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Zaka�ne zapalenie torby Fabrycjusza (choroba Gum-
boro, IBD) jest wysoce zaka�n¹, wirusow¹ chorob¹
kurcz¹t, w której przebiegu dochodzi do uszkodzenia
narz¹dów limfoidalnych, w tym szczególnie torby Fab-
rycjusza (tF). Ekonomiczne znaczenie IBD zwi¹zane
jest ze stratami bezpo�rednimi (�miertelno�æ zale¿na
od zjadliwo�ci wirusa), jak te¿ ze stratami po�rednimi
bêd¹cymi wynikiem immunosupresji u kurcz¹t zaka-
¿onych we wczesnym okresie ¿ycia (nasilenie wtór-
nych infekcji wirusowych, bakteryjnych i paso¿ytni-
czych), zmniejszonych przyrostów masy cia³a i wzros-
tu zu¿ycia paszy (4, 16). Choroba Gumboro, po raz
pierwszy opisana w USA (7), szybko rozprzestrzeni³a
siê w �wiecie (4). Do po³owy lat 80. izolowano szcze-
py klasyczne wirusa IBD (IBDV) o s³abej zjadliwo�-
ci, powoduj¹ce specyficzne padniêcia do 2%, a od
1984 r. w USA pojawi³y siê warianty antygenowe kla-
sycznego wirusa IBD wywo³uj¹ce postaæ immunosu-
presyjn¹ podostr¹ (14), natomiast w Europie od 1987 r.
bardzo zjadliwe szczepy (vv) IBDV wywo³uj¹ce ostr¹
formê IBD ze �miertelno�ci¹ do 60% u kurcz¹t typu

nie�nego i do 30% u kurcz¹t brojlerów (3). Podczas
63. Ogólnej Sesji OIE w Pary¿u w 1995 r. chorobê
IBD uznano za miêdzynarodowy problem socjoeko-
nomiczny (2).

W Polsce pierwsze przypadki IBD rozpoznano
w 1969 r. (5, 17). Choroba szybko rozprzestrzeni³a siê
w kraju, powoduj¹c znaczne straty w produkcji kur-
cz¹t brojlerów, przy czym izolowane szczepy cecho-
wa³a niska zjadliwo�æ i silny efekt immunosupresji
(18-20). Ostra postaæ choroby Gumboro wystêpuje od
1991 r., a wywo³uj¹ce j¹ szczepy vvIBDV powoduj¹
�miertelno�æ do 100% u kurcz¹t SPF (22).

Diagnostyka wirusologiczna IBD opiera siê na izo-
lacji wirusa wzglêdnie wykrywaniu antygenu wiruso-
wego lub genomu IBDV (16, 25). Najlepszym �ród³em
wirusa jest torba Fabryjusza ptaków w ostrej fazie cho-
roby. Ze wzglêdu na czaso- i pracoch³onno�æ izolacji
wirusa na zarodkach lub hodowlach komórkowych
w rutynowej diagnostyce wiêksze znaczenie maj¹ szyb-
kie metody bezpo�redniego wykrywania antygenów
IBDV w tF, jak test precypitacji w ¿elu agarowym
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(AGID), test immunofluoerscencji (IF), test immuno-
peroksydazowy (IP) oraz AC-ELISA (Antigen Captu-
re-ELISA) (16, 25).

Celem badañ by³o okre�lenie przydatno�ci testów
IP i AC-ELISA do szybkiej diagnostyki zaka�nego
zapalenia torby Fabrycjusza.

Materia³ i metody
Szczepy wirusowe. W badaniach u¿yto szczepów IBDV:

szczepionkowego 228E (s³abo atenuowany), klasycznego
zjadliwego Faragher 52/70 (F52/70) oraz krajowych �
78/GSi i 80/GA (wyizolowane od kurcz¹t brojlerów w 1980
z przypadków choroby Gumboro o ³agodnym, subklinicz-
nym przebiegu), 91/272, 93/35 (wyizolowane w latach
1991-2000 z przypadków ostrej formy IBD) i 00/28, 00/41,
01/53, 01/75, 01/85 (wyizolowane w latach 2000-2001
z przypadków podejrzenia IBD).

