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Przedmowa

W okresie ostatnich 20 lat we wszystkich rozwini´tych rolniczo krajach Êwiata obserwuje si´
dynamiczne zmiany w zakresie zasad hodowli i chowu zwierzàt gospodarskich. Dotyczy to wszystkich
gatunków zwierzàt u˝ytkowych. Wydaje si´, ˝e najwi´ksze zmiany dotyczà drobiu i trzody chlewnej.
Wsz´dzie obserwuje si´ znaczne zmniejszanie si´ liczby producentów przy jednoczesnym wzroÊcie
liczby ferm.

Majàca miejsce koncentracja i intensyfikacja produkcji ˝ywca oraz dynamicznie wzrastajàcy obrót
trzodà chlewnà, a tak˝e nieprzerwane wprowadzanie do stad nowych, cz´sto pó∏syntetycznych linii
Êwiƒ zarodowych prowadzi do coraz wi´kszych problemów zwiàzanych z ochronà zdrowia tego
gatunku zwierzàt. Coraz cz´Êciej pojawiajà si´ mieszane zaka˝enia zwierzàt wywo∏ane ró˝norodnymi
bezwzgl´dnie oraz wzgl´dnie chorobotwórczymi bakteriami i wirusami. Aktualnie zaliczyç do nich
nale˝y przede wszystkim takie drobnoustroje jak: Streptococcus suis, Actinobacillus pleurop-
neumoniae, Haemophilus parasuis, Mycoplasma hyopneumoniae, wirus zespo∏u rozrodczo-odde-
chowego, cirkowirus Êwiƒ, wirus choroby Aujeszkyego, etc. Powa˝nym problemem stajà si´ infekcje
wywo∏ane drobnoustrojami o w∏aÊciwoÊciach immunosupresyjnych. Zalicza si´ tu wirus zespo∏u
rozrodczo-oddechowego, wirus choroby Aujeszkyego czy te˝ Mycoplasma hyopneumoniae.
Wymienione czynniki stwarzajà przed lekarzami weterynarii, opiekujàcymi si´ Êrednimi i du˝ymi
stadami Êwiƒ powa˝ne trudnoÊci w zakresie prawid∏owego rozpoznania i uszeregowania przyczyn
problemów zdrowotnych, a w Êlad za tym wprowadzenia stosownego post´powania, zmierzajàcego
do ograniczenia czy nawet likwidacji strat. W∏aÊciwe rozwiàzanie problemu wymaga od lekarzy
weterynarii coraz wi´kszej wiedzy teoretycznej i praktycznej. Jej posiadanie oraz ciàg∏e uzupe∏nianie
jest jedynym sposobem umo˝liwiajàcym sprostanie pot´gujàcym si´ wyzwaniom.

Obszerna wiedza zawodowa lekarzy weterynarii uwidacznia koniecznoÊç oparcia si´ w swoim
post´powaniu rozpoznawczym na dobrych laboratoriach diagnostycznych, w∏aÊciwe rozpoznanie
przyczyny zaburzeƒ w zdrowiu jest bowiem podstawà jej eliminacji. Korzystanie z us∏ug laboratorium
jest nieodzowne nie tylko w celu ustalenia bakteryjnych czy wirusowych przyczyn zaburzeƒ
zdrowotnych ale tak˝e dla okreÊlenia dynamiki szerzenia si´ infekcji, w∏aÊciwoÊci biologicznych
wyizolowanych drobnoustrojów, poziomu odpornoÊci przeciwzakaênej oraz profilu serologicznego
i immunologicznego stada w okreÊlonym zakresie.

W ostatnich latach zauwa˝a si´, ˝e coraz wi´ksza liczba lekarzy weterynarii korzysta z us∏ug
weterynaryjnych laboratoriów rozpoznawczych. Mo˝na sàdziç, ˝e wraz z podnoszeniem si´ poziomu
wiedzy terenowych lekarzy weterynarii oraz doskonaleniem poziomu us∏ug laboratoryjnych
koniecznoÊç ich wykorzystywania b´dzie stawa∏a si´ zjawiskiem coraz bardziej powszechnym.

Czynnikiem sprzyjajàcym rozwojowi us∏ug laboratoryjnych jest z pewnoÊcià szybki rozwój technik
diagnostycznych, w tym przede wszystkim ich coraz wi´ksza czu∏oÊç i swoistoÊç. Istotnym czynnikiem
jest czas niezb´dny do wykonania badaƒ. Mo˝na stwierdziç, ̋ e wprowadzenie do diagnostyki techniki
ELISA oraz metody PCR doprowadzi∏o do zasadniczego skrócenia czasu badaƒ laboratoryjnych, które
aktualnie z regu∏y nie trwajà d∏u˝ej ni˝ 24 godziny.

Najbardziej popularnà technikà badawczà sta∏a si´ zaprezentowana w niniejszym opracowaniu
technika ELISA. Przy pomocy tej metody w ciàgu kilku godzin wykrywa si´ nie tylko obecnoÊç
swoistych dla danego drobnoustroju (bia∏ka) przeciwcia∏ humoralnych ale tak˝e obecnoÊç
drobnoustrojów patogennych. Technika ELISA w stopniu zasadniczym uproÊci∏a metody pobierania
materia∏u do badaƒ. Zazwyczaj do przeprowadzenia testu potrzeba nie wi´cej ni˝ 50-100 µl surowicy.
Pó∏ mililitra surowicy wystarcza zatem do przeprowadzenia badaƒ w wielu kierunkach – co zazwyczaj
staje si´ nieodzowne, z uwagi na cz´stà wieloczynnikowà przyczyn´ choroby. Minimalna iloÊç
materia∏u do badaƒ uproÊci∏a te˝ sposoby przekazywania go do laboratorium. Dzisiaj, korzystajàc
z probówek Ependorfa, przeznaczone do analiz surowice przesy∏a si´ do laboratorium drogà
pocztowà, a wynik, na ˝yczenie, otrzymaç mo˝na drogà elektronicznà.

Przedstawione uwagi uzasadniajà celowoÊç stosowania w diagnostyce chorób zakaênych trzody
chlewnej testu ELISA. Przygotowane w tym˝e celu opracowanie monograficzne pt. „ELISA
w serologicznym rozpoznawaniu rozrodczo-oddechowego zespo∏u chorobowego Êwiƒ” poszerza

ELISA w serologicznym rozpoznawaniu rozrodczo-oddechowego zespo∏u chorobowego Êwiƒ

2



wiedz´ zainteresowanych w zakresie specyfiki testu w odniesieniu do PRRS, zale˝nie od sytuacji natury
epizootiologicznej w przebiegu choroby. Chodzi bowiem o trafne wykorzystanie wyników do
podejmowania lekarsko-weterynaryjnych decyzji, s∏u˝àcych ochronie zdrowia trzody chlewnej
a w Êlad za tym zwi´kszonej efektywnoÊci produkcji.
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Profesor zwyczajny, dr hab. dr h.c. mult. Marian Truszczyƒski, ur. 21.07.1929 r. po ukoƒczeniu
z wyró˝nieniem wydzia∏u medycyny weterynaryjnej A.R. we Wroc∏awiu w 1953 r. rozpoczà∏ karier´
naukowà w Paƒstwowym Instytucie Weterynaryjnym w Pu∏awach, gdzie pracuje do chwili obecnej. 
Do 1963 roku by∏ asystentem i adiunktem w Zak∏adzie Chorób Âwiƒ. W tym czasie przebywa∏ m.in. na
sta˝ach naukowych – w Instytucie Chorób Wirusowych Zwierzàt im. Fryderyka Loefflera w Niemczech
(1959 r.) i w Zak∏adzie Mikrobiologii Szko∏y Medycznej Uniwersytetu w Bostonie, USA (1960/61). 
W roku 1959 uzyska∏ stopieƒ doktora nauk weterynaryjnych, w 1963 r. doktora habilitowanego
w zakresie mikrobiologii i immunologii, a w 1968 r. tytu∏ profesora. W latach 1963-1999 by∏
kierownikiem Zak∏adu Mikrobiologii. Wypromowa∏ 19 doktorów, by∏ opiekunem 5 przewodów
habilitacyjnych, troje bezpoÊrednich wspó∏pracowników uzyska∏o tytu∏ profesora. Jest twórcà szko∏y
naukowej w dziedzinie mikrobiologii weterynaryjnej. Prowadzone przez niego i wspó∏pracowników
badania dotyczy∏y doskonalenia laboratoryjnych metod rozpoznawania chorób zakaênych zwierzàt
oraz skutecznoÊci szczepionek. Jako autor podr´cznika akademickiego p.t. „Bakteriologia
Weterynaryjna” i wspó∏autor podr´cznika „Zarys Mikrobiologii Weterynaryjnej” w istotnym stopniu
przyczyni∏ si´ do wykszta∏cenia w tej dziedzinie lekarzy weterynaryjnych i pracowników naukowo
i us∏ugowo-badawczych, w skali kraju. Jako prezydent Komisji Standardów Âwiatowej Organizacji
Zdrowia Zwierzàt (OIE) i wspó∏redaktor Podr´cznika Standardów Metod Diagnostycznych
i Szczepionek (OIE) ma istotny udzia∏ w ujednolicaniu w skali Êwiatowej testów stosowanych
w rozpoznawaniu chorób zakaênych zwierzàt. Dorobek naukowy: 181 prac oryginalnych, 29 wy-
dawnictw ksià˝kowych, 99 artyku∏ów przeglàdowych, 55 prac na temat organizacji nauki i polityki
naukowej, 30 instrukcji wdro˝eniowych. Jest cz∏onkiem rzeczywistym Polskiej Akademii Nauk oraz
Polskiej Akademii Umiej´tnoÊci i kilku akademii zagranicznych. W latach 1972-2001 by∏ dyrektorem
naczelnym Paƒstwowego Instytutu Weterynaryjnego w Pu∏awach a w latach 1996-1998 wice-
prezesem PAN.

