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Application 0f 3ABD-ELI§A to difterentiate FMD antibodies induced by vaccination or infectian

Summary

The purpose of the investigation was the application of 3ABC-ELISA to differentiate infected from vacci-
nated cattle. All samples of iera, collected fiom healthy, animals were free of antibodies of recombinated
3ABC antigen, Amon^g 430 samples of the sera taken from LPBE and \N seropositive animals from the lring"
vaccinatioń zone and irom the gio.,p of animals exported from Poland and as a part of the national serological
surveillance program for FM5, tOiO% of the sera have been found negative to polipeptide 3ABC. Out of 82

samples of tńe ńra collected from seropositive animals imported to Poland during 1985-199tr, 2 samPles

1z.sólrl gave a positive reaction with non-structural protein 3ABC. The preliminary results have Shown that
in" słnt-BrrŚł can be an ideal tool for FMD eradication campaigns and control program§.

Pryszczyca stanowi ciągle aktualny problern w nie-
których rejonach Europy i Azji (). Jednąz podstawo-

ELISA (liquid-phase blocking ELISA-LPBE) oraz
odczyn seroneutralizacj i ( SN), wykrywaj ą przeciwciała
do strukturalnych białek kapsydu wirusa pryszczycy.
Ponięwaz przeciwciała te powstĄązarówno w wyni-
ku immunizacji jak i zakażenl,a zwlętzęcla, powyższe

|ająodr ionych
lrusem a takie
żnę dla ytuacji

epizootycznej w rejonach, w których dla zwalczanta
choroby zastosowano szczepionkę przeciwpryszczy-
cową oraz dla oceny stanu zdrowia zwl,erząt wrażIt-
wych w obrocie handlowym.Zywy wirus, w odróż-
nieniu do zinaktywowanego antygenu wirusowego
obecnego w preparatach uodporniających, posiada
zdolność replikacji w organizmte zwierzęcia, co w kon-
sekwencji przyczynta się do produkcji nie tylko struk-
turalnych białek kapsydowych (VPl-VP4), ale także
szeregu białek niestrukturalnych (2C, 3A, 3AB oraz
3ABC). Niektóre spośród tych białek wykazują wła-
ściwości antygenowe (6). Wyniki badań wykazały, że
przeciwctała skierowane przeciwko polipeptydowi
3ABC okazują się aktualnie najlepszym serologicz-
nym markerem pozwalającym identyfikowac l rożnl,-
cować zwierzętapo przebytej infekcji wirusowej, no-
sicieli i rekonwalescentów od zwterząt immunizo-
wanych szczepionkami inaktywowanymi (1, 5, 8).

Uzyskane rezultaty stanowiły podstawę do podjęcia
przez zespoły badawcze w Bresci (Włochy) orazPir-
-bright 

(Anglia) badań w zakresie warunków reakcji,
co w efekcie doprowadziło do zastosowania zrekom-
binowane go antygenu 3 AB C oraz specyfi czny ch prze -

ciwciał monoklonalnych do rutynowej diagnostyki la-
boratoryjnej. Opracowany pruez zespół z Bresci (2),

zestaw reagentów do testu 3ABC-ELISA, znajduje
zastosowanie jako metoda uzupełniająca w serologicz-
nej diagno s ty c e pry szczy cy.

Celem badań, była adaptacja testu 3ABC-ELISA do
praktyki laboratoryjnej prowadzonej w Zakładzię
Pryszczycy PIWet. orazprzeprowadzenie w oparciu o

nową metodę oceny surowic od bydła uznanego za
seropozytywne (LPBE i SN) w latach 1993-1,997,pod
kątem obecności przeciwciał anty-3ABC.

