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Abstrakt: MB-1 to atenuowana szczepionka przeciwko Zakaznemu zapaleniu torby Fabrycjusza.

Poczatkowo obserwowali$my czasowe opdznienie replikacji wirusa szczepionkowego w torbie Fabrycjusza kurczat ze
wzgledu na obecnos¢ w ich organizmie przeciwcial matczynych (MDA). Mechanizm, ktory umozliwiat jego przezycie
pomimo neutralizujagcego dzialania przeciwcial matczynych pozostawal niejasny. PostawiliSmy hipoteze, ze po
szczepieniu w pierwszym dniu zycia (DOA), wirus MB-1 przezywa i rezyduje w miejscowych makrofagach, ktore sa
nastgpnie dystrybuowane do narzadéw limfatycznych. Zdolno$¢ przezywania wirusa MB-1 we wngtrzu makrofagéw
zapewnia jego przetrwanie w czasie ochrony ptaka przez przeciwciata matczyne. Analiza PCR narzadow limfatycznych
kurczat posiadajacych przeciwciata matczyne, szczepionych w pierwszym dniu zycia, wykazywata, ze wirus MB-1 byt
identyfikowany w matych ilosciach wytacznie w $ledzionie przed 14 dniem zycia. Czternascie dni po szczepieniu wirus
szczepionkowy identyfikowano juz w torbie Fabrycjusza, a jego ilo$¢ zwigkszata si¢ z czasem. Mozliwe opdznienie w
kolonizacji torby Fabrycjusza wirusem przypisywano obecnosci kapsydu VP2 anty-IBDV przeciwcial matczynych IgA
oraz przeciwciat IgY tkanki §rodmiazszowej torby Fabrycjusza. Pozwala to stwierdzi¢, ze w okresie utrzymywanie si¢
w organizmie ptaka wysokiego poziomu przeciwcial matczynych, w jego $ledzionie utrzymywat si¢ niewielki, ale
zdolny do przezycia, rezerwuar wirusa MB-1. Rezerwuar ten mogt stanowi¢ punkt wyjscia do kolonizacji narzadu kiedy
poziom MDA ulegat naturalnemu obnizeniu. Finalnie osiagnig¢to skuteczna immunizacje pisklat przeciwko chorobie
Gumboro.

Stownictwo: szczepionka MBI, przeciwciala matczyne; Gumboro, (wirus) zakazne zapalenie torby Fabrycjusza

1. Wstep

Choroba Gumboro, to zakazna, wysoce zarazliwa, trudna do eradykacji ze srodowiska choroba wirusowa mtodych
kurczat, mogaca prowadzi¢ do supresji uktadu immunologicznego oraz wystapienia wtornych infekeji, ktorym
bezposrednio lub posrednio towarzyszy wysoki stopien $miertelnosci [1-3]. Chorobg¢ wywoluje wirus choroby
Gumboro (IBDV), bez otoczki, wielkosci 60 nm, o symetrii dwudziesto$cianu i podwdjnej nici RNA. Wirus z rodzaju
Avibirnawiruséw, rodzina Birnaviridae. Gtowna droga zakazenia jest przewod pokarmowy: droga oralna i/lub poprzez
kloake [1-3]. Proteina IBDV 2 (VP2) oraz biatko VP3 to biatka kapsydu wirusa. VP2 jest jednym z pigciu
najistotniejszych biatek wirusa IBD. Jako unikalna proteina, eksponowana na powierzchni, VP2 odgrywa gtowna rolg
w wytwarzaniu przeciwcial neutralizujacych wirusa [1-4].

Ze wzgledu na wysoki tropizm do niedojrzatych limfoblastow B (powierzchniowe IgM-dodatnie limfoblasty B-sIgM+),
glownym narzadem docelowym wirusa IBD jest torba Fabrycjusza mtodych pisklat — w wieku 1- 6 tyg. [2,5-7]. IBDV
moze rowniez atakowac inne narzady limfatyczne, takie jak $ledziona, grasica i migdatki jelit $lepych, uwaza si¢ je
jednak za wtorne narzady docelowe [1-3,8]. Ostatnio wykazano zdolno$¢ wirusa IBD do przebywania w makrofagach
[1,2,5,7].

Co ciekawe, obraz kliniczny choroby Gumboro zmienia si¢ w zalezno$ci od poziomu dostgpnych niedojrzatych
limfoblastow B, co wydaje si¢ by¢ skorelowane z wiekiem ptakow. Odzwierciedleniem tej tezy jest znaczaca roznica w
przebiegu choroby w przypadku wczesnej infekcji (do 3 tyg. z.), skutkujacej niska $miertelnoscia i trwalg
immunosupresja oraz infekcji poznej (3 — 6 tyg. z.), przebiegajacej z wysoka S$miertelnoscia i przejsciowa
immunosupresja [1-3]. Do chwili obecnej IBD stanowi powazne zagrozenie dla przemystu drobiarskiego, a szczepienie
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przeciwko chorobie Gumboro jest najskuteczniejsza strategia ochrony stad drobiu przed wystapieniem klinicznej postaci
choroby [1,3,9].

Przez lata powstaly oraz praktykowane byly rozne strategie szczepien, takich jak stosowanie szczepionek zywych
atenuowanych, inaktywowanych, podjednostkowych, wektorowych/rekombinowanych oraz  kompleksow
immunologicznych. Nie jest zaskoczeniem, ze kazda z tych strategii ma zaréwno zalety jak i wady, takie jak stosunek
skuteczno$ci w porownaniu do bezpieczenstwa, neutralizacja wirusa szczepionkowego przez MDA a niedobory tej
odpornosci u pisklat, poczatek i czas trwania odpornosci i wreszcie zdolno$¢ do wywotania zarbwno humoralnej, jak i
komorkowej reakeji odpornosciowej [10—13].

Pomimo powyzszych dylematow to zywa atenuowana szczepionka, ktora nasladuje infekcje wywotana przez wirus
terenowy, zapewnia najlepsza ochrong. Aktywuje ona zaré6wno komorkowa — w tym miejscowa, jak i humoralng
odpowiedZz immunologiczng w organizmie ptaka [1,3,10,13,14].

Wirus zakaza mtode kurczeta, dlatego tez skuteczna szczepionka przeciwko IBD powinna zapewnic jak najwcze$niejsza
immunizacj¢, z utrzymujaca si¢ w czasie skuteczng ochrong [1,3,10—12]. Jest to szczegélnie wazne w przypadku
brojleréw, ktore maja bardzo ograniczony czas na wytworzenie czynnej odpornosci, po zaniku odpornosci zapewnianej
przez przeciwciata matczyne (MDA).

W zwiazku z tym stworzono szczepionk¢ MB-1 (Phivax BD-1, Phibro Animal Health). Przeznaczona jest ona do
stosowania w wylegarni, jako iniekcja podskorna w pierwszym dniu zycia lub in-ovo. Zawiera zywy, atenuowany
szczep wirusa IBD. Jest bezpieczna, skuteczna i zarejestrowana w wielu krajach. Wezesniejsze obserwacje wykazaty,
ze szczepienie MB-1 prowadzi do produkcji przeciwciat anty-IBDV juz w 23. dniu zycia (DOA) [10-12].

W licznych badaniach opisano interakcj¢ pomigdzy przeciwciatami matczynymi (MDA) a szczepionkami podawanymi
zarodkom 1 pisklgtom [15,16]. Badania te wskazywaty na dychotomiczng zaleznos¢: szczepionka moze stuzy¢ do
wyczerpania zasobow MDA (zywy wirus tworzy fizjologiczny kompleks z przeciwcialem), co blokuje dziatanie
szczepionki a tym samym zapobiega powstaniu odpornos$ci. Stad badania przeprowadzone przez nas i innych badaczy
wykazatly, ze u poszczegélnych pisklat immunizowanych MB-1 replikacja wirusa w torbie Fabrycjusza byta opdzniona
w zaleznosci od poziomoéw MDA [10-12]. Efektu tego nie zaobserwowano u kurczat SPF, a replikacj¢ wirusa w torbie
Fabrycjusza obserwowano juz w 24 godziny po szczepieniu [10,11,17-20].

Mozliwe interakcje pomigdzy szczepionka MB-1, przeciwciatami matczynymi oraz tropizmem wirusa zostaty zbadane
zgodnie z nastgpujacymi hipotezami:
1. Po iniekcji wirus szczepionkowy MB-1 infekuje makrofagi, ktore nastgpnie migruja wraz z krwig do narzadow
bogatych w limfoblasty B; MDA utrudniaja to rozprzestrzenianie.
2. Poziomy MDA sa rozne w roznych tkankach i narzadach. Narzady o niskim poziomie MDA sg bardziej podatne
na zakazenie, co pozwala na utrzymanie Zywotno$ci wirusa szczepionkowego.
3. Zanik ogolnoustrojowej ochrony przeciwcial matczynych (MDA) stwarza wirusowi szczepionkowemu
mozliwo$¢ zainfekowania wszystkich wczesniej niedostgpnych tkanek i narzadow. Ochronna odpowiedz
immunologiczna wystepuje po krytycznej infekcji masowej, wtedy wirus szczepionkowy jest zwalczany.

