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Uvod
Marekova bolest (MB) je neoplastična, limfoproliferativna i neuropatska bolest domaće kokoši, a u manjoj purana i prepelica (BIĐIN, 2008.). Uzrokovana je stanično pridruženim, vrlo kontagioznim alfaherpesvirusom (VMB) (CORTES i CARDONA, 2004.). Značajka bolesti je mononuklearna stanična infiltracija i razvoj limfoma, uglavnom po perifernim živcima i u visceralnim organima (BIĐIN, 2008.). Inficirane kokoši su potištene a klinički znakovi uključuju tromost, opću slabost, spastičku parezu, te paralizu nogu i krila (CORTES i CARDONA, 2004.). Marekova bolest je jedna od gospodarski najznačajnijih bolesti modernog peradarstva (BIĐIN, 2008.).

Bolest je prvi opisao Mađar Jozsef Marek 1907. godine kao polineuritis gallinarum, a  očitovala se je paralizom te histološki infiltracijom limfocita u perifernim živcima. U proteklih 100 godina, bolest je, od prvog opisa, značajno izmijenila svojstva te od sporadičke zaraze postala vrlo kontagiozna neoplastična bolest s pojavom svugdje u svijetu (NAIR, 2005.). Štete koje izaziva enormne su te, da nije specifične imunoprofilakse, ugrozila bi općenito svjetsko peradarstvo.  

Virus MB je DNK virus i spada u porodicu Herpesviridae, podporodicu Alphaherpesvirinae i rod Mardivirus (ISLAM i sur., 2004.). Tri herpesvirusa peradi do sada dijele zajedničke antigenske determinante: VMB 1 (Gallid herpesvirus 1), VMB 2 (Gallid herpesvirus 2) i puranski herpesvirus (HVT- engl. Herpesvirus Turkey) (Meleagrid herpesvirus 3), te su poznati kao serotipovi 1, 2 i 3 (BAATEN i sur., 2004.). Serotip 1 uključuje sve patogene ili onkogene sojeve VMB kao i oslabljene sojeve virusa; serotip 2 uključuje prirodno nepatogene sojeve VMB, dok je serotip 3, neonkogen virus srodan VMB, izdvojen iz purana (NAIR, 2005.). Onkogenost je značajka virusnog serotipa 1 te su prepoznate široke varijacije u patogenezi. Klasifikaciju patotipova virusa serotipa 1 VMB predložio je Witter (1983., 1997.) te je  mVMB označen je kao blag, vVMB virulentan, vvVMB jako virulentan i vv+VMB kao +jako virulentan virus. Ovaj sustav temelji se na svojstvu sojeva VMB da nadvladaju zaštitu primijenjenih cjepiva, ali su istodobno temeljeni i na genetskim svojstvima patogenosti virusa. Opisani sustav za sada koristi se jedino u SAD i nije prihvaćen u drugim dijelovima svijeta (BAATEN i sur., 2004.). 


 Poznavanje patogeneze MB nužno je radi poticanja, ali i spoznaja o prirodi imunosti prema toj bolesti. Na virusno zaražavanje su najosjetljiviji netom izleženi pilići, potomci osjetljivih roditelja, bez majčinskih protutijela. Patogeneza MB je složena i nije u cjelosti razjašnjena. Virus se izlučuje iz epitela pernih folikula zaraženih kokoši, a do infekcije dolazi nakon inhalacije zaražene prašine u peradnjaku. Virus MB prenose makrofagi iz pluća do limfoidnog tkiva slezene, timusa  i Fabricijeve burze, gdje napada limfocite, glavne stanice imunosnog sustava domaćina (NAIR, 2005.). Stanice mogu prenositi VMB do limfoidnog tkiva putem limfe ili krvi, gdje se može dokazati najranije 18 sati nakon infekcije. Virus MB se najprije dokazuje u slezeni, tri dana nakon inhalacije. Izaziva najprije ranu citolitičku infekciju B – limfocita u kojima se najprije umnaža. Nakon toga slijedi stalna citolitičke infekcije B – limfocita, pa se aktiviraju T-limfociti podložni infekciji virusom Marekove bolesti. Nakon tjedan dana, kada je postignuta najveća koncentracija virusa, nastupa latentna infekcija, najvjerojatnije zbog stanično posredovanog imunosnog odziva. Tijekom latentne faze klinički znakovi infekcije su blaži, virusni antigen se ne može dokazati u Fabricijevoj burzi, timusu niti slezeni, a za dva tjedna broj limfocita u burzi i kori timusa vrati se na normalu. Latentno inficirani T-limfociti nose VMB do pernih folikula, gdje u narednih 10 dana, neovisno o rezistenciji domaćina, dolazi do infekcije. Inficirani epitel pernih folikula omogućava horizontalni prijenos izlučujući VMB pomoću otpalih epitelnih stanica kože. Kokoši se inficiraju njihovom inhalacijom (BAATEN i sur., 2004.). Posljedica zaražavanja s VMB je limfoproliferativna upala živaca ili stvaranje slobodnih limfoma u visceralnim organima (BIĐIN, 2008.).


