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Applying immunoperoxidase and Antigen-Capture ELISA methods for rapidly diagnosing infectious
bursal disease

Summary

The aim of the study was to compare immunoperoxidase (IP) and Antigen-Capture ELISA (AC-ELISA) tests
in detecting infectious bursal disease virus (IBDV) in the Fabricius Bursa (BF) of infected chickens. BFs were
collected for 3 days p.i. with IBDVs of low pathogenicity (isolated from a mild form of IBD) as well as very
virulent ones (isolated from an acute form of IBD) 1, 3, 6 and 9 days p.i. with vaccinal, low pathogenic and very
virulent strains. BFs from broiler chickens suspected of having IBD were also used. BFs were cut into frozen
histological sections and, after fixing with formaldehyde, were stained using the IP method. The remainder of
BFs was used in AC-ELISA after homogenization and clarification. The sensitivity and specificity of both tests
in detecting IBDV antigens were comparable but the amount of viral antigen could be determined only by using
the AC-ELISA method. The intensity of reaction and the time during which the viral antigen was detected were
strongly correlated with the pathogenicity of the IBDV strain being used. Inoculation with the vaccine strain
yielded positive results only on day 6 p.i. and the amount of detectable antigen was very low. Infection with the
low pathogenic Polish strain produced more antigens, detectable from days 1 to 6 p.i. The antigen of the very
virulent strain was found in the largest amount and could be detected for 9 days beginning on day 1 p.i. The
study indicated that the IP method is simple, rapid and less laborious than AC-ELISA. However, AC-ELISA is

more useful because it additionally measures the amount of detected antigen in a specimen.
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Zakazne zapalenie torby Fabrycjusza (choroba Gum-
boro, IBD) jest wysoce zakazna, wirusowa choroba
kurczat, w ktorej przebiegu dochodzi do uszkodzenia
narzadow limfoidalnych, w tym szczegdlnie torby Fab-
rycjusza (tF). Ekonomiczne znaczenie IBD zwiazane
jest ze stratami bezposrednimi ($miertelnos¢ zalezna
od zjadliwosci wirusa), jak tez ze stratami posrednimi
bedacymi wynikiem immunosupresji u kurczat zaka-
zonych we wczesnym okresie zycia (nasilenie wtor-
nych infekcji wirusowych, bakteryjnych i pasozytni-
czych), zmniejszonych przyrostow masy ciata i wzros-
tu zuzycia paszy (4, 16). Choroba Gumboro, po raz
pierwszy opisana w USA (7), szybko rozprzestrzenita
si¢ w $wiecie (4). Do potowy lat 80. izolowano szcze-
py klasyczne wirusa IBD (IBDV) o stabej zjadliwos-
ci, powodujace specyficzne padnigcia do 2%, a od
1984 r. w USA pojawily si¢ warianty antygenowe kla-
sycznego wirusa IBD wywotujace posta¢ immunosu-
presyjna podostra (14), natomiast w Europie od 1987 .
bardzo zjadliwe szczepy (vv) IBDV wywotujace ostra
forme IBD ze $miertelnoscia do 60% u kurczat typu

niesnego 1 do 30% u kurczat brojlerow (3). Podczas
63. Ogolnej Sesji OIE w Paryzu w 1995 1. chorobg
IBD uznano za mi¢dzynarodowy problem socjoeko-
nomiczny (2).

W Polsce pierwsze przypadki IBD rozpoznano
w 1969 . (5, 17). Choroba szybko rozprzestrzenita si¢
w kraju, powodujac znaczne straty w produkcji kur-
czat brojleréw, przy czym izolowane szczepy cecho-
wata niska zjadliwos$¢ 1 silny efekt immunosupresji
(18-20). Ostra posta¢ choroby Gumboro wystepuje od
1991 r., a wywolujace ja szczepy vvIBDV powoduja
$miertelnos¢ do 100% u kurczat SPF (22).