Materiał imetody

Surowice. Ogółem przebadano 575 surowic od bydła
dorosłego i cieląt urodzonych z seropozytywnych matek. Z
powyższej ltczby,220 surowic pochodziło od zwierząt z
rej onu,,pierścieniowych" szczepteń profi laktycznych pro-
wadzonych w latach 1985-19B9 wokół Zduńskiej Woli, 95

surowic LPBE i SN pozytywnych wybrano wśród zwterząt
badanych w ramach corocznych, zleconych przezDeparta-
ment Weterynarii badań monitorowych, dalszych 115 su-

rowic wybrano z grupy pozytywnych zwierząt wyekspor-
towanych z Polski w latach 1993-1995. Przebadano takze
wszystkie (B2 próby), LPBE/SN pozytywne surowice ze-
brane w latach 1993-199'7 od bydła sprowadzonego do

Polski głownie zktajów ościennych ( kraje dawnego ZSRR,
Czech i Słowacji, Niemiec), atakże Francji, Belgii, i in.



krajów europejskich. Ponadto, przebadano 45 surowic od
zwierząt LPBE i SN seronegatywnych, które nigdy przed-
tem nie miały kontaktu z wirusem i nie były szczepione
przeciwko pIyszczycy. W badaniach zastosowano również
surowice (18 prób), pochodzące od rekonwalescentów po
lptzednimzakażeniu wirusem pryszczycy typ Ą, O, C, Asia
1, SAT-I, SAT-2, lub SAT-3, otrzymane ze Swiatowego
Laboratorium Referencyj nego w Pirbright (Anglia).

Test immunoenzymatyczny (3ABC-ELISA). Pośred-
ni test ELISA wykonywano zgodnie z metodąopisanąprzęz
De Diego i wsp. (ż). Zestaw niezbędnych reagentów do
badań otrzymano dzięki uprzejmości Dr. E, Brocchi z Isti-
|uto Zooprofilattico Sperimentale w Bresci (Włochy). Za-
sada testu polega na reakcji obecnych w badanych surowi-
cach swoistych przeciwciał anty-3AB C, ze zrekombinowa-
nym i sklonowanym w E. coli polipeptydem 3ABC, zwią-
zanymdo płytki za pośrednictwem specyficznych przeciw-
ciał monoklonalnych 2C2. Obecność przeciwciał wykry-
wa się stosując specyficzny koniugat (bydlęce IgG związa-
ne z peroksydaząchrzanowQ po reakcji barwnej z substra-
tem (OPD).

Wykonanie odczynu:
1,. Opłaszczenie płytek. Do wszystkich zagłębień płytki

płaskodennej (Nunc MaxiSorp) nakrapla się po 50 pl roz-
tworu Mab 2Cż, zgodnie z wcześniej wystandaryzowanym
rozcięńczeniem roboczym. Płytkę inkubuje się przez noc
w temp. 4'C.

2. Reakcja z antygenem. Po 3-krotnym przemyciu płytki
buforem PBS-Tween 20, do rzędów nieparzystych nakra-
pla się (50 p,1,1zagłębienie) antygen 3ABC rozcieńczony
buforem PBS-Tween + 3% odtłuszczonę mleko (Marvel,
Pirbright, U.K) w stosunku 1/30. Do rzędów parzystych
(BLANK) nakrapla się tylko bufor (bez antygenu). Płytkę
inkubuje sięprzez I godz. w temp. 37"C na wytrząsarce.

3. Inkubacja z surowicami. Płytkę przemywa się 3-krot--
nie buforem j/w, po czym do kolejnych zagłębień nakrapla
się po 50 pl odpowiednich surowic terenowych i kontrol-
nych, rozcieńczonych w stosunku 11400 w buforze PBS-
-Tween + 3% odtłuszczone mleko + lizat E. coli (150 pgl
lml). Każdąsurowicę nanosi się podwójnie, zarówno do
zagłębień z antygenem, jak i kontrolnych (BLANK). Płyt
kę inkubuje się na wytrząsarce przez okres I godz. w temp.
37"C. Na każdej płytce możnazbadać 42 surowice tereno-
we i 3 kontrolne.

4. Reakcja z koniugatem. Na płytkę nakrapla się (50 pl/
l zagłęb ienie) by dl ę c e IgG zw iązane z p eroksyd azą r o zc ień-
czone buforem j/w, w stosunku I1200 i inkubuje 1 godz. w
temp. 37'C na wytrząsarce.