Marekova bolest je jedina virusom izazvana tumorska bolest protiv koje postoji mogućnost cijepljenja (BAIGENT i sur., 2006.). Specifično cijepljenje uvedeno je potkraj 60-ih godina prošlog stolječa. Kao cijepni virusi koriste se atenuirani sojevi VMB1 (attVMB1), prirodno apatogeni VMB2 i HVT (ISLAM i sur., 2004.). Serotipovi 2 i 3 (herpesvirus purana - HVT) su prirodno apatogeni, a patogenost serotipa 1 se smanjuje pasažama na kulturi stanica, tako da ne izaziva limfoproliferaciju  ili nastanak tumora. U 1970–im godinama postupno opada učinak monovalentnog cjepiva od HVT uslijed genetski temeljene slabije interferencije s homolognim materalnim protutijelima što omogućuje razvoj patogenih terenskih sojeva virusa Marekove bolesti. U 1980–im godinama prošlog stoljeća izrađeno je dvovaljano cjepivo (sačinjeno od HVT i virusa serotipa 2, soj SB1). Omogućilo je bolju zaštitu negoli pojedino cjepivo samo za sebe, što je opisano kao zaštitni sinergizam. Daljnjim istraživanjem virulencije terenskog soja, 1990-tih godina predstavljeno je cjepivo „Rispens“  (atenuirani serotip 1 soj CVI 988) (BAIGENT i sur., 2006.). Najznačajniji problema  u zaštiti protiv MB je mogućnost zaražavanja s VMB već cijepljenih pilića, u kontaminiranom prostoru peradnjaka, jer se specifična imunost razvija tek nakon pet dana. Moguće djelovanje i drugih patogena (bakterije, drugi virusi), u cijelosti će obezvrijediti moguće korektno dano cjepivo (SCHAT, 2004., ISLAM i sur., 2006).


Za molekulski dokaz infekcije s VMB različitih tkiva , tijekom prošlog desetljeća se koristila serotipski specifična standardizirana lančana reakcija polimerazom (PCR). Ova metoda je uglavnom kvalitativna ili u najboljem slučaju semikvantitativna i zahtijeva fizičko rukovanje uzorcima pri završnoj analizi PCR produkta. Kvantitativna lančana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu (RealTime-PCR (qPCR)) se pojavila kao metoda izbora za kvantifikaciju virusne nukleinske kiseline. Ta metoda je brza, osjetljiva i ponovljiva sa širokim dinamičkim opsegom. Druge prednosti uključuju minimalni rizik od kontaminacije uzorka, zahvaljujući izostalom rukovanju uzorkom (ISLAM i sur., 2006.). Uobičajena kvalitativna, semikvantitativna i kvantitativna PCR analiza se trenutno koristi za detekciju serotipova virusa Marekove bolesti. Uspješnost qPCR-a temelji se na mogućnosti praćenja cjelokupne DNK amplifikacije temeljene na detekciji fluorescentnog signala u stvarnom vremenu. Prednost korištenja q-PCR u istraživanjima ogleda se i u jednostavnosti identifikacije i kvantifikacije VMB unutar domaćina (različita tkiva) kao i u okolišu, kada se nalazi unutar epitelnih stanica pernih folikula (ISLAM i sur., 2004.). 
Cilj našeg istraživanja je bio primijeniti metodu qPCR u određivanju broja kopija i praćenju kinetike  DNK soja CVI 988 virusa MB u koštanoj srži i plućima pilića. O ovome ne postoje podaci u znanstvenoj  literaturi.
Materijali i metode
Pilići u pokusu
Rabili smo muške, netom izležene piliće, hibride lakih pasmina Lohmann Brown, bez komercijalne vrijednosti. Smjestili smo ih u odgovarajući pokusni prostor Zavoda za bolesti peradi s klinikom, Veterinarskog fakulteta u Zagrebu. Ukupan broj 50 pilića cijepljen je intramuskularno (i.m.) cjepivom protiv Marekove bolesti. Pilići su pojeni i hranjeni ad libitum. 
Cjepivo i njegova primjena
Za cijepljenje pilića u pokusu rabljeno je duboko smrznuto komercijalno cjepivo Nobilis Rismavac koje sadrži stanično pridruženi VMB, soj Rispens CVI 988. Cjepivo je primjenjeno i.m. prvi dan pokusa, neposredno nakon leženja, tako da je svako pile primilo jednu dozu cjepiva, prema naputku proizvođača. 
Izolacija DNK
Za izolaciju DNK VMB uzorkovana su tkiva pluća i koštane srži od pet pilića u pokusu 1., 3., 5., 7., 14., 28., 35. i 42. dana nakon cijepljenja. Uzorci tkiva do izolacije su čuvani pri -20 °C. Virusna DNK izolirana je primjenom komercijalnog kita DNeasy( Tissue Kit  (Qiagen, SAD) prema naputku proizvođača. Uzorci DNK su neposredno nakon izolacije analizirani, a potom su čuvani pri -20 °C. 
Određivanje broja kopija DNK i kinetike virusa MB primjenom RealTime-PCR 