Diagnostyka wirusologiczna IBD opiera si¢ na izo-
lacji wirusa wzglednie wykrywaniu antygenu wiruso-
wego lub genomu IBDV (16, 25). Najlepszym zrodtem
wirusa jest torba Fabryjusza ptakow w ostrej fazie cho-
roby. Ze wzgledu na czaso- i pracochtonnos¢ izolacji
wirusa na zarodkach lub hodowlach komorkowych
w rutynowej diagnostyce wigksze znaczenie maja szyb-
kie metody bezposredniego wykrywania antygendéw
IBDV w tF, jak test precypitacji w zelu agarowym
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(AGID), test immunofluoerscencji (IF), test immuno-
peroksydazowy (IP) oraz AC-ELISA (Antigen Captu-
re-ELISA) (16, 25).

Celem badan bylto okreslenie przydatnosci testow
IP 1 AC-ELISA do szybkiej diagnostyki zakaznego
zapalenia torby Fabrycjusza.

Material i metody

Szczepy wirusowe. W badaniach uzyto szczepéw IBDV:
szczepionkowego 228E (stabo atenuowany), klasycznego
zjadliwego Faragher 52/70 (F52/70) oraz krajowych —
78/GSii80/GA (wyizolowane od kurczat brojlerow w 1980
z przypadkéw choroby Gumboro o tagodnym, subklinicz-
nym przebiegu), 91/272, 93/35 (wyizolowane w latach
1991-2000 z przypadkéw ostrej formy IBD) i 00/28, 00/41,
01/53, 01/75, 01/85 (wyizolowane w latach 2000-2001
z przypadkéw podejrzenia IBD).

Material wirusowy. a) Wybranymi IBDV: 80/GA,
91/272 i 93/35 inokulowano grupy po 4-5 kurczat SPF
w wieku 4-6 tygodni. Materialy wirusowe w postaci ho-
mogenatu torby Fabrycjusza (tF) w rozcienczeniu 1 : 10
podawano dospojowkowo. Z pobranych 3 dni p.i. tF czgs§¢
przeznaczano do przygotowania mrozonych skrawkow
histologicznych do badania testem IP (po szybkim zamro-
zeniu w ozigbionym izopentanie tF cigto w kriostacie na
5 u skrawki, ktore umieszczano na szkietku podstawowym,
suszono, a nastgpnie utrwalano 10% roztworem formali-
ny), a pozostata czg$¢ do testu AC-ELISA (50% homoge-
nat w PBS zmieszany z freonem 1 : 1 (v/v), wirowany przez
15 minut przy 3000 x g). Podobnie przygotowano materiat
kontrolny z tF kurczat SPF nie zakazonych (kontrola nega-
tywna). b) Trzy grupy kurczat SPF w wieku 4 tyg. inokulo-
wano dospojowkowo szczepami IBDV o roznej patogen-
nosci: szczepionkowym 228E (1 dawka/ptaka) lub izolata-
mi krajowymi 78/GSi 1 00/40 (homogenat tF w rozc. 1 : 10).
W 1.,3.,6.19. dniu p.i. po 2 ptaki z grup zakazonych i po
1 ptaku z grupy kontrolnej (kurczgta SPF z tego samego
wylegu) usypiano i pobierano tF, ktére zamrazano, a na-
stepnie przygotowywano z nich mrozone skrawki histolo-
giczne do testu IP oraz homogenaty do testu AC-ELISA
W sposob podany w czesci a.

Surowica. Surowic¢ dodatnia (S'IBD) uzyskano przez
zakazenie kurczat SPF dwukrotnie donosowo i dospojow-
kowo szczepem F52/70. Surowicg ujemng (S-IBD) otrzy-
mano od kurczat SPF.

Wysigk otrzewnowy. Dodatni wysigk otrzewnowy
(W'IBD) uzyskano od myszy Balb/C, ktérym podawano
dootrzewnowo oczyszczony wirus F52/70, a nastepnie
komorki szpiczaka SP,0 w ilo$ci po 10° komoérek/szt. Ujem-
ny wysigk otrzewnowy (W-IBD) pochodzit od myszy
Balb/C, ktérym podano dootrzewnowo same komorki szpi-
czaka.

