimi sekwen-
cjami krótkimi, tj. TRS (terminal repeats short) i IRS 
(internal repeats short) (22). W formie liniowej geno-
mu wirusa MDV powtórzenia sekwencji (TTAGGG) 
stanowią odcinki telomerowe genomu, natomiast 
w formie episomalnej (kolistej) są ze sobą połączone. 
Regiony IRS i IRL stanowią sekwencje odwrócone 
regionów TRS i TRL. Pomiędzy nimi znajduje się re-
gion bogaty w sekwencje powtórzeniowe (TTAGGG). 
W regionach długich TRL i LRL zlokalizowany jest gen 
kodujący wirusową telomerazę vTR oraz gen meq, 
odpowiednio, jedna kopia dla regionu (27). Onkogenny 
serotyp 1 od pozostałych serotypów odróżnia obecność 
onkogenu wirusowego meq oraz innych sekwencji 
unikatowych, takich jak geny: pp38, vIL8, i vTR  
w regionach powtórzeniowych, głównie zlokali-
zowanych w regionie TRL (22, 30). W genach tych 
zakodowana jest „unikatowa” informacja genetyczna 
pozwalająca MDV na aktywację i transformację lim-
focytów T (48).

Organizacja genomu wirusa MDV. Forma episo-
malna (kolista) (ryc. 2). Wirus MDV w organizmie 
gospodarza występuje w dwóch formach, tzw. cell as-
sociate i cell free. Pierwsza forma wirusa jest związana 
z materiałem genetycznym komórki gospodarza. W ta-
kiej postaci wirus jest groźny tylko dla gospodarza. 
Kompletna cząstka wirusa, czyli forma cell free jest 
obecna tylko w brodawkach piór i jest zakaźna (20).

Wśród trzech serotypów wirusa choroby Mareka, 
różniących się wirulencją, zdolnościami do indukcji 
procesów nowotworzenia w obrębie układu limfatycz-
nego oraz właściwościami antygenowymi, szczepy 
serotypu pierwszego są onkogenne. Serotyp drugi oraz 
serotyp trzeci są apatogenne.

Ryc. 1. Budowa wirionu MDV
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Ze względu na różną zdolność wirusa do wirulencji 
w obrębie serotypu pierwszego wyróżnia się następu-
jące patotypy:

a) łagodny szczep mMDV – szczep o niewielkiej 
patogenności,

b) zjadliwy szczep vMDV – szczep wywołujący 
zmiany nowotworowe,

c) bardzo zjadliwy szczep vvMDV – szczep in-
dukujący procesy nowotworzenia, o podwyższonej 
onkogenności,

d) bardzo zjadliwy szczep plus vv+MDV – szczep 
charakteryzujący się zdolnością do przełamywania 
odporności poszczepiennej (43).

Współcześnie w fermach drobiarskich dominują 
szczepy vvMDV oraz vv+MDV (18).

Patogeneza
W fermie drobiarskiej zakażone ptaki roznoszą 

w pełni wirulentne cząstki wirusa do otoczenia wraz 
ze złuszczającymi się fragmentami naskórka okolic 
brodawek piór.

Wirus ten następnie bytuje w cząsteczkach kurzu 
oraz pyłu. W takim środowisku, wewnątrz złuszczo-
nych komórek naskórka może przetrwać okres nawet 
8 miesięcy (20).

Do zakażenia ptaków wirusem choroby Mareka 
dochodzi poprzez układ oddechowy. Wirus bytujący 
w złuszczonych komórkach naskórka wraz z drobinami 
pyłu oraz kurzu jest transportowany do płuc młodych 
ptaków. Przypuszcza się, że replikacja wirusa choro-
by Mareka przebiega już w okolicach tchawicy, płuc 
oraz w workach powietrznych (2, 10). Następnie jest 
on resorbowany przez makrofagi płucne. Poprzez 
makrofagi pęcherzyków płucnych jest transportowa-
ny do narządów limfatycznych, takich jak: śledziona, 
grasica i torba Fabrycjusza (7). W narządach limfatycz-

