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Lokalizacja szczepu wirusa HVT FGC126
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Localization of the HVT FC 126 virus strain in internal organs of chickens
vaccinated against Marek’s disease

Summary

The aim of this study was a comparison of the occurrence and presence of Marek’s disease strain HVT FC
126 in internal organs after in ovo vaccination and after vaccination of one day old chicks. One hundred
SPF chicken embryos were used in the experiment on the 18" day of incubation. Forty-five embryos were
vaccinated in ovo with a dose of 2400 pfu of virus HVT FC 126. Twenty-eight embryos were injected in the
back area (group I), and for 17 embryos the vaccine was provided to the embryonic fluids (group II). All of the
embryos were hatched. Chicks from non-vaccinated embryos were divided into two groups. On the first day
after clutch, 30 chicks were vaccinated in the leg muscle (group III). The fourth control group consisted of
non-vaccinated chicks. Blood samples and sections of the liver, spleen, kidneys, and bursa of Fabricius were
taken on days 1, 3, 7 and 10 from 5-day-old chicks (group I), on days 1, 3 and 10 from group II, and on days 3,
7 and 10 from groups III and IV. Total DNA was extracted from the samples, and used for the detection of
viral DNA with PCR method. For amplification, two primers, specific for the fragment of A gene of MDYV 3
serotype were used. No influence of in ovo vaccination on hatching was observed. Percentage of hatched
chicks after in ovo vaccination was 85.7% and in the control group 87.3%. Chicks were healthy and well-
developed. Viral DNA was found in the blood and lungs in group I about 3 hours after hatching, and was
detected on the third day of life in blood, liver, spleen, lungs and kidneys of birds from group I as well as in
blood samples from group II. From the 7" day of life characteristic for HVT FC 126 product (434 bp) was
observed in all the samples collected from group I. It was subsequently detected in blood, spleen and lungs on
the 7™ day of life and in the bursa of Fabricius and liver on the 10™ day of life in group III. Viral DNA was not
found in samples taken from the heart and kidneys.
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Choroba Mareka (MD) jest to nowotworowa cho-
roba drobiu o etiologii wirusowej, stanowiaca powaz-
ne zrodlo strat w wielkostadnej produkcji drobiarskiej.
Najbardziej wrazliwe na zakazenie wirusem Choroby
Mareka (MDV) sa piskleta w pierwszych dniach zy-
cia. Podobnie jak w przypadku innych choréb wiruso-
wych jedyna forma zapobiegania tej chorobie jest im-
munoprofilaktyka. Stosowane sa szczepionki zywe
homologiczne oparte na atenuowanym szczepie Ris-
pens CVI 988, na naturalnie apatogennym szczepie
SB1 oraz heterologiczne, zawierajace indyczy herpes-
wirus HVT FC 126, a takze szczepionki biwalentne
zawierajace zarowno szczep HVT FC126, jak i szczep
Rispens. Szczepienie nie zabezpiecza przed zakaze-
niem zjadliwym wirusem, po zakazeniu w organizmie

szczepionego ptaka odbywa si¢ swoisty ,,wys$cig” po-
migdzy wirusem szczepionkowym a zjadliwym tere-
nowym. Jesli wygra wirus szczepionkowy, ptak jest
zabezpieczony przed skutkami zakazenia Jezeh nato-
miast wygra wirus terenowy, nastepuje I‘OZWOJ choro-
by. Mechanizm tego nie jest w peini wyjasniony. Wia-
domo, Ze szczepy szczepionkowe po wprowadzeniu
do organizmu ptaka replikuja si¢ i powstaje wiremia
trwajaca przez cale zycie. Wirus szczepionkowy ogra-
nicza namnazanie si¢ terenowego szczepu wirusa MD,
ktorego wiremia oraz zasiedlenie i replikacja w bro-
dawkach pior sa znacznie ubozsze. Nastgpuje zmniej-
szenie siewstwa wirusa do srodowiska 1 ograniczenie
rozprzestrzeniania si¢ zakazenia wsérod kurczat. Po-
nadto zredukowana jest mozliwo$¢ powstania latent-
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nej infekcji i uszkodzenia tkanek limfatycznych oraz
wywolania zmian w nerwach i narzadach wewnegtrz-
nych (3, 8, 10).

