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First case of Alahama Red Leg Syndrome in broiler chickens in Poland
Summary

The aim of the study was to determine the causative agent of Alabama Red Leg syndrome — so far not
observed in broiler chickens in Poland. Clinical examinations of Ross 308 broiler chickens demonstrated
changes in the form of hemorrhagic and swelling of skin in the shank region. During anatomopathological
examinations multiple proliferate changes in skin and visceral organs were ascertained. Characteristic changes
for Marek’s disease virus in visceral organs were observed during histopathology examinations. The presence
of the DNA of Marek’s disease virus was demonstrated in liver cells and feather follicles by PCR. Virological
examinations isolated Marek’s disease virus in chicken embryo fibroblast cultures (CEF). On the basis of
clinical signs and anatomopathological changes as well as complex examinations including histopathology,
molecular (PCR) and virological diagnosis, it was ascertained that the virulent Marek’s disease virus strain
(v MDYV) was the causative agent of Alabama Red Leg syndrome in broiler chickens.
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Choroba Mareka jest nowotworowa choroba dro-
biu, wywotywana przez wirus z podrodziny Alphaher-
pesvirinae, rodziny Herpesviridae. W jej przebiegu
wyrdznia si¢ nastgpujace postacie kliniczne: postac
nadostra, postac ostra, posta¢ klasyczna oraz paraliz
przej$ciowy (transient paralysis). Przyjety jest tez inny
podziat na formg nerwowa oraz forme¢ narzadowa,
nazywang postacia nowotworowa. U brojleréw naj-
czesciej spotyka si¢ forme skorna (4).

W 2004 r. opisano w stanie Alabama (USA) u broj-
lerow zmiany lokalizujace wzdtuz przebiegu naczyn
krwiono$nych skoku (ko$ci stgpowo-§rodstopowej).
Z powodu charakterystycznego czerwonego zabarwie-
nia skory nog przypadkom tym nadano opisowa na-
zwe Alabamska czerwona noga — Alabama Red Leg.
Przyjmuje sig, ze wirus choroby Mareka jest czynni-
kiem etiologicznym tego syndromu (5). W Polsce do-
tychczas nie stwierdzano wystepowania u kurczat ze-
spolu Alabama Red Leg.

Celem badan byto okreslenie czynnika etiologicz-
nego tego syndromu.

Materiat i metody

Do badania dostarczono 6 padtychi21 zywych, chorych
kurczat brojleréw linii uzytkowej Ross 308 w wieku 7 ty-
godni. Ptaki pochodzity ze stada liczacego 26 000 kurczat.
Kurnik, w ktorym przebywaty ptaki znajdowat si¢ w od-

legtosci 60 m od ubojni drobiu. W programie immunopro-
filaktyki, realizowanym w tym stadzie, stosowano jedynie
szczepienia przeciwko chorobie Gumboro.

Ptaki padte oraz zywe po uprzednim wykrwawieniu pod-
dano badaniu anatomopatologicznemu. Na sekcji pobie-
rano koncowki pior i wycinki: watroby, Sledziony, bursy
Fabrycjusza, nerek, zotadka gruczotowego, ptuc, kosci ste-
powo-$rddstopowej oraz fragmenty makroskopowo zmie-
nionej skory.

Pobrane wycinki utrwalano w 8% zbuforowanej forma-
linie, a nast¢pnie sporzadzano z nich skrawki parafinowe,
ktore barwiono eozyna i hematoksyling.

Lancuchowa reakcja polimerazowa.