Materia³ wirusowy. a) Wybranymi IBDV: 80/GA,
91/272 i 93/35 inokulowano grupy po 4-5 kurcz¹t SPF
w wieku 4-6 tygodni. Materia³y wirusowe w postaci ho-
mogenatu torby Fabrycjusza (tF) w rozcieñczeniu 1 : 10
podawano dospojówkowo. Z pobranych 3 dni p.i. tF czê�æ
przeznaczano do przygotowania mro¿onych skrawków
histologicznych do badania testem IP (po szybkim zamro-
¿eniu w oziêbionym izopentanie tF ciêto w kriostacie na
5 µ skrawki, które umieszczano na szkie³ku podstawowym,
suszono, a nastêpnie utrwalano 10% roztworem formali-
ny), a pozosta³¹ czê�æ do testu AC-ELISA (50% homoge-
nat w PBS zmieszany z freonem 1 : 1 (v/v), wirowany przez
15 minut przy 3000 × g). Podobnie przygotowano materia³
kontrolny z tF kurcz¹t SPF nie zaka¿onych (kontrola nega-
tywna). b) Trzy grupy kurcz¹t SPF w wieku 4 tyg. inokulo-
wano dospojówkowo szczepami IBDV o ró¿nej patogen-
no�ci: szczepionkowym 228E (1 dawka/ptaka) lub izolata-
mi krajowymi 78/GSi i 00/40 (homogenat tF w rozc. 1 : 10).
W 1., 3., 6. i 9. dniu p.i. po 2 ptaki z grup zaka¿onych i po
1 ptaku z grupy kontrolnej (kurczêta SPF z tego samego
wylêgu) usypiano i pobierano tF, które zamra¿ano, a na-
stêpnie przygotowywano z nich mro¿one skrawki histolo-
giczne do testu IP oraz homogenaty do testu AC-ELISA
w sposób podany w czê�ci a.

Surowica. Surowicê dodatni¹ (S+IBD) uzyskano przez
zaka¿enie kurcz¹t SPF dwukrotnie donosowo i dospojów-
kowo szczepem F52/70. Surowicê ujemn¹ (S-IBD) otrzy-
mano od kurcz¹t SPF.

Wysiêk otrzewnowy. Dodatni wysiêk otrzewnowy
(W+IBD) uzyskano od myszy Balb/C, którym podawano
dootrzewnowo oczyszczony wirus F52/70, a nastêpnie
komórki szpiczaka SP
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O w ilo�ci po 106 komórek/szt. Ujem-

ny wysiêk otrzewnowy (W�IBD) pochodzi³ od myszy
Balb/C, którym podano dootrzewnowo same komórki szpi-
czaka.

Test IP. Przeprowadzono wg metodyki podanej przez
Kurstaka (15), w skrócie w nastêpuj¹cy sposób: na utrwa-
lone preparaty nanoszono 0,5% H
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 celem usuniêcia en-

dogennej peroksydazy. Nastêpnie nak³adano na nie suro-
wice S+ F52/70 IBD lub S- IBD rozcieñczone 1/50 i 1/100
w PBS i inkubowano w wilgotnej komorze przez 30 min.
w temp. 37°C. Po trzykrotnym p³ukaniu w buforze do p³u-
kania (PBS+Tween20, PBST) i jednokrotnie w wodzie des-

tylowanej preparaty ods¹czano delikatnie i pokrywano ko-
niugatem (królicze przeciwcia³a anty IgG kury znakowane
peroksydaz¹ chrzanow¹) rozcieñczonym w PBS. Inkuba-
cjê prowadzono w wilgotnej komorze przez 60 min. w temp.
37°C, po czym p³ukano dwukrotnie buforem do p³ukania,
jednokrotnie PBS i ponownie ods¹czano. Do tak przygoto-
wanych preparatów dodawano roztwór substratu AEC (3-
amino 9-ethylocarbazole) i po 5-15 min. inkubacji w temp.
37°C oraz krótkim p³ukaniu w bie¿¹cej wodzie celem usu-
niêcia nadmiaru substratu preparaty ogl¹dano
w mikroskopie �wietlnym.

