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Zastosowanie testu 3ABC-ELISA do réznicowania
przeciwcial pryszczycowych powstatych w wyniku
zakazenia lub immunizacji wrazliwych zwierzat
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Application of 3ABC-ELISA to differentiate FMD antibodies induced by vaccination or infection

Summary

The purpose of the investigation was the application of 3ABC-ELISA to differentiate infected from vacci-
nated cattle. All samples of sera, collected from healthy, animals were free of antibodies of recombinated
3ABC antigen. Among 430 samples of the sera taken from LPBE and VN seropositive animals from the ,,ring”
vaccination zone and from the group of animals exported from Poland and as a part of the national serological
surveillance program for FMD, 100% of the sera have been found negative to polipeptide 3ABC. Out of 82
samples of the sera collected from seropositive animals imported to Poland during 1985-1991, 2 samples
(2.5%) gave a positive reaction with non-structural protein 3ABC. The preliminary results have shown that
the 3ABC-ELISA can be an ideal tool for FMD eradication campaigns and control programs.

Pryszczyca stanowi ciagle aktualny problem w nie-
ktorych rejonach Europy i Azji (4). Jedna z podstawo-
wych metod kontroli choroby oraz jej zwalczania jest
szybka oraz precyzyjna diagnostyka laboratoryjna.
Rutynowo stosowane w laboratoriach pryszczycowych,
serologiczne metody diagnostyczne, takie jak: test
ELISA (liquid-phase blocking ELISA-LPBE) oraz
odczyn seroneutralizacji (SN), wykrywaja przeciwciata
do strukturalnych biatek kapsydu wirusa pryszczycy.
Poniewaz przeciwciata te powstajg zarowno w wyni-
ku immunizacji jak i zakazenia zwierzgcia, powyzsze
metody nie pozwalaja odrézni¢ zwierzat szczepionych
od zakazonych wirusem przyszczycy. Badania takie
sq szczegdlnie wazne dla prawidtowej oceny sytuacji
epizootycznej w rejonach, w ktorych dla zwalczania
choroby zastosowano szczepionke przeciwpryszczy-
cowg oraz dla oceny stanu zdrowia zwierzat wrazli-
wych w obrocie handlowym. Zywy wirus, w odroz-
nieniu do zinaktywowanego antygenu wirusowego
obecnego w preparatach uodporniajacych, posiada
zdolnos¢ replikacji w organizmie zwierzgcia, co w kon-
sekwencji przyczynia si¢ do produkeji nie tylko struk-
turalnych biatek kapsydowych (VP1-VP4), ale takze
szeregu biatek niestrukturalnych (2C, 3A, 3AB oraz
3ABC). Niektore sposrdd tych biatek wykazuja wia-
$ciwoscl antygenowe (6). Wyniki badan wykazaly, ze
przeciwciala skierowane przeciwko polipeptydowi
3ABC okazuja si¢ aktualnie najlepszym serologicz-
nym markerem pozwalajacym identyfikowa¢ i rézni-
cowaé zwierzeta po przebytej infekcji wirusowej, no-
sicieli i rekonwalescentéw od zwierzat immunizo-
wanych szczepionkami inaktywowanymi (1, 5, 8).

Uzyskane rezultaty stanowily podstawe do podjecia
przez zespoly badawcze w Bresci (Wlochy) oraz Pir-
bright (Anglia) badan w zakresie warunkow reakeji,
co w efekcie doprowadzito do zastosowania zrekom-
binowanego antygenu 3ABC oraz specyficznych prze-
ciwcial monoklonalnych do rutynowej diagnostyki la-
boratoryjnej. Opracowany przez zespot z Bresci (2),
zestaw reagentow do testu 3ABC-ELISA, znajduje
zastosowanie jako metoda uzupelniajaca w serologicz-
nej diagnostyce pryszczycy.

Celem badan, byta adaptacja testu 3ABC-ELISA do
praktyki laboratoryjnej prowadzonej w Zakladzie
Pryszczycy PIWet. oraz przeprowadzenie w oparciu o
nowa metode oceny surowic od bydla uznanego za
seropozytywne (LPBE i SN) w latach 1993-1997, pod
katem obecnosci przeciwciat anty-3ABC.

