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Walidacja metody ELISA (SPCE) do wykrywania
przeciwciat przeciwko wirusowi pryszczycy
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Validation of a solid-phase competition ELISA (SPCE) for measuring antibodies
to foot-and-mouth disease virus

Summary

The aim of this study was to examine the essential validation parameters of a solid-phase competition ELISA
(SPCE) assay for the serological detection of foot-and-mouth disease virus (FMDYV) antibody serotypes
A, O and Asia 1. The sensitivity of the SPCE was calculated from the results of testing positive sera from
convalescent and vaccinated cattle. The highest sensitivity of assay (>99% for all FMDYV types) was found at
PI 41-50 but implementation of a cut-off level above PI 50 resulted in a decrease of ELISA sensitivity. The
specificity of SPCE was examined by testing 760 samples of FMDV-negative field sera collected from healthy,
neither infected nor previously vaccinated cattle. In contrast to the sensitivity, an increase in ELISA specificity
was observed in tested successive PI ranges and 100% was achieved at PI 61-70. The accuracy of assay was
determined by the estimation of repeatability and reproducibility of results. These were performed using
a panel of reference sera distributed by the World Reference Laboratory for Foot-and-Mouth Disease (WRL
FMD) for the purpose of Phase XVIII collaborative studies. Repeatability and reproducibility were expressed
as a coefficient of variation (CV) by analyzing the results of tested reference sera. In case of reproducibility, the
CVs for 9 of 10 tested sera ranged from 6.6 to 9.8%. The results of reproducibility were more variable — CVs
for all reference sera were generally higher and for two samples (weak positive for FMDYV serotype A) they
exceeded the acceptable maximum limit.
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Pryszczyca — ze wzgledoéw epizootycznych i ekono-
micznych najwazniejsza wirusowa choroba zakazna zwie-
rzat parzystokopytnych domowych i dzikich. Kraje wol-
ne od tej choroby korzystaja z nieograniczonego dostgpu
do migdzynarodowych rynkow zbytu zwierzat i produk-
tow zwierzeeego pochodzenia. Jednym z podstawowych
kryteriow uzyskania i utrzymania statusu kraju Wolnego
od pryszczycy jest przedstaw1en1e wiarygodnych Wym—
kéw badan potwierdzajacych, ze zwierzgta podatne nig-
dy nie chorowaty na pryszczyce oraz nie byly szczepione
przeciwko tej chorobie. Odnosne dane uzyskuje si¢ po-
przez wykrywanie i oceng iloSciowa przeciwcial swo-
istych dla bialek strukturalnych kapsydu wirusa prysz-
czycy. Serologiczne badania przegladowe bydta na obec-
no$¢ przeciwciat swoistych wykonuje si¢ w wigkszosci
krajow europejskich (4). Od 1991 r. badania takie pro-
wadzi si¢ takze w Polsce w ramach krajowego programu
badan monitoringowych w kierunku pryszczycy (11).
Metody wykrywania przeciwciat zalecane dla potrzeb
handlu migdzynarodowego sa opisane w podreczniku
badan diagnostycznych i szczepionek dla zwierzat lado-
wych Miedzynarodowego Urzedu ds. Epizootii (OIE) (5).
Zgodnie z tym podrecznikiem, odczyn seroneutralizacji