Test AC-ELISA. Test AC-ELISA wykonywano wg me-
todyki Eterradossi i wsp. (10) w sposób nastêpuj¹cy (skró-
towo): na p³ytkê 96-do³kow¹ nanoszono kurz¹ surowicê
S+IBD rozcieñczon¹ w PBS (100 µl/do³ek). Po 1 godz. in-
kubacji w 37°C w komorze wilgotnej baseniki opró¿niano,
trzykrotnie przemywano buforem do p³ukania (PBST),
a nastêpnie nanoszono po 200 µl buforu do blokowania
(PBST + 10% surowicy p³odu cielêcego + 2% mleka od-
t³uszczonego) i inkubowano przez ca³¹ noc w temp. 37°C
w komorze wilgotnej, ponownie przemywano trzykrotnie
PBST i nanoszono po 100 µl/do³ek kolejne, dwukrotne roz-
cieñczenia przygotowanych uprzednio homogenatów tF. Po
1 godz. inkubacji w 37°C w komorze wilgotnej materia³
wirusowy ostro¿nie usuniêto, do³ki trzykrotnie p³ukano
i po naniesieniu po 100 µl W+IBD ponownie inkubowano
w 37°C przez 1 godz. W kolejnym etapie dodano 50 µl
koniugatu (królicze przeciwcia³a anty IgG myszy znako-
wane fosfataz¹ alkaliczn¹), a na koniec substrat pNPP.

Wyniki i omówienie
Wyniki testu IP odczytywano przy u¿yciu mikro-

skopu odwróconego Telaval 3 (Carl Zeiss Jena), nato-
miast testu AC-ELISA w czytniku Spectra Shell (SLT-
-Labinstrument GmbH). Dodatnim wynikiem testu IP
by³a obecno�æ ciemnobr¹zowych ziarnisto�ci (kom-
pleks antygen�przeciwcia³o) w mro¿onych skrawkach
histologicznych tF kurcz¹t zaka¿onych �wiadcz¹ca
o obecno�ci antygenu IBDV (ryc. 2); nie stwierdzano
ich w tF od kurcz¹t SPF (ryc. 1). Intensywno�æ reakcji
barwnej oznaczano przyjmuj¹c zakres: + (reakcja
barwna w < 25% powierzchni pola widzenia pod mi-
kroskopem), ++ (25-50%), +++ (50-75%) i ++++
(> 75%). Wyniki testu AC-ELISA wyra¿ono warto�-
ci¹ OD, przyjmuj¹c za dodatnie OD ³ 0,3. W celu
porównania rezultatów uzyskanych w obu testach do
okre�lenia wyników testu AC-ELISA przyjêto nastê-
puj¹ce 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 wstêpne badania optymalizacji tes-
tu IP pozwoli³y ustaliæ robocze rozcieñczenia surowi-
cy dodatniej i ujemnej, które wynosi³o 1/50 oraz roz-
cieñczenie koniugatu 1/100. Przy tych rozcieñczeniach
nie obserwowano reakcji barwnej w preparatach z tor-
by Fabrycjusza kurcz¹t zaka¿onych traktowanych su-
rowic¹ kurcz¹t SPF (S�IBD), jak te¿ w preparatach
z tF kurcz¹t kontrolnych (nie zaka¿onych) traktowa-
nych surowic¹ dodatni¹ S+IBD. Reakcja barwna ko-
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mórek zaka¿onych w te�cie IP by³a bezpo�rednim
wska�nikiem obecno�ci w nich antygenów wirusa
IBDV.

Metodê AC-ELISA wdra¿ano w oparciu o proce-
durê stosowan¹ w laboratorium referencyjnym OIE/
UE diagnostyki choroby Gumboro w AFSSA Ploufra-
gan, Francja. Przed przyst¹pieniem do badañ przepro-
wadzono optymalizacjê testu AC-ELISA, która obej-
mowa³a kalibracjê poliklonalnej surowicy kurzej
(S+IBD) przewidzianej do op³aszczania p³ytek oraz
ustalenie warunków wykrywania antygenów IBDV.
Wyniki kalibracji surowicy dodatniej wskaza³y,
¿e optymalnym jej rozcieñczeniem do op³asz-
czania p³ytek jest rozcieñczenie 1/40 000.
Z kolei wyniki optymalizacji warunków detek-
cji wykaza³y, ¿e wysiêk otrzewnowy myszy
W+IBD u¿yty w rozcieñczeniu 1/100 dawa³
zbyt wysokie t³o, którego przyczyn¹ by³y do-
datkowe zanieczyszczenia immunoglobina-
mi dla bia³ka kurzego. W celu uzyskania czys-
tych mysich przeciwcia³ poliklonalnych z wy-
siêku otrzewnowego zastosowano specjaln¹
procedurê oczyszczania (13). W rezultacie
otrzymano wysiêk o wyra�nie mniejszej zawar-