nych jest wykrywany w ciągu 1-2 dni od zakażenia. 
W 3. dniu zakażenia dochodzi do atrofii grasicy i torby 
Fabrycjusza, co jest konsekwencją rozpoczęcia się 
fazy półproduktywnej wirusa. Pomiędzy 4. a 5. dniem 
trwania choroby pojawia się wczesna faza cytolityczna. 
W tych dniach faza ta osiąga swój największy wymiar. 
Zakażeniu ulegają limfocyty B, w ich wnętrzu do-
chodzi do lizy komórek. Intensywność wczesnej fazy 
infekcji cytolitycznej znacznie spada pomiędzy 6. a 7. 
dniem od zakażenia. W tym okresie infekcji uaktyw-
niają się antygeny wirusowe, dochodzi do atrofii torby 
Fabrycjusza oraz grasicy i rozwoju immunosupresji. 
Jest to etap, w którym zahamowaniu ulega cykl repli-
kacyjny wirusa (35).

Równolegle z fazą lityczną limfocytów B w narzą-
dach limfatycznych obserwuje się zakażenie limfo-
cytów T w grasicy oraz w naczyniach obwodowych. 
W nich dochodzi do rozwoju infekcji latentnej i ini-
cjacji procesu nowotworowego (5, 6).

Pomiędzy 14. a 21. dniem rozwoju choroby poja-
wia się kolejna faza cytolityczna (10). Wirus ulega 
ponownej reaktywacji w komórkach latentnych. Fazie 
tej towarzyszy trwała immunosupresja odpowiedzi 
komórkowej oraz humoralnej. Zahamowanie odpo-
wiedzi komórkowej oraz humoralnej prowadzi między 
innymi do braku możliwości wytworzenia przeciwciał 
skierowanych przeciwko antygenom wirusa MDV oraz 
zwiększenia wrażliwości komórek na inne czynniki 
infekcyjne (38). W tym czasie do komórek nabłonko-
wych okolic brodawek piór transportowane są zakażo-
ne limfocyty T. Wirus namnaża się w zainfekowanych 
komórkach i przechodzi swój pełny cykl replikacyjny, 
przebiegający z wytworzeniem w pełni dojrzałych 
i zakaźnych cząstek, co prowadzi do rozwoju stanu 
zapalnego oraz martwicy komórek nabłonka skóry 
(31). Kompletne cząstki wirusa, zakaźne dla innych 
osobników, mogą bytować w złuszczonych komór-
kach nabłonka przez kilka miesięcy w temperaturze  
20-25°C, natomiast w temperaturze 4°C są obecne 
nawet przez kilka lat (37).

Pomiędzy 14. a 21. dniem infekcji latentne limfocyty 
T ulegają horyzontalnemu przemieszczaniu się ukła-
dem krwionośnym, powodując powstanie kolejnego 
etapu infekcji, jakim jest transformacja nowotworowa. 
Występuje ona wewnątrz zainfekowanych latentnych 
komórek. Do transformacji nowotworowej dochodzi 
w nerwach obwodowych oraz w wewnętrznych orga-
nach. Efektem jej powstania jest paraliż kończyn oraz 
rozwój chłoniaków (5).

Istniejąca wysoka immunosupresja we wczesnych 
etapach infekcji wirusem MDV chroni komórki trans-
formowane przed rozpoznaniem przez układ odporno-
ściowy gospodarza. Wirulencja towarzyszy ptakom 
przez całe życie (37).

Objawy kliniczne
Choroba Mareka powoduje szereg objawów klinicz-

nych. Decydujące znaczenie ma poziom zjadliwości 

Ryc. 2. Organizacja genomu wirusa MDV. Forma episomalna 
(kolista)



Med. Weter. 2017, 73 (1), 15-2218

szczepu terenowego oraz podatność kurcząt na zakaże-
nia (3, 5, 30, 33). Charakterystycznymi objawami kli-
nicznymi dla wirusa choroby Mareka są: paraliż koń-
czyn, zahamowanie wzrostu oraz kręcz szyi. Oprócz 
widocznych gołym okiem schorzeń u chorych ptaków 
pojawiają się zmiany nowotworowe. Są one obecne 
głównie w wątrobie, śledzionie, jajnikach, żołądku 
gruczołowym oraz w innych narządach. Dodatkowo 
pojawiają się one również w okolicach skóry (36).