(SN) jest metoda referencyjna, jednakze jest on praco-
i czasochlonny, a ponadto, ze wzgledu na koniecznos¢
stosowania aktywnego wirusa, wymagane jest zapewnie-
nie w laboratorium odpowiednich warunkow bezpieczen-
stwa biologicznego. Inng opisana metoda jest test immu-
noenzymatyczny — liquid-phase blocking ELISA (LPBE)
— opracowany przez Hamblina i wsp. (8, 9), a nastgpnie
zaadaptowany w wigkszos$ci laboratoriow europejskich
(13), od 1993 r. takze w Zaktadzie Pryszczycy PIWet-
-PIB w Zdunskiej Woli (15). Ze wzgledu na tatwos¢ wy-
konania i krotki czas uzyskania wynikow oraz czutosé
porownywalna z odczynem SN, a takze uzycie inakty-
wowanego antygenu wirusa pryszczycy, test LPBE zale-
cany jest do serologicznych badan monitoringowych
zwierzat podatnych. Jednakze z powodu duzego odsetka
wynikow falszywie dodatnich —od 4% w populacji zwie-
rzat zdrowych nieszczepionych az do 18% wsrod zwie-
rzat narazonych na stres — metoda ta jest obecnie kryty-
kowana (7). W ostatnich latach, w kilku renomowanych
laboratoriach pryszczycowych opracowano i wprowadzo-
no do rutynowej praktyki laboratoryjnej metody immu-
noenzymatyczne, w ktorych reakcja antygen—przeciwcia-
o zachodzi w fazie statej. Pierwsza jest solid-phase com-
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petition ELISA (SPCE), oparta na wspotzawodnictwie
przeciwcial swoistych obecnych w badanej surowicy
z przec1wc1a1am1 anty-pryszczycowymi w surowicy od-
pornosc10we] hlperlmmumzowanej swinki morskie;j
0 miejsca antygenowe wirusa pryszczycy (12). Nastgpna
jest solid-phase blocking ELISA polegajaca na bloko-
waniu wiazania przeciwcial monoklonalnych anty-prysz-
czycowych do antygenu przez przeciwciata swoiste
w badanej surowicy (6). Przewaga tych metod nad LPBE
wynika przede wszystkim ze znacznie wyzszej ich spe-
cyficznosci (> 99%), a takze na krétszym czasie wyko-
nania badania (ok. 5-6 godz.) oraz mniejszym wplywie
warunkow $rodowiska na uzyskane wyniki. Obecnie
w Zaktadzie Pryszczycy PIWet-PIB prowadzone sa ba-
dania walidacyjne metody SPCE w celu jej zaadaptowa-
nia w miejsce metody LPBE do serologicznych badan
diagnostycznych. Wstepne poréwnanie podstawowych
parametrow metod LPBE/SN i SPCE wskazuje na wigk-
sza uzyteczno$¢ SPCE do zakrojonych na szeroka skalg
serologicznych badan przegladowych (14).

Celem badan byto okreslenie podstawowych parame-
trow metody SPCE, tzn. specyficznosci, czutosci oraz
precyzji — powtarzalnosci i odtwarzalnosci.

Materiat i metody

Surowice. W badaniach walidacyjnych wykorzystano nastg-
pujace surowice:

— surowice ujemne: 760 probek od zwierzat zdrowych, nig-
dy nie szczepionych przeciwko pryszczycy i ktore nigdy nie
mialy kontaktu z wirusem pryszczycy, co wczesniej potwier-
dzono w odczynie SN i/lub LPBE;

— surowice dodatnie: 220 probek surowic archiwalnych ,,po-
szczepiennych” od bydta z regionu Zdunskiej Woli, ktore w la-
tach 1985-1989 systematycznie, corocznie szczepiono szcze-
pionkq tréjwalentna A, O i C. Wykorzystano takze 42 probki
surowicy od ozdr0W1encow po wezesniejszym zakazeniu
wirusem pryszczycy serotyp A, O, C i Asia 1, ze Swiatowego
Laboratorium Referencyjnego ds. Pryszczycy (WRL FMD)
w Pirbright (Anglia). Ponadto uzyto zestawow surowic referen-
cyjnych A, O i Asia 1 — ujemna (), dwie stabo dodatnie (+)
oraz silnie dodatnia (++), ktére sporzadzono dla potrzeb mig-
dzylaboratoryjnych badan porownawczych (17).

ELISA. Test SPCE wykonano zgodnie z zaleceniem dla mig-
dzylaboratoryjnych badan doskonatosci (17). Jest to zmodyfi-
kowana wersja metody oryginalnej opisanej przez Mackaya
i wsp. (12), ze zmiana polegajaca na zastosowaniu supernatan-
tu z zakazonej hodowli komérkowej w miejsce antygenu oczysz-
czonego w gradiencie ggstosci sacharozy.