Profesor dr hab. Zygmunt Pejsak karier´ rozpoczyna∏ jako terenowy lekarz weterynarii. Przez pierwsze
osiem lat swojej pracy sprawowa∏ piecz´ nad hodowlà i produkcjà trzody chlewnej na du˝ych fermach
Od roku 1980 zwiàzany jest z Paƒstwowym Instytutem Weterynaryjnym w Pu∏awach, gdzie od 25 lat
kieruje Zak∏adem Chorób Âwiƒ. Jest wybitnym specjalistà i uznanym autorytetem w Polsce i na
Êwiecie. Pe∏ni funkcj´ eksperta FAO, OIE, jest cz∏onkiem korespondentem PAN, cz∏onkiem Komitetu
Weterynaryjnego PAN i Komitetu Biotechnologii PAN. Pe∏ni funkcj´ prezesa Polskiego Towarzystwa
Weterynaryjnego. Nale˝y do grona czo∏owych specjalistów w zakresie chorób Êwiƒ na Êwiecie. 
Od ponad 20 lat wyg∏asza referaty na wszystkich Kongresach International Pig Veterinary Society
(IPVS). Jest Krajowym Kierownikiem Specjalizacji Lekarzy Weterynarii z zakresu Choroby Âwiƒ.
Wypromowa∏ 8 doktorów, by∏ opiekunem 4 przewodów habilitacyjnych.

W Polsce jest znanym propagatorem osiàgni´ç wiedzy weterynaryjnej nie tylko wÊród lekarzy
weterynarii, ale tak˝e wÊród hodowców i producentów Êwiƒ, wÊród których cieszy si´ ogromnym
autorytetem. Opracowa∏ oraz wdro˝y∏ do produkcji szereg szczepionek (Aptovac, Rhinovac,
Suimastivac, etc.) oraz leków (Suibicol, KARNO-pig, Hydrodiar, etc.) powszechnie wykorzystywanych
przez lekarzy weterynarii. Za dorobek naukowy i zas∏ugi w szerzeniu wiedzy prof. Zygmunt Pejsak
otrzyma∏ wiele odznaczeƒ w kraju i za granicà. 
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1. Poj´cia podstawowe

Drobnoustroje, które wywo∏ujà choroby zakaêne zwierzàt, w tym Êwiƒ, sà przyczynà zaburzeƒ
w zdrowiu, manifestujàcych si´ objawami klinicznymi i zmianami anatomo-patologicznymi. Pierwsze
i drugie na ogó∏ nie sà wystarczajàcà podstawà do pewnego rozpoznania okreÊlonej jednostki
chorobowej. Drobnoustroje chorobotwórcze mogà te˝ wywo∏ywaç infekcje, którym nie towarzyszà
dostrzegalne badaniem klinicznym objawy, czyli infekcje o przebiegu bezobjawowym. W obu
przypadkach (z objawami lub bez) nast´puje pobudzenie uk∏adu odpornoÊciowego zwierz´cia,
zw∏aszcza limfocytów B i T przez zawarte w zaka˝ajàcych drobnoustrojach szczególne zwiàzki
chemiczne, z regu∏y o strukturze bia∏kowej (wyjàtkowo wielocukrowej). Limfocyty posiadajà
w∏aÊciwoÊç rozpoznawania wymienionych elementów zaka˝ajàcego drobnoustroju, które okreÊla si´
jako antygeny. Ich swoistoÊç determinujà znajdujàce si´ na powierzchni antygenów struktury
aminokwasowe, niekiedy te˝ i wielocukrowe, zwane epitopami. Efektem po∏àczenia si´ antygenu
z limfocytem B jest przekszta∏cenie limfocytu B w komórk´ plazmatycznà, która nast´pnie wytwarza
do surowicy krwi zwierz´cia swoiste dla epitopów antygenu bia∏ka, nazywane przeciwcia∏ami. Obok
tej humoralnej odpowiedzi ma miejsce równie˝ odpowiedê komórkowa, w której powstaniu
uczestniczà – pod wp∏ywem antygenu – limfocyty T. Odpowiedê komórkowa nie jest w niniejszym
opracowaniu przedmiotem zainteresowania. Tematem sà bowiem metody serologiczne, zwiàzane
z odpowiedzià humoralnà zwierz´cia na infekcj´, a zw∏aszcza diagnostyka serologiczna rozrodczo-
oddechowego zespo∏u chorobowego Êwiƒ (ang. porcine reproductive and respiratory syndrome,
PRRS).

W metodach serologicznych wykorzystuje si´ dostrzegalny i mo˝liwy do iloÊciowego pomiaru efekt
swoistego reagowania antygenu z przeciwcia∏em, czyli z pasujàcà „jak klucz do zamka”
immunoglobulinà (Ig) surowicy krwi. W∏aÊciwoÊç ta pos∏u˝y∏a do opracowania licznych metod
badawczych – w tym testów serologicznych – które znajdujà zastosowanie przede wszystkim
w wykrywaniu obecnoÊci i okreÊlaniu st´˝enia swoistych przeciwcia∏ w surowicy zwierzàt. W wypadku
znanego przeciwcia∏a a poszukiwanego swoistego dla niego antygenu chorobotwórczego
drobnoustroju, jego identyfikacja równie˝ mo˝e mieç miejsce.

Przy znanym antygenie zmierza si´ do okreÊlenia czy w badanej surowicy wyst´puje, i w jakim
st´˝eniu, swoiste dla niego przeciwcia∏o. Wykazanie jego obecnoÊci mo˝e wskazywaç, z du˝ym
prawdopodobieƒstwem, ˝e badane zwierz´ zosta∏o zaka˝one drobnoustrojem chorobotwórczym,
który ten antygen zawiera. Wynik badania serologicznego stanowi zatem poÊredni dowód na
zetkni´cie si´ zwierz´cia z patogenem. Fakt ten wykorzystano jako wa˝ny element w doborze metod
diagnostycznych. W zespole tym decydujàcà rol´ odgrywa bezpoÊrednie wykrycie i zidentyfikowanie
drobnoustroju, który wywo∏a∏ zaka˝enie. Dodaç nale˝y, ˝e istotne znaczenie w rozpoznaniu choroby
zakaênej majà badania kliniczne, w∏àcznie z wywiadem i analizà sytuacji epidemiologicznej oraz
badania anatomo- i histopatologiczne.

Metody serologiczne znajdujà na tle innych metod diagnostycznych szczególnie szerokie
zastosowanie w rozpoznawaniu i zwalczaniu chorób zakaênych zwierzàt, w tym równie˝ Êwiƒ.
Wynika to z ich technicznie ∏atwiejszego wykonania ni˝, na przyk∏ad, metod bezpoÊredniej
identyfikacji zarazka. To zaÊ daje mo˝liwoÊç badania du˝ej liczby zwierzàt w stosunkowo krótkim
czasie i przy mniejszym nak∏adzie kosztów. Zalety te wykorzystano zw∏aszcza do okreÊlania sytuacji
epidemiologicznej w stadzie oraz weryfikowania skutków realizowanych metod zwalczania (ang.
surveillance). Dodaç nale˝y, ˝e przy spe∏nieniu wymaganych warunków, o których b´dzie mowa,
mimo pewnych ograniczeƒ w stosunku do metod bezpoÊredniej identyfikacji drobnoustroju
wywo∏ujàcego chorob´, uzyskuje si´ tym sposobem wiarygodne informacje na temat wyst´powania
lub niewyst´powania okreÊlonej choroby zakaênej w populacji badanych zwierzàt oraz efektów jej
zwalczania.

SpoÊród licznych metod badawczych, które znalaz∏y zastosowanie w diagnostyce serologicznej
(aglutynacja, precypitacja, odczyn wiàzania dope∏niacza, odczyn radioimmunologiczny i szeregu
innych) najbardziej przydatny okazuje si´ byç test immunoenzymatyczny, ELISA (ang.Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay). Skrót ten wywodzi si´ z j´zyka angielskiego. E – jest pierwszà literà s∏owa
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enzyme czyli enzym, L – s∏owa linked czyli po∏àczony, I – immunosorbent czyli immunosorbcyjny 
i A – stanowi pierwszà liter´ s∏owa assay czyli metoda badawcza.

ELISA odznacza si´ wysokà czu∏oÊcià. Stwarza zatem mo˝liwoÊç stwierdzenia w surowicy badanej
nawet niskich st´˝eƒ przeciwcia∏, nie wykrywalnych innymi testami serologicznymi. Cechuje si´
równie˝ du˝ego stopnia specyficznoÊcià, to jest ma∏à liczbà odczynów fa∏szywie dodatnich.
Dodatkowo, jest to metoda, która nie wymaga drogiego wyposa˝enia; jest te˝ technicznie prosta.

2. Pozyskiwanie surowicy do badaƒ serologicznych

Rodzaj pobieranych próbek do badaƒ laboratoryjnych zale˝y od oczekiwanej informacji oraz
metody badawczej, która ma zostaç zastosowana. Do badania Êwiƒ testem ELISA na obecnoÊç
swoistych dla okreÊlonych chorób zakaênych przeciwcia∏ pobierana jest krew. Zabieg nale˝y wykonaç
w warunkach aseptycznych po odka˝eniu miejsca nak∏ucia. Krew pobierana jest bàdê do po∏àczonej
z ig∏à sterylnej strzykawki, bàdê z ig∏y bezpoÊrednio do ja∏owej probówki lub kolbki. Pobierana jest
zazwyczaj z ˝y∏y czczej przedniej lub ˝y∏y jarzmowej. Nast´pnie przechowuje si´ jà w temperaturze
otoczenia (mo˝liwie nie powy˝ej 25°C) przez 1 do 2 godzin, do wytworzenia si´ skrzepu. Skrzep
oddziela si´ od Êcianek naczynia sterylnà bagietkà i umieszcza probówk´ lub kolbk´ w ch∏odziarce
o temperaturze 4°C. Po kilkugodzinnej lub ca∏onocnej inkubacji surowic´ nale˝y oddzieliç od skrzepu
przez dekantacj´ lub Êciàgni´cie pipetà, wykonujàc to przy zachowaniu zasad aseptyki. W kolejnoÊci
uzyskany materia∏ odwirowuje si´ przy oko∏o 1000 g przez 10-15 minut i oddziela od osadu krwinek
zlewajàc surowic´ do osobnej probówki.

Nadajàca si´ do badaƒ testem ELISA surowica nie powinna wykazywaç hemolizy, nie mo˝e byç
równie˝ zaka˝ona drobnoustrojami oraz nie powinna byç konserwowana kwasem bornym,
tiomersalem lub innymi tego rodzaju dodatkami.