Postaci kliniczne
Wyróżnia się kilka postaci klinicznych choroby 

Mareka:
a) forma nadostra – powoduje straty sięgające kil-

kudziesięciu procent hodowanego drobiu. Pojawiają 
się one już w pierwszych czterech tygodniach odcho-
wu piskląt. U ptaków dochodzi do rozwoju procesu 
nowotworowego, mimo braku widocznych objawów 
klinicznych (18);

b) forma ostra – czas jej rozwoju wynosi około 2-3 
tygodnie. Może występować bez charakterystycznych 
objawów klinicznych, lecz z trwającymi procesami 
nowotworowymi przyczyniającymi się do śmiertel-
ności wynoszącej nawet 70% stada drobiu. Wysoka 
śmiertelność występuje w pierwszych tygodniach 
życia, następnie obserwuje się spadek śmiertelności do 
kilku ptaków w stadzie. Wówczas widoczne są objawy 
kliniczne. Ptaki zaczynają chudnąć. Skóra kurcząt staje 
się blada. Występuje również porażenie nóg, skrzydeł 
i szyi. Charakterystycznym objawem jest postawa 
szpagatu (18).

Forma ta występuje także u zakażonych wirusem 
brojlerów. Na 2-3 dni przed sprzedażą ptaki chudną, 
stają się blade. Dodatkowo często pojawiają się objawy 
porażenne. W większości przypadków bardzo trudno 
jest wskazać na obecność wirusa MDV u brojlerów 
tylko na podstawie objawów klinicznych. Trudności te 
wynikają z mało swoistego obrazu klinicznego. Krótki 
okres hodowli nie pozwala na pełne ujawnienie infekcji 
wirusowej (39);

c) forma klasyczna – współczynnik śmiertelności 
wynosi od 10% do 15% ptaków w stadzie. Widocznymi 
objawami klinicznymi choroby są porażenia nóg, 
skrzydeł oraz szyi. Wśród ptaków pojawia się również 
postawa przypominająca szpagat. Mogą być również 
obecne zmiany w gałce ocznej: zmiana kształtu źre-
nicy, pojawienie się plamek na oku, szarości tęczówki 
oraz braku zdolności do akomodacji. Dodatkowo mogą 
występować dolegliwości związane z układem odde-
chowym (problem z wentylacją płucną) oraz z układem 
trawiennym (pojawianie się biegunki). Wszystkie te 
objawy są spowodowane uszkodzeniem nerwów przez 
zmiany rozrostowe (19);

d) paraliż przejściowy: jest rzadko występującą for-
mą kliniczną choroby Mareka. Pojawia się u kurcząt 
pomiędzy 5. a 18. tygodniem życia i obejmuje do 50% 
ptaków w stadzie. Paraliż występuje nagle i zazwyczaj 
po 36 godz. jego objawy ustępują (19).

Obraz anatomopatologiczny
Nacieki spowodowane krążeniem w krwi obwo-

dowej zakażonych limfocytów przyczyniają się do 
powstania zmian nowotworowych w narządach we-
wnętrznych oraz w okolicach nabłonka brodawek piór.

W badaniach anatomopatologicznych stwierdza 
się atrofię torby Fabrycjusza oraz zmiany nowotwo-
rowe pojawiające się w śledzionie, wątrobie, jajniku, 
nerkach, płucach, sercu i w żołądku gruczołowym. 
Wewnątrz tych narządów lub na ich powierzchni są 
obecne szare lub biało-szarawe guzy nowotworowe. 
Dodatkowo obserwuje się zgrubiałe nerwy obwodowe 
(nerwy kulszowe i splotu barkowego). Zmiany skóry 
objawiają się jej przekrwawieniami, zgrubieniami oraz 
zniekształceniami brodawek piór (19).

Szczepienia
Choroba Mareka jest jedyną chorobą wirusową 

o podłożu nowotworowym, w przypadku której stosuje 
się szczepienie. Stosuje się szczepionki zawierające 
wirusy atenuowane (szczepionkowe) chroniące przed 
rozwojem choroby, ale nie hamujące procesu wnik-
nięcia wirusa (45).