to�ci immunoglobin przeciwko bia³ku kurzemu, co
pozwoli³o na stosowanie wiêkszych rozcieñczeñ tego
immunoreagentu (1/400). Optymalnym rozcieñcze-
niem u¿ytego koniugatu anty IgG myszy znakowane-
go fosfataz¹ alkaliczn¹ by³o rozcieñczenie 1/1600.

Wyniki testu IP i AC-ELISA do wykrywania anty-
genów IBDV w tF kurcz¹t SPF pobranych 3 dni p.i.
krajowymi izolatami IBDV o ró¿nej zjadliwo�ci oraz
w materiale diagnostycznym z lat 2000-2001 pocho-
dz¹cym z ferm kurcz¹t brojlerów z podejrzeniem cho-
roby Gumboro przedstawiono w tab. 1. We wszyst-
kich badanych materia³ach zarówno od kurcz¹t SPF
zaka¿onych trzema krajowymi izolatami 80/GA (s³a-
bo zjadliwy) oraz 91/272 i 93/35 (wysoce zjadliwe),
jak i kurcz¹t brojlerów pochodz¹cych z piêciu stad,
gdzie wyst¹pi³y zachorowania wskazuj¹ce na chorobê
Gumboro (prze³amania poszczepienne), wykrywano
antygeny IBDV w obu testach. Czu³o�æ i specyficz-
no�æ obu metod wyra¿ona wykrywalno�ci¹ antygenów
IBDV i intensywno�ci¹ reakcji barwnej by³a porów-
nywalna, przy czym metoda AC-ELISA umo¿liwia³a
dodatkowo ilo�ciowe oznaczenie antygenów.

Wyniki porównawczego wykrywania antygenów
IBDV w tF kurcz¹t SPF w ró¿nym czasie p.i. szczepa-
mi o zró¿nicowanej zjadliwo�ci (szczepionkowy 228E,
s³abo zjadliwy 78/GSi i wysoce zjadliwy 00/40) przy
u¿yciu testów IP i AC-ELISA przedstawiono w tab. 2.
Obie metody immunoenzymatyczne pozwala³y na

Ryc. 1. Preparat kontrolny. Barwiony metod¹ IP skrawek
histologiczny torby Fabrycjusza ptaka nie zaka¿onego (brak
barwnych z³ogów)

Ryc. 2. Barwiony metod¹ IP skrawek histologiczny torby
Fabrycjusza ptaka zaka¿onego szczepem vvIBDV z widocz-
nymi barwnymi z³ogami (kompleks antygen�przeciwcia³o)

Tab. 2. Wykrywanie antygenów IBDV w tF kurcz¹t w ró¿nym czasie
p.i. szczepami o ró¿nej zjadliwo�ci przy u¿yciu testu IP oraz AC-ELISA

Tab. 1. Porównanie wyników testu IP oraz AC-ELISA zasto-
sowanych do wykrywania antygenów IBDV w torbach Fab-
rycjusza kurcz¹t SPF 3 dni p.i. krajowymi izolatami IBDV
oraz kurcz¹t brojlerów z podejrzeniem choroby Gumboro