Radi određivanja kinetika virusa u tkivu pluća i koštanoj srži te istodobno i točnog broja kopija virusne DNK, izolirani materijal je analiziran metodom RealTime–PCR. Za analizu koristili smo specifične početnice i TaqMan probu (Islam i sur., 2004., Islam i sur., 2006.), koje umnažaju produkt 67 parova baza meq regije virusa Marekove bolesti. TaqMan proba označena je FAM fluorescirajućom bojom za potrebe detekcije (Islam i sur., 2006.) (Tablica 1). Za dokaz i apsolutnu kvantifikaciju virusne DNK u uzorku korišten je kit TaqMan Universal PCR Master Mix (Applied-Biosystems, SAD) uz primjenu uređaja Mx3005P® (Stratagene, SAD). Kao standard za standardnu krivulju pri apsolutnoj kvantifikaciji korišten je kit TaqMan DNA Template Reagents (Applied-Biosystems, SAD), s pet dvostrukih serijskih razrjeđenja. Svako razrjeđenje standarda analizirano je u tri ponavljanja a prema naputku proizvođača. Apsolutna kvantifikacija svakog uzorka rađena je uz ponavljanje (duplikatu) u 25 µl reakcijske smjese s 5 µl DNK uzorka. Tijekom reakcije RealTime-PCR korišten je slijedeći termalni profil (Slika 1): 2 minute pri 50 °C, 10 minuta pri 95 °C, a potom 70 ciklusa po 15 sekundi pri 94°C i 45 sekundi pri 60 °C, pri čemu je na kraju faze pri 60 °C očitana fluorescencija. Postignuti rezultati analizirani su korištenjem pripadajućeg programa MxPro (Stratagene, SAD) u obliku amplifikacijske krivulje (Slika 2), standardne krivulje (Slika 3), te tablice s prikazom izvornog broja kopija za pojedine uzorke tijekom reakcije (Tablica 2).  Kako bi očitanje vrijednosti uzoraka na standardnoj krivulji bilo što točnije vrijednost efikasnosti uzoraka standarda za standardnu krivulju trebao bi biti preko 100 % (Slika 3).
Broj kopija virusnog genoma u uzorcima tkiva izračunat je prema sljedećoj jednadžbi:

Broj kopija/g tkiva = (broj kopija po reakciji x 40)/masa uzorka u gramima
Tablica 2. Sekvenca TaqMan probe i početnica korištenih u određivanju apsolutnog broja kopija 

     DNK lančanom  reakcijom polimerazom u stvarnom vremenu (ISLAM i sur., 2006.)
	Početnica
	Sekvenca
	Gen
	Veličina produkta

	F
	5'-GGAGCCGGAGAGGCTTTATG-3'
	meq
	67 pb

	R
	5’-ATCTGGCCCGAATACAAGGAA-3’
	
	

	Proba
	5'-(FAM) CGTCTTACCGAGGATCCCGAACAGG(BHQ-1)-3'
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Slika 1. Termalni profil RealTime-PCR reakcije u programu MxPro.
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Slika 2. Standardna krivulja u programu MxPro za određivanje apsolutnog broja DNK kopija  