Test IP. Przeprowadzono wg metodyki podanej przez
Kurstaka (15), w skrocie w nastgpujacy sposob: na utrwa-
lone preparaty nanoszono 0,5% H.,0, celem usun1qc1a en-
dogennej peroksydazy. Nastgpnie naktadano na nie suro-
wice S* F52/70 IBD lub S- IBD rozcienczone 1/50 1 1/100
w PBS i inkubowano w wilgotnej komorze przez 30 min.
w temp. 37°C. Po trzykrotnym ptukaniu w buforze do ptu-
kania (PBS+Tween20, PBST) i jednokrotnie w wodzie des-
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tylowanej preparaty odsaczano delikatnie i pokrywano ko-
niugatem (krolicze przeciwciala anty IgG kury znakowane
peroksydaza chrzanowa) rozcienczonym w PBS. Inkuba-
cje prowadzono w wilgotnej komorze przez 60 min. w temp.
37°C, po czym plukano dwukrotnie buforem do ptukania,
jednokrotnie PBS i ponownie odsaczano. Do tak przygoto-
wanych preparatéw dodawano roztwor substratu AEC (3-
amino 9-ethylocarbazole) i po 5-15 min. inkubacji w temp.
37°C oraz krétkim ptukaniu w biezacej wodzie celem usu-
nigcia nadmiaru substratu preparaty ogladano
w mikroskopie §wietlnym.

Test AC-ELISA. Test AC-ELISA wykonywano wg me-
todyki Eterradossi i wsp. (10) w sposob nastepujacy (skro-
towo): na plytke 96-dotkowa nanoszono kurza surowice
S*IBD rozcienczona w PBS (100 pl/dotek). Po 1 godz. in-
kubacji w 37°C w komorze wilgotnej baseniki oprdzniano,
trzykrotnie przemywano buforem do ptukania (PBST),
a nastgpnie nanoszono po 200 pl buforu do blokowania
(PBST + 10% surowicy plodu cielgecego + 2% mleka od-
thuszczonego) i inkubowano przez cata noc w temp. 37°C
w komorze wilgotnej, ponownie przemywano trzykrotnie
PBST i nanoszono po 100 pl/dotek kolejne, dwukrotne roz-
cienczenia przygotowanych uprzednio homogenatow tF. Po
1 godz. inkubacji w 37°C w komorze wilgotnej materiat
wirusowy ostroznie usunigto, dolki trzykrotnie plukano
i po naniesieniu po 100 pl W*IBD ponownie inkubowano
w 37°C przez 1 godz. W kolejnym etapie dodano 50 pl
koniugatu (krélicze przeciwciata anty IgG myszy znako-
wane fosfataza alkaliczna), a na koniec substrat pNPP.

Wyniki i omowienie

Wyniki testu IP odczytywano przy uzyciu mikro-
skopu odwroconego Telaval 3 (Carl Zeiss Jena), nato-
miast testu AC-ELISA w czytniku Spectra Shell (SLT-
-Labinstrument GmbH). Dodatnim wynikiem testu IP
byla obecnos¢ ciemnobrazowych ziarnistosci (kom-
pleks antygen—przeciwciato) w mrozonych skrawkach
histologicznych tF kurczat zakazonych $wiadczaca
o obecnosci antygenu IBDV (ryc. 2); nie stwierdzano
ich w tF od kurczat SPF (ryc. 1). Intensywno$¢ reakcji
barwnej oznaczano przyjmujac zakres: + (reakcja
barwna w < 25% powierzchni pola widzenia pod mi-
kroskopem), ++ (25-50%), +++ (50-75%) 1 ++++
(> 75%). Wyniki testu AC-ELISA wyraZono wartos-
ciag OD, przyjmujac za dodatnie OD = 0,3. W celu
porownania rezultatow uzyskanych w obu testach do
okreslenia wynikow testu AC-ELISA przyjeto naste-
pujace kryteria oceny: — przy OD < 0,3; + przy OD
0,3-1,0; ++przy OD 1,1-1,9; +++przy OD 2,0-2,8 oraz
++++ przy OD >2.8.