azsujcyrbaFabroT VDBI PI ASILE-CA
)DO(

FPSatêzcruK

AG/08 ++ )47,2(+++

272/19 +++ )85,2(+++

53/39 +++ )85,2(+++

yreljorbatêzcruK
)DBIeinezrjedop(

82/00 ++ )67,0(+

14/00 +++ )83,3(++++

35/10 +++ )96,2(+++

57/10 ++++ )80,3(++++

58/10 ++++ )13,3(++++

ñeizD .i.p

VDBI

E822 iSG/87 04/00

PI ASILE-CA
)DO(

PI ASILE-CA
)DO(

PI ASILE-CA
)DO(

1 � )611,0(� + )885,1(++ + )551,1(++

3 � )562,0(� ++ )307,2(+++ +++ )475,2(+++

6 ++ )384,2(+++ + )015,0(+ ++++ )709,2(++++

9 � )751,0(� � )890,0(� + )143,0(+
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wykrywanie antygenów IBDV w tF w tym samym cza-
sie p.i. poszczególnymi szczepami IBDV, przy nieco
wy¿szej czu³o�ci testu AC-ELISA (wy¿sze oceny
w przyjêtej skali interpretacji wyników). Natomiast
wyra�ne ró¿nice by³y w czasie, jak te¿ ilo�ci wykry-
wanego antygenu w zale¿no�ci od patogenno�ci szcze-
pu IBDV. Szczep szczepionkowy 228E wykrywano
tylko w 6 dniu p.i., szczep s³abo patogenny 78/GSi od
1 do 6 dnia p.i., przy czym najwiêcej antygenu zarów-
no w skrawkach mro¿onych tF, jak i w homogenatach
tF stwierdzano w 3 dniu p.i., natomiast antygen szcze-
pu zjadliwego 00/40 wykrywano przy u¿yciu obu me-
tod we wszystkich terminach badania (1-9 dzieñ p.i.),
przy czym najwiêcej antygenu wykrywano w 6. dniu
p.i.

Metody immunoenzymatyczne, zarówno IP, jak
i AC-ELISA zosta³y z powodzeniem zastosowane
w diagnostyce i badaniach epidemiologicznych IBD
(6, 8, 11, 26). Równie¿ w kraju podejmowano pierw-
sze próby ich stosowania (9, 21). Obie metody immu-
noenzymatyczne w porównaniu z konwencjonalnymi
metodami izolacji s¹ szybsze, prostsze i tañsze oraz
umo¿liwiaj¹ badanie du¿ej ilo�ci próbek (24), a w po-
równaniu z AGID i IF s¹ czulsze (1, 23).

W badaniach w³asnych, zarówno IP, jak i AC-
-ELISA dawa³y zbli¿one wyniki. Stwierdzane ró¿nice
w intensywno�ci reakcji barwnej w obu testach wyni-
ka³y ze zjadliwo�ci u¿ytych wirusów. Cruz-Coy i wsp.
(8) i Eterradossi i wsp. (12) donosz¹, ¿e szczepy szcze-
pionkowe w mniejszym stopniu replikuj¹ siê w zaka-
¿onych tkankach ni¿ wirusy vvIBD. Wed³ug Van den
Berga (3), pojedyncza cz¹steczka wirusa klasycznego
zjadliwego F52/70 powoduje wzrost miana o 102-103

EID
50

, natomiast vvIBDV o 104-105 EID
50

. Wprawdzie
test IP jest metod¹ prostsz¹ i mniej pracoch³onn¹, to
jednak test AC-ELISA wydaje siê bardziej przydatny,
gdy¿ umo¿liwia obiektywne ilo�ciowe oznaczanie an-
tygenu IBDV w tF (intensywno�æ reakcji barwnej mie-
rzona jest warto�ci¹ OD w czytniku ELISA). Ponadto
u¿ycie w te�cie AC-ELISA panelu przeciwcia³ mono-
klonalnych umo¿liwia dodatkowo charakterystykê
antygenow¹ izolatów IBDV (9-11, 14, 26).

Reasumuj¹c, przeprowadzone badania potwierdza-
j¹ przydatno�æ zarówno testu IP, jak i AC-ELISA do
szybkiej diagnostyki IBD opartej na wykrywaniu an-
tygenu wirusowego w torbie Fabrycjusza zaka¿onych
ptaków, przy czym test AC-ELISA dodatkowo umo¿-
liwia antygenow¹ charakterystykê IBDV, co ma istot-
ne znaczenie w badaniach epidemiologicznych i im-
munoprofilaktyce choroby Gumboro.
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