Pierwsza szczepionka przeciwko chorobie Mareka 
została wprowadzona w 1970 r. Opracowano ją na 
podstawie herpeswirusa indyczego HVT. Początkowa 
bardzo dobrze chroniła przed rozwojem wirusa. Pod 
koniec 1979 r. zauważono obniżoną jej skuteczność. 
Przyczyną spadku jej skuteczności była interferencja 
z przeciwciałami matczynymi oraz pojawienie się 
szczepów terenowych o podwyższonej zjadliwości 
(45).

W 1990 r. po raz pierwszy zastosowano szczepionkę 
„Rispensa”. Szczepionka ta jest oparta na szczepie 
CVI988 należącym do serotypu pierwszego wirusa 
choroby Mareka. Atenuacja szczepu polegała na seryj-
nych jego pasażach w hodowlach komórek. W wyniku 
licznych pasaży szczep ten utracił zdolność do indukcji 
atrofii grasicy i torby Fabrycjusza oraz do tworzenia 
guzów nowotworowych, natomiast nadal pozostał 
zakaźny (45).

Do dnia dzisiejszego szczepionka ta jest powszech-
nie stosowana przez wszystkie kraje. Najefektywniej 
chroni przed rozwojem szczepów bardzo zjadliwych 
(vv) i bardzo zjadliwych plus (vv+) (27). Produkt lecz-
niczy występuje pod nazwą Nobilis Rismavac. Można 
go stosować in ovo, jak też podawać domięśniowo 
i podskórnie pisklętom.

In ovo szczepi się 18-dniowe embriony przy uży-
ciu systemu do szczepienia jaj, natomiast podskórnie 
podaje się jednodniowym pisklętom. Każdego roku 
szczepieniu poddawanych jest około 4,2 miliarda 
niosek, 0,5 miliarda stad rodzicielskich i 17 miliardów 
brojlerów (6).

Po podaniu szczepionki u ptaków obserwuje się stały 
rozwój wirusa szczepionkowego. Samo szczepienie 
nie chroni ptaków przed wniknięciem i całkowitym 
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zahamowaniem rozwoju zjadliwego wirusa tereno-
wego. Infekcja wirusem szczepionkowym powoduje 
późniejszą wiremię patogennego wirusa terenowego, 
obniżenie jej poziomu oraz zapobieganie powstawaniu 
zmian nowotworowych i śmierci ptaków.

Po zakażeniu szczepionych ptaków zjadliwym 
wirusem terenowym nadal dochodzi do jego namna-
żania i siewstwa do otoczenia. Jest to szczególnie 
niebezpieczne dla wrażliwych szczepionych kurcząt, 
w przypadku których wirus ten powoduje powstawa-
nie zmian nowotworowych, a następnie ich śmierć. 
Konsekwencją replikowania się zjadliwego wirusa 
terenowego oraz jego rozprzestrzeniania się wśród 
innych ptaków jest również pojawienie się szczepów 
o zdolnościach do przełamywania odporności poszcze-
piennej. Wynika to z presji selekcyjnej wywieranej na 
szczepy terenowe (28).

Identyfikacja wirusa
Podstawową techniką wykorzystywaną do identyfi-

kacji zakażeń wirusowych w badanym materiale tkan-
kowym jest reakcja łańcuchowa polimerazy (PCR). 
Z metodą tą wiążą się jednak pewne ograniczenia, tj. 
konieczność posiadania termocyklerów, zapewniają-
cych precyzyjne cykliczne zmiany temperatur oraz 
obecność inhibitorów reakcji, dlatego w ostatnich 
latach trwają intensywne badania nad rozwojem metod 
diagnostycznych opartych na izotermalnej amplifikacji 
kwasów nukleinowych. Techniki te są coraz częściej 
stosowane w detekcji patogenów zarówno zwierzę-
cych, jak i roślinnych. Jedną z takich metod jest am-
plifikacja kwasów nukleinowych w stałej temperaturze 
z wytworzeniem pętli. Zastosowanie kilku różnych par 
starterów reakcji oraz polimerazy DNA o zdolności 
przemieszczania nici (strand displacement) pozwala 
uzyskać bardzo wysoką czułość reakcji.

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

Gen ten koduje białko meq o wielkości 339 ami-
nokwasów i masie cząsteczkowej około 40 kDa (23). 
Polipeptyd ten jest najlepiej poznanym i scharak-
teryzowanym białkiem onkogennym wirusa MDV. 
Jego ekspresja zachodzi w limfatycznych komórkach 
nowotworowych. Wstępowanie białka meq charaktery-
styczne jest tylko dla szczepów serotypu 1 MDV (25).