Z mechamzmu dziafania szczepionek przeciwko
chorobie Mareka wynika konieczno$¢ jak najszybsze-
go wprowadzenia do organizmu ptaka szczepu szcze-
pionkowego. Dlatego szczepieniu poddaje si¢ jedno-
dniowe pisklgta, ktorym wprowadza si¢ domig$niowo
lub podskoérnie wirus szczepionkowy badz wykonuje
si¢ szczepienia in ovo 18-dniowych zarodkoéw (3, 5
11).

Celem badan byto poréwnanie okresu pojawiania
si¢ 1 lokalizacji w narzadach wewngtrznych pisklat
wirusa szczepionkowego HVT FC 126 po szczepie-
niu metoda in ovo oraz po szczepieniu jednodniowych
pisklat.

Materiat i metody

Zarodki kurze. Do doswiadczenia uzyto 100 zarodkoéw
kurzych SPF (Lohmann, Niemcy), w wieku 18 dni. Zarodki
inkubowano do wylggu w aparacie firmy Jamesway (USA)
w temperaturze 37,8°C 1 wilgotnos$ci okoto 70%.

Szczepionka. Zastosowano komercyjna, liofilizowana
szczepionke przeciwko chorobie Mareka, zawierajaca hete-
rologiczny, apatogenny herpeswirus indyczy HVT FC 126
(Merial, Francja). Rozpuszczano ja w rozcienczalniku do
szczepionki, zgodnie z zaleceniem producenta.

Izolacja calkowitego DNA z narzadéw wewnetrznych
kurczat. Do izolacji calkowitego DNA stosowano po 500 pl
homogenizatéw przygotowanych z watroby, $ledziony, ptuc,
migs$nia sercowego, nerek i torby Fabrycjusza indywidual-
nie od kazdego ptaka. Przeprowadzano ja przy uzyciu zesta-
wu komercyjnego A@A Biotechnology, zgodnie z metody-
ka podana przez producenta. Uzyskane catkowite DNA pu-
lowano, aby z danej grupy pisklat, w wyznaczonym termi-
nie badania, z kazdego narzadu uzyska¢ 1 probke. Do dal-
szych badan DNA przechowywano w temperaturze —20°C.

Izolacja calkowitego DNA z krwi kurczat. Do izolacji
stosowano probki po 500 pl krwi pobranej do probowek za-
wierajacych 100 pl 0,25% roztworu heparyny. Bezposred-
nio po pobraniu przeprowadzano izolacj¢ catkowitego DNA,
ktéra wykonywano przy uzyciu zestawu komercyjnego fir-
my A&A Biotechnology wg metodyki producenta.

Oligonukleotydy (startery). Zastosowano parg starterow
specyficznych dla genu A szczepu HVT FC 126. Startery
o sekwencji: PMDV 4A: 5 GTT CTA CCG GAC TGC CGC
TCG 3’; PMDV 4B: 5° ACA TTC TTT TGG TTG GCG
TGG TAT 3’ zostaty zsyntetyzowane w IBB PAN w War-
szawie.

Amplifikacja DNA. Reakcj¢ amplifikacji przeprowadza-
no w 50 ul mieszaniny reakcyjnej o sktadzie: 2 ul kazdego
ze startero6w; 5 ul buforu do PCR, 2 pul dNTPs, 1 pl polime-
razy DNA, 5 ul wyizolowanego DNA oraz 33 ul wody de-
jonizowanej. Stosowano nastgpujace parametry reakcji am-
plifikacji: denaturacja wstgpna — 96°C — 2 min.; denaturacja
wlasciwa — 94°C — 1 min.; przylaczanie starteréw — 52°C —
30 s.; wydtuzanie tancucha — 72°C — 30 s.; koncowe wydhu-
zanie tancucha — 72°C — 10 min.

