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Wykorzystanie tancuchowej reakcji polimerazy (PGR)
do wykrywania i okreSlania rozprzestrzeniania sie wirusa
krwotocznego zapalenia jelit w organizmie indykow
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Investigations on using a polymerase chain reaction (PCR) to detect and evaluate the distribution
of haemorrhagic enteritis virus in turkeys

Summary

The aim of the study was to evaluate the usefulness of the PCR method for detecting and investigating the
distribution of haemorrhagic enteritis virus (HEV) in turkeys after oral inoculation. For the experiment
forty-one day old turkey poults (But 9) were used. The birds were divided into two groups (20 birds in each
group). The turkeys from the first group were orally challenged with a Polish HEV isolate at a dose of
10** EID_,, while turkeys from the second group were the unchallenged control group. Subsequently, three
birds from each group were euthanized after 24, 48, 72, 96 and 120 hours of inoculation, and swabs were taken
of spleen, kidneys, duodenum, cecal tonsils, bursa of Fabryci, heart, pancreas, thymus, brain, breast muscle,
liver and gizzard during the autopsy. After conducting the PCR reaction with the starters HEV 1:
5’-TACTGCTGCTATTTGTTGTG-3’ and HEV2: 5>-TCATTAACTCCAGCAATTGG-3’ the final
amplification product made of 1647 bp was received. The HEV was detected after 96 hours of inoculation in
the duodenum, cecal tonsils, bursa of Fabryci, and in the spleen. 120 h after inoculation, the viral DNA not
only was found in the same organs but also in the breast muscle and in the liver. The viral DNA was not
detected after 24 and 72 h of the inoculation in the examined organs and after 96 and 120 h of inoculation in
the kidneys, pancreas and in the gizzard.

The results of the study show that PCR method enables an earlier detection of HEV in infected turkeys than
the AGP test and confirms its usefulness for detecting infections caused by this virus.
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Wystepowanie chordb zakaznych w wielkostadne;j
hodowli drobiu przynosi straty ekonomiczne zwiaza-
ne nie tylko z padnigciami ptakow, ale takze ze zmniej-
szonymi przyrostami i gorszyml wskaznikami wyko-
rzystania paszy. Straty te mozna ograniczy¢ podejmu-
jac szybkie zwalczanie choroby, ktore musi by¢ jed-
nak poprzedzone postawieniem wlasciwej diagnozy.
Wsrdd nowoczesnych technik stosowanych w labora-
toriach diagnostycznych duzym uznaniem cieszy si¢
fancuchowa reakcja polimerazy, charakteryzujaca si¢
wysoka czutoscia 1 specyficznoscia. W diagnostyce
zakaznych choréb ptakow jest to metoda, ktora w r6z-
nych modyﬁkaCJ ach jest stosowana do rozpoznawa-
nia i roznicowania wielu patogendw m.in.: wirusa
choroby Mareka (15), rzekomego pomoru drobiu i in-
fluenzy (7), wiruséw biataczek ptasich (22) czy tez
mykoplazm (25). Metoda ta ma szczego6lne znaczenie
w przypadkach, gdy diagnostyka 1 izolacja patogenu
jest dtugotrwata 1 pracochtonna. Przyktadem takiego
patogenu jest szeroko rozpowszechniony w stadach in-

dykow wirus krwotocznego zapalenia jelit (Hemor-
rhagic enteritis virus — HEV) (13, 14).

Wirus ten nalezacy do rodzaju Siadenovirus (daw-
niej do Il podgrupy rodzaju Aviadenovirus), w przeci-
wienstwie do wigkszo$ci adenowirusow ssakow i pta-
kéw, nie namnaza si¢ w zarodkach ptakéw ani w po-
wszechnie stosowanych hodowlach komorkowych (2,
19). Replikacja wirusa in vitro zachodzi jedynie w ory-
ginalnej, transformowanej nowotworowo wirusem
choroby Mareka linii limfoblastow B indyka, znanej
jako MDTC-RP 19 (17, 18), a takze w hodowli leuko-
cytow krwi obwodowej indyka (9, 10).

Rozpoznanie choroby na podstawie objawow kli-
nicznych nie jest mozliwe, a charakterystyczne zmia-
ny anatomopatologiczne wystepujace w $ledzionie
(powigkszenie 1 marmurkowato$¢) wskazuja jedynie
na mozliwos¢ Wystqplenla HE.