Materiat i metody

Surowice. Ogotem przebadano 575 surowic od bydta
dorostego i cielat urodzonych z seropozytywnych matek. Z
powyzszej liczby, 220 surowic pochodzito od zwierzat z
rejonu ,,pierscieniowych” szczepien profilaktycznych pro-
wadzonych w latach 1985-1989 wokot Zdunskiej Woli, 95
surowic LPBE i SN pozytywnych wybrano wérod zwierzat
badanych w ramach corocznych, zleconych przez Departa-
ment Weterynarii badan monitorowych, dalszych 115 su-
rowic wybrano z grupy pozytywnych zwierzat wyekspor-
towanych z Polski w latach 1993-1995. Przebadano takze
wszystkie (82 proby), LPBE/SN pozytywne surowice ze-
brane w latach 1993-1997 od bydta sprowadzonego do
Polski glownie z krajow osciennych ( kraje dawnego ZSRR,
Czech i Stowacji, Niemiec), a takze Francji, Belgii, i in.



krajow europejskich Ponadto, przebadano 45 surowic od
zw1erzqt LPBE i SN seronegatywnych ktore nigdy przed-
tem nie miaty kontaktu z wirusem 1 nie byly szczeplone
przeciwko pryszczycy. W badaniach zastosowano réwniez
surowice (18 préb), pochodzace od rekonwalescentow po
uprzednim zakazeniu wirusem pryszezycy typ A, O, C, Asia
1, SAT-1, SAT-2, lub SAT-3, otrzymane ze Swiatowego
Laboratorium Referencyjnego w Pirbright (Anglia).

Test immunoenzymatyczny (3ABC-ELISA). Posred-
ni test ELISA wykonywano zgodnie z metoda opisang przez
De Diego i wsp. (2). Zestaw niezbgdnych reagentow do
badan otrzymano dzieki uprzejmosci Dr. E. Brocchi z Isti-
tuto Zooprofilattico Sperimentale w Bresci (Wtochy). Za-
sada testu polega na reakcji obecnych w badanych surowi-
cach swoistych przeciwciat anty-3ABC, ze zrekombinowa-
nym i sklonowanym w E. coli polipeptydem 3ABC, zwia-
zanym do plytki za posrednictwem specyficznych przeciw-
cial monoklonalnych 2C2. Obecnos$¢ przeciwcial wykry-
wa sie stosujac specyficzny koniugat (bydlgce IgG zwiaza-
ne z peroksydaza chrzanowa) po reakcji barwnej z substra-
tem (OPD).

Wykonanie odczynu:

1. Optaszczenie plytek. Do wszystkich zagtebien ptytki
plaskodennej (Nunc MaxiSorp) nakrapla si¢ po 50 pl roz-
tworu Mab 2C2, zgodnie z wezesniej wystandaryzowanym
rozcienczeniem roboczym. Plytke inkubuje sie przez noc
w temp. 4°C.

2. Reakcja z antygenem. Po 3-krotnym przemyciu ptytki
buforem PBS-Tween 20, do rzgdéw nieparzystych nakra-
pla si¢ (50 ul/zaglebienie) antygen 3ABC rozcienczony
buforem PBS-Tween + 3% odtluszczone mleko (Marvel,
Pirbright, U.K) w stosunku 1/30. Do rz¢dow parzystych
(BLANK) nakrapla si¢ tylko bufor (bez antygenu). Ptytke
inkubuje sie przez 1 godz. w temp. 37°C na wytrzasarce.

3. Inkubacja z surowicami. Ptytke przemywa sig¢ 3-krot-.

nie buforem j/w, po czym do kolejnych zagigbien nakrapla
sie po 50 ul odpowiednich surowic terenowych i kontrol-
nych, rozcienczonych w stosunku 1/400 w buforze PBS-
-Tween + 3% odttuszczone mleko + lizat E. coli (150 pg/
/ml). Kazdg surowicg nanosi si¢ podwodjnie, zarowno do
zaglebien z antygenem, jak i kontrolnych (BLANK). Ptyt-
ke inkubuje si¢ na wytrzasarce przez okres 1 godz. w temp.
37°C. Na kazdej plytce mozna zbadaé 42 surowice tereno-
we 1 3 kontrolne.

4. Reakcja z koniugatem. Na ptytke nakrapla si¢ (50 pl/
/zaglebienie) bydlece IgG zwiazane z peroksydaza, rozcien-
czone buforem j/w, w stosunku 1/200 1 inkubuje 1 godz. w
temp. 37°C na wytrzasarce.

