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Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) as a method for detec-
tion of specific antibodies in animal sera

Summary

This paper aims to evaluate different forms of the enzyme-linked
immunosorbent assays (ELISA) for the detection of virus-specific antibodies and
focuses on factors which may influence the diagnostic reliability of such tests.
The differences between competitive and non-competitive ELISAs are de-
scribed, with reference to the influence of the antigen, the conjugated anti-
body, and the test sample on the test results. Attention is drawn to interfer-
ence, which may result in false positive or false negative test results. The use of
monoclonal antibodies and discriminatory tests is briefly discussed. Diagnostic
reliability is described for tests that are used in monitoring or eradication
programmes, emphasising the consequences of false negative or false positive
results.
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1. Wprowadzenie

Diagnostyka chorob zakaznych w medycynie weterynaryjnej
opiera sie na technikach serologicznych, ktére wykrywaja obec-
nos¢ przeciwciat przeciwko danemu patogenowi. Ws$rod najczes-



Monika Gut-Winiarska, Bogustaw Szewczyk

ciej stosowanych metod wielkg popularnoscig cieszy sie enzymatyczny odczyn im-
munoadsorpcyjny - ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay). Dzieki temu, ze jest
on metodg szybka i tatwg w wykonaniu, test ELISA ma przewage nad takimi klasycz-
nymi technikami, jak odczyn precypitacji lub odczyn neutralizacji. Test ELISA zostat
opisany po raz pierwszy w 1971 r. (1,2). Od tego czasu powstato wiele jego odmian,
ktore znalazty zastosowanie zaréwno w diagnostyce klinicznej, jak i w badaniach
podstawowych.

Podstawowe cechy charakteryzujace test ELISA sg nastepujace:

1) antygen lub przeciwciato jest zwigzane w fazie statej przez bierng adsorpcje
do plastikowej powierzchni. Jako fazy statej uzywa sie najczesciej 96-studzienkowej
ptytki (3). Mozna dzieki temu przeprowadzi¢ jednoczes$nie 96 testéw. Przystosowa-
ne do tego formatu, dostepne na rynku wielokanatowe pipety, ptuczki oraz spektro-
fotometry, umozliwiajg szybkie i zautomatyzowane wykonanie testu;

2) podczas gdy jeden z reagentOw jest zwigzany w fazie statej, kolejne odczynni-
ki sg dodawane i wspolnie inkubowane, a ich nadmiar jest usuwany w prosty sposéb
- przez plukanie. Ten sposob jest charakterystyczny dla testéw heterogennych.
W testach homogennych wszystkie reagenty sa dodawane jednoczesnie (4);

3) jeden z reagentow, uzywanych w tescie, jest zwigzany kowalencyjnie z enzy-
mem. Dodanie odpowiedniego dla enzymu substratu powoduje powstanie barwne-
go, rozpuszczalnego produktu, ktéry moze byé oznaczony ilosciowo za pomoca po-
miaru gestosci optycznej (OD).

Mozliwos¢ adsorpcji biatka na ptytce pozwala na tworzenie wielu odmian testu
ELISA, w zaleznosci od tego, ktdry reagent jest zwigzany z fazg stalg i w jakiej kolej-
nosci sg dodawane nastepne reagenty. Mozna jednak wyrdzni¢ pewne etapy wspol-
ne dla kazdego testu ELISA. S3 to:

- bierna adsorpcja biatka na plastikowej powierzchni phytki,

- odptukanie nadmiaru biatka, ktore nie zwigzato sie z powierzchnig phytki,

- uzycie innych immunologicznie obojetnych biatek w celu zapobiegania nie-
specyficznemu wigzaniu sie reagentéw do plastiku,

- etapy inkubacji, pozwalajace na zajscie reakcji immunologicznej,

- nastepne ptukania, majace na celu oddzielenie czasteczek, ktore reagujg ze
soba (zwigzanych) od tych, ktore nie biorg udziatlu w reakcji (wolnych),

- dodanie przeciwciat specyficznych dla antygenu, sprzegnietych z enzymem,
lub wtornych przeciwciat gatunkowo specyficznych sprzegnietych z enzymem, w za-
leznosci od rodzaju testu,

- dodanie specyficznego substratu, ktdry zmienia kolor pod wptywem reakcji
katalizowanej enzymatycznie,

- zatrzymanie reakcji enzymatycznej,

- odczyt spektrofotometryczny i analiza danych.
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2. Klasyfikacja testow ELISA

Przy klasyfikacji testow ELISA brane sg pod uwage nastepujace czynniki:

- liczba etapow specyficznej detekcji (test bezposredni i posredni),

- metoda zwigzania reagenta do plytki (test sandwiczowy),

- spos6b dodawania reagentow i wyrazenia ilosciowego wynikéw (test niekom-
petycyjny, kompetycyjny i inhibicyjny).

2.1. Test ELISA bezposredni*

1-Ag + Ab*E + S Odczyt
w W

Antygen zwigzany w fazie statej reaguje bezposrednio z przeciwciatami sprze-
gnietymi z enzymem (rys. la). Testy tego typu sg wykorzystywane do okreslenia
optymalnego rozcienczenia roboczego znakowanych enzymem przeciwciat.

2.2. Test ELISA pos$redni

1-Ag -f Ab + Anti-Ab*E + S Odczyt
wow w

Ten rodzaj testu jest przydatny przy detekcji lub miareczkowaniu specyficznych
przeciwciat w surowicy, jego zaleta w poréwnaniu z testem bezposrednim jest to,
ze jeden gatunkowo specyficzny koniugat przeciwciat z enzymem moze zosta¢ uzy-
ty do detekcji lub miareczkowania wielu surowic, pochodzacych od zwierzat tego
samego gatunku (rys. Ib).