3. Zasada wykonania testu ELISA

Na dnie zag∏´bieƒ, czyli baseników p∏ytki polistyrenowej (wzgl´dnie z innego rodzaju plastiku)
adsorbuje si´ w sposób gwarantujàcy przytwierdzenie mimo p∏ukania znany antygen, którym jest
wirus lub bakteria wzgl´dnie ich ekstrakt. W kolejnoÊci antygen nawarstwia si´ rozcieƒczeniem
surowicy badanej i inkubuje przez wymagany okres czasu (np. 1 godzin´ lub przez noc)
w temperaturze pokojowej. Nast´pnie przep∏ukuje si´ ka˝dy basenik p∏ytki p∏ynem fizjologicznym lub
buforem PBS w celu usuni´cia nie zwiàzanych z antygenem przeciwcia∏ surowicy. Kolejnym
nawarstwianym odczynnikiem jest koniugat. Stanowi go anty-surowica swoista dla bia∏ka surowicy
badanej, po∏àczona (skoniugowana) z enzymem – w tym przypadku z peroksydazà chrzanowà,
chocia˝ stosowane mogà byç równie˝ inne enzymy. Ponownie nast´puje jednogodzinna (lub zale˝nie
od techniki, d∏u˝sza) inkubacja w temperaturze pokojowej, po czym przep∏ukuje si´ basenik p∏ynem
fizjologicznym lub PBS. W kolejnoÊci dodaje si´ do basenika swoisty dla enzymu substrat. W przy-
padku obecnoÊci enzymu, a tym samym obecnoÊci swoistego dla znanego antygenu przeciwcia∏a, (z
którym móg∏ si´ z tego wzgl´du zwiàzaç koniugat), pojawia si´ reakcja barwna. IntensywnoÊç jej, czyli
g´stoÊç optycznà – OD (ang. optical density) okreÊla si´ przy u˝yciu spektrofotometru.

Zaprezentowane poni˝ej ryciny przedstawiajà schematycznie test poÊredni ELISA s∏u˝àcy do
wykrywania przeciwcia∏ (Ryc. 1) oraz ten sam test w odmianie okreÊlanej jako blocking ELISA (Ryc. 2).

ELISA w serologicznym rozpoznawaniu rozrodczo-oddechowego zespo∏u chorobowego Êwiƒ
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Ryc 1. Schemat testu poÊredniego ELISA

Ryc 2. Schemat testu blocking ELISA
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OkreÊlenie iloÊci przeciwcia∏ w badanej próbie (odpowiednika miana surowicy przy zastosowaniu
innych testów serologicznych, np. odczynu aglutynacji) dokonuje si´ przez porównanie g´stoÊci
optycznej, czyli OD surowicy badanej z OD surowicy standardowej (czyli surowicy kontrolnej dodatniej
o progowym jednoznacznie dodatnim st´˝eniu przeciwcia∏). W tym celu dzieli si´ wartoÊç OD
surowicy badanej czyli pobranej do badania próbki (S, ang. sample czyli próbka) przez wartoÊç OD
surowicy kontrolnej dodatniej zestawu (P czyli ang. positive = dodatni). Otrzymana liczba okreÊlajàca
stosunek S/P okreÊla iloÊç przeciwcia∏ obecnych w surowicy badanej. WartoÊci S/P ni˝sze od ustalonej
wartoÊci progowej (np. 0,4) uznawane sà jako wyniki ujemne. Nie oznacza to, ˝e surowica, dla której
w teÊcie ELISA uzyskano wartoÊç S/P ni˝szà ni˝ 0,4 nie zawiera przeciwcia∏. Mogà byç one obecne,
jednak ich poziom znajduje si´ poni˝ej za∏o˝onego progu czu∏oÊci danego testu diagnostycznego.

Firma IDEXX zaproponowa∏a dla zestawu ELISA do diagnostyki serologicznej zespo∏u rozrodczo-
oddechowego Êwiƒ wyra˝anie wartoÊci S/P liczbami ca∏kowitymi od 0 (surowica ujemna) do 9 (suro-
wica b. wysoko dodatnia) – tzw. grupy mian przeciwcia∏ (ang. Titer Groups). Umowne grupy mian
przeciwcia∏, czyli indeksy odpowiadajàce zakresom wartoÊci S/P przedstawia tabela 1.

Tabela 1. Grupy mian przeciwcia∏ (indeksy) odpowiadajàce zakresom wartoÊci S/P

Opis i zasada dzia∏ania testu HerdChek* PRRS Virus Antibody Test Kit 2XR zgodnie z instrukcjà firmy IDEXX.
Zestaw HerdChek* PRRS Virus Antibody Test Kit 2XR jest testem immunoenzymatycznym

przeznaczonym do wykrywania przeciwcia∏ przeciwko wirusowi rozrodczo-oddechowego zespo∏u
chorobowego (PRRS) w surowicy Êwiƒ. P∏ytki w tym zestawie op∏aszczono w ten sposób, ̋ e w do∏kach
kolumn nieparzystych znajduje si´ wirusowy antygen PRRS (dodatni), a w do∏kach kolumn parzystych
– antygen NHC (normal host cell – kontrolny, ujemny). W trakcie inkubacji badanych próbek surowic,
zawarte w nich specyficzne przeciwcia∏a tworzà kompleksy z wirusowym antygenem PRRS. Natomiast
antygen kontrolny (NHC-ujemny) zosta∏ zastosowany w celu sprawdzenia czy obce w surowicy
immunologlobuliny skierowane przeciwko komórkowym komponentom szczepionek stosowanych
u Êwiƒ nie majà wp∏ywu na wyniki testu.

Po inkubacji oraz usuni´ciu niezwiàzanych bia∏ek z do∏ków p∏ytki poprzez p∏ukanie, do do∏ków
wprowadza si´ koniugat, znakowany peroksydazà, przy∏àczajàcy si´ do wszelkiego rodzaju
przeciwcia∏ zawartych w badanej surowicy. Po usuni´ciu nadmiaru koniugatu poprzez jego
wyp∏ukanie, do do∏ków wprowadza si´ substrat (TMB), w rezultacie czego dochodzi do reakcji
barwnej.

Przy obliczaniu oraz interpretacji wyników nale˝y uwzgl´dniç stosunek nat´˝enia reakcji barwnej
w do∏kach z antygenem PRRS do intensywnoÊci zabarwienia w do∏kach z antygenem kontrolnym
NHC.

Sk∏ad zestawu:
Uwaga: wszystkie odczynniki przechowywaç w temperaturze od 2 do 7°C.
Zestaw przeznaczony jest tylko do u˝ytku weterynaryjnego.

A. 5 mikrop∏ytek, ka˝da z nich sk∏ada si´ z 6 pasków 2x8 do∏ków op∏aszczonych wirusowym
antygenem PRRS (kolumny nieparzyste) oraz antygenem kontrolnym, ujemnym NHC (kolumny
parzyste)

B. 1 flakon (60 ml) koniugatu (Anti-Porcine: HRPO conjugate)
C. 1 fiolk´ (4 ml) dodatniej surowicy kontrolnej (PRRS Positive Control)
D. 1 fiolk´ (4 ml) ujemnej surowicy kontrolnej (Porcine Negative Control)

ELISA w serologicznym rozpoznawaniu rozrodczo-oddechowego zespo∏u chorobowego Êwiƒ
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Indeks WartoÊç  S/P Indeks WartoÊç  S/P
0 0 ,4 5 2 ,5 – 2,99
1 0 ,4 – 0,99 6 3 ,0 – 3,49
2 1 ,0 – 1,49 7 3 ,5 – 3,99
3 1 ,5 – 1,99 8 4 ,0 – 4,50
4 2 ,0 – 2,49 9 ≥  4,51



E. 1 flakon (150 ml) rozcieƒczalnika do surowic badanych (Sample Diluent) w buforze fosforanowym
ze stabilizatorami proteinowymi, zawierajàcego azydek sodu jako Êrodek konserwujàcy.

F. 1 flakon (60 ml) substratu (TMB substrate)
G. 1 flakon (235 ml) roztworu do p∏ukania (zag´szczonego 10-krotnie) – (Wash Concentrate)

konserwowanego gentamycynà
H. 1 flakon (60 ml) roztworu zatrzymujàcego rekcj´ barwnà (Stop Solution)

CzynnoÊci wst´pne:
1. Wyjàç zestaw z ch∏odni i ogrzaç do temperatury pokojowej (18-23 °C). Wymieszaç odczynniki przez

delikatne zawirowanie lub wstrzàsanie.
2. Przygotowaç odpowiednià obj´toÊç p∏ynu do p∏ukania. Skoncentrowany (10x) bufor do p∏ukania

powinien byç przed u˝yciem umieszczony w temperaturze pokojowej i mieszany a˝ do uzyskania
ca∏kowitego rozpuszczenia zawartych w nim soli. Przed u˝yciem nale˝y go rozcieƒczyç 1:10 przy
u˝yciu destylowanej/dejonizowanej wody (np. 30 ml koncentratu plus 270 ml wody na 1 p∏ytk´ do
badania).

3. Rozcieƒczyç 1:40 badane próbki surowic w osobnej p∏ytce lub probówkach (np.: 10 µl surowicy
rozcieƒczyç w 390 µl rozcieƒczalnika) – dobrze wymieszaç.
Uwaga: Nie rozcieƒczaç surowic kontrolnych.

