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Choroba Mareka jest nowotworow¹ chorob¹ dro-
biu, wywo³ywan¹ przez wirus z podrodziny Alphaher-
pesvirinae, rodziny Herpesviridae. W jej przebiegu
wyró¿nia siê nastêpuj¹ce postacie kliniczne: postaæ
nadostr¹, postaæ ostr¹, postaæ klasyczn¹ oraz parali¿
przej�ciowy (transient paralysis). Przyjêty jest te¿ inny
podzia³ na formê nerwow¹ oraz formê narz¹dow¹,
nazywan¹ postaci¹ nowotworow¹. U brojlerów naj-
czê�ciej spotyka siê formê skórn¹ (4).

W 2004 r. opisano w stanie Alabama (USA) u broj-
lerów zmiany lokalizuj¹ce wzd³u¿ przebiegu naczyñ
krwiono�nych skoku (ko�ci stêpowo-�ródstopowej).
Z powodu charakterystycznego czerwonego zabarwie-
nia skóry nóg przypadkom tym nadano opisow¹ na-
zwê Alabamska czerwona noga � Alabama Red Leg.
Przyjmuje siê, ¿e wirus choroby Mareka jest czynni-
kiem etiologicznym tego syndromu (5). W Polsce do-
tychczas nie stwierdzano wystêpowania u kurcz¹t ze-
spo³u Alabama Red Leg.

Celem badañ by³o okre�lenie czynnika etiologicz-
nego tego syndromu.

Materia³ i metody
Do badania dostarczono 6 pad³ych i 21 ¿ywych, chorych

kurcz¹t brojlerów linii u¿ytkowej Ross 308 w wieku 7 ty-
godni. Ptaki pochodzi³y ze stada licz¹cego 26 000 kurcz¹t.
Kurnik, w którym przebywa³y ptaki znajdowa³ siê w od-

leg³o�ci 60 m od ubojni drobiu. W programie immunopro-
filaktyki, realizowanym w tym stadzie, stosowano jedynie
szczepienia przeciwko chorobie Gumboro.

Ptaki pad³e oraz ¿ywe po uprzednim wykrwawieniu pod-
dano badaniu anatomopatologicznemu. Na sekcji pobie-
rano koñcówki piór i wycinki: w¹troby, �ledziony, bursy
Fabrycjusza, nerek, ¿o³¹dka gruczo³owego, p³uc, ko�ci stê-
powo-�ródstopowej oraz fragmenty makroskopowo zmie-
nionej skóry.

Pobrane wycinki utrwalano w 8% zbuforowanej forma-
linie, a nastêpnie sporz¹dzano z nich skrawki parafinowe,
które barwiono eozyn¹ i hematoksylin¹.

£añcuchowa reakcja polimerazowa.
Izolacja ca³kowitego, komórkowego DNA. Z pobra-

nych wycinków w¹troby i �ledziony sporz¹dzano homoge-
nizaty, a koñcówki piór ucinano tak, aby uzyskaæ fragmen-
ty o d³ugo�ci 5 mm. Proces izolacji DNA przeprowadzano
przy u¿yciu zestawu komercyjnego firmy A&A Biotech-
nology. 500 µl ka¿dego z homogenizatów i koñcówki piór
zawieszano w mieszaninie buforu TE (10 mM TRIS, 1 mM
EDTA, pH 8,0), buforu LT (mieszanina fenolu, chlorofor-
mu i 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 µl homogenizatu, 100 µl bufo-
ru TE, 200 µl buforu LT i 20 µl roztworu proteinazy K.
Otrzyman¹ zawiesinê inkubowano w temperaturze 37°C do
momentu uzyskania klarownego roztworu. Po intensywnym
wytrz¹saniu przez 20 sek. i inkubacji przez 5 min. w tem-

Pierwszy przypadek syndromu Alabama Red Leg
u brojlerów w Polsce

PIOTR SZELESZCZUK, EL¯BIETA SAMOREK-SALAMONOWICZ*, WOJCIECH KOZDRUÑ*,
KATARZYNA KRÓL*, EL¯BIETA MALICKA, EWA KARPIÑSKA

Katedra Nauk Klinicznych Wydzia³u Medycyny Weterynaryjnej SGGW, ul. Ciszewskiego 8, 02-786 Warszawa
*Pracownia Diagnostyki Chorób Wirusowych Drobiu Pañstwowego Instytutu Weterynaryjnego

� Pañstwowego Instytutu Badawczego, Al. Partyzantów 57, 24-100 Pu³awy

Szeleszczuk P., Samorek- Salamonowicz E., Kozdruñ W., Król K., Malicka E., Karpiñska E.
First case of Alabama 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 MDV) was the causative agent of Alabama Red Leg syndrome in broiler chickens.