Schemat badania

Adsorpcja przeciwcial kroliczych homologicznych dla wi-
rusa pryszczycy. Wszystkie zaglebienia ptytki ptaskodennej
napelnia si¢ surowica odpomoscqu krélicza anty-pryszczy-
cowa (50 pl/zaglebienie) w rozcienczeniu roboczym i pozosta-
wia na 16-20 godzin w temperaturze 5°C (+ 3°C).

Przemycie buforem. Z zaglebien ptytki usuna¢ surowicg kro-
licza przez silne wytrzasnigcie. Do wszystkich zaglebien dodac
po okoto 300 pl buforu PBS i po 10-15 sekundach usuna¢. Czyn-
nos$¢ powtorzyc¢ 4-krotnie. Po ostatnim przemyciu resztki bufo-
ru usuna¢ przez kilkakrotne energiczne wytrzasnigcie. Ptytki
uzywac bezposrednio do badania lub przechowywa¢ w temp.
ponizej —18°C.

Inkubacja z antygenem. Do wszystkich zaglebien ptytki
dodaé po 50 pl antygenu wirusa pryszczycy rozcienczonego
w buforze blokujacym (PBS zawierajacy 10% normalnej suro-
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wicy bydlgcej i 5% normalnej surowicy kroliczej) 1 ptytke
pozostawi¢ na 1 godz. w temp. 37°C (£ 1°C) na wytrzasarce
rotacyjnej.

Reakcja z surowicami kontrolnymi, badanymi i surowi-
c3 odpornosciowa $winki morskiej. Ptytke przemy¢ zgodnie
z punktem 2 i do wszystkich zaglebien doda¢ po 40 pl buforu
blokujacego oraz dodatkowo 10 pl do zaglebien z kontrola
antygenu (bez surowicy) i 60 pl do zaglebien z kontrola koniu-
gatu. Do odpowiednich zaglebien doda¢ po 10 pul surowic ba-
danych i kontrolnych (wstgpne rozcienczenie surowic wynosi
1 : 5). Bezposrednio po dodaniu tych surowic przygotowuje sig
robocze rozcienczenie homologicznej surowicy odpornoscio-
wej $winki morskiej anty-pryszczycowej w buforze blokujacym
i natychmiast dodaje po 50 pl do wszystkich zaglebien plytki,
z wyjatkiem zaglebien kontroli koniugatu. Po dodaniu surowi-
cy odpornosciowej swinki morskiej koncowe rozcienczenie su-
rowic badanych (kontrolnych) wynosi 1 : 10. Ptytke pozosta-
wi¢ na 1 godz. w temp. 37°C (+ 1°C) na wytrzasarce rotacyjne;j.

Reakcja z koniugatem. Ptytke przemyc¢ zgodnie z punktem
2 i do wszystkich zaglebien dodaé po 50 pl koniugatu w bufo-
rze blokujacym i pozostawi¢ na 1 godz. w temp. 37°C (= 1°C)
na wytrzasarce rotacyjnej, ciagle mieszajac.

Wywolanie reakceji barwnej. Ptytke przemy¢ zgodnie
z punktem 2 i do wszystkich zaglebien dodac¢ po 50 pul odpo-
wiednio przygotowanej mieszaniny OPD/substrat, przykry¢
1 pozostawic¢ na 10-25 minut w temperaturze pokojowej do mo-
mentu, az OD,,, w zaglgbieniach kontroli antygenu osiagnie
warto$¢ w granicach od 0,4 do 1,4.

Hamowanie reakcji. Do wszystkich zaglgbien ptytki dodac¢
po 50 pl 1 M H.SO,, wynik odczyta¢ spektrofotometrycznie
przy dlugos¢ fali 492 nm.