Wykonanie testu:
1. Opisaç i zanotowaç pozycj´ ka˝dej badanej próbki na odpowiednim formularzu.
2. Wlaç po 100 µl nie rozcieƒczonej ujemnej surowicy kontrolnej do do∏ków z wirusowym antygenem

PRRS – C1 i D1 oraz do do∏ków z antygenem NHC – C2 i D2 (zachowaç kolejnoÊç!)
3. Wlaç po 100 µl nie rozcieƒczonej dodatniej surowicy kontrolnej do do∏ków z wirusowym antygenem

PRRS – A1 i B1 oraz do do∏ków z antygenem NHC – A2 i B2 (zachowaç kolejnoÊç!)
4. Wlaç po 100 µl badanych surowic (rozcieƒczonych uprzednio 1:40) do sàsiadujàcych ze sobà

do∏ków z antygenem PRRS i NHC (np. E1 i E2, F1 i F2 itd.).
Próby powinny byç badane w dwóch powtórzeniach, rozmieszczenie surowic kontrolnych

i badanych przedstawiono na poni˝szym schemacie.
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antygenem PRRS

Kolumny 2,4,6,8,10,12– do∏ki op∏aszczone kontrolnym
antygenem NHC



5. Inkubowaç p∏ytki przez 30 min. w temperaturze pokojowej.
6. Po inkubacji odessaç dok∏adnie zawartoÊç wszystkich do∏ków i poddaç jà dekontaminacji.
7. Ka˝dy do∏ek przep∏ukaç 3-5-krotnie u˝ywajàc po ok. 300 µl wody destylowanej lub dejonizowanej

(po ka˝dym p∏ukaniu aspirowaç p∏yn). Unikaç wysuszenia p∏ytki pomi´dzy p∏ukaniami i przed
dodaniem koniugatu. Pozosta∏e w do∏kach po ostatnim p∏ukaniu resztki p∏ynu silnie wytrzàsnàç
na pod∏o˝e absorbujàce.

8. Do ka˝dego do∏ka nanieÊç po 100 µl koniugatu – znakowanego HRPO.
9. Inkubowaç p∏ytki przez 30 min. w temperaturze pokojowej.

10. P∏ukanie jak w punktach 6 i 7.
11. Do ka˝dego do∏ka nanieÊç po 100 µl roztworu substratu TMB.
12. Inkubowaç przez 15 min. w temperaturze pokojowej.
13. Do ka˝dego do∏ka nanieÊç po 100 µl roztworu zatrzymujàcego reakcj´ barwnà.
14. Odczytaç OD (wartoÊç absorbcji – g´stoÊç optycznà) przy u˝yciu czytnika ELISA, stosujàc filtr

o d∏ugoÊci fali 650 nm.
15. Obliczyç wyniki.

Wyniki:
Test jest wa˝ny kiedy spe∏nione sà poni˝sze warunki:
• Ârednia g´stoÊç optyczna x– OD dodatniej surowicy kontrolnej z antygenem PRRS (PC:PRRS) minus

Êrednia g´stoÊç optyczna x– OD ujemnej surowicy kontrolnej z antygenem PRRS (NC:PRRS) jest 
≥ 0,150.

• Ârednia wartoÊç OD dla surowicy kontrolnej dodatniej z antygenem NHC (PC:NHC) jest ≤ 0,120.
• Ârednia wartoÊç kontroli negatywnej (NC:NHC) musi byç ≤ 0,250; dodatkowo Êrednia wartoÊç

kontroli negatywnej NCx musi byç ≤ 0,150. Przy innym wyniku test musi byç powtórzony.

Dodatnia surowica kontrolna jest wystandaryzowana i zawiera odpowiedni poziom specyficznych
przeciwcia∏ anty-PRRS. Zastosowanie antygenu NHC zapewnia mo˝liwoÊç uwzgl´dnienia jego wp∏ywu
na wyniki uzyskane z antygenem PRRS.

ObecnoÊç lub brak przeciwcia∏ anty-PRRS wyra˝a si´ poprzez stosunek OD próbki badanej (S) do OD
dodatniej surowicy kontrolnej (P), tzn. S/P.

Obliczanie wyników:
1. Obliczanie Êredniego OD ujemnej surowicy kontrolnej (NC:PRRS)

Wirusowy antygen PRRS (do∏ki C1, D1)

OD C1 + OD D1OD NC : PRRS =
2

0,11+ 0,13
Przyk∏ad = = 0,12

2

2. Obliczanie Êredniego OD dodatniej surowicy kontrolnej (PC:PRRS), (PC:NHC)
Wirusowy antygen PRRS (do∏ki A1, B1):

OD A1 + OD B1OD PC : PRRS =
2

0,360 + 0,384
Przyk∏ad = = 0,372

2

ELISA w serologicznym rozpoznawaniu rozrodczo-oddechowego zespo∏u chorobowego Êwiƒ
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Antygen NHC (do∏ki A2, B2):

OD A2 + OD B2OD PC : NHC =
2

0,060 + 0,070
Przyk∏ad = = 0,065

2

3. Obliczanie stosunku próbki surowicy badanej do dodatniej surowicy kontrolnej (S/P)

OD próbki: PRRS – OD próbki: NHCS/P =
(OD PC:PRRS) – (OD PC:NHC)

Przyk∏ad: je˝eli OD próbki PRRS = 0,750, a OD próbki NHC = 0,15
to wówczas:

0,750 – 0,150 0,600S/P = = = 1,95
0,372 – 0,065 0,307

Interpretacja wyników:
1. Próby ze wspó∏czynnikiem S/P < 0,4 uwa˝a si´ za negatywne na obecnoÊç przeciwcia∏ PRRS.
2. Próby ze wspó∏czynnikiem S/P ≥ 0,4 uwa˝a si´ za pozytywne na obecnoÊç przeciwcia∏ PRRS.

4. Walidacja

Przed kontynuowaniem omawiania znaczenia testu ELISA, zw∏aszcza w diagnostyce PRRS,
przedstawione zostanà dane dotyczàce walidacji diagnostycznych metod badawczych, w tym testu
ELISA.

W celu zapewnienia tym metodom badawczym wysokiej efektywnoÊci i wartoÊci (ang. per-
formance), na którà sk∏ada si´ analityczna i diagnostyczna czu∏oÊç i specyficznoÊç, precyzja
i dok∏adnoÊç, powtarzalnoÊç i odtwarzalnoÊç oraz wartoÊç przewidywalna wyniku dodatniego
i ujemnego – muszà one byç poddane – procesowi walidacji, czyli ocenie gwarantujàcej wartoÊç
poszczególnych parametrów. Potwierdza ona, ˝e dany zestaw diagnostyczny spe∏nia wymagania,
gwarantujàce uzyskanie wiarygodnego wyniku, zgodnie z aktualnym stanem wiedzy.

Wa˝nà rol´ w procesie walidacji odgrywajà standardy mi´dzynarodowe: surowica wysoce dodatnia
w odniesieniu do czynnika etiologicznego wywo∏ywanej choroby zakaênej, surowica nisko dodatnia
(np. o S/P = 0.4) oraz surowica ujemna (w której stosowanà metodà badawczà nie stwierdza si´
swoistych przeciwcia∏).

Standardy te opracowywane i wytwarzane sà w laboratoriach uznanych przez autorytatywne
organizacje jak np. Âwiatowà Organizacj´ Zdrowia (WHO) lub Mi´dzynarodowy Urzàd Epizootii czyli
Âwiatowà Organizacj´ Zdrowia Zwierzàt (OIE) za referencyjne w skali mi´dzynarodowej dla okreÊlonej
choroby zakaênej. Sà nimi przewa˝nie laboratoria paƒstwowe, ale mogà byç równie˝ laboratoria
prywatne, w tym znajdujàce si´ w ramach instytucji przemys∏u bioweterynaryjnego. Wytwarzane dla
celów komercyjnych standardy i zestawy do diagnostyki serologicznej, w tym zestawy ELISA, muszà
przechodziç proces walidacji, kontrolowany przez miarodajne czynniki paƒstwowe.

Wytwarzane w mi´dzynarodowych laboratoriach referencyjnych standardy surowic sà
przekazywane do krajowych laboratoriów referencyjnych – w Polsce do Paƒstwowego Instytutu
Weterynaryjnego w Pu∏awach – gdzie na ich podstawie sporzàdzane sà standardy krajowe. Te zaÊ
dostarczane sà w miar´ potrzeby do laboratoriów regionalnych, czyli Zak∏adów Higieny
Weterynaryjnej poszczególnych województw.
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5. Analityczna i diagnostyczna czu∏oÊç i specyficznoÊç

Analityczna czu∏oÊç oznacza najmniejszà iloÊç substancji oznaczanej czyli analitu (w naszym
przypadku przeciwcia∏ swoistych) lub najs∏abszà mo˝liwà do wykrycia reakcj´, wskazujàcà na ich
obecnoÊç. OkreÊlenie analitycznej czu∏oÊci w kategoriach absolutnych wymaga stosowania
oczyszczonych analitów. W z∏o˝onych biologicznych systemach, takich jak interakcje antygen-
przeciwcia∏o, jest to cz´sto niemo˝liwe. Czu∏oÊç analityczna bywa zatem okreÊlana poÊrednio np.
przez porównanie miana koƒcowego surowicy w∏asnej z mianem standardowej surowicy
referencyjnej, przy u˝yciu tego samego antygenu.

Analityczna specyficznoÊç oceniana jest na podstawie testowania zbiorów okreÊlanych te˝
zestawami próbek (ang. panels of samples), uzyskanych od zwierzàt, u których wystàpi∏y infekcje,
wywo∏ane przez drobnoustroje spokrewnione z poszukiwanym. Im ni˝szy jest poziom reakcji
krzy˝owej, tym wy˝szy jest poziom analitycznej specyficznoÊci. W zale˝noÊci od celu, w jakim metoda
badawcza jest stosowana, poziom analitycznej specyficznoÊci mo˝e byç gatunkowo, grupowo lub
subgrupowo specyficzny.

W sytuacji idealnej, ocena diagnostycznej czu∏oÊci i specyficznoÊci powinna wynikaç z testowania
zbioru próbek od zwierzàt zaka˝onych okreÊlonym drobnoustrojem chorobotwórczym w warunkach
kontrolowanego doÊwiadczenia. Od zwierzàt tych w kolejnych dniach po infekcji pobierane sà próbki
krwi. Ich badanie umo˝liwia wskazanie momentu pojawienia si´ przeciwcia∏. Surowica, w której
przeciwcia∏a stwierdzono po raz pierwszy uznawana jest za surowic´ „minimalnie dodatnià”, o znanej
przesz∏oÊci i znanym stanie co do zaka˝enia.