Aktualnie dostępne są komercyjne zestawy diagno-
styczne, takie jak Ampli – LAMP MDV Herpesvirus 
(Novazym Polska, Poznań), które umożliwiają prze-
prowadzenie reakcji LAMP w łaźni wodnej lub bloku 
grzewczym. Wynik można obserwować w świetle 
UV, dzięki obecności barwnika fluorescyjnego oraz na 
zasadzie widocznego gołym okiem zmętnienia próby. 
Metodę tę można również zastosować w badaniach 
ilościowych z użyciem aparatów pracujących w tech-
nice Real-Time.

Technika LAMP
Pierwsza publikacja naukowa opisująca techniką 

LAMP została opublikowana w 2000 r. przez zespół 
japoński badaczy (32), natomiast pierwszy komercyjny 
zestaw do przeprowadzenia reakcji LAMP pojawił się 
na światowym rynku 2 lata później (15).

Aktualnie metoda LAMP stosowana jest w diagno-
styce weterynaryjnej, środowiskowej i rolniczej oraz 
w badaniach żywności. Według dostępnych danych li-
teraturowych, technika ta została zastosowana w iden-
tyfikacji zakażeń wirusowych, tj.: wirus grypy A, wirus 
opryszczki (HSV), wirus Ebola (EV), porwowirus świń 
(PPV), wirus epidemicznej biegunki świń (PEDV), 
cirkowirus świń typu 2 (PCV2), wirus brodawczaka 
ludzkiego (HPV) (8), wirus choroby Derzsyego (DDV) 
(37), wirus afrykańskiego pomoru świń (ASFV) (14), 
parwowirus gęsi (GPV), cirkowirus gęsi (GCV), wirus 
retikuloendoteliozy (REV) (15).

Znalazła także zastosowanie w identyfikacji zakażeń 
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 również w identyfikacji zakażeń 
grzybiczych, np.: Paracoccidiodes brasiliensis, Can-
dida, Pneumocystis pneumonia oraz pierwotniaków, 
takich jak: Toxoplasma gonidii, Wuchereria bancrofti 
i Plasmodium falciparum (9), Babesia canis, Eimeria 
acervulina, Eimeria maxima, Eimeria necatrix, Eime-
ria tenella (15).

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

LAMP (Loop-Mediated Isothermal Amplification) 
jest nowatorską metodą amplifikacji kwasów nukle-
inowych, przebiegającą w warunkach izotermalnych. 
W czasie trwania reakcji powstają produkty o różnej 
wielkości. Swą budową wg różnych autorów przy-
pominają łodygo-pętlę oraz kalafior lub koniczynę. 
Specyfiką reakcji jest krótki czas amplifikacji, wy-
nikający z braku konieczności cyklicznych zmian 
temperatur. Reakcja wyróżnia się wysoką czułością, 
specyficznością i wydajnością. Cechą charakterystycz-
ną tej metody jest również obecność polimerazy DNA 
o zdolnościach do zastępowania nici oraz zastosowanie 
kilku specyficznych par starterów (2 lub 3) reakcji dla 
poszczególnych regionów nici kwasu nukleinowego. 
Każdy z tych starterów rozpoznaje inny region. W nich 
można wyróżnić dwa startery zewnętrzne tzw. (outer 
primer) i dwa startery wewnętrzne tzw. (inner primer).

W pierwszym etapie reakcji kluczową rolę peł-
nią startery wewnętrzne. Zawierają one sekwencje 
komplementarne do nici sensownej i antysensownej. 
Podczas przyłączenia się tych starterów do nici kwasu 
nukleinowego dochodzi do inicjacji reakcji LAMP. 
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W tym samym czasie równolegle do nici sensownej 
i antysensowej przyłączają się startery zewnętrzne 
i następuje ich wydłużanie. Prowadzi to do zastępo-
wania nici kwasu nukleinowego przez nowo syntety-
zowaną pojedynczą nić DNA, która stanowi matrycę 
dla drugiego startera wewnętrznego i zewnętrznego. 
Elongacja startera zewnętrznego powoduje kolejne 
zastępowanie nici, wcześniej syntetyzowanej przez 
starter wewnętrzny, przez nowo powstałą nić dzięki 
starterowi zewnętrznemu. W końcowym efekcie 
pierwszego etapu reakcji dochodzi do uwolnienia 
pojedynczej nici DNA. Powstały ssDNA przypomina 
strukturę hantli. Nić ta stanowi matrycę dla kolejnego 
etapu reakcji LAMP (ryc. 3).