2.3. Test ELISA sandwiczowy bezposredni

1-Ab + Ag < AB*E + S Odczyt
AVAV AV, V4V, Ve

* Etapy poszczegdlnych testoéw sg przedstawione przy uzyciu nastepujgcych symboli:

Ag - antygen, Ab - przeciwciato skierowane przeciwko antygenowi, AB - przeciwciato uzyskane
w innym gatunku zwierzecia niz Ab, Anti-Ab - przeciwciata gatunkowo specyficzne, np. skierowane
przeciwko 19G mysim, *E - enzym zwigzany do przeciwciata (Anti-Ab*E - gatunkowo specyficzne
przeciwciata sprzegniete z enzymem), | - faza stata, do ktérej reagent jest zwigzany, S - dodanie
substratu i reakcja barwna, + - dodanie reagenta i inkubacja, odczyt - pomiar spektrofotometrycz-
ny, W - oddzielenie wolnych i zwiazanych reagentéw przez ptukanie.
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a) Test ELISA bezposredni  b) Test ELISA po$redni c) Test ELISA sandwiczowy d) Test ELISA sandwiczowy
bezposredni posredni
Przeciwciata
w probce
Antygen

WM\ WM\ A\m\\\ \mm

Rys. 1. Podstawowe rodzaje testéw ELISA.

W tescie sandwiczowym bezposrednim przeciwciata adsorbowane w fazie statej
graja role czynnika wychwytujacego antygen, ktéry jest dodawany w nastepnym eta-
pie (rys. Ic). Zwigzany antygen jest nastepnie wykrywany przez dodanie specyficz-
nych przeciwciat sprzegnietych z enzymem. Przeciwciata uzywane do wykrywania
moga by¢ identyczne gatunkowo z przeciwciatami wychwytujacymi (ta sama surowi-
ca). Moga by¢ one takze wytwarzane w innym gatunku zwierzecia, ktére byto immu-
nizowane tym samym antygenem.

2. 4. Test ELISA sandwiczowy posredni

1-Ab -I- Ag - AB + Anti-AB*E - S  Odczyt
AVAVAVAVA VAV W

Pierwszorzedowe przeciwciato reagujace z antygenem musi by¢ produkowane
w innym gatunku zwierzecia, niz zwigzane do plytki przeciwciato wychwytujace.
Wazne jest, aby dodawane w nastepnym etapie drugorzedowe gatunkowo specy-
ficzne przeciwciata zwigzane z enzymem mogly wykry¢ tylko obecno$¢ przeciw-
ciat pierwszorzedowych i nie reagowaty niespecyficznie z przeciwciatami w fazie
statej. Zaletg testu sandwiczowego posredniego w poréwnaniu z posrednim jest
mozliwo$é przebadania wielu prébek surowic przy uzyciu tego samego koniugatu

(rys. 1d).

56 PRACE PRZEGLADOWE



Enzymatyczny odczyn immunoadsorpcyjny (ELISA) jako metoda detekcji specyficznych przeciwciat

2.5. Test ELISA niekompetycyjny

W testach niekompetycyjnych przeciwciata skierowane przeciwko antygenowi
sg wykrywane przez dodanie specyficznego gatunkowo koniugatu przeciwciat z en-
zymem. Liczba przeciwciat zwigzanych do antygenu jest wprost proporcjonalna do
natezenia reakcji barwnej, katalizowanej przez enzym zwigzany z drugim przeciw-
ciatem (rys. 2a). Otrzymane dane sg wyrazane jako procent pozytywnosci (PP) testo-
wanej prébki w stosunku do kontroli pozytywnej:

PP = OD testowanej probki x 100%/OD kontroli pozytywnej (22)

a) Test ELISA niekompetycyjny

Koniugat

Przeciwciata z probki

Przeciwciata
Antygen wychwytujace

Posredni Sandwiezowy posredni

b) Test ELISA kompetycyjny lub inhibicyjny

Bezposredni Sandwiczowy bezpo$redni

Rys. 2. Schemat testéw ELISA niekompetycyjnego i kompetycyjnego oraz zaleznosci miedzy steze-
niem przeciwciat w prébce (Ab) a gestoscig optyczng (OD) w obu typach testu.
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2.6. Test ELISA kompetycyjny

Cechg charakterystyczng testéw kompetycyjnych jest wspotzawodnictwo dwdch
reagentdw o0 miejsca wigzace trzeciego. Klasyczny test kompetycyjny zaktada row-
noczesne dodanie do phytki obu substancji wspotzawodniczacych (rys. 2b). Testy
kompetycyjne moga by¢ przeprowadzone we wszystkich opisanych kombinacjach
(test bezposredni, posredni, sandwiczowy). Przedstawiamy schematycznie bezpo-
Sredni test kompetycyjny:

I-Ag + AE + §  Odczyt
Ab*E
W w

Warto$cig mierzona w tescie kompetycyjnym jest stopien, w jakim specyficzne
przeciwciala obecne w testowanej probce hamujg wigzanie specyficznych dla anty-
genu przeciwciat sprzegnietych z enzymem. Kiedy przeciwciata z probki zajmg miej-
sca wigzace na antygenie, wigzanie sie przeciwciat znakowanych enzymem zostanie
zablokowane. Liczba przeciwciat obecnych w probce bedzie odwrotnie proporcjo-
nalna do natezenia reakcji barwnej, katalizowanej prze enzym, zwigzany z przeciw-
ciatem kompetycyjnym. Dane wyrazane sg jako procent inhibicji (PI), czyli stopien,
w jakim przeciwciata obecne w prébce sa zdolne zahamowaé wigzanie substancji
wspdtzawodniczaceyj:

Pl = 100%-OD testowanej probki x 100/0OD kontroli negatywnej

2.7. Test ELISA inhibicyjny

Test inhibicyjny jest odmiang testu kompetycyjnego, z tg réznica, ze substancje
wspotzawodniczace o zwigzanie antygenu nie sg dodawane jednoczesnie. W tescie
inhibicyjnym najpierw dodawana jest testowana surowica. Po inkubacji i odptukaniu
niezwigzanej surowicy (niekiedy etap plukania zostaje pominiety) dodaje sie koniu-
gat przeciwciata-enzym. Uzyskane wyniki sg réwniez wyrazane jako PI.

3. Wybor antygenu

Sposob prezentacji antygenu na plytce jest niezwykle wazny dla przebiegu catego
testu, niezaleznie od tego, czy bedzie to test niekompetycyjny, kompetycyjny, czy
inhibicyjny. Antygen moze by¢ zaadsorbowany bezposrednio do powierzchni phytki
lub wychwycony za posrednictwem przeciwciat w tescie sandwiczowym. Testy san-
dwiczowe sg uzywane w przypadku pracy z antygenem o niskim stezeniu i gdy mata
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masa czasteczkowa lub budowa antygenu uniemozliwia efektywne wykrywanie i ko-
nieczne jest dodatkowe wyeksponowanie biatka. Konieczne jest, aby wychwytywa-
ny w ten spos6b antygen posiadat co najmniej dwa miejsca wigzace dla przeciwciat
(5). Ten warunek moze wykluczaé uzycie jako wychwytujacych i wykrywajacych tych
samych przeciwciat monoklonalnych, skierowanych przeciwko jednemu epitopowi.
Nie jest to jednak regutg i niekiedy budowa antygenu pozwala na wykorzystanie tyl-
ko jednego rodzaju przeciwciat monoklonalnych (6).

W testach sandwiczowych mozna takze z powodzeniem uzy¢ jako antygenu pre-
paratu zanieczyszczonego innymi biatkami, np. pozywki zebranej znad zakazonej
wirusem hodowli komoérkowej. Przeciwciata wychwytujace sa réwniez popularne
w niekompetycyjnych testach, identyfikujagcych obecno$é poszczegolnych klas prze-
ciwciat i podklas 1gG w surowicach zakazonych zwierzat (4,7,8). Specyficzne IgM
i IgA pojawiajg sie w surowicy po zakazeniu wczesniej niz 1gG (5). Tak zatem stwier-
dzenie obecnosci tych klas przeciwciat w surowicach znaczacej liczby zwierzat w da-
nym stadzie moze pomoc zapobiec rozprzestrzenieniu sie infekcji i w okresleniu
momentu wprowadzenia wirusa do stada. Ma to szczeg6lne znaczenie w przypadku
np. szczepOw wirusa klasycznego pomoru Swinskiego (CSFV - classical swine fever
virus) o niskiej wirulencji. Szczepy takie mogg rozprzestrzeniac sie w stadzie, wy-
wotujagc niedostrzegalne objawy Kliniczne i zakazenie wirusem moze pozostac nie-
rozpoznane. W takich przypadkach testy ELISA wykrywajace klasy przeciwciat sg
przydatne do okreslenia, ktére stada sg zrédtem wirusa i jakg droga sie on rozprzes-
trzenia na stada sgsiadujgce. Testy ELISA specyficzne dla klas przeciwciat zostaty
opracowane m.in. dla bydlecego herpeswirusa typu | (BHV1 - bovine herpesvirus 1)
i syncytialnego wirusa oddechowego bydta (BRSV - bovine respiratory syncytial virus).

4. Koniugat przeciwciaia-enzym

Wybér rodzaju testu jest w duzym stopniu zdeterminowany dostepnoscia prze-
ciwciat. Posiadanie specyficznych dla danego antygenu przeciwciat monoklonalnych
(MAbs) umozliwia przeprowadzenie testu kompetycyjnego. Zaletg koniugatu MAbs-en-
zym w tescie kom petycyjnym jest mozliwos$¢ uzycia tego samego testu do wykrywa-
nia przeciwcial antywirusowych w surowicach zwierzat réznych gatunkéw. Przy-
ktadem takiego testu jest test kompetycyjny do wykrywania przeciwciat przeciwko
pestiwirusom w surowicach $win, bydta i owiec (10).

W testach niekompetycyjnych uzywane sg zwykle koniugaty przeciwciat skiero-
wanych przeciwko wszystkim 1gG okreslonego gatunku zwierzecia, tak zatem moga
one by¢ uzyte w wielu rodzajach testow niekompetycyjnych, ale przeznaczonych
tylko dla tego gatunku zwierzecia. Na rynku dostepnych jest wiele koniugatow spe-
cyficznych gatunkowo.