2. Materialy i Metody
2.1. Zwierzeta i ich utrzymanie

Kurczeta brojlery linii Ross utrzymywane byly w izolatorach z kontrola warunkow $rodowiska (Os$rodek
Doswiadczalny Herut, Izrael zgodnie ze standardowym protokotem hodowlanym (Wydzial Drobiarstwa, Ministerstwo
Rolnictwa, Izrael). Ptaki zywione byty pelnoporcjowa pasza dla brojleréw, a woda podawana byta do woli [21]. Dtugos¢
dnia §wietlnego wynosita 16:8 godzin $wiatta i ciemnosci. Temperatura otoczenia byta dostosowywana do wieku
kurczat i utrzymywana na jednakowym poziomie we wszystkich grupach.

2.2.0swiadczenie etyczne

Wszystkie badania przeprowadzono wedtug protokotu zatwierdzonego przez Instytut Opieki nad Zwierzgtami
Ministerstwa Zdrowia-Konsulat Do§wiadczen na Zwierzgtach zgodnie z Rozporzadzeniami Dotyczacymi Dobrostanu
Zwierzat (Zatwierdzenie nr 1L-20-6-226).



2.3.

2.4.

2.5.

Szczepienie MB-1

Pierwszego dnia po transporcie 161 kurczat podzielono losowo na dwie grupy i oznakowano

(N = 113 grupa szczepiona, N = 48 grupa kontrolna).

Piskleta z grupy szczepionej otrzymaty podskornie (s.c.) jedna dawke szczepionki MB-1, zgodnie z instrukcja
producenta (Phibro Animal Health, Izrael). Pisklgta z grupy kontrolnej otrzymaty iniekcj¢ MB-1 i identyczna ilo§¢
zbuforowanego rozpuszczalnika szczepionki - roztworu Ringera z dodatkiem mleczanu (LRS, Teva Medical LTD,
Ashdod, Izrael).

Pobieranie prob krwi i narzgdow

18 pisklat postuzylo do okreslenia czasu serokonwersji (te same pisklgta w kazdym punkcie czasowym), a 125
pisklat postuzyto do okreslenia czasu wystapienia wiremii, poziomu przeciwciat i komplekséw immunologicznych
w narzadach (rézne kurczgta wykorzystywano w kazdym punkcie czasowym, poniewaz musiaty by¢ poddane
eutanazji do pobrania narzadow). Okreslono 9 punktéw czasowych, w ktorych pobierano materiat do badan: torbg
Fabrycjusza, $ledziong, grasicg i zOIC.

W o$miu z nich, tj. 4, 8, 11, 14, 18, 23, 28, 32 DOA badano po dziesi¢¢ ptakow z grupy zaszczepionej i po trzy z
grupy kontrolnej. W ostatnim punkcie czasowym, wyznaczonym na 36 DOA bylo to pigtnascie ptakow z grupy
szczepionej i szes$¢ z grupy kontrolne;j.

Ustalenie potrzebnej liczby ptakéw w tym badaniu oparto na wczesniej opublikowanych obserwacjach [10-12,20]
oraz konsultacji ze statystykiem (Dr. Yotva Lavi), w celu zapewnienia wystarczajacej istotno$ci statystycznej przy
jak najmniejszym wykorzystaniu pisklat. Na tej podstawie okreslono liczbe pisklat, ktore nalezy uzy¢ do badania,
aby uzyska¢ istotne wyniki (o = 0,05), gdzie istotno$¢ badania wynosita przynajmniej 0.8. Wstepne dane
obejmowaty podobne, dwukierunkowe projekty ANOVA, ktore stosowano w przesztosci. W tym samym czasie (z
dodatkowym punktem czasowym 1 dnia, przed szczepieniem) pobrano krew od dziewigciu zaszczepionych pisklat
i dziewigciu nieszczepionych pisklat. W izolatorze pisklgta wybrano losowo, recznie unieruchomiono i pobrano po
1,5 ml krwi przez naklucie zyly podskornej tokciowej. Pobrang krew rozlano do dwoch probowek: pierwsza
probowka zawierata TRI Reagent®-BD (Molecular Research Center Inc., Cincinnati, OH, USA), przeznaczony do
ekstrakcji wirusowego RNA 1 dalszej ilosciowej oceny wiremii. Druga probowka - Vacuette® Z Serum Sep Clot
Activator (Greiner Bio-one, KremsmUnster, Austria) stuzyta do przygotowania surowicy i badaf serologicznych
metodg ELISA.

Do analizy FACS (sortowanie komoérek aktywowanych fluorescencja) i badania przy pomocy mikroskopu
konfokalnego w 4 DOA u$miercono dodatkowo po 9 kurczat z kazdej grupy badanej, a tkanke pochodzaca ze
$ledziony pobrano do probowki zawierajacej pozywke RPMI 1640 z HEPES 25 mM i L-Glutamina (Biological
Industries, Kibbutz Beit Haemek, Izrael).

Ekstrakcja RNA i badanie PCR

Pobrane probki torby Fabrycjusza, $ledziony i grasicy kazdego pisklecia homogenizowano oddzielnie politronem
PT2500E (Kinematica, Malters, Szwajcaria). Nastgpnie wirowano homogenat z predkoscia 400x g przez 10 minut
w temperaturze 4°C, a RNA ekstrahowano z supernatantu przy uzyciu mini zestawu QIlAamp viral RNA (Qiagen,
Hilden, Niemcy), zgodnie z instrukcja producenta. Dodatkowo ekstrahowano RNA z PBL kurczat przy uzyciu TRI
Reagent™ (Molecular Research Center Inc., Cincinnati, OH, USA), -zgodnie z instrukcja producenta.

W kolejnym etapie 300 nanograméw RNA z kazdej probki poddano odwrotne;j transkrypcji i amplifikowano cDNA
przy uzyciu qScript XLT 1-Step RT-qPCR ToughMix (QuantaBio, Beverly, MA, USA) oraz swoistych starterow i
sond dla genéw segmentu A IBDV-MB-1.

Sekwencje starterow i sond zaprojektowano przy uzyciu oprogramowania do analizy primeréw Oligo (Molecular
Biology Insights, Inc., Colorado Springs, CO, USA) zgodnie z sekwencjami opublikowanymi w GeneBank
(DQ9Y27040.1) oraz Techera i in., 2019.

Wykorzystano nastg¢pujace primery i sondy:

Primer Sekwencja
IBDV_F82 50 -CAAGATCAAACCCAACAGATTG-30
IBDV_R253 50 -CTCTGACCTGAGAGTGTGCTTCTC-30
IBDV _P175 FAM-ACGGAGCCTTCTGATGCCAACAAC-NFQ




Pary starteréw i sondy kalibrowano dla ustalenia optymalnej temperatury reakcji oraz stgzenia cDNA. Poziomy
ekspresji badanych genow okreslono metoda qPCR przy uzyciu termocyklera C1000, a wyniki analizowano przy
uzyciu oprogramowania CFX manager™ firmy Bio-Rad
(http://www.biorad.com/webroot/web/pdf/lsr/literature/100213 37.pdf, dostep 1 czerwca 2023 r., Bio-Rad,
Hercules CA, USA). Ilos¢ czasteczek wirusa okreslano poprzez pordwnanie wartosci Cq z krzywa standardowa
powstata po uzyciu szczepionki MB-1 0 znanym mianie.

2.6. Ustalenie ilosci anty-IBDV IgY w surowicy krwi

Poziomy przeciwciat anty-IBDV IgY ustalano w surowicy przy uzyciu testu ELISA IBD-XR Ab ELISA (IDEXX
Laboratories, Inc., Westbrook, ME, USA), zgodnie z instrukcja producenta.

2.7. Ustalenie poziomu przeciwcial anty-IBDV IgY i IgA w narzqdach wewnetrznych i Zolci

Poziomy przeciwciat anty-IBDV IgY i IgA w narzadach i z6lci oznaczono za pomoca odpowiednio ilosciowego i
jako$ciowego posredniego testu ELISA. Pokrotce, w przypadku obu testow, rekombinowany IBDV-VP2 (Phibro
Animal Health, Izrael) po rozcienczeniu w buforze, naniesiono na ptytki ELISA (Nunc, Thermo Fischer Scientific
Inc., Rockford, IL, USA). Powleczone plytki inkubowano w komorze o kontrolowanym poziomie wilgotnosci w
temperaturze 4°C przez noc, a nastgpnie blokowano inkubacj¢ przy uzyciu 0,5% odttuszczonego mleka (BD, Difco,
Sparks, MD, USA) w PBS. Po intensywnym ptukaniu plytek (roztwoér do ptukania Kirkegaard and Perry
Laboratories, Gaithersburg, MD, USA) dodano rozcienczony supernatant z narzadow, weze$niej odwirowany z
predkoscia 6000x g przez 10 minut w temperaturze pokojowej. Roéwnolegle zastosowano krzywa standardowa dla
oczyszczonych in situ metoda powinowactwa kurzych IgY anty-IBDV-VP2, w celu ilo$ciowego oznaczenia
poziomu IgY. Nastepnie ptytki ponownie umieszczono w komorze o kontrolowanej wilgotnosci w temperaturze
4°C na noc. Detekcje przeprowadzono przy uzyciu swoistych, skoniugowanych z HRP, poliklonalnych przeciwciat
kozich przeciwko kurzym IgY-Fc lub swoistych, poliklonalnych przeciwcial kozich przeciwko kurzym IgA
specyficznym dla tancucha o (Bethyl Laboratories, Montgomery, Teksas, USA), substratu TMB (Kirkegaard and
Perry Laboratories, Gaithersburg, MD, USA) i roztworu 450 nm hamujacego TMB (Abcam, Cambridge, Wielka
Brytania). Gesto$¢ optyczna (absorbancj¢) oznaczono przy 450 nm z uzyciem czytnika mikroptytek Bio Tek (Bio
Tek, Winooski, VT, USA). Poziomy IgY anty-IBDV okre$lono ilosciowo poprzez poréwnanie warto$ci absorbancji
z krzywa standardowa, natomiast poziomy IgA anty-IBDV okreslono jako$ciowo.