Przeprowadzone wstepne badania optymahzac_]l tes-
tu IP pozwolily ustali¢ robocze rozcienczenia surowi-
cy dodatniej 1 ujemne;j, ktore wynosito 1/50 oraz roz-
cienczenie koniugatu 1/100. Przy tych rozcienczeniach
nie obserwowano reakcji barwnej w preparatach z tor-
by Fabrycjusza kurczat zakazonych traktowanych su-
rowica kurczat SPF (S'IBD), jak tez w preparatach
z tF kurczat kontrolnych (nie zakazonych) traktowa-
nych surowica dodatniag S'IBD. Reakcja barwna ko-
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Rye. 1. Preparat kontrolny Barwmny metodq IP skrawek
histologiczny torby Fabrycjusza ptaka nie zakazonego (brak
barwnych zlogow)

Ryec. 2. Barwiony metoda IP skrawek histologiczny torby
Fabrycjusza ptaka zakaZonego szczepem vvIBDV z widocz-
nymi barwnymi zlogami (kompleks antygen—przeciwcialo)

morek zakazonych w tescie IP bylta bezposrednim
wskaznikiem obecno$ci w nich antygenow wirusa
IBDV.

Metod¢ AC-ELISA wdrazano w oparciu o proce-
durg stosowang w laboratorium referencyjnym OIE/
UE diagnostyki choroby Gumboro w AFSSA Ploufra-
gan, Francja. Przed przystapieniem do badan przepro-
wadzono optymalizacjg¢ testu AC-ELISA, ktora obej-
mowata kalibracj¢ poliklonalnej surowicy kurze;j
(S*IBD) przewidzianej do optlaszczania plytek oraz
ustalenie warunkow wykrywania antygenow IBDV.
Wymkl kalibracji sur0w1cy dodatniej wskazaty,
ze optymalnym jej rozcienczeniem do opfasz-
czania ptytek jest rozcienczenie 1/40 000.

337

tosci immunoglobin przeciwko biatku kurzemu, co
pozwolito na stosowanie wigkszych rozcienczen tego
immunoreagentu (1/400). Optymalnym rozciencze-
niem uzytego koniugatu anty IgG myszy znakowane-
go fosfataza alkaliczna bylo rozcieficzenie 1/1600.

Wyniki testu IP 1 AC-ELISA do wykrywania anty-
gen6éw IBDV w tF kurczat SPF pobranych 3 dni p.i.
krajowymi izolatami IBDV o r6znej zjadliwos$ci oraz
w materiale diagnostycznym z lat 2000-2001 pocho-
dzacym z ferm kurczat brojleréw z podejrzeniem cho-
roby Gumboro przedstawiono w tab. 1. We wszyst-
kich badanych materiatach zaré6wno od kurczat SPF
zakazonych trzema krajowymi izolatami 80/GA (sta-
bo zjadliwy) oraz 91/272 1 93/35 (wysoce zjadliwe),
jak 1 kurczat brojlerow pochodzacych z pigciu stad,
gdzie wystapily zachorowania wskazujace na chorobg
Gumboro (przetamania poszczepienne), wykrywano
antygeny IBDV w obu testach. Czutos$¢ i specyticz-
no$¢ obu metod wyrazona wykrywalnoscia antygenow
IBDV 1 intensywnoscia reakcji barwnej byta poréw-
nywalna, przy czym metoda AC-ELISA umozliwiata
dodatkowo ilosciowe oznaczenie antygenow.