W drugiej fazie reakcji LAMP do ssDNA przyłącza 
się jeden ze starterów wewnętrznych. Następnie starter 
ten ulega elongacji i ponownie dochodzi do procesu 
zastępowania nici. Powstające w tym etapie reakcji 
amplifikowane produkty składają się z na przemian 
odwróconych powtórzeń ssDNA. Dodatkowo w tym 
cyklu dochodzi również do uwolnienia struktur, 
które swym kształtem przypominają łodygo-pętle. 
Utworzona w drugim etapie reakcji LAMP łodygo-
-pętla służy jako matryca do trzeciego etapu reakcji.

W trzecim stadium reakcji dochodzi do wydłużenia 
powstałej łodygo-pętli poprzez przyłączenie się star-
terów wewnętrznych i do jej recyklizacji. W efekcie 
powstają struktury przypominające koniczynę lub 
kalafior. Posiadają one kilka kopii szukanej, amplifi-
kowanej sekwencji (32).

Reakcja LAMP trwa tak długo, aż dojdzie do nagro-
madzenia się 109 kopii sekwencji matrycowej. Taka 
liczba kopii jest osiągana w niespełna jedną godzinę 
trwania reakcji (17). Zastosowanie polimerazy DNA 
GspSSD izolowanej z bakterii Geobacillus sp. SSD 
pozwala na szybszą i wydajniejszą amplifikację kwa-
sów nukleinowych w porównaniu z polimerazą DNA 
– Bst I, natomiast zastosowanie polimerazy GspSSD 
2.0 dodatkowo skraca czas reakcji nawet o 30% (9).

Identyfikacja patogenu następuje w kilkanaście do 
kilkudziesięciu minut w zależności od ilości i długości 
amplifikowanego regionu DNA (9). Detekcję można 
przeprowadzić z zastosowaniem elektroforezy w żelu 
agarozowym oraz „gołym okiem” – poprzez analizę 
zmętnienia w probówce lub obserwując świecenie pro-
duktów w świetle UV. W tym celu można wykorzystać 
także dowolnego aparatu Real-Time PCR i dokonać 
ilościowej oceny produktów reakcji (qLAMP) oraz 

Ryc. 3. Zasada działania reakcji LAMP (na podst. 9, http://www.novazym.pl/skrypt_o_LAMP)
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analizy krzywych topnienia produktów, jednak są to 
urządzenia dużo bardziej kosztowne niż klasyczny 
PCR czy łaźnia wodna. Niemniej zastosowanie takiego 
sposobu detekcji nie wymaga wizualizacji w żelu aga-
rozowym. Reakcja zachodzi w systemie zamkniętym, 
co zmniejsza ryzyko kontaminacji prób.