2.8. Ustalanie obecnosci kompleksow immunologicznych IgY-IBDV w narzqdach z uzyciem metody ELISA

Pokrotce, ptytki ELISA pokryto 2,5 pg/ml monoklonalnym mysim IgG anty-IBDV-VP2 (Abnova, Taipei City,
Tajwan) rozcienczonym w buforze. Powleczone ptytki inkubowano w temperaturze 4°C przez noc, a nastgpnie
ptukano i blokowano, jak opisano powyzej. Dodano probki narzadow przygotowane jak opisano poprzednio, a
nastepnie ptytki inkubowano przez noc w komorze o kontrolowanej wilgotnosci w temperaturze 4°C. Obecno$é¢
komplekséw immunologicznych IgY-IBDV wykrywano przy uzyciu skoniugowanych z HRP swoistych,
poliklonalnych przeciwciat kozich przeciwko kurzym IgY-FC (Bethyl Laboratories, Montgomery, Teksas, USA).
W celu zbadania swoistosci ptytki inkubowano z rekombinowanym IBDV-VP2 (50 pg/ml) (Phibro Animal Health,
Izrael) lub z probkami ptakoéw nieszczepionych.

2.9. Lokalizacja IBDV-MB-1 w obrebie splenocytow przy uzyciu analizy FACS (sortowania komorek aktywowanych
Sluorescencjq)

Swieze $ledziony pobrane od 9 szczepionych i 9 nieszczepionych kurczat umieszczono w probéwkach
zawierajacych podtoze RPMI 1640 z 25 mM HEPES i L-Glutami¢ (Biological Industries, Kibbutz Beit Haemek,
Izrael). Tkanke rozdrobniono przy uzyciu ptaskiego konca ttoka strzykawki 5 ml oraz metalowego sitka do hodowli
komorkowych. Nastgpnie zawiesina przenoszona byta za pomoca 40 um sita komorkowego Falcon™ (Thermo-
Fisher Scientific, Nowy Jork, USA) do probéwek stozkowych o pojemnosci 50 ml. Zywotno$¢ komoérek oceniono
na ~95% po zabarwieniu 0,5% btgkitem trypanu (Biological Industries, Kibbutz Beit Haemek, Izrael).

Nastepnie pulowano po 3 probki z kazdej grupy, co dato 3 potaczone probki dla kazdej z badanych grup. Pulowanie
przeprowadzono ze wzglgdu na niewielki rozmiar $ledziony pisklat oraz w celu zapewnienia wystarczajacej ilosci
komorek do analizy FACS. Dane uzyskane we wstepnych dos§wiadczeniach sugerowaty, ze pulowanie ilosci 3 prob
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zapewni wystarczajaca ilo$¢ komorek przy minimalnej zmiennosci pomigdzy probami. Splenocyty utrwalano przez
10 minut z uzyciem 1,6% formaldehydu w PBS (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA), a nastgpnie
permeabilizowano przez 15 minut przy uzyciu 0,2% Tween 20 (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) w PBS.
Komorki (1 x 106 komorek/probéwke) barwiono dwukrotnie w celu wykrycia wirusa oraz okreslenia subpopulacji
splenocytow: limfocytow B, niedojrzatych limfoblastow B i makrofagow.

Wykrywanie wirusa MB-1 IBD przeprowadzono przy uzyciu monoklonalnych mysich anty-IBDV-VP2 IgG
(Abnova, Taipei City, Tajwan), skoniugowanych z AF488 z zastosowaniem zestawu do koniugacji przeciwciat
Lynx Rapid Plus DyLight®488 (Bio-Rad, Hercules CA, USA), zgodnie z instrukcja producenta. Subpopulacje
splenocytow okreslono przy uzyciu mysich przeciwciat monoklonalnych sprzgzonych z AF647 rozpoznajacych
kurze: BU-1 dla limfocytow B, IgM dla niedojrzatych limfoblastow B i KUL1 dla makrofagow (SouthernBiotech,
AL, USA). Wstepne doswiadczenia nie wykazaly zadnego wptywu na dyspersj¢ populacji komoérek po procedurach
utrwalania i permeabilizacji. Jako wewngtrzne kontrole negatywne zastosowano kontrole izotypowe AF488 IgG i
AF647 IgG (SouthernBiotech, AL, USA).

W skrocie, do kazdej puli splenocytow w 1% BSA (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) w PBS dodano
skoniugowane z AF488 anty-IBDV-VP2 IgG i skoniugowane AF647 anty-BU-1 lub IgM lub KULI, ktore
inkubowano w 4°C °C przez noc. Komorki nastgpnie doktadnie ptukano i filtrowano, stosujac 40 um nylonowe
sito komorkowe Falcon™ (Thermo-Fisher Scientific, NY, USA), do polistyrenowych probowek FACS Falcon™
(Becton Dickinson, NJ, USA). Proboéwka z kontrola izotypowa stuzyta jako kontrola ujemna. W sumie liczono 10
000 komorek z kazdej puli przy uzyciu analizatora BD Accuri C6 plus Cell Analyzer, rozproszenia przednie, boczne
oraz charakterystyki FL-1 i FL-4.

2.10. Badanie w mikroskopie konfokalnym fluorescencyjnym

Po barwieniu i analizie FACS wykonywano rozmaz komoérek z kazdej puli na dodatnio natadowanych szkietkach
mikroskopowych i barwiono kontrastowo przy uzyciu Fluoroshield™ z DAPI (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO,
USA). Zdjgcia wykonano przy uzyciu mikroskopu $wietlnego konfokalnego SP8 (Leica, Niemcy).

2.11. Analiza statystyczna

Analize¢ statystyczng przeprowadzono przy uzyciu oprogramowania JMP® software (SAS® Institute Inc., Cary
NC, USA). W przypadku danych o rownych wariancjach, analizowano gtéwny efekt przy uzyciu jednokierunkowej
lub dwukierunkowej metody Anova, nastgpnie Tukey HSD dla licznych poréwnan lub Welch—Student dla
porownan w parach. W przypadku danych o nierownych wariancjach, analizowano gtowny efekt przy uzyciu
nieparametrycznego Wilcoxon i zastosowano kazdy test parowany dla licznych porownan.

Analizowano dane FACS przy uzyciu oprogramowania FlowJo (FlowJo, LLC data analysis software, Ashland, OR,
USA) oraz analizy statystycznej przy uzyciu testu Kolmogorov—Smirnov test (K-S test): test nieparametryczny
jednorodnosci dystrybucji prawdopodobienstwa stalego jednowymiarowego, stosowanego w celu porownania
dwoch lub wigeej prob (pule nieszczepione i szczepione).

3. Wyniki

Zrozumienie sposobu dziatania szczepionki MB-1 wymagato na poczatku ustalenia wystgpowania w organizmie
ptaka matczynych przeciwciat IgY anty-IBDV oraz zmiennosci ich poziomu w czasie. Charakterystyke odpowiedzi
przeciwciat anty-IBDV (matczynych i de novo) obserwowano i poréwnywano przez 36 dni zaréwno u
zaszczepionych (MB-1 sc. w 1 DOA) jak i nieszczepionych brojlerow.

Wiyniki przedstawione na Rysunku 1 pokazuja wysokie i podobne zakresy mian MDA IgY anty-IBDV zar6wno w
grupie zaszczepionej (Srednia: 4766 + 1356), jak i nieszczepionej (Srednia: 7743 +2032) w 1-szym dniu zycia. W
obu grupach wystapit potem podobny spadek ilosci IgY, z niewykrywalnym ich poziomem w 18 dniu zycia (436 +
1251 217 + 59 odpowiednio dla grupy zaszczepionej i nie szczepionej). Znaczacy wzrost poziomu przeciwciat
wystapit jedynie w grupie ptakow zaszczepionych w 18-23 dniu po szczepieniu (patrz legenda rysunku), co byto
wynikiem wytwarzania w ich organizmach przeciwcial de novo. Poziomy przeciwcial utrzymywaly si¢ na
relatywnie statym poziomie, az do 36 dnia zycia. Co ciekawe, podczas serokonwersji zaobserwowano wysoki
stopien zmienno$ci poziomoéw przeciwcial pomigdzy poszczegdlnymi kurczg¢tami; u niektorych serokonwersja
widoczna byta wieku 18-23 DOA (4456 + 2423), podczas gdy u innych pomigdzy 23-28 DOA (18 486 + 2423).
Wydaje si¢, ze wigkszos¢ pisklat majaca poczatkowo niski poziom MDA (2302 + 929) przeszta wczesna
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serokonwersje, podczas gdy u pisklat majacych poczatkowo wysoki poziom MDA serokonwersja wystapita nieco
pozniej, z r6zna wysokoscia wynikow; wartos¢ p = 0,0363.