BIOTECHNOLOGIA 3 (54) 53-70 2001 59



Monika Gut-Winiarska, Bogustaw Szewczyk

5. Testowana probka

w testach kompetycyjnych mozliwe jest testowanie prébek w niskich rozcien-
czeniach lub nierozcienczonych w ogdle, gdyz oddziatywania niespecyficzne sg tu
niewielkie i nie majg znaczacego wptywu na wynik (11). Rozcieficzanie testowanych
prob jest konieczne w przypadku testdw niekompetycyjnych, ze wzgledu na zbyt
wysokie oddziatywania niespecyficzne. W przypadku testu niekompetycyjnego, opra-
cowanego do diagnostyki BRSV, oprdécz koniecznosci uzycia indywidualnej kontroli
negatywnej dla kazdej testowanej probki, zalecane jest 80-krotne rozcienczanie ba-
danego materiatu (12).

Pochodzenie testowanej prébki ma wplyw na wartos¢ diagnostyczng testu ELISA.
W programach kontroli i eradykacji wiruséw coraz czesciej sa uzywane probki mle-
ka zamiast surowic, ze wzgledu na szybszy i tanszy sposéb ich pozyskiwania
(13-16). Pomimo ze ilos¢ immunoglobulin w mleku krowim jest 10-30 razy mniejsza
niz w surowicy (45), udato sie opracowaé wysoce czute testy ELISA kompetycyjny
i niekompetycyjny do diagnostyki wirusa BHV1 w prébkach mleka (17). Zwykle mle-
ko zwierzat zakazonych i niezakazonych jest mieszane ze soba, tak zatem testy
tego typu muszg charakteryzowac sie wysokg czutoscig i zdolnoscig do wykrycia in-
fekcji na wczesnym etapie jej przenoszenia w obrebie stada. Wykazano, ze badana
préba mleka daje odpowiedz pozytywna, gdy co najmniej 10-15% zwierzat w stadzie
jest zakazonych (14,18).

6. Oddziatywania niespecyficzne

Oddziatywania niespecyficzne sg rozumiane jako niepozgdana aktywnos$¢ ktére-
gos$ z reagentdw, prowadzaca do powstania fatszywie pozytywnych i falszywie ne-
gatywnych wynikéw (19,20). Przedstawiamy kilka znanych Zrédet oddziatywan nie-
specyficznych.

6.1. Niespecyficzne wigzanie przeciwciat pochodzacych z badanej probki

Jest to podstawowa niedogodno$¢ testéw niekompetycyjnych. Wszystkie prze-
ciwciata, zardwno te, ktore wigzg sie specyficznie z antygenem, jak i te, ktére wigzg
sie niespecyficznie do ptytki, zostang wykryte przez wtorny koniugat. Aby uniknaé
niespecyficznych wigzan, stosuje sie rozcieficzanie testowanych probek, co jednak
obniza znacznie poziom detekcji przeciwciat przez dany test, a przez to jego czu-
os¢. Poza tym, w wielu testach niekompetycyjnych do kazdej testowanej probki wy-
konywana jest indywidualna kontrola negatywna, jest to studzienka nieoptaszczona
antygenem, ktéra stuzy tytko okresleniu poziomu tla, ktére nalezy uwzgledni¢ przy
interpretowaniu wynikdw. Ogélnie uwaza sig, ze testy niekompetycyjne majg lepsza
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zdolnos$¢ wykrywania niskich stezen specyficznych przeciwciat, niz testy kompety-
cyjne (tab. 1). Jednakze w niektérych opracowaniach pokazuje sie, ze niektore testy

kompetycyjne maja wiekszg czuto$¢ niz niekompetycyjne (21,17).

Poréwnanie cech testdéw kompetycyjnych i niekompetycyjnych

Tabela 1

Wady i zalety Niekompetycyjne Kompetycyjne
zalety wyzsza czuto$¢ specyficzno$¢ wigzania - nie wymaga kontroli
jeden koniiigat moze by¢ uzyty do wielu testow, ta dla kazdej probki
ale w obrebie tego samego gatunku jeden test moze by¢ uzyty do analizy prébek od
wielu gatunkéw pod katem tego samego wirusa
mozliwos¢ testowania surowic nierozciericzonych
wady wysokie tho i mniejsza specyficznos¢ nizsza czuto$é

dla kazdej prébki konieczna jest studzienka kon-
trolna

konieczno$¢ rozcieficzania testowanych surowic

6.2. Oddziatywania przestrzenne

Wystepowanie nieoczekiwanych wynikéw w testach kompetycyjnych przypisuje
sie oddziatywaniom przestrzennym, jako przykfad stuzy¢é moze test uzyty do prze-
badania surowic $win niezakazonych wirusem pseudowscieklizny (PRV, pseudorabies
virus), a szczepionych szczepionka delecyjng PRV-gE' (szczepionka zawiera atenu-
owany szczep wirusa PRV, pozbawiony genu gE, ktory koduje glikoproteine g - je-
den z gtéwnych antygenéw powierzchniowych PRV). Do przebadania surowic uzyto
testu ELISA inhibicyjnego, gE-specyflcznego, opartego na uzyciu jednego przeciw-
ciata monoklonalnego. Pomimo braku przeciwciat anty-gE w surowicy zwierzat szcze-
pionych, procent inhibicji (Pi) probek byt wyzszy niz Pl probek pobranych od zwie-
rzat niezakazonych PRV i nieszczepionych (22). To zjawisko mozna wyttumaczy¢
wysokim poziomem innych przeciwciat anty-PRV w surowicach zwierzat po szcze-
pieniu. Antygenem wykorzystanym w tescie byt caly wirus PRV i to byto zrédiem do-
datkowych oddziatywan pomiedzy biatkami wirusa a przeciwciatami wytworzonymi
po szczepieniu. W konsekwencji, rozktad statystyczny wartosci Pl populacji nieza-
kazonej przesunat sie w strone wartosci, ktére uznawano dotychczas za pozytywne,
a to wywotato wzrost liczby wynikéw watpliwych i fatlszywie pozytywnych (rys. 3).
Testy kompetycyjne w ktorych wykorzystuje sie dwa rézne MAbs lub zrekombino-
wang glikoproteine gE, nie prowadza do takiej liczby fatszywie pozytywnych wyni-
kow w przypadku zwierzat szczepionych (23,24).
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Rys. 3. Przesuniecie wartosci Pl surowic zwierzat szczepionych, wykryte inhibicyjnym testem ELISA
gE-specyficznym dla PRV. Na wykresach przedstawiono rozkiad wartosci Pl populacji negatywnej i pozy-
tywnej przed szczepieniem (a) i po intensywnym szczepieniu szczepionka PRV-gE' (b). Po szczepieniu
znacznie wzrosta liczba fatszywie pozytywnych wynikéw (wg 22).