Izolacja calkowitego, komérkowego DNA. Z pobra-
nych wycinkow watroby i §ledziony sporzadzano homoge-
nizaty, a koncoéwki pidr ucinano tak, aby uzyskac fragmen-
ty o dlugosci 5 mm. Proces izolacji DNA przeprowadzano
przy uzyciu zestawu komercyjnego firmy A&A Biotech-
nology. 500 pul kazdego z homogenizatow i koncowki pior
zawieszano w mieszaninie buforu TE (10 mM TRIS, 1 mM
EDTA, pH 8,0), buforu LT (mieszanina fenolu, chlorofor-
mu 1 alkoholu izoamylowego w stosunku 1 : 1 : 24) i roz-
tworu proteinazy K (20 mg proteinazy K w 1 ml wody des-
tylowanej) w stosunku 500 pl homogenizatu, 100 pl bufo-
ru TE, 200 pul buforu LT i 20 ul roztworu proteinazy K.
Otrzymang zawiesing inkubowano w temperaturze 37°C do
momentu uzyskania klarownego roztworu. Po intensywnym
wytrzasaniu przez 20 sek. i inkubacji przez 5 min. w tem-
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peraturze 75°C, probki wirowano przez 3 min. przy 500 x g.
Supernatant w ilosci 300 pl nanoszono na kolumng roz-
dzielcza ze ztozem krzemionkowym umieszczona w pro-
béwce Eppendorfa i wirowano przez 1 min. przy 500 x g.
Nastepnie dodawano 500 pl roztworu A1 (96% etanol z 5 M
NaCl) i ponownie wirowano w tych samych warunkach.
Kolumng przenoszono do nowej probowki i dodawano
300 pl roztworu Al. Po kolejnym wirowaniu przy zacho-
waniu tych samych parametrow dodawano 200 pl buforu
TE ogrzanego uprzednio do temperatury 75°C. Ztoze inku-
bowano 5 min. w temperaturze pokojowej. Po odwirowa-
no przez 30 sek. przy 500 x g zbierano bufor TE zawieraja-
cy DNA. Nastgpnie DNA pochodzace z komorek watroby
od dwoch ptakow zlewano razem i traktowano jako jedna
probke. Tak samo postgpowano z DNA pochodzacym z ko-
morek $ledziony i koncowek pioér. Lacznie otrzymano
3 probki DNA z komorek watroby, 3 probki DNA z komo-
rek $ledziony i1 3 prébki DNA z komérek koncowek pior,
pochodzace od 6 ptakéw. DNA przechowywano do dal-
szych badan w temperaturze —20°C.

Oligonukleotydy (startery). Do amplifikacji zastoso-
wano pary starterow charakterystyczne dla sekwencji
132 bp i fragmentu genomu kodujacego biatko meq wirusa
choroby Mareka. Sekwencje nukleotydowe starterow byty
nastepujace: M1321 5 TAC TTC TAT ATA GAT TGA
GAC GT 3’1 M1322 5 GAG ATC CTC GTA AGG TGT
AAT ATA 3’ dla sekwencji 132 bp. MEQ1 5 GCA CTC
TAG AGG TGT AAA GAG ATGTCT CAG3’1iMEQ2 5’
TAA CTC GAG AAG AAA CAT GGG GCA TAG 3’ dla
genu meq. Startery te zostaly zsyntetyzowane w IBB w War-
szawie.

Amplifikacja DNA. Mieszanina PCR o objetosci 50 pl
zawierata: 5 pl buforu PCR, 2 pl mieszaniny deoksynukle-
otydow (0,2 mM), 2 ul 5 mM MgCl,, po 2 ul starterow,
4 ul wyizolowanego DNA, 1 ul polimerazy DNA oraz 32 pl
wody dejonizowane;j. Profil termiczny reakcji byt nastgpu-
jacy: 96°C — 2 min. (denaturacja wstepna); 94°C — 1 min.
(denaturacja wtasciwa); 52°C — 1 min. w przypadku starte-
row charakterystycznych dla sekwencji 132 bp, 62,5°C —
1 min. dla starterow specyficznych dla genu meq (przyla-
czanie starterow); 72°C — 1 min. (wydtuzanie tancucha);
72°C — 10 min. (koncowe wydtuzanie tancucha).