AntiIBDV IgY kinetics
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Rysunek 1. Kinetyka IgY anty-IBDV w i ionych i ni ionych brojlerow kurzych, po szczepieniu szczepionka MB-1 w 1 dniu Zycia
Miana przeciwcial okre§lono przy uzyciu testu IDEXX IBD-XR Ab ELISA Kazdy niebieski punkt reprezentuje pojedynczego ptaka w okreslonym punkcie czasowym
(dni Zycia). W grupie szczepionych ptakow - zielone linie przed: iaja ptaki ze kowo wysokim pozi MDA anty-IBDV, natomiast rézowe i fioletowe linie

przedstawiaja pisklgta ze stosunkowo niskim poziomem MDA anty-IBDV (kazda linia oznacza powtarzane pomiary u tego samego ptaka). Dla kazdego punktu
czasowego niebieskie stupki reprezentuja srednia + SEM z 9 pomiaréw u poszczegdlnych pisklat. Dwukierunkowy model ANOVA w ukladzie powtarzanych pomiarow
zastosowano dla okre$lenia znaczenia roznic pomigdzy $rednimi wartosciami w grupach; grupy lub dni roznymi komt jami liter znaczaco si¢ pomigdzy
sobg roznily (p < 0.05).

W dniach 23-36, ze wzgledu na niejednorodnos$¢ wariancji migdzy grupami w ciagu kilku dni, znaczenie réznic pomigdzy $rednimi warto$ciami grup okreslono za

pomocg testu Welch-t-test (p < 0.05); roznice oznaczano przy uzyciu gwiazdek (*).

Czasy wystepowania przeciwciat IgY anty-IBDV w surowicy, jak opisano powyzej, potwierdzaja nasza hipotezg
dotyczaca przezywalnos$ci wirusa szczepionkowego szczepionki MB-1 nawet w obecnosci neutralizujacych przeciwceiat
matczynych. Obserwacja ta sktania do przyjgcia nastgpujacego sposobu dziatania:

- dziatanie MDA skutecznie zapobiega mozliwosci infekowania gldownego miejsca docelowego — torby Fabrycjusza
przez MB-1,
- zdolno$¢ przezywania MB-1 w obrgbie makrofagow zapewnia ich przetrwanie podczas utrzymywania si¢ ochrony
jaka daja przeciwciata matczyne. Kiedy ochrona przeciwciat matczynych stabnie, wirus szczepionkowy jest w stanie
zakaza¢ niedojrzate limfocyty B. Dla potwierdzenia tego mechanizmu dziatania, obliczali$my i porownywali$my ilo$¢
wirusa MB-1 w torbie Fabrycjusza, grasicy i krwi, przy uzyciu qPCR.

Zgodnie z oczekiwaniami probki od ptakéw nieszczepionych, ze wszystkich badanych narzadéw i we wszystkich
punktach czasowych, wykazaly zerowe miana wirusa (dane nie przedstawione). U immunizowanych ptakéw miana
wirusa we krwi (Rysunek 2A) byty niskie lub zerowe we wszystkich punktach czasowych, a wartosci byly bliskie limitu
wykrywalnoséci. W torbie Fabrycjusza (Rysunek 2B) wirus MB-1 byt wykrywany tylko w 14 i 18 dniu Zycia; poziomy
te, jak pokazano na wykresie, znacznie przekraczaty granicg wykrywalnosci (ilos¢ wirusa u jednego pisklecia w 18
DOA byta szczeg6lnie wysoka). Miana wirusa, zarowno pod wzgledem liczby pisklat, jak i poziomow, rosty od 18 do
32 dnia zycia, kiedy to uzyskaty najwyzsza warto$¢ (patrz rysunek); nastgpnie nastapit niewielki, ale znaczacy spadek
w 36 dniu zycia (znaczenie réznic mi¢dzy punktami czasowymi pokazano na rysunku).

Najwigksza zmienno$¢ osobnicza zaobserwowano pomig¢dzy 23 a 28 dniem zycia. Co ciekawe, wirusa wykrywano w
$ledzionie pojedynczych pisklat juz w 4 dniu ich zycia. Te minimalne miana wirusa utrzymywaty si¢ do 18 dnia (ilo$¢
wirusa u jednego pisklecia w wieku 14 dni i jednego w wieku 18 dni byta szczegolnie wysoka). Nastepnie u wigkszosci
ptakéw obserwowano umiarkowany i znaczacy wzrost mian wirusa, az do osiagnigcia wartosci szczytowej w 32-36
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dniu zycia, przy czym u wszystkich ptakdw obserwowano pozytywna reakcj¢ immunologiczna na szczepienie. Poziomy
wirusa stwierdzane w §ledzionie byty o kilka log nizsze niz te obserwowane w torbie Fabrycjusza.

Podobny schemat ,,dziatania” wirusa obserwowano w grasicy (Rysunek 2D): bardzo niskie, bliskie granicy detekcji
miana obserwowano pomig¢dzy 4 a 18 dniem zycia (z wyjatkiem jednego ptaka w wieku 18 dni). Poczawszy od 23 dnia
ilo§¢ wirusa znacznie rosta u wigkszosci ptakow, a potem utrzymywata si¢ na stabilnym poziomie do 36 dnia zycia;
wysoka zmienno$¢ poziomu mian wystgpowata u ptakow pomigdzy 23 a 36 dniem zycia. W $ledzionie najwyzsze
stwierdzone poziomy wirusa byty o kilka log nizsze, niz te obserwowane w torbie Fabrycjusza.

MB-1viral load kinetics within organs
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Rysunek 2. Kinetyka mian wirusa MB-1 we krwi (A), w torbie Fabrycjusza (B), w $ledzionie (C) i w grasicy (D) u ptakow zaszczepionych MB-1 w 1-szym dniu Zycia; u
brojlerow nieszczepionych miana wirusa bylo takie same i wynosity 0 (dane nie przedstawione). Miana wirusa okre$lano stosujac qPCR i przekltadajac warto$ci Cq przy uzyciu
znanego standardu MB-1 (opisano w sekcji 2. Materiaty i Metody). Kazdy niebieski punkt reprezentuje pojedyncze pisklg w konkretnym punkcie czasowym. Dla kazdego
punktu czasowego i narzadu czerwone punkty i niebieskie stupki przedstawiajg srednig = SEM z 10 indywi h pomiaréw u p 6lnych ptakow (15 pomiarow w 36
dniu zycia). Ze wzgledu na niejednorodno$¢ wariancji pomigdzy dniami, istotno$¢ roznic pomigdzy $rednimi wartosciami dni okre$lono metoda nieparametryczng testem
Wilcoxon; dni roznymi kombinacjami liter p j roznice (p < 0,05). Istotnos¢ roznic pomigdzy grupami w zakresie $rednich wartosci dni okreslono
za pomocg testu Welch-t-test (p < 0.05); réznice oznaczano przy uzyciu gwiazdek (*).

Mozliwe interakcje pomigedzy uktadem immunologicznym gospodarza (przeciwciala) i szczepem szczepionkowym
wirusa (MB-1 IBDV) w sasiedztwie pierwotnego narzadu docelowego (torba Fabrycjusza) moga przyémiewac
dynamike procesu immunizacji. W celu zbadania tej interakcji, przeprowadzono nowoczesne badanie metoda ELISA
w celu zlokalizowania kompleksow immunologicznych IgY-IB(VP2) w ptynie srodmigzszowym torby Fabrycjusza.

Jak pokazuje Rysunek 3 (dolny panel) u kurczat nieszczepionych nie wykryto obecnosci komplekséw
immunologicznych. U pisklat szczepionych (gory panel) juz w 4 dniu ich Zycia wykryto bardzo niski poziom
kompleksow immunologicznych IgY-IBDV, ktore utrzymywaly si¢ na umiarkowanie statym poziomie do 14 dnia, a
nastgpnie od 18 dnia Zycia ich poziom wzrastal w sposob umiarkowany do 32 dnia zycia u wszystkich ptakéw
reagujacych. Z kolei u wszystkich badanych ptakow zaobserwowano dramatyczny spadek poziomu kompleksow
immunologicznych w wieku 36 dni. Podobnie jak w przypadku poprzednich obserwacji, dotyczacych obecnosci IBDV
w torbie Fabrycjusza, wysoka zmiennos¢ pomiedzy poszczegélnymi osobnikami obserwowano pomiedzy 18 a 32
dniem zycia.

23



Dlatego miejscowa obecno$¢ kompleksow immunologicznych w tkance §rédmigzszowej torby Fabrycjusza moze
stanowi¢ przeszkode w przenikaniu wirusa szczepionkowego do limfoblastow B przez wirus szczepionkowy. Podobnie
jak w przypadku obecno$¢ MDA.