6.3. Agregacja wywotana prze* przeciwciata heterofilne

Przeciwciata heterofilne zostaty po raz pierwszy zidentyfikowane w surowicy
ludzkiej (26). Nalezg do nich r6znorodne przeciwciata polispecyficzne i czynnik reu-
matoidalny (RF) (25,46). Sa to przeciwciata klasy IgM, ktore wigzg sie do fragmen-
téw Fc 1gG, co powoduje wystepowanie fatszywych reakcji (5). W przypadku testu
sandwiczowego, przeciwciata heterofilne moga agregowac przeciwciata wychwy-
tujgce i przeciwciata wykrywajace. Stwarza to niebezpieczenstwo wystgpienia wyni-
kow fatszywie pozytywnych w testach niekompetycyjnych albo fatszywie negatyw-
nych w testach kompetycyjnych. jednym ze sposobéw unikniecia tego problemu
moze by¢ zastosowanie fragmentéw Fab lub F(ab2 przeciwciat wychwytujacych
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i Wtérnego koniugatu zamiast catych czasteczek 1gG. Innym sposobem jest zneutra-
lizowanie przeciwciat heterofilnych przez dodanie do badanej prébki 1gG lub suro-
wicy pochodzgcej od tego samego gatunku zwierzecia.

6.4. Antygen jako zrédito niespecyficznych oddziatywan

Antygen wirusowy zanieczyszczony biatkami komoérkowymi moze powodowaé
wystepowanie duzego tha lub fatszywie pozytywne wyniki w testach niekompetycyj-
nych. Innym przyktadem mogg by¢ terenowe szczepy wirusowe, spokrewnione ze
sobg i reagujace krzyzowo, co powoduje obnizenie specyficznosci testu. Przykia-
dem takich wirusow sg pestiwirusy, ktore moga zakaza¢ wiecej niz jeden gatunek
zwierzecia (27) i wykazujg reaktywnos$¢ krzyzowg (28,29).

6.5. Uzywane przeciwciata jako zrodto niespecyficznych oddziatywan

Zastosowanie MAbs do optaszczania ptytek lub MAbs sprzegnietych z enzymem
jako koniugatu zmniejsza oddziatywania niespecyficzne, dzigki wysokiej specyficz-
nosci MAbs. Natomiast uzycie koniugatu przeciwciat poliklonalnych moze prowa-
dzi¢ do wystepowania reakcji niespecyficznych z innymi skfadnikami preparatu an-
tygenu. Przeciwciata mogg takze wigza¢ sie do wolnej powierzchni na plytce. Aby
tego unikngg¢, stosuje sie do zablokowania powierzchni na plytce biatka obojetne
immunogennie, takie jak np. ptodowa surowica bydleca i BSA, a takze detergenty
(Tween 20, Tween 80, Triton X-100, SDS). Tego samego czynnika blokujacego doda-
je sie tez do uzywanych buforéw reakcyjnych (5).

6.6. Problem krytycznych rozcienczen

Wiasciwe rozciericzenie badanych probek ma wpltyw na wiarygodnos$¢ wynikdw.
Niekiedy mozna zaobserwowac wynik fatszywie pozytywny dla tylko jednego roz-
ciefczenia surowicy, podczas gdy nizsze lub wyzsze rozciericzenia wskazujg na wy-
nik negatywny, jak w przypadku testu inhibicyjnego gB-specyficznego dla wirusa
BHV1. Rezultat fatszywie pozytywny pojawiat sie tylko, gdy uzywano do rozciencze-
nia surowicy buforu; gdy rozcieficzano probki w negatywnej ptodowej surowicy by-
dlecej, wszystkie wyniki byly negatywne (22). Nie wyjasniono, jak dotad, przyczyn
tego problemu, lecz jego obecno$¢ nalezy bra¢ pod uwage przy opracowywaniu wa-
runkow testu.
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7. Zastosowanie przeciwciat monoklonalnych (MAbs) w testach ELISA

Przeciwciata monoklonalne podnoszg znacznie specyficznosc testu, ale ich wy-
korzystanie ma tez pewne wady. Cze$¢ testéw jest oparta na uzyciu tylko jednego
rodzaju MAbs. W tych przypadkach wazne jest upewnienie sig, ze te przeciwciala sg
skierowane przeciwko epitopowi, ktory jest silnie konserwowany we wszystkich
szczepach terenowych wirusa (30). Testy spetniajace to wymaganie to np. opraco-
wany dla wirusa BHV1 test inhibicyjny gB-specyficzny (31), test kompetycyjny dla wi-
rusa ospy owiec i k6z (PRRV, peste des petits ruminants virus) z uzyciem antygenu
rekombinowanego w systemie bakulowirusowym (47), a takze testy wykrywajace prze-
ciwciata przeciwko biatkom stabilnym w szczepach terenowych wirusa PRV: test in-
hibicyjny gB-specyfczny (48), test kompetycyjny gE-specyficzny (49) oraz test kom-
petycyjny, wykorzystujacy uzyskany w systemie bakulowirusowym biatkowy kom-
pleks funkcjonalny gE/gl (24).