Cz´sto trudno jest uzyskaç do zaka˝enia doÊwiadczalnego zwierz´ta, co do których na pewno
wiadomo, ˝e przedtem nie zetkn´∏y si´ z drobnoustrojem chorobotwórczym, o który chodzi lub
antygenowo pokrewnym. Uzyskanie próbek od zwierzàt, które na pewno nie sà zaka˝one (w tym
przypadku chodzi o standardy surowic na pewno ujemnych) równie˝ mo˝e okazaç si´ trudne. Tak jest
w szczególnoÊci w rejonach, w których choroba wyst´puje enzootycznie. W niektórych przypadkach,
mo˝e zaistnieç w zwiàzku z tym koniecznoÊç badania grup zwierzàt nie zaka˝onych (czyli ujemnych,
stanowiàcych grup´ kontrolnà), które znajdujà si´ na terenach znacznie oddalonych od populacji
zwierzàt, która jest przedmiotem badaƒ (np. w przypadku BSE z Nowej Zelandii, je˝eli badanie
dotyczy populacji byd∏a w Europie).

Diagnostyczna czu∏oÊç – ang. sensitivity (Sn) okreÊlana jest w grupie wszystkich zwierzàt na pewno
zaka˝onych, co przyjmuje si´ jako 100% odsetek reagujàcych dodatnio przy u˝yciu ocenianej metody.
Wyniki ujemne sà w tym przypadku wynikami fa∏szywie ujemnymi.

Diagnostyczna specyficznoÊç – ang. specificity (Sp) okreÊlana jest w grupie zwierzàt, w której
wszystkie osobniki sà na pewno nie zaka˝one, co przyjmuje si´ jako 100% odsetek reagujàcych
ujemnie przy u˝yciu ocenianej metody. Wyniki dodatnie stanowià w tym przypadku wyniki fa∏szywie
dodatnie.

Liczba próbek referencyjnych, wymaganych w ocenie Sn i Sp danej metody badawczej okreÊlana jest
za pomocà odpowiednich metod statystycznych, co nie wyklucza b∏´dów zwiàzanych z istotà
skomplikowanych i wieloczynnikowych reakcji biologicznych. Tote˝ zgodnie z ogólnie przyj´tà zasadà
dla okreÊlenia Sn zaleca si´ zbadanie nie mniej ni˝ 300 na pewno zaka˝onych zwierzàt, a dla
okreÊlenia Sp nie mniej ni˝ 1000 na pewno nie zaka˝onych zwierzàt.

W celu kalkulowania ocen Sn i Sp, wyniki metody badawczej nale˝y kwalifikowaç jako pozytywne
bàdê negatywne. Rozdzielajàcy je punkt (ang. cut off) okreÊlany jest jako punkt graniczny.

Zak∏adajàc, ˝e w∏aÊciwe zestawy próbek od na pewno zaka˝onych i na pewno nie zaka˝onych
zwierzàt zosta∏y zbadane oraz trafnie okreÊlono najni˝sze, dodatnie miana wzgl´dnie indeksy S/P 
– wtedy mo˝liwe jest sprecyzowanie (ang. calculated) czu∏oÊci i specyficznoÊci metody, co ilustruje
tabela 2 i nast´pujàcy tekst.
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Tabela 2

Diagnostyczna czu∏oÊç = TP / (TP + FN)
Diagnostyczna specyficznoÊç = TN / (TN + FP)

(ang. TP – Truly Positive, TN – Truly Negative, FP – False Positive, FN – False Negative), gdzie 
„TP” reprezentuje prawdziwie pozytywne, „TN” prawdziwie negatywne, „FP” fa∏szywie pozytywne
i „FN” fa∏szywie negatywne wyniki, zgodnie z wynikami testu, porównujàc do statusu zaka˝enia.

Porównanie diagnostycznej czu∏oÊci i specyficznoÊci jakiejkolwiek metody badawczej (czyli testu)
z innà metodà badawczà (w obu przypadkach metod s∏u˝àcych temu samemu celowi np. wykryciu,
czy zwierz´ jest zaka˝one wirusem PRRS) mo˝e mieç miejsce tylko wtedy, kiedy obiema metodami
badane sà próbki pochodzàce od tych samych zwierzàt na pewno zaka˝onych i na pewno nie
zaka˝onych. W innym przypadku porównanie obarczone jest b∏´dem.

Cz´sto nowe metody badawcze sà porównywane z istniejàcà, metodà standardowà okreÊlanà jako
tzw. „z∏oty standard” (ang. golden standard). Metoda ta uznana jest w danym czasie jako majàca
aktualnie najwy˝szà diagnostycznà czu∏oÊç i/lub specyficznoÊç spoÊród wszystkich innych, b´dàcych
w u˝yciu (s∏u˝àcych do rozpoznawania tej samej choroby zakaênej). W takiej sytuacji nowa metoda
badawcza mo˝e byç porównana z istniejàcym standardem w kategoriach „wzgl´dnej” czu∏oÊci
i specyficznoÊci (Tabela 3). Jednak˝e warunkiem jest pewnoÊç, ˝e wyniki standardowej metody
badawczej sà dok∏adnym odzwierciedleniem prawdziwego stanu infekcyjnego zwierz´cia.

Tabela 3

Wzgl´dna czu∏oÊç = TP / (TP + FN)
Wzgl´dna specyficznoÊç = TN / (TN + FP)

Gdzie „TP” przedstawia prawdziwie pozytywne, „TN” przedstawia prawdziwie negatywne, 
„FP” przedstawia fa∏szywie pozytywne i „FN” przedstawia fa∏szywie negatywne wyniki, zgodnie
w wynikami standardowej metody badawczej, do której nast´puje porównanie.

W przypadku niezrozumia∏ych niezgodnoÊci nale˝y ponownie przeanalizowaç czy dysponujemy
zwierz´tami o prawdziwie i trafnie okreÊlonym statusie co do ich zaka˝enia.

6. Precyzja i dok∏adnoÊç

Precyzja jest miarà rozrzutu wyników wielokrotnego badania tej samej próbki. Dok∏adnoÊç jest
miarà zgodnoÊci mi´dzy wartoÊcià walidowanej metody badawczej a wartoÊcià metody referencyjnej
uznawanej jako „z∏oty standard”, co do miana lub koncentracji identyfikowanego czynnika.

7. PowtarzalnoÊç i odtwarzalnoÊç
PowtarzalnoÊç powinna byç okreÊlana zawsze w tym samym laboratorium. Stopieƒ zmiennoÊci

powinien byç okreÊlany na podstawie powtórzeƒ (ang. replicates) badania próbek kontrolnych, tak
w obr´bie ka˝dej, wykonywanej serii badaƒ jak te˝ mi´dzy seriami wykonywanych badaƒ (ang.
between runs) przy u˝yciu tej samej metody badawczej. Górne i dolne granice b∏´du dopuszczalnego
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powinny byç ustanowione dla ka˝dej spoÊród dodatnich i ujemnych kontroli jako miara dok∏adnoÊci
testu. Te granice okreÊlà czy wyniki z badaƒ wszystkich grup próbek mogà byç przyj´te czy te˝ wyniki
badaƒ którejÊ z grup próbek powinny byç odrzucone.

OdtwarzalnoÊç (ang. reproducibility) jest okreÊlana poprzez badanie znanych próbek w szeregu
laboratoriów, które u˝ywajà identycznych metod badawczych i takich samych odczynników. Stopieƒ
w jakim zbiorczy wynik dla ka˝dej próbki ró˝ni si´ od wartoÊci spodziewanej jest wskaênikiem
odtwarzalnoÊci testu i dostarczania miary precyzji i dok∏adnoÊci mi´dzy laboratoriami.

Stopieƒ zgodnoÊci wyników uzyskanych w badaniach mi´dzylaboratoryjnych uznaje si´ jako wa˝ny
element w ocenie metody badawczej.

8. WartoÊç przewidywana wyniku dodatniego i ujemnego

WartoÊç przewidywana wyniku dodatniego (PV+) jest odsetkiem wyników pozytywnych,
uzyskanych w metodzie badawczej, które poprawnie identyfikujà zaka˝one zwierz´ta.

Przewidywana wartoÊç wyniku ujemnego testu (PV-) jest odsetkiem ujemnych wyników, uzyskanych
w metodzie badawczej, które poprawnie identyfikujà nie zaka˝one zwierz´ta.

Przewidywana wartoÊç (ang. performance) metody badawczej jest zale˝na od ocen jej
diagnostycznej czu∏oÊci i specyficznoÊci. Wp∏yw na wartoÊç przewidywanà ma równie˝ dynamika
infekcji, zale˝na od patogennoÊci i zakaênoÊci szczepu chorobotwórczego drobnoustroju oraz
wra˝liwoÊci populacji zwierzàt b´dàcych przedmiotem badaƒ (ang. target population) jak równie˝
punkt czasowy pobranych do badaƒ prób.

Nale˝y mieç ÊwiadomoÊç, ˝e zwalidowana metoda badawcza wymaga sta∏ego nadzoru co do
utrzymania si´ w takim samym stanie, w celu zapewnienia jej wiarygodnoÊci. Dane tej wewn´trznej
kontroli jakoÊci stanowià niezb´dnà gwarancj´ precyzji i dok∏adnoÊci metody w obr´bie laboratorium.

W celu okreÊlenia jednorodnoÊci czyli identycznoÊci (ang. uniform production quality) wszystkich
nowych partii reagentów (ang. batches) powinno zostaç przeprowadzone badanie zbioru próbek
o ró˝nych, wyst´pujàcych w praktyce mianach przeciwcia∏.

Modyfikacje metodyki produkcji odczynników lub parametrów metody badawczej wymagajà oceny
czy nastàpi∏a jakakolwiek zmiana w jej wartoÊci diagnostycznej (ang. performance characteristics of
the assay). Ma∏e modyfikacje, które poprawiajà powtarzalnoÊç i odtwarzalnoÊç bez wp∏ywu na
analityczne mo˝liwoÊci metody badawczej, czyli jej wartoÊç diagnostycznà, mogà nie wymagaç
pe∏nej, nowej oceny diagnostycznej czu∏oÊci i specyficznoÊci.

Ka˝da powa˝niejsza modyfikacja metody badawczej, jak wprowadzenie odczynnika tego samego,
ale wytworzonego za pomocà innej technologii produkcji lub zastosowanie innego odczynnika,
wymaga kompletnej, ponownej oceny wartoÊci diagnostycznej, czyli walidacji metody badawczej
i porównania z pierwotnà instrukcjà, czyli protoko∏em danej procedury, uznanej za standardowà.