Wyniki poréwnawczego wykrywania antygenow
IBDV w tF kurczat SPF w roznym czasie p.i. szczepa-
mi o zréznicowanej zjadliwosci (szczepionkowy 228E,
stabo zjadliwy 78/GSi 1 wysoce zjadliwy 00/40) przy
uzyciu testow [P i AC-ELISA przedstawiono w tab. 2.
Obie metody immunoenzymatyczne pozwalaly na

Tab. 1. Poréwnanie wynikéw testu IP oraz AC-ELISA zasto-
sowanych do wykrywania antygenéw IBDV w torbach Fab-
rycjusza kurczat SPF 3 dni p.i. krajowymi izolatami IBDV
oraz kurczat brojleréw z podejrzeniem choroby Gumboro

Torba Fabrycjusza IBDV IP Ac('g'ﬁ')s"
80/GA ++ +++ (2,74)

Kurczeta SPF 91/272 ++4+ +++ (2,58)
93/35 44+ +++ (2,58)

00/28 ++ +(0,76)
00/41 e+ ++++ (3,38)

:(puJ:fe?:zaeﬂ::l:eBg) 01/53 e +++ (2,69)
01/75 4+ ++++ (3,08)
01/85 4+ ++++ (3,31)

Tab. 2. Wykrywanie antygenéw IBDV w tF kurczat w ré6znym czasie
P.i. szczepami o roznej zjadliwos$ci przy uzyciu testu IP oraz AC-ELISA

Z kolei wyniki optymalizacji warunkéw detek-
cji wykazaly, ze wysigk otrzewnowy myszy
W'IBD uzyty w rozcienczeniu 1/100 dawat
zbyt wysokie tlo, ktorego przyczyna byty do-
datkowe zanieczyszczenia immunoglobina-

mi dla biatka kurzego. W celu uzyskania czys- 1
tych mysich przeciwciat poliklonalnych z wy-
sigku otrzewnowego zastosowano specjalna
procedure oczyszczania (13). W rezultacie
otrzymano wysi¢k o wyraznie mniejszej zawar-

IBDV
Dzled p.J. 228E 78/GSi 00/40
AC-ELISA AC-ELISA AC-ELISA
IP (0D) IP (0D) IP (0D)
- -(0,116) + ++ (1,588) + ++ (1,155)
3 - - (0,265) ++ +++ (2,703) 4 +++ (2,574)
6 ++ +++ (2,483) + +(0,510) 4+ | ++++ (2,907)
9 - - (0,157) - - (0,098) + +(0,341)




338

wykrywanie antygenéw IBDV w tF w tym samym cza-
sie p.i. poszczegolnymi szczepami IBDV, przy nieco
wyzszej czutosci testu AC-ELISA (wyzsze oceny
w przyjetej skali interpretacji wynikoéw). Natomiast
wyrazne roznice byly w czasie, jak tez ilo$ci wykry-
wanego antygenu w zaleznosci od patogennosci szcze-
pu IBDV. Szczep szczepionkowy 228E wykrywano
tylko w 6 dniu p.i., szczep stabo patogenny 78/GSi od
1 do 6 dnia p.i., przy czym najwigcej antygenu zarOw-
no w skrawkach mrozonych tF, jak i w homogenatach
tF stwierdzano w 3 dniu p.i., natomiast antygen szcze-
pu zjadliwego 00/40 wykrywano przy uzyciu obu me-
tod we wszystkich terminach badania (1-9 dzien p.i.),
przy czym najwigcej antygenu wykrywano w 6. dniu
p.i.

Metody immunoenzymatyczne, zarowno IP, jak
i AC-ELISA zostaly z powodzeniem zastosowane
w diagnostyce 1 badaniach epidemiologicznych IBD
(6, 8, 11, 26). Rowniez w kraju podejmowano pierw-
sze proby ich stosowania (9, 21). Obie metody immu-
noenzymatyczne w poréwnaniu z konwencjonalnymi
metodami izolacji sa szybsze, prostsze 1 tansze oraz
umozliwiaja badanie duzej ilosci probek (24), a w po-
rownaniu z AGID 1 IF sa czulsze (1, 23).