W przypadku wariacji antygenowych szczepdw terenowych, przeciwciata w su-
rowicach zwierzat zakazonych nie bedg w stanie rozpoznaé oryginalnego epitopu,
a tym samym wspotzawodniczy¢ z MAbs o jego zwigzanie. Spowoduje to pojawienie
sie fatlszywie negatywnych wynikéw. Problem ten likwiduje uzycie dwédch MADbs,
skierowanym przeciwko r6znym epitopom antygenu, jak np. w tescie inhibicyjnym,
wykrywajacym przeciwciata przeciwko wirusowi CSFV (32). W tescie tym przeciw-
ciata przeciwko jednemu z epitopéw blokujg antygen przed zwigzaniem sie do
MAbs wychwytujacych na phytce. Przeciwciata przeciwko drugiemu z epitopéw blo-
kuja wigzanie antygenu do koniugatu wtornych MAbs-enzym. W przypadku, gdy
w probce obecne beda przeciwciata przeciwko tylko jednemu z epitopow, wynik
nadal bedzie pozytywny. Wiarygodne testy sg waznym narzedziem w programach
eradykacji chordb wirusowych, jak np. choroba Aujeszky’ego, gdzie kazdy nie wy-
kryty mutant wirusowy, rozprzestrzeniajac sie dalej w stadzie moze hamowaé pos-
tepy programu zapobiegania (23,33).

8. Testy réznicujace

Test rdznicujacy musi wyodrebni¢ zwierze zakazone w populacji zwierzat nieza-
kazonych i szczepionych przeciwko danemu schorzeniu. Musi on spetnia¢ dwa pod-
stawowe warunki:

1) powinien wykrywaé przeciwciata powstate w wyniku infekcji kazdym z tereno-
wych szczep6w danego wirusa, réwniez wczesnie po infekcji;

2) nie powinien reagowac z przeciwciatami powstatymi w wyniku szczepienia.

W intensywnie prowadzonych badaniach cyklu rozwojowego herpeswiruséw wy-
kazano, ze usuniecie genu gE z genomu wirusowego nie miato wptywu na przezy-
walnos¢ wirusa in vitro, ale powodowato spadek jego wirulencji (34). Nie stwierdzo-
no braku genu gE w zadnym ze szczepow terenowych, co dato podstawy do skon-
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struowania markerowej szczepionki delecyjnej gE'. Czynnikiem roznicujgcym zwie-
rzeta zakazone i szczepione w testach ELISA stato sie biatko gE. Delecja genu, ktory
nie jest konieczny do przezycia wirusa moze stac si¢ zatem podstawa opracowania
testu roznicujgcego.

W przypadku wielu wiruséw nie zidentyfikowano do tej pory genow, ktére moz-
na z powodzeniem usung¢ dla potrzeb konstrukcji szczepionek markerowych. W ta-
kich sytuacjach stosuje sie szczepionki inaktywowane w potgczeniu z testami wy-
krywajacymi obecno$¢ przeciwciat przeciwko biatkom niestrukturalnym wirusa, jak
np. w testach dla wiruséw pryszczycy (FMDV, Foot and mouth disease virus) (35,36),
grypy konskiej (37) i wirusa niebieskiego jezyka (Bluetongue virus) (50).

Odrebnym podejsciem jest konstruowanie szczepionek podjednostkowych, opar-
tych na wybranych i specjalnie wyizolowanych biatkach wirusowych, i stosowaniu
ich z odpowiednim testem réznicujacym. Przykladami sg:

- szczepionka podjednostkowa przeciwko BHV1, oparta na biatku gD, w po-
faczeniu z testem opartym na biatku gB (38);

- szczepionka podjednostkowa przeciwko CSFV, oparta na biatku struktural-
nym E2, w potgczeniu z testem opartym na biatku strukturalnym E™" (39).

9. Warto$¢ diagnostyczna, walidacja i standaryzacja testu diagnostycznego

9.1. Czulos¢ i specyficznos¢ testu

Warto$¢ diagnostyczng testu okresla przede wszystkim jego czutos$¢ i specyficz-
nos$¢ (40). Czutos¢ testu to jego zdolno$¢ do wykrycia poszukiwanych przeciwciat
w prébce, a zatem rozpoznania zwierzecia zakazonego. Zdolno$¢ ta jest mierzona
liczbg pozytywnych wynikéw w stosunku do catkowitej liczby zwierzat zakazonych.
Mozna to wyrazi¢ zaleznoscig A/(A-+-B), gdzie A to liczba zwierzat w populacji zaka-
zonej, ktére zostaly rozpoznane jako pozytywne, a B to liczba zwierzat w tej samej po-
pulacji zakazonej, ktore zostaty rozpoznane w tescie jako fatszywie negatywne (40).
Specyficznos¢ testu to zdolno$¢ do odrdznienia zwierzecia zdrowego od chorego,
czyli zidentyfikowania zwierzecia jako niezakazonego. Specyficzno$¢ jest mierzona
liczbg negatywnych wynikdw w stosunku do catkowitej liczby zwierzat zdrowych
w populacji, co wyraza zalezno$¢ D/(C-fD), gdzie C to liczba wynikow falszywie pozy-
tywnych, a D to liczba wynikéw negatywnych w populacji zwierzat niezakazonych.