Analiza produktéw PCR. Analizowano je po przepro-
wadzeniu rozdziatu elektroforetycznego w 2% zelu agaro-
zowym. Do basenikéw nanoszono po 5 ul mieszaniny po-
reakcyjnej i 2 pl buforu obciazajacego do prob (0,25% bte-
kit bromofenolowy; 40% (w/v) sacharoza w wodzie). Jako
buforu elektrodowego uzywano buforu TBE (TRIS Base —
10,8 g; kwas borowy — 5,5 g; 4 ml 0,5M; EDTA o pH 8,0).
Wzorzec masowy stanowit DNA plazmidu pUC19 trawio-
nego enzymami restrykcyjnymi Haelll i Taql (DNA
Gdansk). Rozdziat elektroforetyczny przeprowadzano przez
1 h przy napigciu 10 V/ecm dtugosci zelu. Po zakonczonej
elektroforezie zel ptukano w roztworze bromku etydyny
(1 pg/ml), a nastepnie porownywano wielko$¢ zamplifiko-
wanych fragmentow z wzorcem masowym DNA.

Hodowla fibroblastow zarodka kurzego (CEF). Spo-
rzadzano ja z 9-11-dniowych zarodkéw kurzych SPF wg
ogolnie przyjetych zasad. Wyjsciowa koncentracja komo-
rek wynosita 0,8 x 10° w ml. Po uzyskaniu jednolitej war-
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stwy komorek zakazano je homogenizatami z watroby i ze
$ledziony. Zakazone hodowle inkubowano przez 10 dni
w temperaturze 37,5°C i wilgotnos$ci 85%, codziennie kon-
trolujac pod mikroskopem. Wykonano 0-5 pasazy badane-
g0 materiatu wirusowego.

Wyniki i omowienie

Choroba Mareka u brojler6w wystepuje najczesciej
w postaci skornej, pomigdzy 4. a 5. tygodniem zycia.
Po usunigciu upierzenia skora przypomina tzw. gesia
skorg. Obserwuje si¢ znacznego stopnia przekrwienia
oraz zgrubienia, a brodawki pidr zmienione s3 nowo-
tworowo. Nie stwierdza si¢ ponadnormatywnych pad-
ni¢¢ ptakow w stadzie. Jednakze z powodu nieeste-
tycznego wygladu tuszki, w ubojni moze dochodzié¢
nawet do 90% wybrakowan. Taka posta¢ choroby
Mareka u brojlerow czgsto nazywana jest biataczka
skory (skin leucosis).

W badanym stadzie kurczat brojleréw ponadnor-
matywne padnigcia i znaczne roznicowanie si¢ stada
zaobserwowano od 16. dnia odchowu. Wystapity row-
niez objawy niezborno$ci ruchowej. Szczegdlowe
ogledziny chorych ptakéw wykazaty u czg$ci z nich
zmiany zlokalizowane na skorze, w miejscach opie-
rzonych 1 miejscach pozbawionych piér. Skéra w oko-
licy szyi, mostka i brzucha pokryta byla tzw. ggsia skor-
ka, pecherzami, niekiedy krostami lub strupami
(ryc. 1). U czgsci ptakow okolica skoku i1 palcow byta
zaczerwieniona i zgrubiala, a na przebiegu t¢tnic i zyt
$rddstopia widoczne byty charakterystyczne zmiany
rozrostowe (ryc. 2). Tego typu zmiany sugerowaly
wystapienie syndromu Alabama Red Leg.

W czasie 8 tygodni odchowu padto 3820 ptakow
(14,69%), a 546 sztuk (2,1%) zostato wybrakowanych.
Lacznie straty wyniosty 16,79% (4366 sztuk).

Badanie anatomopatologiczne padtych i poddanych
eutanazji chorych ptakow wykazalo liczne zmiany na
skorze oraz w narzadach wewngtrznych o charakterze
rozrostowym. U wigkszosci sekcjonowanych ptakow
po odpreparowaniu skory brodawki pior byty powigk-
szone, a w tkance podskornej widoczne byly nacie-
czenia oraz przekrwienia. U kilku sztuk w mig$niach
piersiowych stwierdzono zmiany o charakterze rozrosto-
wym. Zmiany rozrostowe stwierdzono rowniez w wat-
robie, §ledzionie, nerkach i przedzotadku. U ptakow
padtych stwierdzono 2-3-krotne powigkszenie watro-
by i §ledziony, silne zgrubienie i stwardnienie §ciany
przedzotadka oraz przekrwienie ptuc. Ko$¢ stgpowo-
$rodstopowa byta tamliwa i krucha. U wszystkich ba-
danych ptakow bursa Fabrycjusza byta atroficzna, wiel-
kosci ziarna groszku. Makroskopowo stwierdzono
zaz6lcenie 1 obrzek nerwow kulszowych oraz splotow
ledzwiowo-krzyzowych.