W rozpoznawaniu HE uzywany jest powszechnie
odczyn precypitacji dyfuzyjnej w zelu agarowym (test
AGP) (1, 4) oraz badania histopatologiczne na obec-
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nos¢ cialek wtrgtowych (6, 12, 16, 24), test ELISA (11)
1 metody immunochemiczne — immunofluorescencji
1 immunoperoksydazowa (5, 21). Rzadziej natomiast
w diagnostyce HE sa wykorzystywane metody biolo-
gii molekularnej — hybrydyzacja in situ (23) 1 PCR (8,
23), pomimo Ze znana jest budowa genomu adenowi-
ruséw ptakow, ktore naleza do trzech rodzajow (3, 8,
19, 20). Autorzy cytowanych prac do konstrukcji star-
teréw wybrali geny kodujace biatka heksonowe wiru-
sa HE, a konserwatywne i zmienne regiony tych ge-
néw ustalili na podstawie modelu genu kodujacego
biatka heksonowe ludzkiego adenowirusa 2.

Celem badan byto okreslenie przydatnosci tancucho-
wej reakcji polimerazy do wykrywania i1 badania roz-
przestrzeniania si¢ krajowego izolatu wirusa HE w or-
ganizmie indykow po zakazeniu doustnym.

Materiat i metody

W doswiadczeniu uzyto 40 jednodniowych pisklat in-
dyczych typu BUT 9 obu plci. Pisklgta od pierwszego dnia
zycia odchowywano w izolowanych pomieszczeniach dla
ptakéw Zaktadu Chorob Ptakow i karmiono ad /ibitum mie-
szankami pelnoporcjowymi zgodnie ze standardami wie-
kowymi. Ptaki w wieku 6 tygodni podzielono na dwie gru-
PY, po 20 osobnikow kazda. Indyki jednej z nich zakazono
krajowym izolatem wirusa HE, drugiej — stanowity nieza-
kazong kontrolg. Wirus podawano sonda do wola, po 1 ml
zawiesiny zawierajacej HEV w dawce 10*° EID, (13). Na-
stepnie, odpowiednio, po 24, 48, 72, 96 i 120 h od zakaze-
nia poddawano eutanazji po trzy ptaki z obu grup i podczas
sekcji pobierano wycinki $ledziony, nerek, dwunastnicy,
migdatkow jelitowych, torby Fabrycjusza, serca, trzustki,
grasicy, mozgu, migsnia piersiowego, watroby i zotadka gru-
czotowego. Proby do czasu badan przechowywano
w temperaturze —20°C. Przed przystapieniem do izolacji
wirusowego DNA badane tkanki homogenizowano, a na-
stgpnie trzykrotnie zamrazano i rozmrazano celem uwol-
nienia wirusa.

Izolacje genomowego DNA przeprowadzono z wyko-
rzystaniem zestawu Genomic Mini (A&A Biotechnology,
Poland) zgodnie z protokotem zalaczonym przez producen-
ta. Do przeprowadzenia reakcji PCR uzyto starterow dla
zmienionego segmentu genomu o nastgpujacych sekwen-
cjach HEV 1: 5’-TACTGCTGCTATTTGTTGTG-3’ oraz
HEV 2: 5>-TCATTAACTCCAGCAATTGG-3’ (8). Zasto-
sowana reakcja PCR zostala wcze$niej zoptymalizowana
i zwalidowana. Mieszanina reakcyjna o objetosci 25 pl skta-
data si¢ z: 3 ul wyizolowanego DNA; 2,5 ul Taq buforu
z KCl; 2,5 pl mieszaniny dezoksynukleotydow (0,2 mM
dNTP); 6 ul MgCl, (3 mM); 0,125 pl kazdego ze starterow
(0,1 uM); 0,2 nl Taqg DNA polimerazy (1 U/25 pl) oraz
13,55 pl wody dejonizowanej. Amplifikacj¢ DNA prowa-
dzono w termocyklerze Mastercycler epgradientS (Eppen-
dorf) wedhug nastgpujacego profilu czasowo-temperaturo-
wego: wstepna denaturacja DNA: 94°C/5 min., 30 cykli;
wlasciwa denaturacja DNA: 94°C/5 min., przytaczanie star-
teréw: 47°C/1 min., przylaczanie oligonukleotydow przez
polimerazg: 70°C/1,5 min.; zakonczenie reakcji: 70°C/5
min. Kontrolg dodatnia stanowit standardowy szczep wi-
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Ryec. 1. Rozdzial elektroforetyczny w 0,5% zelu agarozowym
produktéow amplifikacji DNA wirusa HE w reakeji PCR po
96 h od zakazenia