IgY-IBDV (VP2) immune complexes kinetics in Bursa
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Rysunek 3. Poziomy komplekséw immunologicznych okreslono za pomocg autorskiej metody ,,sandwich ELISA” (szczegoty w sekcji Materiaty i Metody). Kazdy zielony
punkt reprezentuje pojedyncze piskle w okreslonym punkcie czasowym i konkretnej grupie. Dla kazdego punktu czasowego i grupy czerwone punkty i niebieskie stupki
przedstawiaja $rednig + SEM z 10 pojedynczych pomiarow u zaszczepionych pisklat i u 3 pisklat nieszczepionych (15 pomiarow dla ionych i 6 dla ni ionych,
w 36 dniu Zycia). Ze wzgledu na niejednorodno$¢ wariancji pomigdzy pi Olnymi dniami, ie roznic pomigdzy $rednimi warto$ciami dni okreslono za pomoca
nieparametrycznego testu Wilcoxon dla kazdej pary; dni oznaczone réznymi kombinacjami liter réznig sig istotnie (p < 0,05). Istotno$¢ roznic pomigdzy $rednimi wartosciami
grup w ciggu dni okreslono za pomocg testu Welch-t-test (p < 0.05); roéznice oznaczano przy uzyciu gwiazdek (*).

Migracja wirusa szczepionkowego MB-1 i jego lokalizacja w $ledzionie, a nie w torbie Fabrycjusza w pierwszych 14
dniach zycia (Rys. 2C), sklonita firme¢ do zbadania, czy w torbie Fabrycjusza i $ledzionie nieszczepionych pisklat
wystepowaty rézne poziomy przeciwcial matczynych (MDA). Poziomy przeciwcial anty-IBDV IgY i IgA ustalano
przy uzyciu testu ELISA.

Poziom przeciwciat IgA anty-IBDV (Rysunek 4A) byl znacznie wyzszy w torbie Fabrycjusza niz w §ledzionie we
wszystkich badanych grupach wiekowych (4 DOA — 14 DOA) - éredni poziom w czterech punktach czasowych w
torbie Fabrycjusza porownywano ze $ledziona. Obecno$¢ IgY anty-IBDV (Rys. 4B) obserwowano zard6wno w
$ledzionie, jak i w torbie Fabrycjusza (4 dzief zycia). IgY anty-IBDV utrzymywaty si¢ dtuzej w torbie Fabrycjusza niz
w §ledzionie (porownano poziomy w 8 i 11 dniu Zycia; niewielka ilos¢ w 11 dniu). Do 14 dniu poziom przeciwciat IgY
anty-IBDV spadat do tego samego poziomu w obu narzadach.
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Maternal anti IBDV-VP2 IgA levels in bursa Vs spleen Maternal anti IBDV-VP2 IgY levels in bursa Vs spleen
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Rysunek 4. Pordwnanie pozioméw MDA anty-IBDV IgA (A) i IgY (B) w torbie Fabrycjusza i w ptynie $rodmiazszowym §ledziony u nieszczepionych pisklat przez 14 dni po
wykluciu. Poziomy IgY i IgA okreslono za pomoca posredniego testu ELICA (metoda ilosciowo/jakosciowa), opracowanego w naszej Firmie w celu rozpoznania biatka VP2
wirusa IBDV (szczegoly w sekeji Materiaty i Metody). Kazdy niebieski punkt reprezentuje pojedyncze pisklg w okreslonym punkcie czasowym i narzadzie. Dla kazdego
punktu czasowego i narzadu czerwone punkty i niebieskie stupki przedstawiaja rednig = SEM z 6 pomiaréw pojedynczych pisklat. Zaréwno w przypadku IgY, jak i IgA anty-
IBDV zastosowano jednokierunkowy model ANOVA w celu okre$lenia istotnosci roznic migdzy $rednimi warto$ciami dni w tym samym narzadzie; dni oznaczone roznymi
kombinacjami liter roznig si¢ istotnie wedtug testu Tukey HSD (p < 0,05). Ze wzgledu na heterogeniczno$¢ wariancji pomigdzy narzadami w obrebie dni, znaczenie roznic
pomigdzy §rednimi wartosciami dla narzadow ustalano w tescie Welch-t-test (p < 0.05); réznice oznaczano przy uzyciu gwiazdek (*).

Poniewaz powyzsze obserwacje sugerowaty, ze w okresie utrzymywania si¢ protekcyjnych poziomow MDA w
organizmie ptaka, to §ledziona jest glownym narzadem lokalizacji wirusa szczepionkowego MB-1, kolejnym etapem
naszych badan byta charakterystyka populacji splenocytéw zakazonych przez wirus. W tym celu przeprowadzono
FACS i mikroskopi¢ konfokalng na szesciu jednokomorkowych pulach zawiesin przygotowanych ze S$ledzion
dziewieciu szczepionych i dziewigciu nieszczepionych pisklat. Sledziony zebrano w 4 dniu zycia (3 dni po szczepieniu
MB-1). Komoérki barwiono w sposob opisany w sekcji Metody, a kazda pulg badano za pomoca konfokalnej
mikroskopii fluorescencyjne;j.

Podwdjne barwienie kontrolg izotypowo ujemna (Rys. 5, panel A) wykazuje pojedyncza populacje splenocytow
zlokalizowang niemal wylacznie w czwartej ¢wiartce diagramu FACS (95,3+/—1,4%). W zwiazku z tym w komorkach
widoczne sa jedynie komorki wybarwione jadrem DAPI w parowanym mikrowykresie (Rysunek 5, panel B). Zgodnie
z oczekiwaniami w pulach ptakow nieszczepionych nie wykryto zadnego sygnatu wirusa.

Podwdjne barwienie probek od szczepionych ptakow markerem IBDV i markerem makrofagow KUL-1 (Rys. 5, panel
C) ujawnito, ze 57,02 + 3,14% makrofagéw bylo IBDV-dodatnich (Q2/Q2 + Q3), podczas gdy 43 + 0,8 % komorek
zakazonych IBDV stanowity makrofagi (Q2/Q2 + Q1). Podwojne barwienie probek ptakéw szczepionych z markerem
IBDV i markerem limfocytow B BU-1 (Rys. 5, panel E) ujawnito, ze 48,9 + 6,94% limfocytow B byto IBDV-dodatnich,
podczas gdy 62,3 + 2,5% komorek zakazonych IBDV to limfocyty B. Co ciekawe, podwdjne barwienie probek
szczepionych ptakow oznaczonych markerem IBDV i markerem niedojrzatych limfocytow B IgM (Rys. 5, panel G),
ujawnito podobny odsetek niedojrzatych limfocytow B (w poréwnaniu z dojrzalymi komorkami B) w stosunku do
catkowitej liczby komorek zakazonych IBDV (49,3 +2,9%), co sugeruje, ze okoto 85% zakazonych limfocytow B byto
niedojrzatych.
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Na wszystkich obrazach mikroskopowych wykonanych z podwdjnie barwionych probek ptakoéw szczepionych MB-1
(Rys. 5: panel D — makrofagi, Rys. 5: panel F — limfocyty B i panel H — niedojrzate limfoblasty B) widoczne sa cztery
populacje komorek: podwojnie ujemne komorki (barwione wylacznie DAPI), IBDV-dodatnie i ujemne komorki z
markerem komorkowym (barwienie niebieskie i zielone), IBDV-ujemne i dodatnie komoérki z markerem komoérkowym
(barwienie niebieskie i czerwone) oraz podwdjnie dodatnie (IBDV-dodatnie i dodatnie dla markera komorkowego z
barwieniem niebieskim, czerwonym i zielonym). Co wigcej, metoda ,,z-stacking” wykazata, ze markery komorkowe
ograniczaja si¢ do bton komorkowych, zag marker IBDV wystepuje gtownie w cytoplazmie komorek.
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Rysunek 5. Lokalizacja wirusa szczepionkowego MB-1 w splenocytach w 4 dniu zycia. Pule pojedynczych zawiesin komorek splenocytow sporzadzono ze $ledzion dziewigciu
nieszczepionych i dziewigciu szczepionych szczepionka MB-1 w 1 dniu zycia kurczat, pobranych w 4 dniu Zycia (kazda pula sktada si¢ z 3 pojedynczych $ledzion z danej
grupy). Kazda pule poddano podwojnemu barwieniu przy uzyciu mysich przeciwcial monoklonalnych anty-IBDV-VP2 AF488 i przeciwcial AF747 przeciwko markerowi
komorkowemu dla makrofagow (C) lub limfocytéw B (E) lub niedojrzatych limfoblastow B (G) i analizowano 10 000 komorek/pulg. Bramkowanie przeprowadzono przy
uzyciu kontroli ujemnej dla izotypu (A). Srednia = SEM prezentowana w kazdej ¢wiartce w wykresach FACS skladata si¢ z 3 puli (30 000 komorek). Po analizie FACS,
splenocyty z kazdej puli (przedstawiono tylko pule z ptakow szczepionych) badano dalej z uzyciem mikroskopu konfokalnego z fluorescencja. Panel B — izotypowa kontrola
ujemna, wskazuje, ze komorki zostaly specyficznie znakowane bez falszywie dodatniego tta. Widoczne sg cztery mozliwe populacje komorek: komorki podwojnie ujemne
wybarwione jedynie bigkitem jadra (DAPI), komorki IBDV-dodatnie i ujemne dla markera komorkowego — wybarwione na niebiesko i zielono (zielona strzatka), komorki
IBDV-ujemne i IBDV- dodatnie dla markera komorkowego wybarwione na niebiesko i czerwono (czerwona strzatka) oraz podwojnie dodatnie (dodatni IBDV i dodatni marker
komorkowy) wybarwione na niebiesko, czerwono i zielono (biala strzatka).