Technikę LAMP charakteryzuje bardzo wysoka 
specyficzność i czułość. Pozwala na detekcję szcze-
pów patogenów nawet na podstawie polimorfizmów 
pojedynczych nukleotydów (9). Czułość reakcji LAMP 
w detekcji wirusa MDV jest określana na poziomie 
od 0,1-2 log10 PFU/ml. Czułość reakcji PCR w de-
tekcji wirusa MDV w odniesieniu do reakcji LAMP 
jest ok. 10 × niższa (46, 47). Dostępne są także dane 
literaturowe na temat detekcji wirusów MD z zasto-
sowaniem reakcji real-time PCR (2, 16, 21, 42, 47). 
Pewnych trudności dostarcza porównanie wyników 
uzyskanych przez autorów badań. Dostępne wyniki 
literaturowe podawane są w odmiennych jednostkach 
np. VCN, jednak ogólnie przyjęty jest fakt, iż technika 
real-time PCR jest czulsza niż klasyczny PCR, chociaż 
istnieją jego odmiany jak np. nested-PCR, którego 
zastosowanie pozwala zwiększyć czułość metody 
w identyfikacji materiału genetycznego patogenów. 
Wykazano, że technika LAMP oraz nested PCR jest 
100-krotnie czulsza od klasycznej reakcji PCR. Wyniki 
niektórych badaczy wskazują, iż metod Real-Time 
PCR jest czulsza od LAMP oraz nested PCR, jednak 
wymaga stosowania wysoko oczyszczonej matrycy 
DNA w przeciwieństwie do reakcji LAMP, gdzie 
reakcję można przeprowadzić nawet na nieoczysz-
czonym DNA. Porównanie technik qLAMP oraz 
qPCR w innych badaniach wykazuje wyższą czułość 
pierwszej techniki od drugiej o ok. 10-100-krotności 
(13). W przypadku detekcji MDV wykazano, że z za-
stosowaniem reakcji LAMP można wykryć 10 kopii 
genu meq wirusa MD w jednej reakcji, podczas gdy 
reakcja PCR umożliwia wykrycie 100 kopii wym. 
genu MDV (4). Minimalny próg detekcji wirusa MD 
z zastosowaniem reakcji real-time PCR oraz barwnika 
SYBR stanowi 15 kopii genu meq (1). Zdecydowaną 
przewagą technik qPCR oraz qLAMP nad klasyczną 
reakcją PCR jest możliwość przeprowadzenia analizy 
ilościowej oraz weryfikacja specyficzności produktów 
PCR poprzez analizę krzywych topnienia produktów 
reakcji.

Metoda ta ma także pewne ograniczenia, które zwią-
zane są przede wszystkim z projektowaniem starterów 
reakcji. Zastosowanie kilku par starterów rozpoznają-
cych 6-8 miejsc na matrycy z zachowaniem wysokiej 
specyficzności reakcji wymaga przejrzenia wielu 
sekwencji docelowych oraz przeprowadzenia różnych 
eksperymentów. Ponadto, nie dla wszystkich sekwencji 
DNA reakcja LAMP jest specyficzna i nie można jej 
wykorzystać do badania nieznanych sekwencji DNA 
lub RNA. Autorom nie są znane dane piśmiennictwa 
potwierdzające możliwość przeprowadzenie reakcji 
„multi” LAMP, tzn. detekcji kilku fragmentów DNA 

czy kilku patogenów w jednej reakcji, dlatego też 
kontrolę reakcji – amplifikację genu kontrolnego – 
przeprowadza się w odrębnych probówkach, w prze-
ciwieństwie do klasycznej reakcji PCR czy real-time 
PCR, w których to amplifikacja genu kontrolnego 
lub identyfikacja kilku patogenów może zachodzić 
w jednej reakcji (jednej probówce). Wysoka czułość 
reakcji zwiększa także ryzyko pojawienia się wyników 
fałszywie pozytywnych w wyniku kontaminacji prób, 
dlatego też konieczne jest wydzielenie odrębnych sta-
nowisk pracy dla izolacji oraz amplifikacji badanego 
materiału.

Podsumowanie
Metoda LAMP jest szybka, tania i skutecznie wpi-

suje się ogólnoświatowy trend diagnostyczny, który 
ma na celu zminimalizować koszty oraz czas, przy 
zachowanej wysokiej czułości i swoistości badania. 
Technika ta pozwala na wykrywanie szerokiego grona 
patogenów zarówno wirusowych, jak i bakteryjnych, 
grzybiczych oraz pierwotniakowych. Z uwagi na spe-
cyfikę reakcji przebiegającej bez konieczności denatu-
racji DNA oraz zastosowanie polimerazy o aktywności 
przemieszczania nici ryzyko inhibicji reakcji zostało 
zminimalizowane praktycznie do zera. Cecha ta jest 
szczególnie przydatna w identyfikacji wirusa choroby 
Mareka. Materiał diagnostyczny może stanowić kurz 
z obiektów inwentarskich, w którym wirus potrafi 
przeżywać przez wiele miesięcy, co czyni tę techni-
kę szczególnie przydatną w badaniach nad wirusem 
izolowanym zarówno z materiałów klinicznych, jak 
i środowiska hodowlanego drobiu.
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