Keywords: Alabama Red Leg, Marek�s disease virus



Medycyna Wet. 2006, 62 (12)1392

peraturze 75°C, próbki wirowano przez 3 min. przy 500 × g.
Supernatant w ilo�ci 300 µl nanoszono na kolumnê roz-
dzielcz¹ ze z³o¿em krzemionkowym umieszczon¹ w pro-
bówce Eppendorfa i wirowano przez 1 min. przy 500 × g.
Nastêpnie dodawano 500 µl roztworu A1 (96% etanol z 5 M
NaCl) i ponownie wirowano w tych samych warunkach.
Kolumnê przenoszono do nowej probówki i dodawano
300 µl roztworu A1. Po kolejnym wirowaniu przy zacho-
waniu tych samych parametrów dodawano 200 µl buforu
TE ogrzanego uprzednio do temperatury 75°C. Z³o¿e inku-
bowano 5 min. w temperaturze pokojowej. Po odwirowa-
no przez 30 sek. przy 500 × g zbierano bufor TE zawieraj¹-
cy DNA. Nastêpnie DNA pochodz¹ce z komórek w¹troby
od dwóch ptaków zlewano razem i traktowano jako jedn¹
próbkê. Tak samo postêpowano z DNA pochodz¹cym z ko-
mórek �ledziony i koñcówek piór. £¹cznie otrzymano
3 próbki DNA z komórek w¹troby, 3 próbki DNA z komó-
rek �ledziony i 3 próbki DNA z komórek koñcówek piór,
pochodz¹ce od 6 ptaków. DNA przechowywano do dal-
szych badañ w temperaturze �20°C.

Oligonukleotydy (startery). Do amplifikacji zastoso-
wano pary starterów charakterystyczne dla sekwencji
132 bp i fragmentu genomu koduj¹cego bia³ko meq wirusa
choroby Mareka. Sekwencje nukleotydowe starterów by³y
nastêpuj¹ce: M1321 5� TAC TTC TAT ATA GAT TGA
GAC GT 3� i M1322 5� GAG ATC CTC GTA AGG TGT
AAT ATA 3� dla sekwencji 132 bp. MEQ1 5� GCA CTC
TAG AGG TGT AAA GAG ATG TCT CAG 3� i MEQ2 5�
TAA CTC GAG AAG AAA CAT GGG GCA TAG 3� dla
genu meq. Startery te zosta³y zsyntetyzowane w IBB w War-
szawie.

Amplifikacja DNA. Mieszanina PCR o objêto�ci 50 µl
zawiera³a: 5 µl buforu PCR, 2 µl mieszaniny deoksynukle-
otydów (0,2 mM), 2 µl 5 mM MgCl2

, po 2 µl starterów,
4 µl wyizolowanego DNA, 1 µl polimerazy DNA oraz 32 µl
wody dejonizowanej. Profil termiczny reakcji by³ nastêpu-
j¹cy: 96°C � 2 min. (denaturacja wstêpna); 94°C � 1 min.
(denaturacja w³a�ciwa); 52°C � 1 min. w przypadku starte-
rów charakterystycznych dla sekwencji 132 bp, 62,5°C �
1 min. dla starterów specyficznych dla genu meq (przy³¹-
czanie starterów); 72°C � 1 min. (wyd³u¿anie ³añcucha);
72°C � 10 min. (koñcowe wyd³u¿anie ³añcucha).