Badaniem mikroskopowym w wycinkach pobranych
ze zmienionych makroskopowo: watroby, $ledziony,
nerek, przedzotadka stwierdzano czgsto rozlane ($le-
dziona, watroba, przedzotadek) lub ogniskowe (ner-
ki) nacieki pleomorficznych komoérek limfoidalnych
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Ryc. 1. Zmiany rozrostowe skory w okolicy brzucha

typowych i charakterystycznych dla zmian rozrosto-
wych wystepujacych w przebiegu choroby Mareka (4).
Ponadto obserwowano nacieki komoérek limfoidalnych
— ogniskowe lub rozlane w splotach krzyzowo-lgdz-
wiowych oraz w ostonkach nerwowych. Mikroskopo-
wo w bursie Fabrycjusza widoczna byta rozlegla mar-
twica i ubytek limfocytow w czg$ci rdzennej grudek
oraz stwierdzono tworzenie si¢ licznych torbieli i struk-
tur gruczotowych. Réwniez liczne nacieki komorek
limfoidalnych, zaréwno w warstwie powierzchownej,
jak 1 glgbokiej oraz przekrwienia, stwierdzano w zmie-
nionej chorobowo skorze ptakéw (ryc. 3). W wycin-
kach ko$ci obserwowano zanik tkanki kostnej oraz
widoczne byly w jej obrgbie ogniska tkanki chrzgstnej
(ryc. 4).

Badanie anatomopatologiczne, jak rowniez badanie
histopatologiczne wskazywato na wirus choroby Ma-
reka jako przyczyng zachorowan i zmian makro- i mi-
kroskopowych u brojlerow. Dlatego tez podjgto probeg
potwierdzenia wirusa choroby Mareka jako czynnika
etiologicznego. W tym celu przeprowadzono reakcj¢
amplifikacji (PCR). Uzyto starterow specyficznych dla
sekwencji genu kodujacego biatko onkogenne — meq.

-
(PRR
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Ryc. 3. Obraz zmian mikroskopowych w sko-
rze — widoczne liczne nacieki komorek limfo-

idalnych (HE x 10) nej (HE x 20)

Ryc. 4. Wycinek z koS$ci skoku — widoczny za-
nik tkanki kostnej oraz ogniska tkanki chrzest-
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Ryec. 2. Zmiany rozrostowe ukladajace si¢ wzdluz przebiegu
naczyn krwiono$nych skoku

Przebadano probki DNA pochodzace z komorek kon-
cowek pior, z komorek watroby i §ledziony badanych
ptakow. Metoda PCR obecno$s¢ DNA wirusowego
stwierdzono we wszystkich probkach pochodzacych
z komorek pior i w dwoch probkach wyizolowanych
z komorek watroby. Otrzymano produkt o wielkos$ci
1,062 bp. W DNA izolowanym ze $ledziony nie stwier-
dzono obecnos$ci sekwencji genu meq. Wynik PCR byt
ujemny. Jak wynika z danych pisSmiennictwa, w przy-
padku zjadliwych szczepow terenowych produkt am-
plifikacji tego genu ma wielkos¢ 1,062 bp —jest to tak
zwana forma ,,s-meq”. W wyniku atenuacji dochodzi
do insercji w obregbie otwartej ramki odczytu (178 bp),
co prowadzi do zmiany wielkos$ci produktu na 1,2 kb,
forma ta okreslana jest jako ,,L-meq” (6-8, 10). Wyni-
ki przeprowadzonej izolacji przy zastosowaniu starte-
réw dla genu meq potwierdzity zakazenie ptakow zjad-
liwym szczepem wirusa choroby Mareka, bowiem
stwierdzono forme ,,s-meq”. Wyniki PCR przedstawio-
no naryc. 5.