W badaniach wtasnych, zaré6wno IP, jak i AC-
-ELISA dawaly zblizone wyniki. Stwierdzane r6znice
w intensywnosci reakcji barwnej w obu testach wyni-
katy ze zjadliwos$ci uzytych wirusow. Cruz-Coy 1 wsp.
(8) 1 Eterradossi i wsp. (12) donosza, ze szczepy szcze-
pionkowe w mniejszym stopniu replikuja si¢ w zaka-
zonych tkankach niz wirusy vvIBD. Wedlug Van den
Berga (3), pojedyncza czasteczka wirusa klasycznego
zjadliwego F52/70 powoduje wzrost miana o 10*-10°
EID, , natomiast vvIBDV 0 10*-10° EID, . Wprawdzie
test [P jest metoda prostsza i mniej pracochtonna, to
jednak test AC-ELISA wydaje si¢ bardziej przydatny,
gdyz umozliwia obiektywne ilosciowe oznaczanie an-
tygenu IBDV w tF (intensywno$¢ reakcji barwnej mie-
rzona jest warto$cia OD w czytniku ELISA). Ponadto
uzycie w tescie AC-ELISA panelu przeciwcial mono-
klonalnych umozliwia dodatkowo charakterystyke
antygenowa izolatow IBDV (9-11, 14, 26).

Reasumujac, przeprowadzone badania potwierdza-
ja przydatnos¢ zaréwno testu IP, jak 1 AC-ELISA do
szybkiej diagnostyki IBD opartej na wykrywaniu an-
tygenu wirusowego w torbie Fabrycjusza zakazonych
ptakow, przy czym test AC-ELISA dodatkowo umoz-
liwia antygenowa charakterystyke IBDV, co ma istot-
ne znaczenie w badaniach epidemiologicznych i im-
munoprofilaktyce choroby Gumboro.

PiSmiennictwo
1.4bbas F., Andreasen J. R.: Comparison of siagnostic tests for infectious
laryngotracheitis. Avian Dis. 1996, 40, 290-295.
2.Anon.: OIE Resolution No. XVIII. Progress in the diagnosis and control of
serious poultry disease: salmonellosis and Gumboro disease. Bull OIE. 1995,
107, 363-364.

3.Berg T. P. Van den: Acute infectious bursal disease of chicken. A review.
Avian Pathol. 2000, 29, 175-194.

Medycyna Wet. 2006, 62 (3)

4.Berg T. P. Van den, Eterradossi N., Toquin D., Meulemans G.: Infectious
Bursal Disease (Gumboro Disease): Rev. sci. tech. Off. int. Epiz. 2000, 19,
527-543.

S.Borzemska W., Golnik W.: Przypadek choroby Gumboro (Bursitis infectiosa)
rozpoznany w Polsce. Medycyna Wet. 1969, 25, 644-645.

6.Cho B. R., Snyder D. B. Lana D. P, Marquard W. W.: An immunoperoxidase
monoclonal antibody stain of rapid diagnosis of infectious bursal disease.
Avian Dis. 1987, 31, 538-545.

7.Cosgrove A. S.: An apparently new disease of chickens — avian nephrosis.
Avian Dis. 1962, 6, 385-389.

8.Cruz-Coy J. S., Giambrone J. J., Hoerr F. J.: Immunohistochemical detec-
tion of infectious bursal disease virus in formalin-fixed, paraffin-embedded
chicken tissues using monoclonal antibody. Avian Dis. 1993, 37, 577-581.

9.Domanska K., Rivallan G., Smietanka K., Toquin D., Minta Z., Eterra-
dossi N.: Antigenic characterization of Polish Infectious Bursal Disease
Virus strains. Bull. Vet. Inst. Pulawy 2002, 46, 45-52.

10.Eterradossi N., Toquin D., Rivallan G., Guittet M.: Modified activity of
a VP2-located neutralizing epitope on various vaccine, pathogenic and
hypervirulent strains of infectious bursal disease virus. Arch. Virol. 1997,
142, 255-270.