Objasnienia: M — marker; KO — kontrola zerowa; K+ — kontrola
dodatnia (DNA wyizolowany ze szczepu referencyjnego wirusa
HE); $ciezka 3 zawiera DNA wirusa HE wyizolowany ze $le-
dziony, $ciezka 6 — z torby Fabrycjusza; Sciezki 11 2 ($ledziona),
415 (torba Fabrycjusza), 7 i 8 (nerki) oraz 9 (zotadek gruczoto-
wy) — brak wirusowego DNA

1647 pz

Ryec. 2. Rozdzial elektroforetyczny w 0,5% Zelu agarozowym
produktéow amplifikacji DNA wirusa HE w reakeji PCR po
120 h od zakazZenia

Objasnienia: M — marker; KO — kontrola zerowa; K+ — kontrola
dodatnia (DNA wyizolowany ze szczepu referencyjnego wirusa
HE); Sciezki 113 zawieraja DNA wirusa HE wyizolowany z dwu-
nastnic, $ciezki 6 i 7—z toreb Fabrycjusza; $ciezka 2 (dwunastni-
ca), 415 (nerki), 8 (torba Fabrycjusza) i 9 (zotadek gruczotowy)
— brak wirusowego DNA

M KO K+ 1

1647 pz

Ryec. 3. Rozdzial elektroforetyczny w 0,5% zelu agarozowym
produktéw amplifikacji DNA wirusa HE w reakcji PCR po
24,48 i 72 h od zakazenia

Objasnienia: M — marker; KO — kontrola zerowa; K+ — kontrola
dodatnia (DNA wyizolowany ze szczepu referencyjnego wirusa
HE); $ciezki 1-7 brak wirusowego DNA w $ledzionie, dwunast-
nicy, torbie Fabrycjusza, watrobie i sercu
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rusa HE z handlowej szczepionki Dindoral SPF (Merial,
Francja, seria L.232020, dw. 15.06.2009).

Wizualizacji produktu amplifikacji, wielkosci 1647 pz,
dokonano w 0,5% zelu agarozowym z dodatkiem roztworu
bromku etydyny w promieniowaniu UV przy uzyciu Sys-
temu Gel Doc™ EQ (Bio Rad, Herkules, USA). Do okres-
lenia wielkosci produktu koncowego otrzymanego w reak-
cji PCR uzyto markera masy molekularnej Gene Ruler
100 kb Ladder Plus (A&A Biotechnology, Poland). Elek-
troforezg prowadzono przy napigciu 75 V przez 45 minut.
Ponadto obecno$¢ wirusa HE w $ledzionach zakazonych
indykow potwierdzano metoda AGP z dodatnig surowica
anty-HE (13).

Wyniki i omowienie

Wirusa HE wykryto po 96 h od zakazenia w torbie
Fabrycjusza oraz §ledzionie (ryc. 1),apo 120 h w wy-
mlemonych narzqdach oraz w dwunastnicy (ryc. 2),
mig$niu piersiowym i watrobie. Nie stwierdzono obec-
no$ci wirusowego DNA po 24, 48 1 72 h od zakazenia
w zadnym z badanych narzqdow (ryc. 3), a po 96
1 120 h od zakazenia takze w nerce, sercu, trzustce i zo-
tadku gruczotowym (ryc. 112) oraz po 120 h w grasi-
cy 1 mozgu. Obecnos¢ wirusa HE w $ledzionach po
120 h od zakazenia potwierdzono metoda AGP.

Na podstawie uzyskanych wynikow mozna wnios-
kowac¢, ze krajowy izolat wirusa HE po zakazeniu do-
ustnym wykazuje najwigksze powinowactwo do dwu-
nastnicy, torby Fabrycjusza i $ledziony. Dane te ko-
responduja z wynikami badan Koncickiego (13). Na-
tomiast Suresh i Sharma (23) wykazali obecnos$¢ wi-
rusa HE w tych narzadach juz w czasie od 24 h po
zakazeniu, co moglto by¢ spowodowane uzyciem do
badan wirusa o wigkszej zjadliwosci 1 zastosowaniem
bardziej czutej metody hybrydyzacji in situ. Z powyz-
szych danych wynika, ze r6znice w czasie pojawiania
si¢ i wykrywania wirusa HE w poszczegdlnych narza-
dach sa zalezne od drogi zakazenia, dawki wirusa, pa-
togennosci szczepu oraz zastosowanej metody diagnos-
tycznej (1, 8, 13, 23).

Reasumuj ac nalezy stwierdzi¢, ze metoda PCR po-
zwala na wczesniejsze wykrywame HEV w organizmie
zakazonych indykéw w porownamu z powszechnie
stosowanym testem AGP 1 moze by¢ standardowo
wykorzystywana do badan w laboratoriach diagnos-
tycznych.
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