5. Wywotanie reakcji barwnej. Po przemycm ptytki bu-
forem j/w, do wszystkich zagl@blen nakrapla si¢ po 50 ul
substratu (OPD, 0,5 mg/ml i 0,02% H,O, w buforze fosfo-
ranowo-cytrynowym, pH 5,0) i plytkq pozostawia si¢ na
10 min. w temp. pokojowe;j.

6. Hamowanie reakcji enzymatycznej. Stosuje sie 2N
roztwor H,SO, (50 pl/zagiebienie), po czym reakcje kolo-
rymetryczng analizuje si¢ spektrofotometrycznie stosujac
czytnik mikroptytek Dynatech 5000 (U.K).

7. Interpretacja wynikow. Srednia wartos¢ OD,, dla kaz-
dej surowicy terenowej i kontrolnej w zaglgbieniach bez
antygenu (BLANK) odejmuje si¢ od wartosci absorbancji
w zagl¢bieniach zawierajacych antygen. Surowica referen-
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Ryc. 1. Rozklad wartosci OD,, (BABC-ELISA) surowic po-

chodzacych od zwierzat wolnych od przeciwcial pryszezyco-

wych (NEG.), bydla z rejonu profilaktycznych szczepien ,,pier-

$cieniowych” (PIERSC.) oraz testowanych w ramach corocz-

nych badan monitorowych (MON.) i wyeksportowanych z
Polski (EXP.)
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Ryc. 2. Rozklad wartosci OD,,, (BABC-ELISA) surowic po-
chodzacych od bydla sprowadzonego do Polski (IMP.) oraz

od rekonwalescentéw, po zakazeniu wirusem pryszcezycy (RE-
KONW,)

0

cyjna ujemna powinna da¢ warto$¢ OD,,, od 0 do 0,1. W
przypadku surowicy referencyjnej wysoko dodatniej war-
to$¢ ta powinna miedci¢ si¢ w zakresie 1,5 do 2,5, nato-
miast OD,, dla surowicy kontrolnej nisko pozytywnej (pro—

gowej) powinna wynosié od 0,2 do 0,5. Wszystkie surowi-
ce terenowe, dla ktdrych wartos¢ absorbancji jest réwna

lub wyzsza od 0,2 nalezy traktowac jako dodatnie.
Wyniki i omdwienie

W prezentowanej pracy zastosowano test immuno-
enzymatyczny (3ABC-ELISA), w ktérym wykorzysta-
no zrekombinowane biatko niestrukturalne wirusa
pryszezycy (polipeptyd 3ABC) wykazujace powino-
wactwo do specyficznych przeciwcial monoklonalnych
2C2 oraz posiadajace wolne miejsca epitopowe wia-
zace swoiste przeciwciata anty-3ABC. Uzyta metoda
pozwala roznicowac przeciwciala powstate w wyniku
zakazenia zwierzecia lub szczepienia preparatami za-
wierajacymi zinaktywowany antygen wirusa pryszczy-



Tab. 1. Poréwnanie wysokosci absorbancji (OD ,,
przeciwcial pryszezycowych w badanych surowicach

Pochodzenie surowic

) w odczynie 3ABC-ELISA z warto$cia mian LPBE w kierunku obecnosci

Zwierzgta negatywne (wolne od przeciwciat)
Bydto z rejonu szczepien ,pierScieniowych”
Badania monitorowe

Zwierzeta importowane

Bydto po zakazeniu zywym wirusem pryszczycy

U:ﬁ:ﬂ 's’ﬂﬁ'u“ﬁif" Wiano LPGE (3Anl::nsusn)
40 < log 1,6 <0,2
220 log 1,6-3,3 <0,2
95 log 1,6-3,0 <0,2
82 log 1,6-2,1 <0,2-0,9
18 log 2,7-3.6 0,5-1,8