Analiza produktów PCR. Analizowano je po przepro-
wadzeniu rozdzia³u elektroforetycznego w 2% ¿elu agaro-
zowym. Do baseników nanoszono po 5 µl mieszaniny po-
reakcyjnej i 2 µl buforu obci¹¿aj¹cego do prób (0,25% b³ê-
kit bromofenolowy; 40% (w/v) sacharoza w wodzie). Jako
buforu elektrodowego u¿ywano buforu TBE (TRIS Base �
10,8 g; kwas borowy � 5,5 g; 4 ml 0,5M; EDTA o pH 8,0).
Wzorzec masowy stanowi³ DNA plazmidu pUC19 trawio-
nego enzymami restrykcyjnymi HaeIII i TaqI (DNA
Gdañsk). Rozdzia³ elektroforetyczny przeprowadzano przez
1 h przy napiêciu 10 V/cm d³ugo�ci ¿elu. Po zakoñczonej
elektroforezie ¿el p³ukano w roztworze bromku etydyny
(1 µg/ml), a nastêpnie porównywano wielko�æ zamplifiko-
wanych fragmentów z wzorcem masowym DNA.

Hodowla fibroblastów zarodka kurzego (CEF). Spo-
rz¹dzano j¹ z 9-11-dniowych zarodków kurzych SPF wg
ogólnie przyjêtych zasad. Wyj�ciowa koncentracja komó-
rek wynosi³a 0,8 × 106 w ml. Po uzyskaniu jednolitej war-

stwy komórek zaka¿ano je homogenizatami z w¹troby i ze
�ledziony. Zaka¿one hodowle inkubowano przez 10 dni
w temperaturze 37,5°C i wilgotno�ci 85%, codziennie kon-
troluj¹c pod mikroskopem. Wykonano 0-5 pasa¿y badane-
go materia³u wirusowego.

Wyniki i omówienie
Choroba Mareka u brojlerów wystêpuje najczê�ciej

w postaci skórnej, pomiêdzy 4. a 5. tygodniem ¿ycia.
Po usuniêciu upierzenia skóra przypomina tzw. gêsi¹
skórê. Obserwuje siê znacznego stopnia przekrwienia
oraz zgrubienia, a brodawki piór zmienione s¹ nowo-
tworowo. Nie stwierdza siê ponadnormatywnych pad-
niêæ ptaków w stadzie. Jednak¿e z powodu nieeste-
tycznego wygl¹du tuszki, w ubojni mo¿e dochodziæ
nawet do 90% wybrakowañ. Taka postaæ choroby
Mareka u brojlerów czêsto nazywana jest bia³aczk¹
skóry (skin leucosis).

W badanym stadzie kurcz¹t brojlerów ponadnor-
matywne padniêcia i znaczne ró¿nicowanie siê stada
zaobserwowano od 16. dnia odchowu. Wyst¹pi³y rów-
nie¿ objawy niezborno�ci ruchowej. Szczegó³owe
oglêdziny chorych ptaków wykaza³y u czê�ci z nich
zmiany zlokalizowane na skórze, w miejscach opie-
rzonych i miejscach pozbawionych piór. Skóra w oko-
licy szyi, mostka i brzucha pokryta by³a tzw. gêsi¹ skór-
k¹, pêcherzami, niekiedy krostami lub strupami
(ryc. 1). U czê�ci ptaków okolica skoku i palców by³a
zaczerwieniona i zgrubia³a, a na przebiegu têtnic i ¿y³
�ródstopia widoczne by³y charakterystyczne zmiany
rozrostowe (ryc. 2). Tego typu zmiany sugerowa³y
wyst¹pienie syndromu Alabama Red Leg.

W czasie 8 tygodni odchowu pad³o 3820 ptaków
(14,69%), a 546 sztuk (2,1%) zosta³o wybrakowanych.
£¹cznie straty wynios³y 16,79% (4366 sztuk).

Badanie anatomopatologiczne pad³ych i poddanych
eutanazji chorych ptaków wykaza³o liczne zmiany na
skórze oraz w narz¹dach wewnêtrznych o charakterze
rozrostowym. U wiêkszo�ci sekcjonowanych ptaków
po odpreparowaniu skóry brodawki piór by³y powiêk-
szone, a w tkance podskórnej widoczne by³y nacie-
czenia oraz przekrwienia. U kilku sztuk w miê�niach
piersiowych stwierdzono zmiany o charakterze rozrosto-
wym. Zmiany rozrostowe stwierdzono równie¿ w w¹t-
robie, �ledzionie, nerkach i przed¿o³¹dku. U ptaków
pad³ych stwierdzono 2-3-krotne powiêkszenie w¹tro-
by i �ledziony, silne zgrubienie i stwardnienie �ciany
przed¿o³¹dka oraz przekrwienie p³uc. Ko�æ stêpowo-
�ródstopowa by³a ³amliwa i krucha. U wszystkich ba-
danych ptaków bursa Fabrycjusza by³a atroficzna, wiel-
ko�ci ziarna groszku. Makroskopowo stwierdzono
za¿ó³cenie i obrzêk nerwów kulszowych oraz splotów
lêd�wiowo-krzy¿owych.