Wyniki. Procent hamowania (PI) oblicza si¢ wg nastgpuja-

cego wzoru:
PI = 100-(OD,,, surowicy badanej lub kontrolnej — $rednia
OD,, kontroli koniugatu/srednia OD,,, kontroli antygenu — $red-

nia OD,, kontroli koniugatu) x 100.
Wyniki i omowienie

Czulo$¢ metody SPCE. Do badah uzyto surowic do-
datnich od zwierzat ozdrowiencow i szczepionych prze-
ciwko pryszczycy. Badanie czutosci wykonano w czte-
rech zakresach PI (ryc. 1). Najwyzsza czutos¢ — powyzej
99% dla wszystkich serotypdw wirusa pryszczycy stwier-
dzono przy PI 41-50, a w kolejnych, wyzszych zakre-

sach PI obserwowano obnizanie si¢ czutosci metody. Przy
wartosci progowej PI 60, sposrdd 212 surowic dodat-
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Rye. 1. Czulo$¢ metody SPCE
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nich w odczynie SN i/lub LPBE, 209 (98,6%) oznaczo-
no jako dodatnie w kierunku przeciwciat dla serotypu A
1210 (99,1%) dla serotypu O wirusa pryszczycy. Nieco
wyzsza czutos¢ — 99,6%, wykazano w przypadku sero-
typu Asia 1, co mogto wynika¢ z uzycia surowic pocho-
dzacych wytacznie od ozdrowiencow, po zakazeniu do-
swiadczalnym. Podobne wyniki otrzymali Chenard i wsp.
(6), badajac surowice od zwierzat po zakazeniu i po szcze-
pieniu — z ogdlnej liczby 238 badanych surowic wynik
dodatni uzyskano w odniesieniu do 96,9-99,8% probek,
przy czym wyzsza czutos¢ stwierdzono w przypadku su-
rowic od zwierzat zakazonych. Prawdopodobnie spowo-
dowane jest to silniejsza 0dp0w1ed21q immunologiczng
organizmu na zakazenie niz na szczepienie. W kilka dni
po zakazeniu wystepuje wiremia, ktorej towarzyszy se-
rokonwersja (1), a miano powstatych przeciwciat zaleZy
od czasu, ktory uptynat od zakazenia. Jest ono najnizsze
(ponizej przyjetej wartosci progowej metody) we wezes-
nym stadium zakazenia (4-5 dni), a nastgpnie rosnie gwat-
townie (2). Mozna przypuszczac, ze wysoka czuto$¢
metody SPCE stwierdzona w badaniach wtasnych w kie-
runku przeciwcial dla serotypu Asia 1 wirusa pryszczy-
cy wynika z uzycia surowic pobranych co najmnie;j
2 tygodnie po zakazeniu zwierzat. Badajac surowice re-
ferencyjne od ozdrowiencow, czutos¢ SPCE bliska 100%
dla wszystkich serotypoéw wirusa pryszczycy wykazali
takze inni badacze (12). Na podstawie wynikéw badan
wlasnych i danych piSmiennictwa mozna stwierdzi¢, ze
czutos¢ metody SPCE zalezy od przyjetej wartosci pro-
gowej PI, od ktorej surowice uznaje si¢ za dodatnie. Wraz
ze wzrostem warto$ci PI czutos¢ ulega obnizeniu (3, 6).
Ocena specyficznosci metody SPCE. Do badania wy-
korzystano surowice od zwierzat zdrowych, ktérych ni-
gdy nie szczepiono przeciwko pryszczycy i ktore nigdy
nie miaty kontaktu z wirusem pryszczycy. Podobnie jak
w przypadku oceny czutosci, badanie specyficznosci
wykonano w czterech roznych zakresach PI (ryc. 2).
Wykazano, ze w odr6znieniu od czuto$ci metody SPCE,
jej specyficznos¢ wzrasta w kolejnych badanych zakre-
sach PI. Dla wartosci progowej PI réwnej 50 specyficz-
no$¢ wynosi 95,4% dla serotypu O, 98,2% dla serotypu
A'196,8% dla serotypu Asia 1 wirusa pryszczycy. W za-
kresie wartosci PI 51-60 specyficznos$¢ dla wszystkich
serotypow wirusa pryszczycy wynosi > 99%, natomiast
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przy PI 61-70 jest bliska 100% (serotypy O 1 A —99,9%)
lub réwna tej wartosci (serotyp Asia 1). Przy PI powyzej
70, specyticzno$¢ dla wszystkich serotypow wirusa prysz-
czycy wynosi 100%. Uzyskane wyniki potwierdzaja ko-
nieczno$¢ stosowania dla metody SPCE wartosci progo-
wej PI co najmniej 60, przy ktorej odsetek wynikow nie-
swoiscie dodatnich jest minimalny (< 1%). Na potrzebg
weryfikacji wartosci progowej PI okreslonej dla metody
SPCE na 30% (12) wskazywat juz wczes$niej Dekker
(dane nie publikowane), podczas spotkania przedstawi-
cieli laboratoriow referencyjnych pryszczycy w Brukseli
w marcu 2001 r. Dalsze badania jego zespotu wykonane
z uzyciem surowic referencyjnych wykazaty znaczny
wzrost specyficznosci metody przy wartosci progowe;j
PI 60, przy jednoczesnym nieznacznym spadku czutosci
(6). Podobne wyniki otrzymano takze w WRL FMD,
gdzie dla serotypéw A i C wirusa pryszczycy czutosé
metody SPCE rowna 100% uzyskano juz przy PI 50 (16).
Wyniki zbiorcze badania specyficznosci metody SPCE
wykonane przez kilka laboratoriow na okoto 5000 prob-
kach surowic w ramach fazy XVIII miedzylaboratoryj-
nych testow doskonatosci, wskazuja na potrzebg podnie-
sienia wartosci progowej metody SPCE do PI 60. Stoso-
wanie takiej warto$ci progowej zaleca si¢ wszystkim la-
boratoriom, ktore rutynowo wykorzystuja metode SPCE
do badan monitoringowych (17).