cy. Rycina 1 przedstawia rozktad wartosci OD,,
(3ABC-ELISA) dla surowic LPB 1 SN negatywnych
pobranych od bydta nie majacego uprzednio kontaktu
z wirusem pryszczycy inie szczepionego, surowic od
zwierzat z rejonu ,,pierscieniowych” szczepien profi-
laktycznych oraz od bydta przeznaczonego na eksport,
a takze kontrolowanego w ramach corocznych badan
monitorowych. Wszystkie zwierzgta uznane wezesniej
za LPBE i SN seropozytywne w odniesieniu do wiru-
sa pryszczycy (3, 7) okreslono w tescie 3ABC-ELISA
jako negatywne. Powyzszy wynik pozwala stwierdzi¢,
ze surowice te pochodza od zwierzat szczepionych lub
w przypadku cielat — karmionych siara bogata w prze-
ciwciata pryszezycowe (7), ktore nie miaty kontaktu z
zywym wirusem. W przypadku zwierzat importowa-
nych do Polski w okresie do 1991 r., surowice od 2
sztuk pochodzacych z Rosji reagowaiy pozytywnie z
antygenem 3ABC (ryc. 2). Stanowi to ok. 2,5% ogdl-
nej liczby sprowadzonych do kraju zwierzat uznanych
za pozytywne w testach LPBE 1 SN. Odsetek zwierzat
3ABC-ELISA pozytywnych znacznie przewyzsza
okreslony przez innych badaczy (2) btad metody (pro-
cent wynikow fatszywie dodatnich), co czyni uzyska-
ny wynik wiarygodny. Jak wykazano, wszystkie po-
zostale surowice sa jednoznacznie negatywne dla an-
tygenu 3ABC (ryc. 1). Uzyskane wyniki sugeruja, ze
w bylym ZSRR, sytuacja w zakresie pryszczycy, na
przetomie lat 80 1 90-tych byta nigjasna 1 istniato praw-
dopodobienstwo sprowadzenia z tego rejonu zwierzat
stwarzajacych zagrozenie epizootyczne. W swietle po-
wyzszych danych, trafne wydaje si¢ by¢ natychmia-
stowe eliminowanie (uboj) wszystkich sprowadzanych
zwierzat, ktore w testach LPBE oraz SN okreslono jako
seropozytywne dla wirusa pryszczycy. Wsrod dostep-
nych, sprowadzonych ze Swiatowego Laboratorium
Referencyjnego w Pirbright surowic pochodzacych od
rekonwalescentow, wszystkie, tzn. 18 prob reagowaty
dodatnio z antygenem 3ABC (ryc. 2). W tabeli 1. po-
rownano wartosci OD,, (BABC-ELISA) z wartoscia-
mi mian LPBE poszczegolnych surowic. Podkresli¢
nalezy, ze nie zaobserwowano pozytywnej korelacji
pomigdzy wysokoscia mian w tescie LPBE 1 warto-

$ciach absorbancji w odczynie 3ABC-ELISA. Suro-
wice od zwierzat sprowadzonych do kraju posiadaty
relatywnie najnizsze miana LPBE, natomiast ich war-
tos¢ OD,,, w tescie BABC-ELISA wynosita od <0,2
az do 0 9 w przypadku surowic 3ABC dodatnich. 7
kolet wiele surowic, szczegolnie z rejonu Zdunskiej
Woli, gdzie zwierz¢ta szczepiono wielokrotnie, a mia-.
na przeciwcial pryszczycowych w ich surowicach
wynosity nawet powyzej log 3,01 (7), okreslono jako
3ABC ujemne.

Przedstawione wstgpne badania nad zastosowaniem
testu 3ABC, roznicujacego przeciwciala w kierunku
strukturalnych, kapsydowych bialek wirusa pryszczy-
cy, stymulowanych immunizacja zwierzat, od niestruk-
turanych, indukowanych zakazeniem, wymagajg kon-
tynuacji i beda dotyczyly wigkszej populacji bydfa.
Uzyskane dotychczas wyniki pozwalaja potwierdzi¢
duza warto$¢ praktyczng testu 3ABC-ELISA 1 celo-
wos¢ jego stosowania w badaniach dotyczacych kon-
troli i zwalczania pryszczycy. Wysoka czutos¢, specy-
ficzno$¢ oraz tatwos¢ interpretacji uzyskanych wyni-
kow, decyduja o uzytecznosci testu w zakrojonych na
szeroka skale przegladowych badan serologicznych.
Jest to jeden z kolejnych etapdw doskonalenia diagno-
stykl pryszczycy; bardziej precyzyjnego 1 szybszego
jej rozpoznawania.
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