W trakcie kontrolowania metody, co do jej wartoÊci po wprowadzeniu zmian wymienionych – na
samym wst´pie mo˝e okazaç si´, ˝e wyniki uzyskane sà identyczne z wynikami testu standardowego.
Wtedy ponowna, pe∏na walidacja nie jest konieczna.

9. WartoÊç testu ELISA w badaniach materia∏u terenowego w kierunku PRRS

W przypadku próbek z terenu, ocena diagnostycznej czu∏oÊci i specyficznoÊci, czyli wiarygodnoÊci
wyników powinna dodatkowo uwzgl´dniaç konkretne sytuacje.

Czu∏oÊç diagnostyczna testu w warunkach praktyki terenowej ∏àczy si´ ze sprawnoÊcià wykrywania
zwierzàt zaka˝onych. Ma to szczególnie du˝e znaczenie w przypadku populacji wolnych od infekcji,
w których pojawiajà si´ pierwsze osobniki zaka˝one.

Po˝àdana diagnostyczna specyficznoÊç (Sp) gwarantuje, ˝e wynik ujemny Êwiadczy, i˝ badane
zwierz´, a zw∏aszcza badana populacja zwierzàt jest rzeczywiÊcie wolna od infekcji. Obrazuje to tabela
4 i 5.
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Tabela 4 Potencjalne wyniki testu diagnostycznego

Tabela 5 Definicja specyficznoÊci (Sp), czu∏oÊci (Sn) i wartoÊci przewidywanej (predictive value, PV)

A – Wyniki prawdziwie dodatnie
B – Wyniki fa∏szywie dodatnie
C – Wyniki fa∏szywie ujemne
D – Wyniki prawdziwie ujemne
Jak wynika z przedstawionych danych – im wy˝sza jest Sp tym ni˝sze jest prawdopodobieƒstwo

uzyskania wyników fa∏szywie dodatnich (Smith, 1995). Chroni to przed niew∏aÊciwym uznaniem
populacji wolnej od infekcji za zaka˝onà oraz przed zawy˝eniem odsetka zwierzàt zaka˝onych (ang.
prevalence) w populacji dotychczas uwa˝anej za ujemnà.

Dodatkowo zaleca si´ by, w celu jeszcze wi´kszego uwiarygodnienia uzyskanych wyników badaƒ,
w tym przy u˝yciu metod serologicznych, a zatem równie˝ testu ELISA, laboratoria krajowe
i regionalne przesz∏y realizowany przez specjalnie powo∏ane instytucje proces akredytacji,
z uwzgl´dnieniem wymagaƒ ISO/IEC (ang. International Standards Organization/International
Electrotechnical Commission), w tym zw∏aszcza dokumentu ISO 17025.

Uzyskanie przez laboratorium diagnostyczne akredytacji wspiera, oprócz spe∏nienia uprzednio
podanych warunków, uznanie otrzymywanych wyników za wiarygodne, nie tylko w odniesieniu do
potrzeb krajowych lecz równie˝ w mi´dzynarodowym obrocie zwierz´tami i produktami zwierz´cymi.

Mimo dysponowania zwalidowanymi testami serologicznymi oraz wykonywania badaƒ
w laboratoriach akredytowanych, z kompetentnym i zaanga˝owanym personelem – nie mo˝na
wykluczyç mo˝liwoÊci uzyskania wyników fa∏szywie dodatnich i fa∏szywie ujemnych. Te pierwsze sà
rezultatem mo˝liwoÊci zaka˝enia badanego zwierz´cia drobnoustrojem o podobnych pod wzgl´dem
swoistoÊci antygenach do antygenów drobnoustroju, który wywo∏uje chorob´, w kierunku której
prowadzone jest post´powanie diagnostyczne. Drugie – czyli wyniki fa∏szywie ujemne – mogà ∏àczyç
si´ z niemo˝noÊcià wytwarzania przez zaka˝one zwierz´ przeciwcia∏ swoistych dla czynnika
etiologicznego, czyli drobnoustroju wywo∏ujàcego chorob´. Mimo to ocenia si´, i˝ w sytuacji
normalnej, majàcej miejsce najcz´Êciej, uzyskane przy pomocy testów serologicznych wyniki, w tym
testem ELISA, sà w 95% wiarygodne.

Mo˝na zatem stwierdziç, ˝e badania serologiczne spe∏niajà wa˝nà rol´ w rozpoznawaniu chorób
zakaênych w terenie. Jednak˝e, jak wspomniano, w pewnym odsetku, z regu∏y ni˝szym ni˝ liczba
próbek pobranych do badaƒ serologicznych wymagana jest dodatkowo izolacja i bezpoÊrednia
identyfikacja czynnika etiologicznego, wywo∏ujàcego danà chorob´. Niezb´dnà czynnoÊcià
w rozpoznawaniu i zwalczaniu chorób zakaênych jest lekarsko-weterynaryjne badanie kliniczne
i zwiàzane z tym przeglàdy stad zwierzàt pod kàtem ich stanu zdrowia.
WartoÊç badaƒ serologicznych podnosi badanie wielokrotne tych samych zwierzàt w stadzie
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i konfrontowanie uzyskanych wyników. Wzrost mian, czyli st´˝eƒ przeciwcia∏ w powtarzanym
badaniu, a nawet iloÊciowo taki sam lub ni˝szy wynik dodatni, potwierdza poprzednie rozpoznanie,
charakteryzujàc dodatkowo dynamik´ procesu zaka˝enia.

10. Wykorzystanie testu ELISA w praktyce lekarsko-weterynaryjnej

Poni˝ej przedstawione zostanà zadania, dla rozwiàzania których zalecane jest wykorzystanie testu
ELISA, u˝ytego do okreÊlania obecnoÊci w surowicy badanych zwierzàt przeciwcia∏ swoistych. Sà nimi:
1. Wykrycie pierwszych, wzgl´dnie nowych przypadków infekcji, czyli uzyskanie odpowiedzi czy

wyst´puje ona w danej populacji zwierzàt (ang. incidence).
2. Ustalenie odsetka zaka˝onych zwierzàt w stadzie, wzgl´dnie szerzej, w szeregu stad

zlokalizowanych na terenie kraju lub jego strefy – w okreÊlonym punkcie czasowym, kiedy infekcja
wyst´puje od d∏u˝szego czasu – chodzi o informacj´ czy odsetek zwierzàt zaka˝onych spada, czy
te˝ wzrasta (ang. prevalence).

3. Monitorowanie (ang. monitoring) czyli wielokrotne badanie tych samych zwierzàt, znajdujàcych si´
z regu∏y w du˝ej grupie, metodami serologicznymi, w tym testem ELISA, w kierunku okreÊlonej
choroby zakaênej.

4. Wspomaganie zwalczania choroby zakaênej przez okresowe sprawdzanie przy u˝yciu metod
serologicznych, w tym testu ELISA, czy w wyniku realizowanego post´powania lekarsko-
weterynaryjnego – liczba zwierzàt reagujàcych dodatnio zmniejsza si´ i w jakim stopniu, czy te˝ nie
obserwuje si´ tego rodzaju efektu (ang. surveillance).
Zale˝nie od rodzaju choroby zakaênej stosowane sà ró˝ne testy serologiczne. Bli˝sze dane na ten

temat znajdujà si´ w Podr´czniku Standardów dla Testów Diagnostycznych i Szczepionek (ang. Ma-
nual of Standards for Diagnostic Tests and Vaccines), wydanym (2000 r.) przez OIE w Pary˝u. 
Z danych tych wynika, ˝e ELISA znajduje coraz szersze zastosowanie w rutynowej diagnostyce chorób
zakaênych zwierzàt w realizacji uprzednio wymienionych zadaƒ.

Tabela 6 zawiera informacje o wartoÊci testu ELISA w serodiagnostyce nast´pujàcych chorób
zakaênych Êwiƒ: chorobie Aujeszkyego, zespole rozrodczo-oddechowym, czyli PRRS, klasycznym
pomorze Êwiƒ i mykoplazmowym zapaleniu p∏uc.

Tabela 6 Serodiagnostyka wa˝nych chorób zakaênych Êwiƒ

ObjaÊnienia: ELISA* oznacza, ˝e test ten jest zalecany przez OIE, w pierwszej kolejnoÊci,
w porównaniu z innymi testami, do diagnostyki serologicznej nie tylko w czasie monitorowania
choroby wewnàtrz kraju, ale równie˝ w przypadku Êwiƒ, które majà byç eksportowane.

ELISA bez * oznacza natomiast, ˝e test ten jest równorz´dny obok innych testów, które mogà byç
stosowane w diagnostyce serologicznej. Ze wzgl´du na czu∏oÊç i prostot´ wykonania równie˝ w tym
przypadku posiada on przewag´ nad innymi testami, stosowanymi w serodiagnostyce wymienionych
chorób Êwiƒ.

W zasadzie test ELISA nale˝y stosowaç do okreÊlania statusu (=profilu, patrz rozdzia∏ 22 str. 26-35)
serologicznego stada czy du˝ej liczbowo grupy zwierzàt, w tym równie˝ Êwiƒ, a nie jednego lub kilku
zwierzàt. Wyjàtkowo mo˝e to mieç miejsce np. w celach eksportu lub importu cennego osobnika oraz
zakupu zwierz´cia do stacji produkcji nasienia czy zarodków.
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Nazwa choroby Test zalecany

Choroba Aujeszkyego ELISA*

Zespó∏ rozrodczo-oddechowy PRRS ELISA

Pomór klasyczny ELISA*

Mykoplazmowe zapalenie p∏uc ELISA*



11. Czynniki majàce wp∏yw na skutecznoÊç diagnostycznà ELISA

SkutecznoÊç testu ELISA – przy monitorowaniu infekcji w grupie zwierzàt, zale˝y od dynamiki
rozprzestrzeniania si´ zarazka w stadzie, niezale˝nie od wartoÊci (ang. performance) danego testu. 
W przypadku populacji wra˝liwej i du˝ej zakaênoÊci czynnika etiologicznego, czego efektem jest
zaka˝enie w krótkim czasie du˝ego odsetka zwierzàt w danej grupie, szansa na wykrycie
seroreagentów jest du˝a. Natomiast przy utrzymujàcej si´ infekcji przez czas d∏u˝szy (powy˝ej
miesiàca) i przewlek∏ym przebiegu zaka˝enia w stadzie, poziom swoistych przeciwcia∏ w surowicy krwi
z czasem si´ obni˝a. Wtedy, mimo wysokiego odsetka zaka˝onych w stadzie zwierzàt, szanse ich
wykrycia nawet tak czu∏ym testem jakim jest ELISA, sà znacznie mniejsze. W takiej sytuacji liczba
pobranych próbek musi byç wi´ksza ni˝ w przypadku infekcji cechujàcej si´ du˝à dynamikà szerzenia
si´ w stadzie.

