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Subpopulations of T lymphocytes in the blood of chickens vaccinated against Marek’s disease

Summary

The aim of the study was the comparison of the percentage of the T lymphocytes subpopulation in the blood
of chickens vaccinated against Marek’s disease in ovo or during the first day of life. The commercial, lyophylised
turkey vaccine strain HVT FC 126 was used in the experiment. A dose of 2400 PFU of the vaccine virus
was applied to 28 chicken SPF embryos (group I) on the 18" day of incubation. Group II was constituted by 23
one-day-old chicks, inoculated with the mentioned dose of the virus, three hours after breeding. The control
group was represented by twenty-two non vaccinated birds. All the groups were kept in separate rooms. Blood
samples were collected on 1°t, 37, 7% 10, 14, 28", 42" and 56™ days of life. FICT labeled monoclonal mouse
antibodies against chicken surface receptors CD3+, CD4+, and CD8+ were applied for determining T lympho-
cyte subpopulations. A flow cytometer was used for the designation of markers on the cell surface. In the first
week of life, a higher percentage of T lymphocytes CD3+, CD4+, and CD8+ was observed in vaccinated birds
(group I and II) in comparison to the control group. However, the observed differences were not statistically
significant. Later on the examined parameters were similar to the physiological ones, but differentiation
between particular groups was noticed. The vaccination with HVT FC 126 strain in ovo or in the first day of

life did not result in quantitative changes in T lymphocyte subpopulations in peripheral blood.
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Choroba Mareka (MD) jest nowotworowa choroba
drobiu wywotana przez herpeswirus choroby Mareka.
Herpeswirus MD ma wiasciwosci limfotropowe, wy-
stegpuje w formie $cisle zwiazanej z komorka, zakaze-
niu ulegaja limfocyty B oraz T. Cecha charakterystycz-
na zakazenia, zar6wno zjadliwym — terenowym, jak
1 szczepionkowym wirusem MD jest wiremia utrzy-
mujaca si¢ przez cate zycie ptaka (1, 5).

W immunoprofilaktyce choroby Mareka stosowane
sa szczepionki zawierajace atenuowane szczepy sero-
typu 1, szczep herpeswirusa indyczego HVT FC 126
(serotyp 3) lub kombinacje tych dwoch serotypow
(szczepionki biwaletne) (5, 9). Szczepieniu poddaje
si¢ jednodniowe pisklgta tuz po wylggu, a takze coraz
powszechniej podaje si¢ szczepionke in ovo w 18. dniu
inkubacji zarodkow. Do szczepien in ovo stosuje si¢
najczesciej szczepionki oparte na szczepie HVT FC
126 (5, 9). Szczepienie nie hamuje zakazenia wiru-
sem zjadliwym ani jego namnazania w organizmie,
hamuje natomiast powstawanie zmian nowotworo-
wych w narzadach wewngtrznych ptakéw. Szczepy
szczepionkowe zabezpieczaja przed wezesna replika-
cja zjadliwych terenowych wirusow w tkankach lim-

foidalnych, a takze obnizaja poziom latentnej infekcji
(5, 8, 9). Podobnie jak w przebiegu innych zakazen
Wlmsowych istotng rolg odgrywaja mechanizmy od-
pornosci komoérkowej, a wige populacje limfocytow T,
z ktorych najwazniejsze sa limfocyty cytotoksyczne
(Tc) 1 pomocnicze (Th). Zastosowanie cytometrii prze-
ptywowej umozliwia oceng zmian ilosciowych 1 ja-
kosciowych w populacjach limfocytow.

Celem przeprowadzonych badan byto poréwnanie
odsetka subpopulacji limfocytow T we krwi kurczat
szczepionych przeciwko chorobie Mareka in ovo lub
w pierwszym dniu zycia.

Materiat i metody

Zarodki kurze. Zarodki pochodzity z jaj Wqugowych
SPF (Lohmann, Niemcy) inkubowanych w aparacie firmy
Jamesway, USA.

Szczepionka. Do badan uzyto komercyjnej szczepionki
liofilizowanej przeciwko chorobie Mareka opartej na szcze-
pie herpeswirusa indyczego HVT FC 126 (Merial, Fran-
cja). Dawka szczepionki uzywana do szczepienia zarod-
kéw oraz pisklat wynosita 2400 PFU wirusa.