Na koniec, aby zbada¢, czy szczepionka MB-1 wywotuje rowniez odporno$¢ miejscowa z bton §luzowych,
mierzyliSmy poziom przeciwciat IgA anty-IBDV w zolci od 18-go do 36-go dnia zycia. Poziomy IgA anty-IBDV,
przedstawiony na Rys. 6, byly bardzo niskie i stabilne u ptakéw wczedniej nieszczepionych, podczas gdy u pisklat
szczepionych poziomy te byly, nie tylko dodatnie w 18 dniu zycia (3 piskleta, ktore zareagowaty), ale wzrastaty do 36
dnia zycia, czyli wieku, w ktorym wszystkie badane piskleta uwalniaty juz przeciwciata IgA anty-IBDV do zofci.
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Rysunek 6. Kinetyka poziomow przeciwcial IgA anty-IBDV w zolci u pisklat nieszczepionych i szczepionych w okresie 18-36 dni po wykluciu. Poziomy IgA okre$lono przy
uzyciu posredniego, jako$ciowego testu ELISA w celu rozpoznania VP2 IBDV (szczegoly w sekeji 2). Kazdy niebieski punkt reprezentuje pojedyncze piskle w okreslonym
punkcie czasowym i poszezegolnej grupie. Dla kazdego punktu czasowego i grupy czerwone punkty i niebieskie stupki reprezentuja $rednia + 10 indywidualnych pomiarow
u pisklat szczepionych i 3 pisklat nieszczepionych (15 pomiaréw w 36 dniu Zycia dla szczepionych i 6 dla nieszczepionych). Do okreslenia istotnosci roznic pomigdzy Srednimi
wartosciami dni w tej samej grupie zastosowano jednokierunkowy model ANOVA; dni oznaczone réznymi kombinacjami liter roznig si¢ istotnie wedhug testu Tukey HSD (p
<0,05). Ze wzgledu na nicjednorodno$¢ wariancji pomigdzy grupami w obrgbie dni, istotno$¢ roznic pomigdzy $rednimi warto$ciami grup okreslono za pomoca testu Welch-
t-test (p < 0.05); réznice oznaczano przy uzyciu gwiazdek (¥).

4. Dyskusja
Wytworzenie przeciwciat de novo zwykle jest wynikiem skutecznego szczepienia. Szczepionka MB-1 rézni
si¢ od innych zywych szczepionek IBDV, poniewaz wykazuje dwie intrygujace cechy:
1. przebieg serokonwersji w czasie zalezy od indywidualnych pozioméw przeciwcial matczynych (MDA
anty-IBDV)
2. wirus szczepionkowy jest zdolny do przezycia pomimo ochrony przeciwcial matczynych, wywotujac
opdzniong replikacj¢ po indywidualnej immunizacji.

Nasze obserwacje, w ktorych piskleta, z poczatkowo niskim poziomem MDA, przeszly wczesna serokonwersje, podczas
gdy te z poczatkowo wysokim MDA przechodzity serokonwersj¢ pozniej, sa zgodne z wezesniejszymi badaniami [11].
Jednak zdolno§¢ wirusa do przetrwania pomimo ochrony matczynej oraz dalszego wywolywania odpowiedzi
przeciwciat de novo i ochrony immunologicznej przeciwko IBDV tylko czg$ciowo wyjasni¢ mozna poziomem MDA,
gdyz ptaki z wysokim poziomem przeciwcial matczynych rowniez ostatecznie wytwarzaty skuteczng odpowiedz
immunologiczng [10-12]. Ze wzgledu na fakt, ze pierwotna odpowiedz immunologiczna wymaga proliferacji i
roznicowania komorek, a serokonwersja zachodzi migdzy 14 a 23 dniem Zycia, autorzy, aby zglebi¢ proces immunizacji
MB-1, skupili si¢ na badaniu narzadow docelowych dla wirusa przez pierwsze trzy tygodnie zycia brojlerow po
wykluciu.
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Poniewaz torba Fabrycjusza jest uwazana za gtowny narzad docelowy dla IBDV [2,3,22], autorzy zdecydowali si¢
oceni¢ kinetyke replikacji w torbie Fabrycjusza i innych narzadach za pomoca metody qPCR, podobnie jak w
poprzednich badaniach [9,11,23, 24]. Co zaskakujace MB-1 wykrywano w torbie Fabrycjusza u niektérych ptakow juz
w 14 dniu ich zycia. Duza zmiennos¢ ilo$ci wirusa, obserwowana pomiedzy 18 a 28 dniem Zzycia, mozna wyjasni¢
gloéwnie zréznicowanymi poziomami MDA anty-IBDV u kurczat, a pézniej (~24 dzien) pojawianiem si¢ przeciwciat
de novo. Wzrost mian wirusa obserwowany w 18 dniu wskazuje, ze wirus szczepionkowy przezyt rezydujac w réznych
organach, nie tylko w torbie Fabrycjusza. Wraz ze spadkiem poziomu MDA, z powrotem przechodzit do TF. W koncu
spadek miana wirusa w 36 dniu moze sugerowac neutralizacj¢ de novo.

Poniewaz wirus IBDV znany jest z wysokiego tropizmu do niedojrzatych limfoblastow B (sIgM+) i zdolnosci do
przebywania wewnatrz makrofagow [1,2,5,7,25], kinetyk¢ mian wirusa badano przez 36 dni po szczepieniu w
pierwotnych i wtérnych narzadach docelowych dla IBDV, tj. torbie Fabrycjusza, krwi, grasicy i §ledzionie [2, 8,26].

Kinetyka mian wirusa w grasicy roznita si¢ od kinetyki mian wirusa w torbie Fabrycjusza: wirus szczepionkowy po raz
pierwszy wykryto w grasicy w 23 dniu zycia (~9 dni p6zniej niz w torbie Fabrycjusza) i obserwowano stosunkowo
niskie miana wirusa. Ponadto we krwi wirusa nie wykryto wcale. Mozna wyjasni¢ te wyniki faktem, ze fizjologicznie
ilos¢ niedojrzatych limfoblastow B (3% limfocytow) w grasicy [27] jest bardzo niska, a jeszcze nizsza we krwi
obwodowej [28].

Co ciekawe, wirus MB-1 wykrywano w $ledzionie juz 4 dnia po szczepieniu, potem jego poziom delikatnie wzrastat do
23 dnia zycia i osiagat znaczacy poziom pomiedzy 32 a 36 dniem zycia. Obserwacja ta moze sugerowac, ze $ledziona
jest ,alternatywnym” narzadem docelowym w okresie, w ktorym wystepuje silna odporno$¢ matczyna.

Poniewaz interakcja pomiedzy gospodarzem-patogenem w obregbie pierwotnego narzadu docelowego moze znacznie
przyczyni¢ si¢ do lepszego zrozumienia dynamiki immunizacji [2,7,29-31], za pomoca testu ELISA okreslano ilo$ci
kompleksow immunologicznych IBDV-IgY w plynie $§rodmiazszowym torby Fabrycjusza. Do 14 dnia zycia
obserwowano bardzo malg ilo$¢ komplekséw, natomiast ich poziom wzrastal pomigdzy 18 a 36 dniem zycia.
Obserwacje te korelowaly z kinetyka mian wirusa w $ledzionie i torbie Fabrycjusza. Mozna przypuszczaé, ze miano
wirusa w $ledzionie w ciagu pierwszych 14 dni byto zbyt niskie, aby zakaza¢ komoérki torby Fabrycjusza. Dodatkowo
byl on neutralizowany przez przeciwciata matczyne (MDA). Kiedy poziom MDA sig obnizyt wirus MB-1 mogt zakazaé
i replikowa¢ w komorkach torby Fabrycjusza, generujac wysokie miano wirusa i zwigkszajac ilos¢ komplekséw IBDV-
IgY. Ostatecznie gwattowny spadek ilosci kompleksow immunologicznych w 36 dniu Zycia, wraz z obnizeniem si¢
miana wirusa w $ledzionie i torbie Fabrycjusza, przypisuje si¢ odpowiedzi immunologicznej przeciwciat de novo, ktora
eliminuje wirus. Co ciekawe, kompleksy immunologiczne nie wystgpowaly we krwi od 4 do 14 dnia (dane nie
przedstawione).