Analiza produktéw PCR. Produkty PCR analizowano
po przeprowadzeniu rozdziatu elektroforetycznego w 2% zelu
agarozowym. Do basenikéw w Zelu nanoszono po 5 pl mie-
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szaniny poreakcyjnej i 2 pl buforu obciazajacego. Wzorzec
masowy stanowil DNA plazmidu pUC19 (DNA Gdansk).
Elektroforezg przeprowadzano w buforze elektrodowym
1 x TBE przez 1 h przy napigciu 10 V/cm dhugosci zelu.
Nastepnie zel barwiono w roztworze bromku etydyny
(1 pg/ml) i poréwnywano droge migracji prazkow z produk-
tow PCR z zastosowanym wzorcem masowym DNA.

Uklad doswiadczenia. 45 zarodkom w 18. dniu inkuba-
cji, podczas przektadania ich do komory klujnikowej poda-
no 0,05 ml szczepionki zawierajacej 2400 pfu wirusa. Szcze-
pionke podano 28 zarodkom w okolicg grzbietu, 17 zarod-
kom wprowadzono ja do ptynow zarodkowych. Z zarodkow
szczepionych dogrzbietowo wykluto sig 25 pisklat oznaczo-
nych jako grupa I, z zarodkdéw szczepionych do ptyndéw za-
rodkowych otrzymano 15 pisklat — byta to grupa II. Z pozo-
statych 55 zarodkow nie szczepionych wykluto sig 48 pisk-
lat, ktore podzielono na dwie grupy. 30 pisklgtom w 3 h po
wylegu podano domigsniowo w migsien udowy lewej nogi
taka sama dawke wirusa szczepionkowego, jak zarodkom.
Pisklgta te stanowily grupg I11. Grupg I'V kontrolng stanowi-
1o 18 pisklat nie szczepionych. Uktad do§wiadczenia przed-
stawiono w tab. 1.

Piskleta odchowywano w izolowanych pomieszczeniach
i obserwowano przez 10 dni. W terminach podanych wtab. 1
skrwawiano po 5 ptakow z poszczegolnych grup i pobierano
indywidualnie probkl krwi oraz wycinki watroby, §ledziony,
ptuc, serca, nerek i torby Fabrycjusza. W materiatach tych
okreslano obecno$¢ DNA wirusa szczepionkowego HVT
FC 126.

Tab. 1. Uklad doswiadczenia

. Liczba Sposob Terminy
0,
Grupa zal-rlt:;jllzzw W |/° u pisklat podania pobierania
Vieg w grupie szczepionki prébek
I 28 85.7 95 grzbiet 1., 37 |_10.
zarodka dzien zycia
ptyny 1.,3.i10.
: i B 1 zarodkowe dzien zycia
s 3.,7.i10.
I} 30 1. dzien zycia dzien #ycia
55 87,3 - -
v 18 nie e U 110
szczepione dzien zycia

Wyniki i omowienie

Zabieg szczepienia, jak réwniez wirus szczepion-
kowy HVT FC126 nie mialy wptywu na wyniki lg-
gow. Nie notowano zwigkszonej zamieralnosci zarod-
kéw ani anomalii w rozwoju zarodka. Odsetek wylg-
zonych pisklat poddanych szczepieniu in ovo wynosit
85,7 (tab. 1). Z 55 zarodkow nie szczepionych pod-
czas inkubacji wyklulo sig 48 pisklat (87,3%). Wszyst-
kie pisklgta byty zdrowe, Zywotne, wykazujace zain-
teresowanie woda 1 pasza.