11.Eterradossi N., Arnaud C., Tekaia F., Toquin D., Le Coq H., Rivallan G.,
Guittet M., Domenech J., van den Berg T. P, Skinner M. A.: Antigenic and
genetic relationship between European very virulent infectious bursal disease
viruses and an early West-African isolate. Avian Pathol. 1999, 28, 36-46.

12. Eterradossi N., Toquin D., Rivallan G., Guittet M.: Tools for detecting and
characterising IBDV strains. World Poultry, October 2001, Gumboro Spe-
cial 2, s. 10-11.

13.Harlow E., Lane D.: Using antibody — a laboratory manual. Cold Spring
Harbor Laboratory Press 1999, s. 437.

14.Jackwood D. J., Saif Y. M.: Antigenic diversity of infectious bursal disease
viruses. Avian Dis. 1987, 31, 766-770.

15.Kurstak E., Marusyk R., Salmi A., Babisk L., Kurstak C., Van Regenmortel M.:
Detection of viral antigens and antibodies. Enzyme immunoassays. Sub-Cel-
lular Biochem. 1989, 15, 1-37.

16.Lukert P. D., Saif Y. M.: Infectious bursal disease, [w:] Diseases of Poultry.
11" ed. Towa State University Press, Ames, lowa 2003, s. 161-179.

17.Mazurkiewicz M., Wachnik Z.: Zakazne zapalenie torby Fabrycjusza u kur-
czat. Medycyna Wet. 1970, 26, 165-168.

18. Minta Z., Karczewski W.: Properties of indigenous strains of infectious bur-
sal disease virus. I. Identification of isolates. Bull. Vet. Inst. Pulawy 1985-
-1986, 28-29, 64-67.

19.Minta Z., Roszkowski J., Karczewski W., Kozaczynski W.: Properties of indi-
genous strains of infectious bursal disease virus. II. Pathogenicity. Bull. Vet.
Inst. Pulawy 1985-1986, 28-29, 67-73.

20.Minta Z., Roszkowski J., Karczewski W.: Properties of indigenous strains of
infectious bursal disease virus. III. Immunosuppressive effect. Bull. Vet. Inst.
Pulawy 1985-1986, 28-29, 73-76.

21.Minta Z., Coudert F,, Karpinska E., Karczewski W.: Wykrywanie wirusa za-
kaznego zapalenia torby Fabrycjusza w hodowli komorkowej i tkankach za-
kazonych kurczat metoda immunofluorescencji i immunoperoksydazowa.
Mat. VIII Kongresu PTNW, Warszawa 1987, s. 229.

22.Minta Z., Daniel A.: Infectious bursal disease in Poland: current situation
and vaccinal control. Mat.: International Symposium on Infectious Bursal
Disease and chicken Infectious Anaemia, Rauischholzhausen, Germany 21-24
June 1994, s. 208-214.

23.Nagqi S. A.: A monoclonal antibody-based immunoperoxidase procedure for
rapie detection of infectious bronchitis virus in infected tissues. Avian Dis.
1990, 34, 893-898.

24.Naqi S. A., Karaca K., Barman B.: A monoclonal antibody-based antygen
capture enzyme-linked immunosorbent assay for identification of infectious
bronchitis wirus serotypes. Avian Pathol. 1993, 22, 555-564.

25.Rosenberger J. K., Saif Y. M., Jackwood D. J.: Infectious bursal disease, [w:]
A Laboratory Manual for the Isolation and Identification of Avian Patho-
gens. Univ. Pennsylvania, New Bolton 1998, 215-218.

26.Snyder D. B., Lana D. P, Cho B. R., Marquardt W. W.: Group and strain-
specific neutralization sites of infectious bursal disease virus defined with
monoclonal antibodies. Avian Dis. 1988, 32, 527-534.

Adres autora: doc. dr hab. Zenon Minta, ul. Partyzantéw 57, 24-100
Pulawy; e-mail: zminta@piwet.pulawy.pl