Skuteczno$¢ ochronna przeciwcial matczynych jest istotnym czynnikiem wplywajacym na zdolno$¢ wirusa do
infekowania narzadow. Co wigcej, wysoki poziom przeciwciat IgA i IgY anty-IBDV w torbie Fabrycjusza, $wiadczy o
wyzszym poziomie ochrony matczynej w torbie niz w $ledzionie. Mozna to ttumaczy¢ faktem, ze torba Fabrycjusza jest
narzadem wywodzacym si¢ z blony $§luzowej, a co za tym idzie jest dodatkowo chroniona przez mechanizmy odpornosci
lokalnej - bton $luzowych [32,33]. Dodatkowo torba posiada anatomiczne polaczenie w przewodem pokarmowym
poprzez przewod torby — zapewnia on dostep do niewchtonigtych i nienaruszonych matczynych IgY pochodzacych z
woreczka zottkowego i dostarcza je z przewodu pokarmowego, aby umozliwi¢ neutralizacj¢ patogenow [34,35].
Wezesniejsze badania wykazujace, ze MDA moga zneutralizowac kazda szczepionke¢ IBDV podang doustnie przed 10—
17 dniem zycia, potwierdzaja obecne obserwacje dotyczace ochrony matczynej i neutralizacji patogenéw w przewodzie
pokarmowym [10,11].

Wezesniejsze badania wykazujace, ze MDA moga zneutralizowac kazda szczepionke anty-IBDV podana doustnie przed
10-17 dniem zycia, potwierdzaja obecne obserwacje dotyczace ochrony matczynej i neutralizacji patogenow w
przewodzie pokarmowym [10,11].

Ustalenie $ledziony jako gtownego miejsca alternatywnego dla wirusa szczepionkowego MB-1 w ciagu pierwszych
dwoch tygodni po wylegu doprowadzila nas do dokonania charakterystyki roéznych subpopulacji zakazonych
splenocytow.

Jako ostateczny punkt czasowy wybrano czwarty dzien zycia (3 dni po szczepieniu MB-1), poniewaz reprezentowat on
najwczesniejszy punkt czasowy, kiedy przy najwyzszych poziomach MDA wirus byl wykrywalny w $ledzionie.
Cytometria przeptywowa wsparta mikroskopia konfokalna wykazata, ze populacja komorkowa zakazona MB-1 to
zasadniczo makrofagi. Wyzszy ich odsetek byt IBDV-dodatni (~60%) (przy wzmozonym sygnale fluorescencyjnym z
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komorki). W mniejszym stopniu zakazeniu ulegaty limfoblasty B. Biorgc pod uwage zdolno$¢ wirusa do przetrwania i
replikacji w makrofagach [5,8], obserwacja ta jest wiarygodna. U ptakow, $ledziona jako analog weztow chtonnych u
ssakow, stanowi podzielne mikro-§rodowisko, w ktérym roénie prawdopodobienstwo interakcji antygen-makrofag i
limfocyt (przetwarzanie i prezentacja antygenu), w celu zapoczatkowania nabytej odpowiedzi immunologicznej.
Sledziona jest takze glownym organem zasiedlanym przez makrofagi po fagocytozie [36-39]. Wyniki badan sugeruja,
ze makrofagi IBDV-dodatnie w $ledzionie pochodza z tkanek skory: po podaniu szczepionki w formie iniekcji
makrofagi wychwytuja wirus szczepionkowy i migruja do $ledziony. Zdolno$¢ wirusa MB-1 do przetrwania w
makrofagach jest kluczowa koncepcja sposobu dziatania szczepionki, zapewniajaca zZywotno$¢ wirusa nawet przy
skutecznej odporno$ci matczyne;j.

Reasumujac, kluczowa wydaje si¢ zdolnosé szczepionki MB-1 do wzbudzenia zaréwno mechanizméw odpornosci
lokalnej (z bton $luzowych) jak i swoistej (humoralnej). Odpornosé¢ lokalna z bton §luzowych (IgA) stanowi pierwsza
lini¢ obrony - unikania infekcji, natomiast odporno$¢ humoralna (neutralizujace IgY) stanowi druga - ograniczajac czas
infekeji i poprawiajac rokowanie [1,3,13].

5. Whnioski

To badanie doprowadzito do zaproponowania jasnego sposobu dzialania immunizacji MB-1: po iniekcji, wirus
szczepionkowy MB-1 niesiony przez makrofagi bytujace w skorze, migruje droga krwi do $ledziony, w ktorej
makrofagach znajduje przyjazne $rodowisko do przezycia w czasie, gdy poziom MDA jest wysoki. Fizjologiczny
spadek poziomu przeciwcial matczynych pozwala wirusowi szczepionkowemu si¢ rozprzestrzenia¢ do narzadow
docelowych i replikowa¢ w nich. W koncu produkeja de novo przeciwciat IgY anty-IBDV zapewnia petna ochrong
ptaka i moze rozpoczaé si¢ eliminacja wirusa z organizmu. Taki sposob dziatania wyjasnia zdolno$¢ wirusa
szczepionkowego MB-1 do przezywania u kurczat ze sprawng odpornoscia matczyna i odpowiedniego replikowania w
organizmie, umozliwiajac wezesna, skuteczng i trwala immunizacj¢ przeciwko chorobie Gumboro.

Wklad autorow: Conceptualization, Y.W., V.L., A.F. (Avner Finger) i AF (Aharon Friedman); metodologia, Y.W.,
V.L., AF. (Avner Finger) i A.F. (Aharon Friedman); walidacja, Y.W., V.L., A.F. (Avner Finger) i A.F. (Aharon
Friedman); analiza formalna, Y.W. i V.L.; badania, Y.W., V.L., AA i ST; érodki, Y.W., V.L., A.A. i ST; weryfikacja
danych, Y.W., V.L., AF (Avner Finger) i AF (Aharon Friedman); napisanie, przygotowanie oryginalnego projektu,
Y.W., V.L. i AF. (Avner Finger); napisanie, recenzja i redagowanie, Y.W., V.L., A.F. (Avner Finger) i AF (Aharon
Friedman); wizualizacja, Y.W. i V.L.; administracja projektu, A.F. (Avner Finger). Wszyscy autorzy przeczytali i
zgodzili si¢ na opublikowang wersje artykutu.

Finansowanie Autorzy nie otrzymali zewngtrznych $rodkow na przeprowadzenie tego badania.
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(nr zatwierdzenia IL-20-6-226).
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Oswiadczenie o Dostepno$ci Danych: Nie dotyczy.
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IAZWA PRODUKTU LECZNICZEGO WETERYNARYJNEGO
hivax BD-1
KEAD JAKOSCIOWY 1 ILOSCIOWY
ubstancja czynna: Zywy, atenuowany, posredni szczep M.B. wirusa zakaznego zapalenia torby Fabrycjusza
takéw 10%° do 10%° EIDso *
ubstancje pomocnicze: Liofilizat: Laktoza jednowodna, Glutaminian sodu, Odttuszczone mleko
ozpuszczalnik: Sodu chlorek, Potasu chlorek, Uwodniony chlorek wapnia, Mleczan sodu, Woda do wstrzykiwan
EID so dawka zakazna dla 50% jaj
OSTAC FARMACEUTYCZNA
ezbarwny Liofilizat i rozpuszczalnik do sporzadzania zawiesiny do wstrzykiwan dla kur
ozpuszczalnik i roztwér po odtworzeniu: bezbarwny
'OCELOWE GATUNKI ZWIERZAT
ura (brojler, nioska, ptaki stad zarodowych lub hodowlanych)
JSKAZANIA LECZNICZE DLA POSZCZEGOLNYCH DOCELOWYCH GATUNKOW ZWIERZAT
zczepionka jest wskazana do czynnego uodparniania kurczat, u ktérych poziom przeciwciat matczynych jest
1yzszy niz 2500 jednostek ELISA, w celu zmniejszenia $miertelnosci i nasilenia zmian chorobowych zwigzanych
zakazeniem wirusem IBD
aktadany poczatek odpornosci nastepuje w 21. dniu zycia, w zaleznos$ci od poczatkowego poziomu przeciwciat
1atczynych (odpornosc jest uzalezniona od naturalnego spadku poziomu przeciwciat matczynych i zwigzanego
nim stopnia uwalniania wirusa szczepionkowego). Czas trwania odpornosci: 42 dni.
RZECIWSKAZANIA
rak
PECJALNE OSTRZEZANIA DLA KAZDEGO Z DOCELOWYCH GATUNKOW ZWIARZAT
arodki kurze w 18. dniu inkubacji:
riekcja metodg in-ovo musi by¢ wykonana sprzetem przeznaczonym do wykonywania tego typu szczepienia.
rzadzenia wykorzystywane do rozpuszczania szczepionki, jak i do szczepienia powinny by¢ sterylne i wolne od
ikichkolwiek pozostatosci chemicznych srodkéw dezynfekcyjnych.
przet powinien zapewniac bezpieczne i skuteczne podanie jednej dawki szczepionki (0,05-0,1 ml)
ezposrednio do owodni lub zarodka.
rzed kazda iniekcjg in-ovo technike szczepienia nalezy sprawdzi¢ przez zastosowanie zabarwionego roztworu.
alezy scisle przestrzegac zalecen producenta sprzetu wykorzystywanego do szczepienia. Do czyszczenia
orzetu nalezy stosowac wytgcznie srodki zatwierdzone przez wytworce. Zaleca sie stosowanie igiet o
astepujacych parametrach: 0,4 — 0,8 mm srednicy, 25-28 mm dtugosci oraz 3,5 — 5 bar (50 psi — 72 psi).
iskleta jednodniowe