9.2. Warto$¢ progowa testu

Przy opracowywaniu warunkoéw testu, konieczne jest ustalenie wartosci progo-
wej COV (cut-ojfvalue), jest to taka wartos¢ OD danej prébki (badz tez jej wartos¢ PP

BIOTECHNOLOGIA 3 (54) 53-70 2001 65



Monika Gut-Winiarska, Bogustaw Szewczyk

lub PI), ktéra stanowi granice przy okreslaniu, czy dane zwierze jest zakazone, czy
nie (rys. 2a i 2b). W przypadkach wielu testéw czes¢ wynikow populacji zakazonej
i niezakazonej naklada sie na siebie. Kiedy wybierze sie wyzszg wartos¢ COV, liczba
fatszywie negatywnych wynikdw rosnie (spada specyficznos¢) i obniza sie liczba wy-
nikow fatszywie pozytywnych (rosnie czutosc). Przy nizszej wartosci COV dzieje sie
odwrotnie (40).

Problemem utrudniajagcym jednoznaczne ustalenie wartosci COV danego testu
jest to, ze w roznych regionach kraju rozkfad statystyczny wartosci probek pozy-
tywnych i negatywnych jest odmienny (41). Poza tym, jak juz wspomniano, inten-
sywne szczepienie moze zmieni¢ rozktad statystyczny wartosci pozytywnych i nega-
tywnych (rys. 3). Dlatego tez warto$¢ diagnostyczna danego testu moze by¢ rézna
w zaleznosci od badanej populacji zwierzat. W zwigzku z tym czuto$¢ i specyficz-
nosc¢ testu powinny by¢ ustalone za pomoca surowic zdefiniowanych wczesniej jako
pozytywne i negatywne, standardow miedzynarodowych i tzw. ,ziotych standar-
déw” -jest to tzw. walidacja. Liczba klas i podklas przeciwciat zmienia si¢ wczesnie
po infekcji, dlatego probki zebrane w tym okresie powinny by¢ takze uzyte do wali-
dacji testu. W tabeli 2 przedstawiono zestaw surowic i standardéw uzytych do wali-
dacji sandwiczowego, inhibicyjnego testu ELISA gB-specyficznego dla wirusa PRV
(24). Niestety, takie standardy nie zawsze sg dostepne i wartos¢ diagnostyczna nie-
ktorych testdbw pozostaje nieokres$lona, lub tez jest okreslona tylko w przyblizeniu.
Warto$¢ diagnostyczng testu mozna wtedy okresli¢ metodg ROC (receiving operating
characteristics), badajac losowo wybrane negatywne i pozytywne probki z danej po-
pulacji. Po wykonaniu wykresu zaleznosci miedzy czutoscig i specyficznoscig przy
réznych wartosciach COV ustala sie optymalng wartos¢ COV dla danej populacji.

Wyh6r COV bedzie zalezat takze od przeznaczenia testu. Wymagania stawiane
testom stosowanym w programie eradykacji zmieniajg sie w zaleznosci od zaawan-
sowania programu. W trakcie programu i w jego koricowym etapie wazne jest wy-
krycie kazdego zakazonego zwierzecia, potrzebny bedzie zatem czuty test, nawet
kosztem zmniejszonej specyficznosci. Fatszywie negatywne wyniki zapobiegng usu-
waniu zwierzat chorych ze stada i wstrzymaja sukces programu. Kiedy eradykacja
jest juz zakonczona, test ELISA musi mie¢ wysoka specyficznosé, aby zapobiec poja-
wianiu sie fatszywie pozytywnych wynikéw. Kazdy fatszywie pozytywny wynik moze
mie¢ niepotrzebne konsekwencje, np. w przypadku CSFV lub FMDV, pozytywne wy-
niki oznaczajg likwidacje calego stada (22). W celu zrekompensowania spadku czu-
tosci przy pomiarze wysoce specyficznym testem, nalezy zwiekszy¢ liczbe probek
badanych w obrebie stada, by wtedy zwiekszy¢ prawdopodobienstwo zidentyfiko-
wania stada jako zainfekowanego (tzw. czuto$¢ calego stada, 42). Kiedy wysoce spe-
cyficzny test jest niedostepny, wszystkie uzyskane pozytywne wyniki powinny by¢
potwierdzone przez niezalezny test diagnostyczny o wysokiej czutosci (22).
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Tabela 2
Przyktadowy zestaw surowic, przydatnych przy okreslaniu wartosci diagnostycznej testu ELISA
Rodzaj surowic Pochodzenie
surowice negatywne zwierzeta hodowane laboratoryjnie, wolne od patogenéw (SPF, Specific pa-
thogen free)

zwierzeta ze stad niezakazonych, z krajow gdzie dany wirus zostat zwalczony
zwierzeta szczepione szczepionkg markerowg przeciwko danej chorobie
miedzynarodowe standardy negahwne

surowice pozytywne surowice pozytywne zwierzat zakazonych danym wirusem
zwierzeta niezakazone, ale z odpornoscig matczyng
zwierzeta szczepione szczepionky opartg na catym wirusie

miedzynarodowe standardy; pozytywny, stabo pozytywny oraz definiujacy
poziom minimalnej czutosci testu

surowice po eksperymentalnej infekcji wi- 3, 7, 10, 14, 21 dni po infekcji eksperymentalnej
rusem i po eksperymentalnych infekcjach
kontaktowych