5. Wywołanie reakcji barwnej. Po przemyciu płytki bu-
forem j/w, do wszystkich zagłębień nakrapla się po 50 pl
substratu (OPD, 0,5 mg/ml i 0,020ń HrO, w buforze fosfo-
ranowo-cytrynowym, pH 5,0) i płytkę pozostawia się na
l0 min. w temp. pokojowej.

6. Hamowanie reakcji enzymatycznej. Stosuje się 2N
roztwór H2S04 (50 p,llzagłębienie), po czym reakcję kolo-
rymetryczną analizuj e się spektrofotometrycznie stosuj ąc
czytnik mikropłytek Dynatech 5000 (U.K).

7. Interpretacja wyników. Sredniąwartość OD,,n, dlakaż-
dej surowicy terenowej i kontrolnej w zagłębieniachbez
antygenu (BLANK) odejmuje się od warlości absorbancji
w za głęb ien iach zaw ier ających antygen. Surowic a re feren-

0D492

Ryc. 1. Rozkład wartości OD19, (3ABC-ELISA) surowic po-
chodzących od nłierząt wolnych od przeciwciał pryszczyco-
rrych §EG.), bydła z rejonu profilakĘcznychszczepień ,,pier-
ścieniołrych" (PIERSC.) oraz testowanych w ramach corocz-
nych badań monitorowych (MON.) i wyeksportowanych z
Polski (EXP.)

0D492

Ryc. 2. Rozkład wartości OD49, (3ABC-ELISA) surowic po-
chodzących od bydła sprowadzonego do Polski (IMP.) oraz
od rekonwalescentów, po zakażeniu wirusem pryszczycy (RE-
KoNw.)

cyjna ujemna powinna dać wartość ODon, od 0 do 0,1. W
przypadku surowicy referencyjnej wysoko dodatniej war-
tość ta powinna mieścić się w zakresie 1,5 do 2,5, nato-
miast OD.n, dla surowicy kontrolnej nisko pozytyłvnej (pro-
gowej) powinna wynosić od 0,2 do 0,5. Wsz,vstkie surowi-
ce terenowe, dla których wartość absorbancji jest równa
lń wyższa od 0,2 należy traktować jako dodatnie.

Wyniki iomówienie
W prezentowanej pracy zastosowano test immuno-

enzy maty czny ( 3 AB C -ELI S A), w którym wykorzy sta-
no zrekombinowane białko niestrukturalne wirusa
pIy szczy cy (polip eptyd 3 AB C) wykazuj ące powino -

wactwo do sp e cyfic zny ch przeciwc i ał monoklonalnych
2C2 oraz posiadające wolne miejsca epitopowe wią-
ząc e swo i ste prz e c iwc iała anty -3 ABC . U żyta meto da
p ozw ala różnic ować przeciwciała p owstałe w wyniku
zakażenta zw ier zęc ta lub s z c z ep i e ni a pr ep ar atami za-
wieraj ącymi zinaktywowany antygen wirusa p ry szczy -

.9
=o
0
§€ N
.!ż
J

500

450

400

350

300

250

200

150

100

50

0
1505

80

70

bU

a'= 50
eżąo
GĘ
.§ 30
J

20

10

0
1505



Tab. 1. Porównanie wysokości absorbancji (OD49r) w odczynie 3ABC-ELISA z wartością mian LPBE w kierunku obecnoŚci
przeciwciał pry§zczycowych w badanych surowicach

cy. Rycina 1 przedstawia rozkład wartości ODon,
(3ABC-ELISA) dla surowic LPB i SN negatywnych
pobranych od bydła nie mającego upfzednio kontaktu
z wirusem pryszczycy inie szczepionego, surowic od
zw terząt z r ej onu,,p ierŚ c i eni owych" szczęprcń pro fi -
laktycznych oraz odbydła plzęznaczonego na eksport,
a także kontrolowanego w ramach corocznych badań
mo nitorowych. W s zy s tkię zw i ęr z ęta uznane w c ze ś ni ej