 RealTime-PCR reakcije.
[image: image3.png]



Slika 3. Amplifikacijske krivulje uzoraka tijekom lančane reakcije polimerazom u stvarnom vremenu 

 u programu MxPro.
Tablica 2. Prikaz izvornog broja kopija virusne DNK u uzorcima tkiva u programu MxPro za analizu       

     rezultata RealTime-PCR reakcije. (1 do 40 – nepoznati uzorci; 41 do 44 – četiri          
     razrijeđenja standarda; 45 (NTC) - negativna kontrola)
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Statistička obrada


Postignuti rezultati izračunati su statistički ANOVA LSD testom, računalnim programom STATISTICA 7.1 (StatSoft, 2005.). Rezultati su prikazani grafički kao broj DNK molekula u gramu tkiva uzorka.

Rezultati

Kinetika i određivanje apsolutnog broja kopija DNK virusa Marekove bolesti u plućima i koštanoj srži pilića

Virus MB, soj CVI 988, nakon i.m. primjene kao cjepivo pojavljuje se istodobno i u plućima i koštanoj srži pilića, pet dana nakon primjene (Tablica 3). Količina virusne DNK tada je veća u koštanoj srži negoli u plućima ali ne značajno (Slika 4). Do sedmog dana dolazi do porasta broja kopija DNK u oba tkiva, ali ih je više u tkivu pluća, no ne značajno u odnosu na ostale dane, kao niti u odnosu na koštanu srž. Potom, dolazi do značajnog porasta broja virusnih DNK kopija u koštanoj srži 14. i 28. dana nakon cijepljenja u odnosu na uzorke tkiva pluća, ali također i na tkivo koštane srži ostalih dana pokusa. U tkivu pluća dolazi do pada broja virusnih DNK kopija u odnosu na sedmi dan nakon cijepljenja, a potom postepeno raste do kraja pokusa, no bez statističke značajnosti. U koštanoj srži bilježimo značajan pad broja virusnih DNK kopija 35. dana , a potom blagi porast 42. dana nakon cijepljenja, ali je on još uvijek značajno niži od broja kopija dokazanog 14. i 28. dana nakon cijepljenja.
Tablica 3. Broj DNK kopija VMB u plućima i koštanoj srži po danima tijekom pokusa.

	TKIVO
	DANI POKUSA

	
	1
	3
	5
	7
	14
	28
	35
	42

	PLUĆA
	0±0
	0±0
	358,4±
801,4
	67270,8±
148166,2
	1719,4±
2175,4 b*
	2622,4±
2690,6 b
	7556,0±
15312,8
	17685,1±
23356,5

	KOŠTANA SRŽ
	0±0
B
	0±0
B
	1079,7±
1382,1 B
	50394,7±
110469,6 B
	245000,0±
83261,6a A**
	231000,0±
65639,2 a A
	37580,0±
23679,5 B
	89125,0±
164044,5 B


*statistički značajne razlike (p≤0,05) između tkiva po danima označene su različitim malim                  slovima (a, b...)
** statistički značajne razlike (p≤0,05) za tkiva za različite dane označene su različitim velikim slovima (A, B ...)
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Slika 4. Apsolutni broj DNK kopija virusa Marekove bolesti u gramu tkiva pluća i koštane srži 

 usporedno (statistički značajne razlike (p≤0,05) između tkiva označene su malim slovima 

 (a, b ...), dok su razlike unutar tkiva između pojedinih dana označene velikim slovima

 (A, B ...)