Ocena precyzji metody. Wykorzystujac surowice re-
ferency]ne dostarczone z WRL FMD dla potrzeb poréw-
nan migdzylaboratoryjnych badano powtarzalno$¢ me-
tody, wyrazana jako wspotczynnik wariancji (CV) wyni-
kow badania probek surowicy referencyjnej przeprowa-
dzonych tego samego dnia (5-krotnie) oraz w réznych
dniach przez okres 2 miesigcy (8-krotnie) przez t¢ sama
osobe, przy wykorzystaniu tego samego sprz¢tu i w tych
samych warunkach (tab. 1). Wartosci CV dla 9 z 10 su-
rowic referencyjnych silnie dodatnich (++) i stabo do-
datnich (+) miescity si¢ w zakresie od 6,6% do 9,8%,
czyli ponizej 10% przyjgtej za maksymalna dla akcepto-
walnej powtarzalnosci metody (10). Tylko w przypadku

Tab. 1. Powtarzalno$¢ metody SPCE

Surowica Badania wykonane Badania wykonane

referencyjna w tym samym dniu w rdznych dniach
- serotyp PI ] cv PI ] cv
0 (++) 96 8,2 8,5 98 8,6 8,7
0 (+)1 82 11 8,6 86 13 8.4
0(+)2 64 6,3 9,8 68 5,6 8,2
A (++) 90 6,4 1,1 95 11 7,5
A (+)1 48 4,7 9,8 53 5,0 9,4
A (+)2 37 4,2 11,3 42 4,8 11,4
Asia 1 (++) 98 8.4 8,6 99 7,2 7,3
Asia 1 (+)1 89 1,1 8,6 92 6,2 6,7
Asia 1 (+) 2 11 5,3 6,9 81 5,4 6,7
ujemna (=) 3,0 0,2 6,6 2,0 0,1 5,0

Objasnienia: (++) — silnie dodatnia; (+) — stabo dodatnia; (-) —
ujemna; PI — $rednia warto$¢ hamowania (%); S — odchylenie
standardowe; CV — wspotczynnik wariancji (%)
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Tab. 2. Odtwarzalno$¢ metody SPCE