Populacje limfocytow T. Do oznaczen subpopulacji lim-
focytow T stosowano przeciwciata monoklonalne mysie
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przeciwko markerom powierzchniowym CD3 (Clone
CT-3), CD4 (Clone CT-4) oraz CD8 (Clone CT-8) limfo-
cytow kurzych znakowane tioizocjanianem fluoresceiny
(FICT) (Serotec Ltd.)

Przygotowanie probek krwi. Do 50 pl krwi dodawano
po 5 ul przeciwciat monoklonalnych, po wytrzasaniu inku-
bowano je w ciemni o temperaturze pokojowej przez
30 min. Nastgpnie dodawano po 250 pl buforu lizujacego
— Optylyse C (Immunotech) i po wymieszaniu pozostawia-
no w ciemni w temperaturze pokojowej w ciagu 10 min.
Po tym czasie dodawano po 250 pul ptynu PBS z dodatkiem
5% surowicy cielgcej inaktywowanej 1 inkubowano jak
uprzednio. Nastgpnie probki wirowano przez 10 min. przy
1800 obr./min., supernatant usuwano, a osad komoérek
ptukano 3-krotnie. W ostatnim etapie dodawano po 800 pl
2% roztworu formaldehydu w ptynie PBS. Oznaczenia wy-
konywano w cytofluorometrze przeptywowym Coulter
Epics XL 4C (Beckman Coulter Company, USA).

Przebieg doswiadczenia. 28 zarodkom kurzym w 18.
dniu inkubacji, podczas przektadania do komory klujniko-
wej podano w okolicg grzbietu szczepionke przeciwko cho-
robie Mareka. Zarodki inkubowano do wylegu. Wylgzone
ze szczepionych zarodkow 23 piskleta tworzyly grupe 1.
Grupe II stanowity 23 piskleta wyklute z zarod-
kéw nieszezepionych, ktérym szczepionkg poda-
wano w 3 h po wylegu, domigsniowo w migsnie
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wyzszy do 7. dnia zycia w porownaniu do kurczat
z grupy kontrolne;j. Jednakze stwierdzone réznice nie
byly statystycznie istotne. W p6zniejszych terminach
badan we wszystkich grupach kurczat $redni odsetek
tych komorek byl na tym samym poziomie i wynosit
okoto 9,0-9,5 (tab. 1). Warto$¢ odchylenia standardo-
wego (SD) wynosita od 0,93 do 2,9 w obrebie poszcze-
gblnych grup ptakow.

Kolejna badana populacja komorek byty limfocyty
T pomocnicze (Th) zawierajace na powierzchni mar-
ker CD4+. lefocyty te ulatwiaja aktywacje, proli-
feracje oraz r6znicowanie limfocytow B 1 limfocy-
tow Tc. Rozpoznaja one antygeny w potaczeniu z czas-
teczkami MHC klasy 1. Odgrywaja istotna role w po-
wstawaniu odpornosci humoralnej (5, 10). Pomig-
dzy 3. a 7. dniem zycia u pisklat z wszystkich grup
odsetek tych limfocytow narastat, jednakze poziom ich
byt wyzszy w grupach pisklat szczepionych. Od 7. dnia
do konca doswiadczenia odsetek limfocytow CD4+
utrzymywatl si¢ na zblizonym poziomie, nieznacznie
wyzszym w grupie [ 111 (12,14-12,86) w pordwnaniu
do grupy III (11,7-12,2) (tab. 2). W czasie catego okresu

Tab. 1. Odsetek limfocytéw T CD8+ u kurczat szczepionych przeciwko
chorobie Mareka

udowe. Grupg III kontrolng stanowity 22 pisklgta . e

nie szczepione. Wszystkie grupy ptakdéw trzyma- L L -

no w oddzielnych izolowanych pomieszczeniach. | Dnizyeia | | = szczepienie | Il = szczepienie | il = konirola LA

W pierwszym dniu zycia od pisklat z I i Il gru; fovo w1, dniu 2ycia | nie szczepiona | fzjologiczne