o podskornego podania szczepionki mozna wykorzystywacé strzykawki automatyczne. Urzadzenia
rykorzystywane do rozpuszczania szczepionki, jak i do szczepienia powinny by¢ sterylne i wolne od
ikichkolwiek pozostatosci chemicznych srodkéw dezynfekcyjnych.
przet powinien zapewniac bezpieczne i skuteczne podanie jednej dawki szczepionki (0,1 — 0,2 ml). Nalezy
sile przestrzegac zalecen producenta sprzetu wykorzystywanego do szczepienia.
zczepionke nalezy podawac pod skére na karku jednodniowych kurczat brojleréw. Pobieranie préobek do
adania poziomu przeciwciat matczynych, jak rdwniez program szczepien nalezy zawsze skonsultowac z
:karzem weterynarii.
PECJALNE SRODKI OSTROZNOSCI DOTYCZACE STOSOWANIA U ZWIERZAT

ptakow nieposiadajgcych przeciwciat matczynych podanie szczepionki moze spowodowac znaczng
nmunosupresje i uszkodzenie torby Fabrycjusza. Dlatego nie zaleca sie szczepienia 18-dniowych zalezonych jaj
raz pisklat, pochodzacych ze stad z mianami przeciwciat matczynych (u 1-dniowych pisklat) nizszymi niz 2 500
est IDEXX-ELISA).
aleca sie przeprowadzenie wstepnego badania w celu ustalenia poziomoéw przeciwciat matczynych u pisklat:
alezy pobrac¢ prébki od 20 jednodniowych pisklat pochodzacych z tego samego stada hodowlanego w celu
kreslenia ich statusu serologicznego w kierunku wirusa IBD. Wyniki badania probek wskaza czy poziom
rzeciwciat matczynych moze osiggnac u pisklat pochodzacych z badanego stada oczekiwang wartosé
rzynajmniej 2 500 jednostek ELISA w kolejnych 4 tygodniach. W zaleznosci od uzyskanych wynikdéw i
czekiwan, badanie to moze by¢ powtarzane w réznych momentach okresu niesnosci.

uwagi na fakt, ze szczepionke podaje sie podskornie u jednodniowych pisklat lub metodg in-ovo w przypadku
8-dniowych zalezonych jaj, nalezy zachowac szczegdlng ostroznosé w celu unikniecia zanieczyszczenia
zczepionki lub wykorzystywanego sprzetu w trakcie szczepienia.
/irus moze sie rozprzestrzenia¢ na ptaki nieszczepione przez kontakt.
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by zapobiec rozprzestrzenianiu sie wirusa, po szczepieniu nalezy odkazi¢ zaréwno sprzet stosowany do
zczepienia, jak i pomieszczenia wylegarni.

iskleta pochodzace z zaszczepionych jaj nie powinny by¢ taczone z piskletami pochodzacymi z jaj
iezaszczepionych. Analogicznie, nie nalezy taczy¢ zaszczepionych jednodniowych pisklat z piskletami
ieszczepionymi.

PECJALNE SRODKI OSTROZNOSCI DLA OSOB PODAJACYCH PRODUKT LECZNICZY WETERYNARYJNY
WIETRZETOM

V razie przypadkowej samoiniekcji tym produktem leczniczym weterynaryjnym, nalezy natychmiast zasiegna¢
orady lekarskiej (nawet jesli wstrzyknieta zostata niewielka ilo$¢ produktu).

o zakonczeniu pracy z produktem leczniczym weterynaryjnym nalezy umyc¢ i zdezynfekowac rece
atwierdzonym srodkiem do dezynfekcji.

'ZIALANIA NIEPORZADANE ( CZESTOTLIWO§C 1 STOPIEN NASILENIA)

padek ilosci limfocytéw w torbie Fabrycjusza jest bardzo czesty, osiggajgc maksymalne wartosci w 28 dniu po
zczepieniu metodq ,,in ovo” i w 21 dniu po podaniu podskérnym. Po tym okresie dochodzi do ponownego
amnozenia limfocytdw i regeneracji torby Fabrycjusza. Przejsciowy spadek ilosci limfocytéw nie powodowat
ziatania immunosupresyjnego.

zestotliwos¢ wystepowania dziatan niepozadanych przedstawia sie zgodnie z ponizszg reguta:

bardzo czesto (wiecej niz 1 na 10 leczonych zwierzat wykazujacych dziatanie(a) niepozadane)

czesto (wiecej niz 1, ale mniej niz 10 na 100 leczonych zwierzat)

niezbyt czesto (wiecej niz 1, ale mniej niz 10 na 1000 leczonych zwierzat)

rzadko (wiecej niz 1, ale mniej niz 10 na 10000 leczonych zwierzat)

bardzo rzadko (mniej niz 1 na 10000 leczonych zwierzat, wiaczajac pojedyncze raporty).

)KRES (-Y) KARENCJI

ero dni.

PECJALNE SRODKI OSTROZNOSCI DOTYCZACE USUWANIA NIEUZYTEGO PRODUKTU LECZNICZEGO
VETERYNARYJNEGO LUB POCHADZACYCH Z NIEGO ODPADOW.

liewykorzystany produkt leczniczy weterynaryjny lub jego odpady nalezy usung¢ w sposéb zgodny z
bowigzujacymi przepisami.

IAZWA | ADRES PODMIOTU ODPOWIEDZIALNEGO

hibro Animal Health (Poland) Sp. z 0.0.

|. Towarowa 28

0-839 Warszawa, Polska

IUMER(-Y) POZWOLENIA NA DOPUSZCZENIE DO OBROTU

962/20

EK WYDAWANY Z PRZEPISU LEAKARZA- Rp.

JATA WYDANIA PIERWSZEGO POZWOLENIA NA DOPUSZCZENIE DO OBROTU / DATA PRZEDLUZENIA
OZWOLENIA

1ata wydania pierwszego pozwolenia na dopuszczenie do obrotu: 16.03.2020.
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IAZWA PRODUKTU LECZNICZEGO WETERYNARYJNEGO
ABIC M.B. tabletki musujace dla kur

KLAD JAKOSCIOWY 1 ILOSCIOWY
dawka szczepionki zawiera: szczep M.B. wirusa zakaznego zapalenia torby Fabrycjusza ptakéw - nie
niej niz 102° EIDso.

ktad jakosciowy substancji pomocniczych
odu dwuweglan, Kwas cytrynowy bezwodny, Poliwidon, Magnezu stearynian

OSTAC FARMACEUTYCZNA
abletka musujaca.

'OCELOWE GATUNKI ZWIERZAT

ura

ISKAZANIA LECZNICZE DLA POSZCZEGOLNYCH DOCELOWYCH GATUNKOW ZWIERZAT

zynne uodparnianie kurczat przeciw zakaznemu zapaleniu torby Fabrycjusza ptakow na terenach,
dzie przewaza wirulentna postaé choroby, a kurczeta mogg posiadac wysoki poziom przeciwciat
atczynych.

etna odpornos¢ wyksztatca sie 2 tygodnie po szczepieniu
RZECIWSKAZANIA
lie nalezy stosowaé pozniej niz 3 tygodnie przed ubojem

PECJALNE OSTRZEZANIA DLA KAZDEGO Z DOCELOWYCH GATUNKOW ZWIARZAT
zczepic¢ nalezy wytacznie ptaki zdrowe, nie narazone na czynniki stresowe, jak nadmierne sttoczenie,
rzegrzanie, zimno lub nieodpowiednie zywienie.

lalezy zwréci¢ szczegdlng uwage na stosowanie odpowiednich dawek preparatu - z uwagi na brak
zkodliwego dziatania szczepionki, podanie zbyt matej dawki jest bardziej niebezpieczne w skutkach niz
:kkie przedawkowanie.

uwagi na niestabilnos$¢ zywych szczepionek, nalezy unika¢ ekspozycji na $wiatto stoneczne, wysoka
amperature, detergenty oraz srodki dezynfekcyjne.

lie uzywac tabletek z uszkodzonych czesci blistra.
lie podgrzewac wody zawierajacej szczepionke.

PECJALNE SRODKI OSTROZNOSCI DLA 0SOB PODAJACYCH PRODUKT LECZNICZY WETERYNARYJNY
WIETRZETOM
rak.

ZIALANIA NIEPORZADANE ( CZESTOTLIWOSC | STOPIEN NASILENIA)
lie obserwowano.

IKRES (-Y) KARENCJI

ero dni.

PECJALNE SRODKI OSTROZNOSCI DOTYCZACE USUWANIA NIEUZYTEGO PRODUKTU LECZNICZEGO
JETERYNARYJNEGO LUB POCHADZACYCH Z NIEGO ODPADOW.

liewykorzystany produkt leczniczy weterynaryjny lub jego odpady nalezy unieszkodliwi¢ w sposéb
godny z obowiazujacymi przepisami.
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NAZWA | ADRES PODMIOTU ODPOWIEDZIALNEGO

Phibro Animal Health (Poland) Sp. z 0.0.

ul. Towarowa 28

00-839 Warszawa, Polska

NUMER(-Y) POZWOLENIA NA DOPUSZCZENIE DO OBROTU
1701/06

LEK WYDAWANY Z PRZEPISU LEAKARZA- Rp.

DATA WYDANIA PIERWSZEGO POZWOLENIA NA DOPUSZCZENIE DO OBROTU / DATA PRZEDtUZENIA
POZWOLENIA

24.10.2006 / 19.10.2011
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