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Choroba Mareka (MD) jest nowotworow¹ chorob¹
drobiu wywo³an¹ przez herpeswirus choroby Mareka.
Herpeswirus MD ma w³a�ciwo�ci limfotropowe, wy-
stêpuje w formie �ci�le zwi¹zanej z komórk¹, zaka¿e-
niu ulegaj¹ limfocyty B oraz T. Cech¹ charakterystycz-
n¹ zaka¿enia, zarówno zjadliwym � terenowym, jak
i szczepionkowym wirusem MD jest wiremia utrzy-
muj¹ca siê przez ca³e ¿ycie ptaka (1, 5).

W immunoprofilaktyce choroby Mareka stosowane
s¹ szczepionki zawieraj¹ce atenuowane szczepy sero-
typu 1, szczep herpeswirusa indyczego HVT FC 126
(serotyp 3) lub kombinacjê tych dwóch serotypów
(szczepionki biwaletne) (5, 9). Szczepieniu poddaje
siê jednodniowe pisklêta tu¿ po wylêgu, a tak¿e coraz
powszechniej podaje siê szczepionkê in ovo w 18. dniu
inkubacji zarodków. Do szczepieñ in ovo stosuje siê
najczê�ciej szczepionki oparte na szczepie HVT FC
126 (5, 9). Szczepienie nie hamuje zaka¿enia wiru-
sem zjadliwym ani jego namna¿ania w organizmie,
hamuje natomiast powstawanie zmian nowotworo-
wych w narz¹dach wewnêtrznych ptaków. Szczepy
szczepionkowe zabezpieczaj¹ przed wczesn¹ replika-
cj¹ zjadliwych terenowych wirusów w tkankach lim-

foidalnych, a tak¿e obni¿aj¹ poziom latentnej infekcji
(5, 8, 9). Podobnie jak w przebiegu innych zaka¿eñ
wirusowych istotn¹ rolê odgrywaj¹ mechanizmy od-
porno�ci komórkowej, a wiêc populacje limfocytów T,
z których najwa¿niejsze s¹ limfocyty cytotoksyczne
(Tc) i pomocnicze (Th). Zastosowanie cytometrii prze-
p³ywowej umo¿liwia ocenê zmian ilo�ciowych i ja-
ko�ciowych w populacjach limfocytów.

Celem przeprowadzonych badañ by³o porównanie
odsetka subpopulacji limfocytów T we krwi kurcz¹t
szczepionych przeciwko chorobie Mareka in ovo lub
w pierwszym dniu ¿ycia.

Materia³ i metody
Zarodki kurze. Zarodki pochodzi³y z jaj wylêgowych

SPF (Lohmann, Niemcy) inkubowanych w aparacie firmy
Jamesway, USA.

Szczepionka. Do badañ u¿yto komercyjnej szczepionki
liofilizowanej przeciwko chorobie Mareka opartej na szcze-
pie herpeswirusa indyczego HVT FC 126 (Merial, Fran-
cja). Dawka szczepionki u¿ywana do szczepienia zarod-
ków oraz piskl¹t wynosi³a 2400 PFU wirusa.

Populacje limfocytów T. Do oznaczeñ subpopulacji lim-
focytów T stosowano przeciwcia³a monoklonalne mysie
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przeciwko markerom powierzchniowym CD3 (Clone
CT-3), CD4 (Clone CT-4) oraz CD8 (Clone CT-8) limfo-
cytów kurzych znakowane tioizocjanianem fluoresceiny
(FICT) (Serotec Ltd.)

Przygotowanie próbek krwi. Do 50 µl krwi dodawano
po 5 µl przeciwcia³ monoklonalnych, po wytrz¹saniu inku-
bowano je w ciemni o temperaturze pokojowej przez
30 min. Nastêpnie dodawano po 250 µl buforu lizujacego
� Optylyse C (Immunotech) i po wymieszaniu pozostawia-
no w ciemni w temperaturze pokojowej w ci¹gu 10 min.
Po tym czasie dodawano po 250 µl p³ynu PBS z dodatkiem
5% surowicy cielêcej inaktywowanej i inkubowano jak
uprzednio. Nastêpnie próbki wirowano przez 10 min. przy
1800 obr./min., supernatant usuwano, a osad komórek
p³ukano 3-krotnie. W ostatnim etapie dodawano po 800 µl
2% roztworu formaldehydu w p³ynie PBS. Oznaczenia wy-
konywano w cytofluorometrze przep³ywowym Coulter
Epics XL 4C (Beckman Coulter Company, USA).

Przebieg do�wiadczenia. 28 zarodkom kurzym w 18.
dniu inkubacji, podczas przek³adania do komory klujniko-
wej podano w okolicê grzbietu szczepionkê przeciwko cho-
robie Mareka. Zarodki inkubowano do wylêgu. Wylê¿one
ze szczepionych zarodków 23 pisklêta tworzy³y grupê I.
Grupê II stanowi³y 23 pisklêta wyklute z zarod-
ków nieszczepionych, którym szczepionkê poda-
wano w 3 h po wylêgu, domiê�niowo w miê�nie
udowe. Grupê III kontroln¹ stanowi³y 22 pisklêta
nie szczepione. Wszystkie grupy ptaków trzyma-
no w oddzielnych izolowanych pomieszczeniach.
W pierwszym dniu ¿ycia od piskl¹t z I i III grupy
pobierano próbki krwi, a nastêpnie w 3., 7., 10.,
14., 28., 42. i 56. dniu ¿ycia od wszystkich ptaków
z grup I-III. Oznaczenia wykonywano bezpo�red-
nio po pobraniu próbek krwi.