12. Interpretacja wyników

W celu u∏atwienia w∏aÊciwej interpretacji wyników uzyskanych testem ELISA nale˝y pami´taç o kilku
kwestiach istotnych w trakcie monitorowania i zwalczania infekcji. Stwierdzenie w grupie Êwiƒ testem
ELISA jednego lub kilku przypadków niskododatnich wyników mo˝e wskazywaç, ˝e sà one fa∏szywie
dodatnie. Obliguje to do powtórzenia po 2-3 tygodniach badaƒ tych samych zwierzàt oraz mo˝liwie
innych, przebywajàcych w tym samym kojcu, a nawet kojcach sàsiednich. Wzrost w nast´pnych
badaniach liczby wyników dodatnich i/lub wartoÊci indeksu S/P dowodzi, ̋ e w pierwszym badaniu nie
uzyskano wyników fa∏szywie dodatnich. Natomiast, je˝eli w drugim badaniu stwierdza si´ ponownie
nieliczne wyniki o niskiej wartoÊci indeksu S/P, to wtedy nale˝y uznaç, ˝e w stadzie nie wyst´puje
choroba, w kierunku której prowadzono badanie.

13. ELISA a test seroneutralizacji (SN) w przypadku PRRS

ELISA zaliczana jest do tzw. testów szybkich (ang. quick tests) w przeciwieƒstwie do tzw. testów
wolnych (ang. slow tests), do których nale˝y test SN (Robersts, 2003). OkreÊlenie „szybki” ∏àczy si´
z mo˝liwoÊcià wykrycia w przypadku PRRS przeciwcia∏ swoistych ju˝ 7 dni po zaka˝eniu (Yoon et al.
1995) przy mianie granicznym S/P odpowiadajàcym >0,4. Dodatkowo, testem tym ju˝ po 10 dniach
od zaka˝enia mo˝na wykazaç miana S/P >2.00. Stosujàc w analogicznej sytuacji test SN, dopiero po
3-4 tygodniach od infekcji stwierdza si´ poziom przeciwcia∏ przy rozcieƒczeniu surowicy 1:4,
odpowiadajàcy S/P 0,4 czyli wynikowi dodatniemu. Po takim czasie ELISA wykazuje w tej samej
surowicy S/P równe 2.00 (Benfield et al. 1992; Yoon et al. 1995). WczeÊniejsze wykrycie zwierz´cia
zaka˝onego ma istotne znaczenie w eliminowaniu ze stada siewców wirusa. Wiadomo natomiast, ˝e
jego siewstwo zanika po 2-4 tygodniach liczàc od infekcji, czyli wtedy, kiedy przy u˝yciu SN, osobnik
zainfekowany mo˝e dopiero byç okreÊlony jako zaka˝ony (Benfield et al. 1994; Christianson et al.
1993, Willis et al. 1997). Dodatkowo, test SN, niezale˝nie od mniejszej czu∏oÊci ni˝ ELISA, jest
technicznie trudniejszy do wykonania i dro˝szy.

Maksymalny poziom przeciwcia∏ wykrywalnych testem ELISA ma miejsce po 4 tygodniach,
wynoszàc S/P > 2.0, po czym nast´puje spadek w ciàgu 6 miesi´cy do wyniku ujemnego (Yoon et al.
1995). Miana przeciwcia∏ SN uznane za dodatnie (>1:4) sà wykrywalne przez ponad rok (Yoon et al.
1995). Dane te charakteryzuje i uzupe∏nia tabela 7.
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Tabela 7 Interpretacja wyników badaƒ laboratoryjnych w kierunku PRRS

Jak wynika z przedstawionych danych – test ELISA, jako bardziej czu∏y ni˝ SN, jest metodà z wyboru
do mo˝liwie wczesnego wykazania PRRS w stadzie macior oraz u prosiàt w okresie odchowu. 
To ostatnie ma znaczenie pomocnicze dla okreÊlenia zwierz´cia, które jest siewcà wirusa. Monitoring
prosiàt w odchowie nie mo˝e bowiem zastàpiç badania macior.

14. Zalety i ograniczenia testu ELISA

W zwiàzku ze stosunkowo najwczeÊniejszà mo˝liwoÊcià stwierdzania przeciwcia∏ swoistych dla
wirusa PRRS przy zastosowaniu testu ELISA – stanowi on najcz´Êciej stosowanà metod´ badania
populacji Êwiƒ, uwa˝anej za wolnà od infekcji albo z nielicznymi osobnikami zaka˝onymi. Z tych
samych wzgl´dów u˝ywa si´ go u Êwiƒ przed przerzutem i/lub wprowadzeniem do populacji wolnej
od infekcji. Ma to równie˝ miejsce dla potwierdzenia, ˝e populacja uznana na podstawie
poprzedniego badania za nie zainfekowanà jest nadal wolna od osobników zaka˝onych. Majàc na
uwadze wiarygodnoÊç wyników uzyskanych w badaniach testem ELISA, nale˝y zdawaç sobie spraw´,
jak to stwierdzono uprzednio, ˝e ˝aden test serologiczny nie jest w 100%-tach pewny, w sensie
wskazania osobnika zaka˝onego. Natomiast uzyskanie wyniku fa∏szywie ujemnego mo˝e mieç wysoce
szkodliwe skutki, je˝eli na tej podstawie nastàpi wprowadzenie do populacji dotychczas negatywnej
jednego lub kilku zwierzàt zaka˝onych wirusem PRRS lub innym chorobotwórczym drobnoustrojem.
Z drugiej strony wyniki fa∏szywie dodatnie mogà daç podstaw´ do nieuzasadnionego eliminowania ze
stada zwierzàt niezaka˝onych. Oba rodzaje b∏´du sà przyczynà strat gospodarczych. Ich zmini-
malizowanie zale˝y od diagnostycznej czu∏oÊci i specyficznoÊci testu stosowanego w przeglàdach
serologicznych. Odnosi si´ to przede wszystkim do badania du˝ych grup zwierzàt a w znacznie
mniejszym stopniu pojedynczego osobnika.

15. Wp∏yw umiejscowienia progu mi´dzy wynikiem minimalnie dodatnim
a minimalnie ujemnym na wykrywalnoÊç zaka˝enia

Jak uprzednio scharakteryzowano, Sn i Sp zale˝à od efektywnoÊci diagnostycznej (ang.
performance) danego testu. Jednak˝e wp∏yw na diagnoz´ mo˝e mieç równie˝ próg mi´dzy wynikiem
pozytywnym i negatywnym (cut-off), ustalany arbitralnie. Istnieje bowiem zale˝noÊç: im mniejsza
czu∏oÊç tym wi´ksza specyficznoÊç i odwrotnie. Praktycznie, je˝eli próg przesuwa si´ na rzecz czu∏oÊci
to wtedy zwi´ksza si´ pewnoÊç, ˝e wykryje si´ zaka˝enie, ale przy narastajàcym niebezpieczeƒstwie
wyników fa∏szywie dodatnich. Konsekwencjà jest eliminowanie z produkcji zwierzàt zdrowych. Mo˝e
to byç op∏acalne wobec mo˝liwoÊci wprowadzenia zwierzàt zaka˝onych do stada zwierzàt zdrowych.
Wykres 1 obrazuje próg (cut-off) mi´dzy wynikiem dodatnim i ujemnym.
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Wykres 1 Stosunek mi´dzy czu∏oÊcià (Sn), a specyficznoÊcià (SP) dla ciàg∏ych 
(ustawicznych, sta∏ych = continous) zmiennych testu

Dla stosowanego do badaƒ terenowych testu konieczne jest optymalizowanie Sn i Sp przez takie
ustawienie punktu granicznego, które zapewnia najwy˝szà liczb´ wyników prawdziwie dodatnich,
które trafnie wskazujà na wyst´powanie infekcji u zwierzàt badanych (wykres 1). Sn lub Sp mo˝e byç
odpowiednio zwi´kszone lub zmniejszone przez przesuni´cie wartoÊci punktu granicznego w prawo
lub w lewo, jednak˝e, jak wspomniano, ka˝da zmiana w wartoÊci progowej poprawia jeden element
(np. Sn) kosztem drugiego (np. Sp). Zgodnie z tym (wykres 1), je˝eli próg przesunie si´ w prawo wtedy
zwi´ksza si´ Sp, wobec czego wi´cej niezaka˝onych osobników zostaje poprawnie zaklasyfikowanych
jako ujemne. Niestety konsekwencjà mo˝e staç si´ zaklasyfikowanie pewnego odsetka zwierzàt
zaka˝onych jako serologicznie ujemne czyli niezaka˝one (Thrusfield, 1995). W przeciwieƒstwie do
tego, je˝eli próg wykrywalnoÊci jest przesuni´ty w lewo, zwi´ksza si´ Sn a spada Sp. Nast´pstwem
takiej sytuacji jest niebezpieczeƒstwo uznania pewnego odsetka zwierzàt za serologicznie dodatnie
mimo, ˝e nie sà one w istocie rzeczy zaka˝one, czyli uzyskanie wyników fa∏szywie dodatnich. Idealnie
ustawiony próg wykrywalnoÊci zapewnia minimalnà liczb´ wyników fa∏szywie dodatnich wzgl´dnie
fa∏szywie ujemnych (Martin i Bennet, 1987; Smith, 1995).