Badaniem mikroskopowym w wycinkach pobranych
ze zmienionych makroskopowo: w¹troby, �ledziony,
nerek, przed¿o³¹dka stwierdzano czêsto rozlane (�le-
dziona, w¹troba, przed¿o³¹dek) lub ogniskowe (ner-
ki) nacieki pleomorficznych komórek limfoidalnych
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typowych i charakterystycznych dla zmian rozrosto-
wych wystêpuj¹cych w przebiegu choroby Mareka (4).
Ponadto obserwowano nacieki komórek limfoidalnych
� ogniskowe lub rozlane w splotach krzy¿owo-lêd�-
wiowych oraz w os³onkach nerwowych. Mikroskopo-
wo w bursie Fabrycjusza widoczna by³a rozleg³a mar-
twica i ubytek limfocytów w czê�ci rdzennej grudek
oraz stwierdzono tworzenie siê licznych torbieli i struk-
tur gruczo³owych. Równie¿ liczne nacieki komórek
limfoidalnych, zarówno w warstwie powierzchownej,
jak i g³êbokiej oraz przekrwienia, stwierdzano w zmie-
nionej chorobowo skórze ptaków (ryc. 3). W wycin-
kach ko�ci obserwowano zanik tkanki kostnej oraz
widoczne by³y w jej obrêbie ogniska tkanki chrzêstnej
(ryc. 4).

Badanie anatomopatologiczne, jak równie¿ badanie
histopatologiczne wskazywa³o na wirus choroby Ma-
reka jako przyczynê zachorowañ i zmian makro- i mi-
kroskopowych u brojlerów. Dlatego te¿ podjêto próbê
potwierdzenia wirusa choroby Mareka jako czynnika
etiologicznego. W tym celu przeprowadzono reakcjê
amplifikacji (PCR). U¿yto starterów specyficznych dla
sekwencji genu koduj¹cego bia³ko onkogenne � meq.

Przebadano próbki DNA pochodz¹ce z komórek koñ-
cówek piór, z komórek w¹troby i �ledziony badanych
ptaków. Metod¹ PCR obecno�æ DNA wirusowego
stwierdzono we wszystkich próbkach pochodz¹cych
z komórek piór i w dwóch próbkach wyizolowanych
z komórek w¹troby. Otrzymano produkt o wielko�ci
1,062 bp. W DNA izolowanym ze �ledziony nie stwier-
dzono obecno�ci sekwencji genu meq. Wynik PCR by³
ujemny. Jak wynika z danych pi�miennictwa, w przy-
padku zjadliwych szczepów terenowych produkt am-
plifikacji tego genu ma wielko�æ 1,062 bp � jest to tak
zwana forma �s-meq�. W wyniku atenuacji dochodzi
do insercji w obrêbie otwartej ramki odczytu (178 bp),
co prowadzi do zmiany wielko�ci produktu na 1,2 kb,
forma ta okre�lana jest jako �L-meq� (6-8, 10). Wyni-
ki przeprowadzonej izolacji przy zastosowaniu starte-
rów dla genu meq potwierdzi³y zaka¿enie ptaków zjad-
liwym szczepem wirusa choroby Mareka, bowiem
stwierdzono formê �s-meq�. Wyniki PCR przedstawio-
no na ryc. 5.