U pisklat szczepionych in ovo z grupy I obecnos¢
DNA wirusa stwierdzano we krwi oraz w ptucach juz
okoto 3 h po wylegu (tab. 2, ryc. 1a). Otrzymany
prazek produktu PCR posiadat wielko$¢ 434 bp i byt
charakterystyczny dla szczepu HVT FC 126. W tym
samym terminie u pisklat z grupy II obecnos¢ DNA wi-
rusa szczepionkowego stwierdzono we krwi. W 3. dniu
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Tab. 2. Obecnos$é wirusa szezepionkowego HVT FC 126
w narzadach wewnetrznych kurczat szczepionych in ovo oraz
w pierwszym dniu zycia

Grupa | Grupa Il Grupa lll
:2':::! dni zycia

1. [ 8. | 7. [10.| 1. | 3. [10.| 3. | 7. | 10.
Krew + + + + + + + - + +
Watroba - + + + - - + - - +
$ledziona - + + + - - + - + +
Ptuca + + + + nb | nb | nb | - + +
Serce = = + + [ nb | nb | nb | - = =
Nerki = + + + [ nb | nb | nb | - = -
::Ir)l:;cjusza i B N L LU B i i

Objasnienie: nb — nie badano

zycia obecnos¢ jego wykryto we krwi, watrobie, $le-
dzionie, plucach oraz nerkach ptakow z grupy I oraz
we krwi ptakow z grupy II. Od 7. dnia zycia ptakéw
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Zarodki kurze w 18. dniu inkubacji sg juz immuno-
logicznie kompetentne. Sharma i Burmester (11) wy-
kazali, ze szczepienia in ovo przeciwko chorobie Ma-
reka nie wptywaja na Wyn1k1 legow, a piskleta szcze-
pione ta metoda sa wezesniej zabezpieczone przed
chorobq Mareka niz plsquta szczepione tradycyjnie
w pierwszym dniu Zycia. Okres potrzebny do zabez-
pieczenia pisklat przed skutkami zakazenia wirusem
MD po szczepieniu in ovo ulega skroceniu i wynosi
okoto 3 dni. Natomiast podanie szczepionki w pierw-
szym dniu zycia powoduje wytworzenie wiremii po
7 dniach od szczepienia. Inni autorzy (1, 6, 9) réwniez
nie obserwowali obnizenia odsetka wqugowoéci,
piskleta byty zdrowe, rozwinigte prawidtowo, a w cza-
sie odchowu notowano mniejszy odsetek padnigc i lep-
sze efekty wykorzystania paszy w poréwnaniu do
ptakow szczepionych tradycyjnie w pierwszym dniu
zycia.

Skutecznos$¢ szczepien in ovo zalezy od wieku szcze-
pionych zarodkéw. Badania Sharmy i Burmestera (11)
oraz Fabrisa i wsp. (4) wykazaly, Zze szczepienie prze-

produkt PCR o wielko$ci 434 bp uzyski-
wano we wszystkich badanych narzadach
wewnetrznych ptakow I grupy (tab. 2,
ryc. 1b).

Dla poréwnania, u pisklat szczepionych
w pierwszym dniu zycia (grupa I11) wyste-
powanie wirusa szczepionkowego HVT
FC 126 notowano dopiero od 7. dnia zycia
(tab. 2, ryc.2ai2b). W tym terminie obec-
nos¢ DNA wirusa szczepionkowego
stwierdzano we krwi, §ledzionie 1 ptucach
ptakow. W 10. dniu Zycia ptakéw byt on
wykrywany we krwi, watrobie, §ledzionie,
phucach i torbie Fabrycjusza. Natomiast do
10. dnia trwania doswiadczenia w mig$niu
sercowym oraz nerkach nie stwierdzano
obecnosci wirusa. We krwi 1 narzadach we-
wnetrznych ptakéw z grupy IV kontrolnej
nie stwierdzano DNA wirusowego przez
caty okres doswiadczenia.