Rasprava

Marekova bolest predstavlja značajan problem u uzgoju peradi svugdje u svijetu. Ako se jednodnevne piliće ne zaštiti primjenom specifičnog cjepiva, naročito buduće roditelje i nesilice konzumnih jaja, izvjesno je da će u područjima endemski kontaminiranim virusom Marekove bolesti biti velikih gubitaka tijekom proizvodnje. Radi stjecanja uvida u patogenezu Marekove bolesti, što je potrebno u svrhu razvoja odgovarajuće imunoprofilakse, važno je upoznati kinetiku rasprostiranja uzročnog virusa u pojedinim tkivima pilića uz poznavanje broja virusnih čestica u njima. Naročito se to odnosi na tkiva koja predstavljaju mjesto ulaska virusa u organizam, kao što su pluća, ali i tkiva koja su nositelj imunosne reakcije i izvor imunosnih stanica u organizmu pileta, a to je koštana srž. Ranija istraživanja su potvrdila da su pluća mjesto ulaska virusa u organizam pileta te da se u njima značajno mijenjaju odnosi između imunosnih stanica, što upućuje na pokretanje imunosnih mehanizama, napose stanične imunosne zaštite (Mazija i sur., 1994.; Gottstein, 2008.), ali se ne znaju njeni stvarni mehanizmi niti njihov nositelj (Davison i Kaiser, 2004.). Za cjelovito razumijevanje imunosnih mehanizama nakon ulaska divljeg, patogenog virusa potrebno je oponašati  uvjete prirodne infekcije i virus primijeniti u dišni sustav. Klasični postupci primjene cjepiva podrazumijevaju parenteralnu primjenu, čime se razlikuju od prirodnog zaražavanja (Bublot i Sharma, 2004.). Postupak primjene liofiliziranih cjepiva od herpesvirusa purana (HVT), soj FC126, nebulizacijom (Mazija i Štimac, 1999.) pokazao se metodom izbora prilikom kombiniranog cijepljenja pilića protiv VMB, najprije subkutano VMB CVI 988, a zatim liofilizirano cjepivo od HVT postupkom nebulizacije. Tako su značajno smanjeni gubici od ove bolesti u područjima endemično zaraženim s vv+VMB (Mišković, 2004.). No, kako VMB serotip 1 i 2 zbog načina čuvanja (kao stanično pridruženog) u tekućem dušiku, nije moguće dati na drugi način osim parenteralno (s.c., i.m., in ovo), nije moguće primijeniti ovo cjepivo u dišni sustav jednodnevnih pilića te tako oponašati prirodan način zaražavanja. Praćenje kinetike VMB bilo je zato moguće samo nakon parenteralnog davanja. Istraživanja u ovom radu potvrđuju ranije rezultate ST HILL i sur. (2004.) i BAIGENT i sur. (2006.) da su pluća jedan od važnih organa u pokretanju imunosne reakcije kao mjesto primarnog ulaska virusa u organizam pileta, naročito iz gledišta oponašanja evolucijski stečenog načina odgovora na ovaj antigen. Značajno je i to da do sada nisu postojali literaturni podaci o kinetici i kvantifikaciji VMB u koštanoj srži kao važnom dijelu imunosnog sustava, na što upravo i ukazuju rezultati ovog istraživanja. Rezultati kinetike i kvantifikacije VMB u plućima pokazuju da se broj virusne DNK povećava do sedmog dana nakon cijepljenja i to istodobno s porastom broja kopija DNK u koštanoj srži. No, kao i u istraživanju provedenom s HVT (Gottstein, 2008.) dolazi do pada broja virusne DNK u plućima od 7. do 14. dana nakon cijepljenja, što ukazuje na aktivaciju staničnog imunosnog odgovora kojim se suzbija učinak virusa (Schat, 2004.). Od 21. dana nakon cijepljenja ponovo postupno počinje rasti broj virusne DNK u tkivu pluća, što ukazuje na uspostavu trajne viremije u organizmu pileta (Baigent i sur., 2005a). Nasuprot ovome kinetika virusne DNK u koštanoj srži drugačija je. Sedam dana nakon cijepljenja broj virusne DNK nastavlja rasti i dalje, te 14. i 28. dana nakon cijepljenja, u usporedbi s plućima, dolazi do značajnog porasta broja virusnih DNK kopija. Ovi rezultati su u suglasju s dinamikom kretanja virusne DNK u tkivu timusa, slezene i burze nakon prirodnog i parenteralnog zaražavanja (Baigent i Davison, 2004.; Baigent i sur., 2005b) te parenteralnog davanja cjepnog virusa HVT jednodnevnim pilićima (Gottstein, 2008.), kada dolazi do porasta broja virusne DNK u navedenim tkivima 5-7 dana, potom do 14. dana nakon cijepljenja, što se kod zaražavanja divljim tipom virusa podudara s nastupom kasne citolitičke faze, nakon koje postupno pada titar virusa, što se događa i u našem istraživanju. S druge strane, istraživanje koje je proveo Gottstein (2008.) u usporednom pokusu s HVT-om, nakon parenteralne primjene i postupkom nebulizaje, moguće ukazuju na drugačiju kinetiku virusa danog u dišni sustav od onog danog parenteralno. Istraživanja su tom prilikom pokazala da je virus dan duboko u dišni sustav moguće potaknuo imunosni sustav na drugačiji način koji je suzbio viremiju, jer 14. dana nakon cijepljenja nema porasta broja virusnih DNK u spomenutim tkivima. Istraživanje u ovom radu moguće potvrđuju identičnu kinetiku oba serotipa VMB (serotipa 1 - soj CVI 988 i serotip 3 - soj FC 126) nakon parenteralne primjene jednodnevnim pilićima. Također, VMB u koštanoj srži svojom kinetikom podudaran je s kinetikom u ostalim imunokompetentnim organima, poput slezene, timusa i Fabricijeve burze, ukoliko se cjepni virus primijenjen na istovjetni način. 
Zaključci