Surqu:as :;:.;:ncyjna Pl s cv
0 (++) 98 8,9 9,1
0 (+)1 87 8,1 9,3
0(+)2 67 6,7 10,0
A (++) 93 7,7 8,3
A (+)1 53 7.1 13,3
A (+)2 45 6,8 15,1
Asia 1 (++) 98 8,2 8,4
Asia 1 (+)1 91 7.8 8,6
Asia 1 (+) 2 79 1,7 9,7
ujemna (-) 2,5 0,1 4,0

Objasnienia: jak w tab. 1.

jednej surowicy stabo dodatniej dla serotypu A wirusa
pryszczycy uzyskano warto$¢ CV wyzsza od granicznej
(11,3%). Nalezy jednak zaznaczy¢, ze warto§¢ PI obu
surowic stabo dodatnich dla tego serotypu okreslona przez
wigkszos¢ laboratoriow uczestniczacych w badaniach do-
skonatosci byta znacznie nizsza od oczekiwanej i zgod-
nie z podjeta decyzja, standardy te zostana wkrotce za-
stapione innymi o odpowiednim statusie (17). Powtarzal-
no$¢ metody SPCE okreslona w naszym laboratorium jest
zblizona do uzyskanej ostatnio przez Paibeg i wsp. (16)
oraz nieco wyzsza od metody solid-phase blocking
ELISA (6). Badanie odtwarzalnosci wykonuje si¢ stan-
dardowo okreslajac zmiennos¢ wynikow badan uzyska-
nych w kilku réznych laboratoriach. Zaktad Pryszczycy
w Zdunskiej Woli jest jedynym laboratorium w Polsce
uprawnionym do wykonywania badan z zakresu prysz-
czycy, dlatego badanie odtwarzalnosci metody SPCE
mogto by¢ przeprowadzone wylacznie na podstawie
wynikéw uzyskanych w naszym laboratorium. W zwiaz-
ku z tym do oceny odtwarzalnosci metody SPCE wyko-
rzystano wyniki 6 kolejnych badan tych samych probek
surowicy, wykonanych w czasie 6 miesigcy przez roz-
nych pracownikow. Odtwarzalno$¢ metody charaktery-
zowala si¢ wigksza zmiennoscia wynikoéw niz stwierdzo-
no podczas badania jej powtarzalno$ci — dla wszystkich
badanych surowic wartos¢ CV byta wyzsza, a w przy-
padku dwoch probek (surowice referencyjne stabo do-
datnie dla serotypu A wirusa pryszczycy) przekroczyta
akceptowalna warto$§¢ maksymalna (tab. 2). Ocena od-
twarzalno$ci metody SPCE wykonana w WRL FMD na
podstawie wynikow badan uzyskanych w czterech kra-
jowych laboratoriach w Wielkiej Brytanii wykazata, ze
wszystkie laboratoria wtasciwie okreslity wartos¢ PI su-
rowic referencyjnych. Tylko w przypadku jednej z dwoch
surowic referencyjnych stabo dodatnich, wartosci te
znacznie odbiegaly od prawidtowych (16). Chenard i wsp.
(6) z powodu braku wynikoéw z rdznych laboratoriow,
do oceny odtwarzalnosci metody solid-phase blocking
ELISA wykorzystali wyniki uzyskane po dwukrotnym
badaniu duzej liczby surowic (289, w tym 247 dodat-
nich) z uzyciem zestawdw do testu ELISA wyproduko-
wanych w roznym czasie. Wykazano podobienstwo wy-
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nikoéw obu badan na poziomie 97% i wysoki indeks zgod-
nos$ci (wspdtczynnik kappa réwny 0,94).

Reasumujac, mozna stwierdzi¢, ze okreslone w niniej-
szej pracy parametry metody SPCE predysponuja ja do
rutynowej diagnostyki laboratoryjnej pryszczycy. Decy-
duja o tym: wysoka czutos¢ 1 precyzja a przede wszyst-
kim specyficzno$¢ metody. Z tego powodu jest ona szcze-
gblnie przydatna do oceny statusu immunologicznego
zwierzat w zwiazku z badaniami monitoringowymi i mig-
dzynarodowym handlem zwierz¢tami.
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