Zastosowanie w badaniach metody PCR
pozwolito na detekcjg wirusa we wczesnej
fazie infekcji komoérek. Duza zaleta tej
metody jest jej wysoka specyficzno$¢ i czu-
tos¢, ktora wynosi dla zastosowanej pary
starterow ok.10 pfu wirusa w probce.
W porownaniu do klasycznych metod wi-
rusologicznych metoda ta jest mniej pra-
cochlonna, a wyniki uzyskuje si¢ w znacz-
nie krotszym czasie. Do wykrywania DNA
herpeswirusa indycznego HVT FC 126
w narzadach wewngetrznych szczepionych
ptakow uzyto pary starterow specyficznej
dla fragmentu genu A serotypu 3. Kodo-
wana przez ten gen glikoproteina C uwa-
zana jest za jeden z gldwnych antygendéw
wirusowych (2, 8, 10).

a) 1.-3. dzien zycia

MKK+1 23 4 5 6 7 8

9 10 11 12 13 14

1. dzien 3. dzien
b) 7.-10. dzien zycia

M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

434 bp

7. dzien 10. dzien

Ryec. 1. Wykrywanie DNA wirusa HVT FC 126 w narzadach wewnetrznych
ptakow szczepionych in ovo — rozdzial elektroforetyczny produktéw PCR.
Sciezki: 1 — krew, 2 — watroba, 3 — $ledziona, 4 — ptuca, 5 — serce, 6 — nerki, 7 —
torba Fabrycjusza, 8 — krew, 9 — watroba, 10 — §ledziona, 11 — ptuca, 12 — serce,
13 — nerki, 14 — torba Fabrycjusza
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ciwko chorobie Mareka 17. lub 18. dnia
inkubacji lepiej chroni pisklgta niz
szczepienie migdzy 8.-16. lub 19.-20.
dniem inkubacji. Wlasciwy termin
szczepienia pokrywa si¢ wigc z czasem
przektadu jaj zkomor lggowych do kluj-
nikowych.

Na rozwdj wiremii wirusa szczepion-
kowego istotny wptyw ma miejsce po-
dania szczepionki zarodkom. Badania
przeprowadzone przez Zhanga (13) oraz
Islama (6) wykazaly, ze szczepienie
wykonane w okolicg grzbietu zarodka
indukowato znacznie lepsza ochrong
pisklat, poniewaz juz w 2 dni p. v. oko-

M 1

434 bp
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a) 3.-7. dzien zycia

2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14

to 71% ptakéw byto wiremicznych
1 zabezpieczonych przed zakazeniem
kontrolnym zjadliwym szczepem MD. M
Wprowadzenie szczepionki do plynoéw
zarodkowych w tym samym czasie po-
wodowato wiremig tylko u okoto 25%
ptakow. Jest to zwiazane z rozciencze-
niem szczepionki w ptynach zarodko-
wych oraz mozliwos$cia dziatania prze-
ciwwirusowego plynéw w stosunku do
wirusa szczepionkowego (1, 12).
Reasumujac, szczepienie in ovo prze-
ciwko chorobie Mareka zarodkow w 18.

434 bp

3. dzien 7. dzien

b) 10. dzien zZycia

dniu inkubacji nie ma ujemnego wpty-
wu na ich rozwoj oraz wylggowos$¢. Za-
stosowane startery oraz warunki prze-
prowadzania PCR pozwolity na wykry-
cie produktu o wielkosci 434 bp charak-
terystycznego dla szczepu HVT w na-
rzadach wewngetrznych pisklat. W ten
sposéb wykazano obecno$é szczepu
HVT we krwi i ptucach jednodniowych pisklat szcze-
pionych in ovo, natomiast u pisklat szczepionych po
wylegu obecnos¢ wirusa HVT notowano od 7. dnia
zycia. Na tej podstawie mozna wnioskowac, ze pisklgta
szczepione in ovo sa wczesniej zabezpieczone przed
choroba Mareka niz pisklgta szczepione w sposob tra-

dycyjny.

duktow PCR
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