1, 2 i 3 tygodnie po pierw'szej infekcji kontaktowej

1, 2 i 3 tygodnie po drugiej infekcji kontaktowej

inne surowice pozytywne zwierzeta tego samego gatunku, zakazone innym wirusem, o wysokiej ho-
mologii i pochodzacym z tej samej rodziny (w celu stwierdzenia wystapienia
reakcji krzyzowej)

zwierzeta innego gatunku i zakazone innym wirusem o wysokiej homologii
i pochodzacym z tej samej rodziny

9.3. Warto$¢ prognostyczna testu

Warto$¢ prognostyczna danego testu (PV, predictive value) jest interesujgca z kli-
nicznego punktu widzenia, jest to prawdopodobienstwo, ze wynik pozytywny testu
oznacza chorobe, a wynik negatywny jej brak. PV dla wyniku pozytywnego opisuje
zalezno$¢ A/(A-1-C), gdzie A to liczba wynikoéw pozytywnych, a C to liczba wynikow
fatszywie pozytywnych w danej populacji zwierzat. PV dla wyniku negatywnego
okresla zalezno$¢ D/(B-1-D), gdzie D to liczba wynikdw negatywnych, a B to liczba
wynikow falszywie negatywnych w danej populacji. Wartos¢ PV opiera sie¢ przede
wszystkim na czutosci i specyficznodci testu, ale takze na poziomie rozpowszech-
nienia choroby w danej populacji (prevalence). Przy uzyciu testu o specyficznosci
<100%, liczba fatszywie pozytywnych wynikéw wzrosnie, gdy rozpowszechnienie
choroby spadnie. Inaczej méwigc, kiedy rozpowszechnienie choroby spada, warto$¢
prognostyczna wynikéw pozytywnych jest mniejsza (40).
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9.4. Standaryzacja testu

Kiedy juz zdefiniowano format testu i jego przeznaczenie, nastepnym etapem
powinno by¢ takie dopracowanie warunkéw testu, aby byl on powtarzalny oraz
fatwy i szybki do przeprowadzenia. Liczba choréb zwalczanych w programach kon-
troli i eradykacji rosnie, a tym samym zwieksza sie potrzeba opracowywania goto-
wych do uzycia testow. W 1997 r. w Holandii, gdy wybuchfa epidemia pomoru $win-
skiego, liczba prébek przebadanych pod katem tej choroby przekroczyta 2 miliony
22).

Wazne jest tez, zeby reagenty stosowane w tescie byly stabilne podczas prze-
chowywania. Pod tym wzgledem syntetyczne antygeny i MAbs majg przewage nad
przeciwciatami poliklonalnymi i naturalnymi antygenami. Przyktadami mogg by¢ czute
testy, oparte na wykorzystaniu matych peptydow, pochodzacych z konserwowanych
hydrofobowych regionéw biatka G wirusa BRSV i ludzkiego syncytialnego wirusa od-
dechowego (HRSV, human respiratory syncytial virus) (43).

Wazng cechg testu diagnostycznego jest jego odpornos¢ na zmiany w wykony-
waniu testu (robustness), jak np. rézny sprzet, jako$¢ wody, réznice w czasie i tempe-
raturze inkubacji, a takze réznice w wykonaniu przez eksperymentatoréw. Jest to
bardzo wazne, gdy niektdre testy lub ich sktadniki (reagenty, surowice referencyjne)
sg uzywane w wiecej niz jednym laboratorium - testy wymagajg Staranniejszej
standaryzacji. Wprowadza sie programy kontroli jakosci, w ktorych te same prébki
sg testowane w odstepach czasu w tym samym laboratorium (wewnetrzna kontrola
jakosci i powtarzalnosci testu) lub te same testy sg wykonywane w roznych labora-
toriach (zewnetrzna kontrola jakosci i odtwarzalnosci testu) (40,44). Opracowanie
prostej procedury z minimalng liczbg etapdw pomaga osiagna¢ lepsza jakos¢ testu,
a w konsekwencji ma lepszy wptyw na jego powtarzalno$¢ i odtwarzalnos¢ (22).

10. Podsumowanie

Rodzaj testu, wybodr reagentow i liczba etapow reakcji majg duzy wptyw na ja-
koS¢ testu. Nie istniejg reguty, jaki typ testu powinien by¢ uzyty w konkretnym pro-
gramie sanitarnym. Przy wyborze powinny byé brane pod uwage takie czynniki, jak;
przeznaczenie testu, dostepnos¢ reagentow (caty wirus, biatka rekombinowane, pep-
tydy, MAbs) oraz skala, na jakg test bedzie uzywany. Walidacja musi by¢ przeprowa-
dzona przed zaaprobowaniem testu do uzycia w programie sanitarnym, z uzyciem
probek z populacji docelowej, jakosé testu powinna by¢ poddawana ciagtej kontroli,
aby mie¢ pewnos¢, ze takie czynniki, jak zmiana w rozprzestrzenianiu sie choroby
czy intensywne szczepienie, nie majg wptywu na wartos¢ diagnostycznag testu.

Praca zostata wykonana w ramach projektu Z-KBN 004/P04/98.
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