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INTRODUCTION

La détection des animaux infectés apres une vaccination
d’urgence dans les pays indemnes de fievre aphteuse
constitue une mesure de contrdle importante. En effet, les
animaux exposés a I’infection (naifs ou vaccinés) peuvent
rester porteurs du virus apres le contact infectieux et
représentent donc un risque au niveau épidémiologique. La
différenciation entre les animaux infectés et les animaux
vaccinés est principalement basée sur la réponse humorale
vis-a-vis des protéines non-structurales (NS) du virus. Notre
objectif est de développer un test ELISA pour la détection
spécifique des anticorps anti-protéines non-structurales.
Nous avons cloné le gene 3D (ARN polymeérase) du virus
aphteux (virus de sérotype O isolé en France lors de
I’épizootie de 2001) (Nobiron et al., 2005) en baculovirus,
exprimé la protéine en cellules d’insectes et évalué son
utilisation comme antigene dans un test ELISA.

1. MATERIEL ET METHODES

1.1. EXPRESSION DE LA PROTEINE 3D

La séquence complete du gene 3D a été clonée en
baculovirus en utilisant le systeme d’expression BAC-to-
BAC (Invitrogen)

La protéine a été exprimée dans des cellules d’insectes Sf9

et sa production vérifiée par Western Blot a D'aide
d’anticorps monoclonaux.

1.2. ELISA

Une adaptation du test ELISA indirect d’immunocapture
(De Diego et al., 1997) a été utilisée. L’antigene 3D est fixé
au fond des cupules a 1’aide d’un anticorps monoclonal.
Apres réaction des sérums a tester, le complexe anticorps
antigene est révélé par un anticorps anti-espece couplé a la
peroxydase.

Des sérums de référence AFSSA et des sérums de bovins
naifs (France) ont été utilisés pour la mise au point du test.

1.3. VALIDATION DU TEST

Des sérums de bovins infectés (I), vaccinés (V) ou vaccinés
puis infectés (V+]) issus du panel de la phase 18 (FAO phase
XVIII FMD serological standardisation) ont été analysés.
Les résultats obtenus avec I’ELISA 3 D ont été comparés
aux valeurs obtenues avec un test ELISA commercialisé
(Ceditest 3ABC).

2. RESULTATS

2.1. EXPRESSION DE LA PROTEINE 3D

Des extraits de cellules d’insectes infectées par le
baculovirus recombinant ont été analysés par Western Blot a
I’aide d’anticorps monoclonaux anti-histidine et anti-3D.
L’analyse montre que la protéine 3D est bien produite dans
les cellules et qu’elle est reconnue par I’anticorps anti-
histidine et par les anticorps anti-3D.

2.2. MISE AU POINT DE I’ELISA

Apres optimisation des différents parametres du test ELISA,
les anticorps anti-3D (a) ont pu etre détectés spécifiquement
(figure 1) dans des sérums de référence positifs (EIL N°5 et
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EIL N°6). Le sérum issu d’un animal naif (EIL N° 12) ne
réagit pas avec l’antigene 3D. Aucune réponse non
spécifique n’est obtenue avec des antigenes de contrdle (b :
extraits de cellules Sf9 non infectées et ¢ : extraits de
cellules S9 infectées par le virus sauvage).

Figure 1 : ELISA 3D avec des sérums de référence

2.3. VALIDATION DU TEST

Les résultats obtenus avec ’ELISA 3D (figure 2) concordent
a 91,6 % avec ceux obtenues avec le Ceditest 3ABC et
refletent bien le statut des animaux excepté pour le sérum 12
(trouvé négatif en ELISA 3D apres 3 essais).

Figure 2 : Validation du test
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3. DISCUSSION

La protéine 3D a été produite dans des cellules d’insectes a
I’aide d’un systeme d’expression en baculovirus. La
protéine a gardé son antigénicité puisqu’elle est reconnue
par des anticorps monoclonaux spécifiques et des sérums de
bovins infectés. Les tests de validation de I’ELISA réalisés
avec un échantillon de sérums de référence ont montré que
le test ELISA 3D permettait dans une majorité de cas par
comparaison avec un autre test ELISA détectant les
anticorps contre les protéines non-structurales 3ABC, la
détection des animaux infectés.

4. CONCLUSION

Ces résultats indiquent la possibilité d’utiliser la protéine 3D
comme antigene de diagnostic dans un test ELISA non
spécifique de type pour ’identification d’animaux infectés.
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