Odsetek badanych subpopulacji limfocytów T
w krwi obwodowej kurcz¹t szczepionych przeciw-
ko chorobie Mareka przedstawiono w tabelach,
podaj¹c �rednie arytmetyczne i warto�æ odchyle-
nia standardowego dla poszczególnych grup do-
�wiadczalnych ptaków. Ocenê statystyczn¹ prze-
prowadzano testem t-Studenta.

Wyniki i omówienie
W pierwszych dniach po podaniu szczepion-

ki, podobnie jak po zaka¿eniu wirusem tere-
nowym, nastêpuje aktywacja cytokin, takich
jak: INF-ã czy IL-8 oraz pobudzenie wytwa-
rzania komórek NK. W nabywaniu odporno-
�ci poszczepiennej bardzo wa¿n¹ rolê odgry-
waj¹ antygenowo-specyficzne limfocyty T
cytotoksyczne (Tc), na powierzchni których
wystêpuje receptor CD8+. Limfocyty te maj¹
zdolno�æ niszczenia komórek zaka¿onych wi-
rusem, komórek nowotworowych, a tak¿e roz-
poznaj¹ proteiny, takie jak: pp38, Meq, gliko-
proteiny B, C, H oraz I kodowane przez wirus
choroby Mareka (2, 5, 10). Odsetek komórek
CD8+ we krwi obwodowej ptaków szczepio-
nych zarówno in ovo (grupa I), jak i w pierw-
szym dniu ¿ycia (grupa II) by³ nieznacznie

wy¿szy do 7. dnia ¿ycia w porównaniu do kurcz¹t
z grupy kontrolnej. Jednak¿e stwierdzone ró¿nice nie
by³y statystycznie istotne. W pó�niejszych terminach
badañ we wszystkich grupach kurcz¹t �redni odsetek
tych komórek by³ na tym samym poziomie i wynosi³
oko³o 9,0-9,5 (tab. 1). Warto�æ odchylenia standardo-
wego (SD) wynosi³a od 0,93 do 2,9 w obrêbie poszcze-
gólnych grup ptaków.

Kolejn¹ badan¹ populacj¹ komórek by³y limfocyty
T pomocnicze (Th) zawieraj¹ce na powierzchni mar-
ker CD4+. Limfocyty te u³atwiaj¹ aktywacjê, proli-
feracjê oraz ró¿nicowanie limfocytów B i limfocy-
tów Tc. Rozpoznaj¹ one antygeny w po³¹czeniu z cz¹s-
teczkami MHC klasy II. Odgrywaj¹ istotn¹ rolê w po-
wstawaniu odporno�ci humoralnej (5, 10). Pomiê-
dzy 3. a 7. dniem ¿ycia u piskl¹t z wszystkich grup
odsetek tych limfocytów narasta³, jednak¿e poziom ich
by³ wy¿szy w grupach piskl¹t szczepionych. Od 7. dnia
do koñca do�wiadczenia odsetek limfocytów CD4+
utrzymywa³ siê na zbli¿onym poziomie, nieznacznie
wy¿szym w grupie I i II (12,14-12,86) w porównaniu
do grupy III (11,7-12,2) (tab. 2). W czasie ca³ego okresu
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1 26,2±86,7 *.bn 41,2±11,7 25,3±64,01

3 98,1±03,8 36,2±08,7 89,1±29,6 .bn

7 43,2±28,01 1 29,1±09,01 1 39,0±11,01 1 43,2±11,11

01 21,2±56,8 14,2±98,8 76,1±43,9 .bn

41 58,1±27,8 50,2±59,8 38,1±53,9 78,2±48,01

82 24,1±43,9 59,1±62,9 59,0±16,9 1 92,1±53,9

24 11,2±79,8 14,2±21,9 58,1±34,9 28,2±52,01

65 49,2±67,8 16,2±59,8 13,2±01,9 31,4±77,21

Tab. 1. Odsetek limfocytów T CD8+ u kurcz¹t szczepionych przeciwko
chorobie Mareka

Obja�nienie: nb. � nie badano
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1 11,3±65,01 *.bn 1 58,2±59,8 81,2±05,41

3 1 84,2±05,9 1 59,1±06,8 1 84,1±23,8 .bn

7 43,2±02,31 41,2±07,21 59,1±95,11 16,2±95,11

01 11,2±68,21 58,1±64,21 42,2±47,11 .bn

41 05,2±06,21 49,1±24,21 13,2±02,21 87,2±71,21

82 46,1±41,21 12,2±04,21 28,1±28,11 94,1±97,01

24 13,2±52,21 39,1±23,21 97,1±78,11 62,2±64,21

65 06,2±04,21 21,3±72,21 23,2±47,11 34,2±51,31

Tab. 2. Odsetek limfocytów T CD4+ u kurcz¹t szczepionych przeciwko
chorobie Mareka
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obserwacji stwierdzane pomiêdzy grupami pta-
ków ró¿nice nie by³y statystycznie istotne. Na-
tomiast notowano zró¿nicowanie pomiêdzy
ptakami w grupach, warto�æ SD by³a wysoka
i wynosi³a od 1,48 do 3,11.