Równolegle próbki DNA poddano amplifikacji, sto-
suj¹c startery charakterystyczne dla sekwencji 132 bp
wirusa choroby Mareka. Wynik dodatni otrzymano

w przypadku DNA izo-
lowanego z 2 próbek po-
chodz¹cych z komórek
koñcówek piór i 1 prób-
ki wyizolowanej z ko-
mórek w¹troby. Wiel-
ko�æ produktu wynosi³a
436 bp i by³a charakte-
rystyczna dla szczepów
terenowych (1-3, 9).
Wskazywa³a ona rów-
nie¿ na podwójn¹ liczbê
powtórzeñ sekwencji
132 bp w genomie,
a wiêc ilo�æ charakte-
rystyczn¹ dla szczepów

Ryc. 1. Zmiany rozrostowe skóry w okolicy brzucha Ryc. 2. Zmiany rozrostowe uk³adaj¹ce siê wzd³u¿ przebiegu
naczyñ krwiono�nych skoku

Ryc. 3. Obraz zmian mikroskopowych w skó-
rze � widoczne liczne nacieki komórek limfo-
idalnych (HE × 10)

Ryc. 4. Wycinek z ko�ci skoku � widoczny za-
nik tkanki kostnej oraz ogniska tkanki chrzêst-
nej (HE × 20)
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v MDV wirusa choroby Mareka. Szczepy szczepion-
kowe (np. Rispens CVI 988) posiadaj¹ w swoim ge-
nomie kilkana�cie kopii tej sekwencji, a otrzymany pro-
dukt PCR ma wielko�æ oko³o 1000 bp. W przypadku
szczepów zjadliwych wielko�æ 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. Rozbie¿no�ci w wynikach pomiêdzy PCR
dla genu meq i sekwencji 132 bp wynikaj¹ z wiêkszej
specyficzno�ci starterów dla genu meq w porównaniu
do starterów dla sekwencji 132 bp wirusa choroby
Mareka.

Na podstawie PCR przeprowadzonego przy u¿yciu
dwóch ró¿nych par starterów wykrywaj¹cych inne se-
kwencje genomu wirusa MD, w badanym materiale
stwierdzono DNA wirusa MD, co �wiadczy, ¿e by³ on

*ikbórP qemunegaldyretratS
ijcnewkesaldyretratS

pb231

abort¹W�AND * ***3/**2 3/1

anoizdel��AND 3/0 3/0

róipikwócñoK�AND 3/3 3/2

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

Obja�nienia: * � próbki zbiorcze; ** � liczba próbek dodatnich;
*** � liczba próbek badanych

czynnikiem etiologicznym zachoro-
wañ w badanym stadzie kurcz¹t
brojlerów.

Dodatkowo przeprowadzono ba-
danie wirusologiczne. W pierwszych
pasa¿ach nie stwierdzono w hodowli
CEF efektu cytopatycznego. Pojawi³
siê on w postaci drobnych, skupia-
j¹cych siê i tworz¹cych ogniska ko-
mórek dopiero w trzecim pasa¿u
w 7. dniu inkubacji. Taki efekt cy-
topatyczny jest charakterystyczny
dla wirusa choroby Mareka i obser-
wowany by³ tylko w hodowli CEF
zaka¿anej homogenizatami z w¹t-
roby (ryc. 6). Nie obserwowano go
w 0-5 pasa¿u w przypadku zaka-

¿enia hodowli CEF homogenizatami ze �ledziony. Wy-
niki te potwierdzi³y wyniki uzyskane w PCR, przy
pomocy którego DNA wirusowe wykryto równie¿
w komórkach w¹troby i komórkach koñcówek piór.
Materia³ uzyskany z komórek piór nie by³ badany wi-
rusologicznie.

Reasumuj¹c, na podstawie objawów klinicznych,
zmian anatomopatologicznych oraz kompleksowych
badañ obejmuj¹cych diagnostykê histopatologiczn¹,
molekularn¹ (PCR) oraz wirusologiczn¹ mo¿na przy-
j¹æ, ¿e przyczyn¹ wyst¹pienia syndromu �Alabama Red
Leg� by³ zjadliwy szczep wirusa choroby Mareka
(v MDV). Obecno�æ tego wirusa stwierdzono w w¹t-
robie i koñcówkach piór chorych ptaków.
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Ryc. 5. Elektroforetyczna analiza produktów PCR dla genu koduj¹cego bia³ko meq

Ryc. 6. Efekt cytopatyczny w hodowli CEF � 7 dni po zaka¿e-
niu (3. pasa¿)