; 1 dnu 2y PISKIZ grupy (n = 23) (n = 23) (n = 22)

pobierano probki krwi, a nastgpnie w 3., 7., 10.,

14.,28.,42.156. dniu zycia od wszystkich ptakow ! 7,68 £ 2,62 il N 10,46 + 3,52

z grup I-III. Oznaczenia wykonywano bezposred- 3 8,30 = 1,89 7,80 = 2,63 6,92 + 1,98 nb.

nio po pobraniu probek krwi. ) 7 10,82+2,34 | 1090192 | 1011093 | 11,11:2,34
Odsetek badanych subpopulacji limfocytow T

w krwi obwodowej kurczat szczepionych przeciw- 1L Gl 2 i 2 it LD i

ko chorobie Mareka przedstawiono w tabelach, 14 8,72+ 1,85 8,95 + 2,05 9,35+ 1,83 10,84 = 2,87

ppdajqc srednie arytmetyczne i Wartosc odchyle- 28 9,34+ 1,42 9,26 + 1,05 9.61+0.95 9,35 £ 1,29

nia standardowego dla poszczegolnych grup do-

$wiadczalnych ptakéw. Oceng statystyczna prze- - Gl el diEe drre i D e

prowadzano testem t-Studenta. 56 8,76 + 2,94 8,95 = 2,61 9,10 £ 2,31 12,77 = 4,13

Wyniki i oméwienie
W pierwszych dniach po podaniu szczepion-
ki, podobnie jak po zakazeniu wirusem tere-
nowym, nastgpuje aktywacja cytokin, takich

Objasnienie: nb. — nie badano

Tab. 2. Odsetek limfocytow T CD4+ u kurczat szczepionych przeciwko

chorobie Mareka

jak: INF-y czy IL-8 oraz pobudzenie wytwa- Grupa ptakéw
rzania komorek NK. W nabywaniu odporno- Dni zycia | |- szczepienie | Il - szczepienie Il - kontrola i w*l"m_s“'
$ci poszczepiennej bardzo wazna rolg odgry- (I’I" ";’g) W 1in""'g;)v°'“ fie (snz"z;g'“"a Ll
waja antygenowo-specyficzne limfocyty T = = = 22)
cytotoksyczne (Tc), na powierzchni ktorych 1 10,56 = 3,11 nb.* 8,95:285 | 14,50:2,18
wystepuje receptor CD8+. Limfocyty te maja 3 9,50 + 2,48 8,60 + 1,95 8,32 + 1,48 nb.
zdolno$¢ niszczenia komorek zakazonych wi- 7 1320:234 | 1270:214 | 1159:1.95 | 11,59 2,61
rusem, komoérek nowotworowych, a takze roz-

4 Orex NOWOLWOrowyen, © 1o 10 12,86£2,11 | 1246185 | 11,74:224 nb.
poznaja proteiny, takie jak: pp38, Meq, gliko-
choroby Mareka (2, 5, 10). Odsetek komorek 28 12,14 = 1,64 12,40 £ 2,21 11,82 £ 1,82 10,79 = 1,49
CD8+ we krwi obwodowej ptakow szczepio- | 4 12,25:2,31 | 12,32:1,93 | 11,87:1,79 | 12,46+ 2,26
nych zaréwno in ovo (grupa I), jak i w pierw-

56 12,40 £2,60 | 1227312 | 11,74:232 | 13,15:2,43

szym dniu zycia (grupa II) byt nieznacznie
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obserwacji stwierdzane pomi¢dzy grupami pta-
kéw roznice nie byly statystycznle istotne. Na-
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Tab. 3. Odsetek limfocytow T CD3+ u kurczat szczepionych przeciwko
chorobie Mareka

tomiast notowano zréznicowanie pomigdzy Grupa ptakow
ptakami w grupach, warto$¢ SD byta wysoka Dni zycia | |- SZczepienie | Il - szczepienie | Il - kontrola Wartosci
1 Wynosﬂa} od 1548’ do 3,1’1~ o ' in ovo w 1. dniu zycia | nie szczepiona | fizjologiczne
U ptakow okres$lano rowniez odsetek lim- (n =23) (n = 23) (n = 22)
focytow T posiadajacych marker PQWIierZCh- 1 17,05 + 2,65 nb.* 1532291 | 21474351
+ $ci