Rownolegle probki DNA poddano amplifikacji, sto-
sujac startery charakterystyczne dla sekwencji 132 bp
wirusa choroby Mareka. Wynik dodatni otrzymano
w przypadku DNA izo-
lowanego z 2 probek po-
chodzacych z komoérek
koncowek pior i 1 prob-
ki wyizolowanej z ko-
morek watroby. Wiel-
ko$¢ produktu wynosita
436 bp 1 byla charakte-
rystyczna dla szczepoéw
terenowych (1-3, 9).
Wskazywala ona row-
niez na podwdjna liczbe
powtdorzen sekwencji
132 bp w genomie,
a wigc ilo$¢ charakte-
rystyczna dla szczepow
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czynnikiem etiologicznym zachoro-
wan w badanym stadzie kurczat
brojlerow.

Dodatkowo przeprowadzono ba-
danie wirusologiczne. W pierwszych
pasazach nie stwierdzono w hodowli
CEF efektu cytopatycznego. Pojawit
si¢ on w postaci drobnych, skupia-
jacych sig 1 tworzacych ogniska ko-
morek dopiero w trzecim pasazu
w 7. dniu inkubacji. Taki efekt cy-
topatyczny jest charakterystyczny

DNA z komérek
watroby

DNA z komorek
Sledziony

Ryec. 5. Elektroforetyczna analiza produktow PCR dla genu kodujacego bialko meq

v MDV wirusa choroby Mareka. Szczepy szczepion-
kowe (np. Rispens CVI 988) posiadaja w swoim ge-
nomie kilkanascie kopii tej sekwencji, a otrzymany pro-
dukt PCR ma wielkos$¢ okoto 1000 bp. W przypadku
szczepow zjadliwych wielkos¢ produktu PCR wynosi
od 200 do 560 bp, co odpowiada 2-3 kopiom sekwen-
cji 132 bp. Zbiorcze wyniki reakcji PCR przedstawio-
no w tab. 1. Rozbiezno$ci w wynikach pomigdzy PCR
dla genu meq i sekwencji 132 bp wynikaja z wigkszej
specyficznosci starterow dla genu meq w porownaniu
do starterow dla sekwencji 132 bp wirusa choroby
Mareka.

Na podstawie PCR przeprowadzonego przy uzyciu
dwoch réznych par starterow wykrywajacych inne se-
kwencje genomu wirusa MD, w badanym materiale
stwierdzono DNA wirusa MD, co §wiadczy, ze byt on

Tab. 1. Zbiorcze wyniki reakcji PCR dla genu meq i sekwen-
cji 132 bp

Probki* Startery dla genu meq Slar(ery;:”lg :;kwencu
DNA - Watroba PR 1/3
DNA - Sledziona 0/3 0/3
DNA - Koncowki pior 33 2/3

Objasnienia: * — probki zbiorcze; ** — liczba probek dodatnich;
*#%* _ liczba probek badanych

Ryec. 6. Efekt cytopatyczny w hodowli CEF — 7 dni po zakaze-
niu (3. pasaz)

dla wirusa choroby Mareka i obser-
wowany byt tylko w hodowli CEF
zakazanej homogenizatami z wat-
roby (ryc. 6). Nie obserwowano go
w 0-5 pasazu w przypadku zaka-
zenia hodowli CEF homogenizatami ze §ledziony. Wy-
niki te potwierdzily wyniki uzyskane w PCR, przy
pomocy ktorego DNA wirusowe wykryto réwniez
w komorkach watroby 1 komorkach koncowek pior.
Materiat uzyskany z komorek pior nie byt badany wi-
rusologicznie.

Reasumujac, na podstawie objawow klinicznych,
zmian anatomopatologicznych oraz kompleksowych
badan obejmujacych diagnostyke histopatologiczna,
molekularng (PCR) oraz wirusologiczng mozna przy-
jac, ze przyczyna wystapienia syndromu ,,Alabama Red
Leg” byl zjadliwy szczep wirusa choroby Mareka
(v MDV). Obecnos¢ tego wirusa stwierdzono w wat-
robie 1 koncowkach pioér chorych ptakow.

DNA z komérek
koncowek pior
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