U ptaków okre�lano równie¿ odsetek lim-
focytów T posiadaj¹cych marker powierzch-
niowy CD3+. Jest on obecny na wiêkszo�ci
dojrza³ych limfocytów T, a tak¿e na tymocy-
tach. Uczestniczy w przekazywaniu do komór-
ki sygna³u w trakcie wi¹zania antygenu z re-
ceptorem MHC na powierzchni komórek pre-
zentuj¹cych antygen. Limfocyty T CD3+ sta-
nowi¹ najliczniejsz¹ populacjê limfocytów T
we krwi obwodowej. Odsetek tych komórek
jest oko³o dwukrotnie wy¿szy ni¿ limfocytów
CD4+ i CD8+ (2, 8). Do 7. dnia ¿ycia stwier-
dzano wzrost poziomu limfocytów CD3+ w krwi
kurcz¹t wszystkich ptaków do�wiadczalnych. Jednak¿e
u piskl¹t szczepionych (grupa I i II) wzrost ten by³
wy¿szy w porównaniu do ptaków z III grupy. Stwier-
dzane ró¿nice nie by³y statystycznie istotne. Pomiê-
dzy 7. a 10. dniem nastêpowa³ niewielki spadek
poziomu limfocytów CD3+ we wszystkich grupach.
Od 10. dnia ¿ycia do koñca obserwacji odsetek komó-
rek CD3+ by³ sta³y i na takim samym poziomie
u wszystkich ptaków, niezale¿nie od grupy (tab. 3).
W przypadku tej populacji limfocytów warto�æ SD
w grupach do�wiadczalnych ptaków wynosi³a od 1,85
do 3,92.

Wyniki badañ w³asnych s¹ zbli¿one do obserwacji
innych autorów (3, 6), którzy oceniali populacje lim-
focytów u ptaków szczepionych in ovo szczepionka-
mi przeciwwirusowymi. Wprowadzenie t¹ drog¹
szczepionki przeciwko reowirusom nie powodowa³o
statystycznie istotnych ró¿nic w odsetkach limfocy-
tów Th oraz Tc zarówno we krwi obwodowej, jak te¿
w �ledzionie i torbie Fabrycjusza (6). Podobnie u pta-
ków szczepionych in ovo przeciwko chorobie Gum-
boro nie obserwowano istotnych zmian w subpopula-
cjach tych limfocytów (3).

Obserwowane w przebiegu do�wiadczenia nieznacz-
nie wy¿sze odsetki subpopulacji limfocytów T
w pierwszych dniach ¿ycia we krwi ptaków szczepio-
nych in ovo mog³o byæ spowodowane obecno�ci¹ wi-
rusa we krwi i tkance p³ucnej ju¿ w dniu wylêgu. Na-
tomiast u piskl¹t szczepionych w 1. dniu ¿ycia wirus
szczepionkowy by³ wykrywany od 7. dnia ¿ycia we
krwi, p³ucach i �ledzionie (7).

Odsetki subpopulacji limfocytów T u piskl¹t szcze-
pionych ró¿ni³y siê nieznacznie od �rednich warto�ci
fizjologicznych stwierdzanych u zdrowych ptaków,
które zosta³y oznaczone we wcze�niejszych badaniach
(4). Podobnie jak w przypadku warto�ci fizjologicz-
nych obserwowano zró¿nicowanie badanych popula-
cji komórek u ptaków w grupach do�wiadczalnych
wyra¿aj¹ce siê wysok¹ warto�ci¹ odchylenia standar-
dowego.

Przeprowadzone badania wykaza³y, ¿e podanie
szczepionki przeciwko chorobie Mareka in ovo lub
w pierwszym dniu ¿ycia nie powodowa³o znacz¹cych
zmian w populacjach limfocytów T w krwi obwodo-
wej kurcz¹t.
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Tab. 3. Odsetek limfocytów T CD3+ u kurcz¹t szczepionych przeciwko
chorobie Mareka

aicy¿inD

wókatpapurG
ic�otraW
enzcigolojzif

eineipezczs�I
ovoni

)32=n(

eineipezczs�II
aicy¿uind.1w

)32=n(

alortnok�III
anoipezczsein

)22=n(

1 56,2±50,71 *.bn 19,2±23,51 15,3±74,12

3 10,3±43,81 88,2±04,71 21,3±23,51 .bn
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41 47,2±04,91 20,3±28,91 76,2±58,91 04,3±82,02
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65 50,3±21,91 78,2±04,91 97,2±01,02 59,3±48,42