zaLPBE i SN seropozytywne w odniesieniu do wiru-
sapryszczycy (3, 7) określono w teście 3ABC-ELISA
jako negatywne. Powyższy wynik pozwala stwierdzić,
ze surowi ce te p ocho dz ą o d zw iet ząt szczepionych lub
w przypadku cieląt - karmionych siarąbogatąw prze-
ciwciała pryszczycowe (7), ktore nie mtaŁy kontaktu z
żywym wirusem. W przypadku zwterząt importowa-
nych do Polski w okresie do 1991 r., surowice od 2
sztuk pochodzących z Rosji reagowały pozytywnie z
antygenem 3ABC (ryc. 2). Stanowi to ok. 2,5Yo ogol-
nej liczby sprowadzonych do kraju zwierzątuznanych
zapozytywne w testach LPBE i SN. Odsetekzwierząt
3ABC-ELISA pozytywnych znacznie ptzewyższa
określony przęz innych badaczy (2) błąd metody (pro-
cent wyników fałszywie dodatnich), co czyni uzyska-
ny wynik wiarygodny. Jak wykazano, wszystkie po-
zostałe surowice sąjednoznacznie negatywne dla an-
tygenu 3ABC (ryc. 1). Uzyskane wyniki sugerują że
w byłym ZSRR, sytuacja w zakresie pryszczycy, na
przełomie lat 80 i 90-tych była niejasna i istniało plaw-
dop o dob ień stwo sprow adzenia z te go rej onu zw ter ząt
stw aruaj ący ch zagr ożeni e ep iz o otyczne. W świ etl e p o -

wyższych danych, trafne wydaje się byó natychmia-
stowe eliminowanie (ubój) wszystkich sprowadzanych
zwterząt,które w testach LPBE oraz SN określono jako
seropozytywne dla wirusa pTyszczycy. Wśród dostęp-
nych, sprowadzonych ze Swiatowego Laboratorium
Referencyjnego w Pirbright surowic pochodzących od
rekonwalescentów, wszystkie, tzn. 18 prób reagowały
dodatnio z antygenem 3ABC (ryc. ż). W tabeli 1. po-
równano wartości ODoo, (3ABC-ELISA) z wartościa-
mi mian LPBE poszcźćgóInych surowic. Podkreślić
należy, żę nte zaobserwowano pozytywnej korelacji
pomiędzy wysokością mian w teście LPBE i warto-

ściach absorbancji w odczynie 3ABC-ELISA. Suro-
wice od zwierząt sprowadzonych do kraju posiadały
relatywnie najntższe miana LPBE, natomiast ich war-
tość ODon, w teście 3ABC-ELISA wynosiła od < 0,2
aż do 0,9iw przypadku surowic 3ABC dodatnich. Z
kolei wiele surowic, szczególnie z rejonu Zduńskiej
Woli, gdzie zw,l,erzęta szczepiono wielokrotnie, a mia-.
na przeciwctał pryszczycowych w ich surowicach
wynosiły nawet powyżej 1og 3,01 (7), określono jako
3ABC ujemne.

Przedstawione wstępne badania nad zastosowaniem
testu 3ABC, różnicującego przeciwctała w kierunku
strukturalnych, kapsydowych białek wirusa pty szczy -
cy, stymulowanych immunizacj ązwterząt, od niestruk-
turanych, indukowany ch zakażęni em, wyma gaj ą kon-
tynuacji i będą dotyczyły większej populacji bydła.
Uzyskane dotychczas wyniki pozw alają potwierdzić
dużą wartośc praktyczną testu 3ABC-ELISA i celo-
wość jego stosowania w badaniach dotyczących kon-
troli i zwalczanlapryszczycy. Wysoka czuŁośc, specy-
ficzność oraz łatwość interpretacji uzyskanych wyni-
kóq decydują o użyteczności testu w zakrojonych na
szeroką skalę przeglądowych badań serologicznych.
Jest tojeden z kolejnych etapów doskonalenia diagno-
styki prysz czy cy.; bar dziej precyzyjnego i szybszego
JeJ tozpoznawanla.
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