Sprovedena istraživanja omogućuju ove zaključke:
1. Kinetika cjepnog virusa Marekove bolesti serotipa 1 u koštanoj srži razlikuje se od kinetike u tkivu pluća, a broj kopija virusne DNK u koštanoj srži značajno je veći od broja u plućima 14. i 28. dana nakon cijepljenja.
2. Broj kopija virusne DNK u koštanoj srži značajno se međusobno razlikuje 14. i 28. dana nakon cijepljenja, također i u odnosu na ostale dane pokusa, što je podudarno s podacima za druga imunokompetitivna tkiva, poput timusa i slezene, te je prvi takav prikaz kinetike cjepnih virusa Marekove bolesti u koštanoj srži.
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Kinetika DNK soja CVI 988 virusa Marekove bolesti u plućima i koštanoj srži nakon parenteralne primjene jednodnevnim pilićima

Kristina Jalšić
Sažetak 

Radi stjecanja uvida u patogenezu Marekove bolesti bilo je potrebno spoznati kinetiku širenja virusa u pojedinim tkivima pilića uz istodobno određivanje broja virusnih čestica. Ranija istraživanja su potvrdila da su pluća mjesto ulaska virusa u organizam pilića, ali kinetika virusa u koštanoj srži nije istražena pa niti uspoređivana s kinetikom u drugim imunokompetentnim organima. U ovom istraživanju istražena je kinetika cjepnog virusa Marekove bolesti, serotip 1, danog parenteralno (Nobilis Rismavac koji sadrži stanično pridruženi VMB, oznake CVI 988), njegovi, dokazivanjem u plućima i koštanoj srži. Lančana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu (RealTime-PCR) omogućila je točno određivanje broja DNK čestica virusa  te njegovu kinetiku u pojedinim tkivima. Rezultati pokazuju da je kinetika titra nakon parenteralne primjene istraženog virusa sukladna nalazima drugih istraživača u drugim imunokompetentnim organima, jednako za serotip 1 kao i za serotip 3  virusa, no razlikuje se od primjene liofiliziranog cjepiva od serotipa 3 danog postupkom nebulizacije. Ovo je prvi usporedni prikaz kinetike cjepnog virusa Marekove bolesti u plućima i koštanoj srži pilića.
Ključne riječi: Marekova bolest, CVI 988, perad, cijepljenje, kinetika, kvantifikacija, lančana reakcija 


polimerazom u stvarnom vremenu
Kinetics of DNA copies of CVI 988 strain of Marek's disease virus in lung and bone marrow tissue after parenteral application to newly-hatched chicks
Kristina Jalšić

Summary 

To determine the pathogenesis of Marek’s disease it is important to investigate kinetics of virus in different tissues of chickens together with knowledge on quantity of viral load. Results of earlier research confirmed the lungs to be the place of viral entry in chicken organism, but kinetics in bone marrow was never analyzed or compared with kinetics in other immunocompetent tissues. In this research viral kinetics after parenteral application of Nobilis Rismavac vaccine that contains cell associated Marek’s disease virus (MDV), strain CVI 988, was analyzed, as well as absolute quantification of mentioned virus in lungs and bone marrow was performed. RealTime-PCR was used to detect the kinetics in mentioned tissues, as well as the absolute quantification of viral DNA. Results showed that kinetics of used virus do not differ from earlier results and for other immunocompetent organs after parenteral application of the same virus, or herpesvirus of turkey (HVT), but do differ from kinetics of freeze dried HVT after delivery by means of nebulisation. This is the first comparative description of MDV in lungs and bone marrow of chicks.  
Key words: Marek’s disease, CVI 988, poultry, vaccination, kinetics, quantification, RealTime-PCR 
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