niowy CD3+. Jest on obecny na wigkszosci 3 18,34£3,01 | 1740:2,88 | 15321312 nb.
dojrzatych limfocytow T, a takze na tymocy-
tach. Uczestniczy w przekazywaniu do komor- ! ety || cobseat || ARUagrr || dbibeEti
ki sygnalu w trakcie wigzania antygenu z re- 10 19,56 +1,96 | 19,70 +3,21 | 20,63 +2,85 nb.
ceptorem BSHC na POVIi’lert%Chnl quﬁcl(ggk pre- | 1 19402,74 | 19,82+3,02 | 19852267 | 20282340
zen ntygen. Lim + sta-

entujacych antyge ocyty sta 28 19,70+1,96 | 19,65+2,07 | 20,13:1,85 | 19,91162
n0w1q najliczniejsza populacje hmfocytow T
jest okoto dwukrotnie wyzszy niz limfocytow 56 19,12+3,05 | 1940287 | 20,0279 | 24,84:3,95

CD4+ 1 CD8+ (2, 8). Do 7. dnia zycia stwier-
dzano wzrost poziomu limfocytow CD3+ w krwi
kurczat wszystkich ptakow do$wiadczalnych. Jednakze
u pisklat szczepionych (grupa I i II) wzrost ten byt
wyzszy w pordwnaniu do ptakow z III grupy. Stwier-
dzane réznice nie byly statystycznie istotne. Pomig-
dzy 7. a 10. dniem nast¢gpowatl niewielki spadek
poziomu limfocytéw CD3+ we wszystkich grupach.
Od 10. dnia zycia do konca obserwacji odsetek komo-
rek CD3+ byl staly i na takim samym poziomie
u wszystkich ptakow, niezaleznie od grupy (tab. 3).
W przypadku tej populacji limfocytéw wartos¢ SD
w grupach do$wiadczalnych ptakow wynosita od 1,85
do 3,92.

Wyniki badan wtasnych sa zblizone do obserwacji
innych autoréw (3, 6), ktoérzy oceniali populacje lim-
focytow u ptakow szezepionych in ovo szczepionka-
mi przeciwwirusowymi. Wprowadzenie ta droga
szczepionki przeciwko reowirusom nie powodowato
statystycznie istotnych réznic w odsetkach limfocy-
tow Th oraz Tc zarowno we krwi obwodowej, jak tez
w $ledzionie i torbie Fabrycjusza (6). Podobnie u pta-
kéw szczepionych in ovo przeciwko chorobie Gum-
boro nie obserwowano istotnych zmian w subpopula-
cjach tych limfocytoéw (3).

Obserwowane w przebiegu do§wiadczenia nieznacz-
nie wyzsze odsetki subpopulacji limfocytow T
w pierwszych dniach zycia we krwi ptakow szczepio-
nych in ovo mogto by¢ spowodowane obecno$cia wi-
rusa we krwi i tkance ptucnej juz w dniu wylggu. Na-
tomiast u pisklat szczepionych w 1. dniu zycia wirus
szczepionkowy byl wykrywany od 7. dnia zycia we
krwi, ptucach i §ledzionie (7).

Odsetki subpopulacji limfocytow T u pisklat szcze-
pionych roznity si¢ nieznacznie od $rednich warto$ci
fizjologicznych stwierdzanych u zdrowych ptakow,
ktore zostaly oznaczone we wczesniejszych badaniach
(4). Podobnie jak w przypadku wartosci fizjologicz-
nych obserwowano zréznicowanie badanych popula-
cji komorek u ptakow w grupach do$wiadczalnych
wyrazajace si¢ wysoka warto$cia odchylenia standar-
dowego.

Przeprowadzone badania wykazaly, ze podanie
szczepionki przeciwko chorobie Mareka in ovo lub
w pierwszym dniu Zycia nie powodowato znaczacych
zmian w populacjach limfocytow T w krwi obwodo-
wej kurczat.
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