Przyk∏adowo – zmniejszanie wartoÊci progu w teÊcie ELISA (np. z S/P 0.4 do S/P 0.3) ∏àczy si´
z ograniczeniem ryzyka wprowadzenia loszek zaka˝onych wirusem PRRS do stada wolnego od tej
infekcji. Uzyskuje si´ wtedy wprawdzie zmniejszenie liczby wyników fa∏szywie ujemnych (zwi´ksza si´
bowiem Sn) ale niestety równie˝ zwi´kszenie iloÊci wyników fa∏szywie dodatnich (zmniejsza si´
bowiem Sp). Post´pujàc w ten sposób osiàga si´ wi´kszà pewnoÊç nie wprowadzenia do stada
osobników zaka˝onych, przy równoczesnej mo˝liwoÊci eliminowania z produkcji zwierzàt, które nie
sà zainfekowane, a które przy tak ustawionym progu da∏y wynik fa∏szywie dodatni.

16. Wp∏yw czasu od zaka˝enia na czu∏oÊç i specyficznoÊç testu ELISA

Kszta∏towanie si´ w czasie okreÊlonych testem ELISA i odczynem SN przeciwcia∏ swoistych dla
wirusa PRRS przedstawia wykres 2.
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Wykres 2 Kszta∏towanie si´ w czasie okreÊlonych testem ELISA i odczynem SN przeciwcia∏ swoistych dla wirusa PRRS 

Linia ciàg∏a – oznacza kszta∏towanie si´ miana SN
Linia przerywana – oznacza kszta∏towanie si´ miana przeciwcia∏ w teÊcie ELISA

17. Wp∏yw warunków laboratorium i kondycji personelu na wyniki badaƒ

Na Sn i Sp majà wp∏yw warunki panujàce w laboratorium takie jak temperatura, wilgotnoÊç czy
warunki przechowywania zestawów diagnostycznych i odczynników. W gr´ wchodzi te˝ zmieniajàca
si´ zale˝nie od dnia precyzja wykonywania testu przez personel laboratorium.

Oprócz omówionych czynników wp∏ywajàcych na efektywnoÊç testu takich jak wartoÊç ustalonego
progu granicznego, okres trwania infekcji czy jakoÊç pracy personelu laboratoryjnego, na wiary-
godnoÊç wyników ma równie˝ – jak wspomniano uprzednio – wp∏yw odsetek próbek pobranych
w stosunku do liczby zwierzàt w stadzie. Znaczenie w tym wzgl´dzie ma równie˝ szybkoÊç szerzenia
si´ infekcji w stadzie i cz´stoÊç próbobrania.

18. Wp∏yw odsetka pobranych próbek na mo˝liwoÊç wykrycia PRRS w stadzie

W przypadku badania testem ELISA du˝ej liczby zwierzàt, w tym Êwiƒ w chlewni z uwzgl´dnieniem
grup technologicznych lub grup wiekowych, istotne jest okreÊlenie od jakiej liczby spoÊród nich ma
zostaç pobrana krew, by uzyskany w odniesieniu do ca∏ej grupy zwierzàt wynik obrazowa∏ stopieƒ
zaka˝enia w stadzie. Dodatkowo, dla okreÊlenia dynamiki sytuacji epidemiologicznej w stadzie
niezb´dne jest powtórzenie badaƒ tych samych zwierzàt co najmniej jeden raz a raczej kilkakrotnie,
w odst´pach kilku do kilkunastu tygodni. Zbadanie wszystkich zwierzàt, co najmniej dwukrotnie, daje
najbardziej wiarygodne informacje co do zakresu i dynamiki szerzenia si´ infekcji. Jednak˝e ze
wzgl´dów ekonomicznych i/lub technicznych mo˝e to byç niemo˝liwe. By temu zaradziç podj´to
badania, w wyniku których okaza∏o si´, ˝e w celu uzyskania pewnoÊci o wyst´powaniu okreÊlonej
infekcji w stadzie nie jest konieczne zbadanie wszystkich zwierzàt.

Przyk∏adowo, gdy w stadzie 1000 Êwiƒ 50% osobników reaguje w teÊcie ELISA dodatnio to w takiej
sytuacji wystarczy∏oby zbadaç 5 losowo wybranych osobników by z 95%-owym prawdo-
podobieƒstwem byç pewnym, ˝e w badanym stadzie wyst´puje choroba, w kierunku której
prowadzone sà badania. Natomiast – równie˝ przyk∏adowo – je˝eli w stadzie liczàcym 1000 zwierzàt
jest zaka˝ony tylko 1 osobnik, to wtedy konieczne jest zbadanie 950 zwierzàt, by w 95%-ach mieç
pewnoÊç, ˝e w grupie tej wyst´puje infekcja, na obecnoÊç której prowadzone jest badanie testem
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ELISA. Wyjàtek stanowià grupy Êwiƒ, u których infekcja ma przebieg przewlek∏y i poziom przeciwcia∏
w surowicy zaka˝onych osobników mo˝e nie byç wykrywalny testem ELISA.

Od loch w stadzie podstawowym liczàcym powy˝ej 30 zwierzàt na 30 pobranych próbek (zale˝nie
od wielkoÊci grupy badanej liczby te sà inne) po 6 próbek powinno pochodziç od loch: a) luênych, b)
proÊnych w poszczególnych trymestrach cià˝y i c) w czasie karmienia.

Z grupy liczàcej ponad 39 osobników po 10 próbek nale˝y pobraç: a) od prosiàt po urodzeniu, b) od
warchlaków przed przerzutem do tuczarni, c) od tuczników przed ubojem i d) od loszek remontowych
przed wprowadzeniem do stada podstawowego (zarodowego).

Kilkakrotne przebadanie wed∏ug podanego schematu lub, zale˝nie od przebiegu infekcji,
analogicznych schematów, odpowiedniej liczby surowic, pochodzàcych od ró˝nych grup wiekowych
Êwiƒ – umo˝liwia okreÊlenie tzw. profilu immunologicznego (ÊciÊlej – serologicznego) stada (patrz
rozdzia∏ 22, str. 26-35). Analogiczne post´powanie, przy poszerzeniu badaƒ, stwarza te˝ mo˝liwoÊç
oceny sytuacji epidemiologicznej na obszarze kraju lub jego cz´Êci. Nale˝y pami´taç, ̋ e podane relacje
liczbowe majà zastosowanie wtedy, gdy wszystkie zwierz´ta grupy technologicznej lub wiekowej
przebywajà w tym samym budynku. Je˝eli ferma jest du˝a np. lochy przebywajà w ró˝nych
budynkach, podanà liczb´ próbek nale˝y pobraç od zalecanej liczby zwierzàt z ka˝dego obiektu.

Tabela 8 Liczba próbek wymaganych do wykrycia jednego lub wi´cej osobników 
reagujàcych dodatnio w populacji 1000 zwierzàt

Dostosowano wg Cannon i Roe, 1982

W tabeli 8 przedstawione sà reprezentatywne liczby próbek wymagane do uzyskania 90%, 95%
wzgl´dnie 99% ufnoÊci, co do wykrycia jednego lub wi´kszej liczby osobników dodatnio reagujàcych
w teÊcie ELISA w populacji liczàcej 1000 zwierzàt, w której procent osobników zaka˝onych wynosi
odpowiednio 1%, 2%, 5% lub 10%.

Wskazane jest, by pojawiajàce si´ przypadki zaka˝enia, w populacji uznanej dotychczas za wolnà 
od infekcji, zosta∏y wykryte mo˝liwie najwczeÊniej. Je˝eli odsetek zaka˝onych zwierzàt jest niski,
wtedy, jak wynika z wykresu 3 konieczne jest zbadanie odpowiednio wi´kszego odsetka zwierzàt.
Rosnà wtedy szanse wykrycia osobników zainfekowanych, a tym samym zwi´ksza si´ poziom ufnoÊci
co do wykrywania nowych zaka˝eƒ.
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Odsetek osobników reagujàcych dodatnio
Poziom
ufnoÊci ≥10% ≥5 % ≥ 2% ≥ 1%

90% 23 45 109 206
95% 30 58 139 259
99% 45 87 205 369



Wykres 3 Dynamiczna wspó∏zale˝noÊç mi´dzy prewalencjà, czyli odsetkiem zaka˝onych w stadzie zwierzàt,
a liczbà pobranych od nich i badanych próbek w celu wykrycia infekcji w stadzie

Tabela 9 Liczba prób do badaƒ serologicznych ukierunkowanych na wykrycie zaka˝enia stada 
przy 95% prawdopodobieƒstwa wykrycia (wg J.T. Done, 2002)

* – czynnik zakaêny szerzy si´ wolno
** – czynnik zakaêny szerzy si´ szybko

W piÊmiennictwie Êwiatowym zaprezentowano dane dotyczàce zasad próbobrania w zale˝noÊci od
szybkoÊci szerzenia si´ czynnika infekcyjnego w stadzie (tabela 9, 10 i 11). Nale˝y podkreÊliç, ˝e za
obiekt (jednostk´ epidemiologicznà) uznaje si´ ka˝dy budynek, w którym przebywajà zwierz´ta.
Oznacza to, ̋ e je˝eli chlewnia z∏o˝ona jest z 5 budynków, w których w ka˝dym z nich znajduje si´ 200
Êwiƒ, wskaênik próbobrania odnosi si´ do ka˝dego budynku a nie chlewni jako takiej.
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 WielkoÊç stada
Wspó∏czynnik szerzenia si´ czynnika zakaênego

Liczba prób 
1* 2 5 10    20**

50 50 48 35 22 12
100 95 78 45 25 13
150 130 95 49 26 13
200 155 105 51 27 14
300 189 117 54 28 14
500 225 129 56 28 14
750 246 135 57 28 14
1000 258 138 57 29 14
1500 271 142 58 29 14
2000 277 143 58 29 14
5000 290 147 59 29 14



Tabela 10 Liczba prób do badaƒ serologicznych ukierunkowanych na wykrycie zaka˝enia stada 
przy 99% prawdopodobieƒstwa wykrycia (wg J.T. Done, 2002)

* – Czynnik zakaêny szerzy si´ bardzo wolno
** – Czynnik zakaêny szerzy si´ bardzo szybko

Tabela 11 Liczba prób potrzebnych do wykrycia zwierzàt zaka˝onych w populacji (wed∏ug Kluge i wsp., 1992)

Wa˝nym czynnikiem w okreÊlaniu sytuacji epidemiologicznej w stadzie, uwa˝anym za ujemne, jest
cz´stoÊç pobierania próbek czyli próbobrania do badaƒ diagnostycznych.

Optymalne wskazania, co do wielkoÊci próbobrania (czyli odsetka zwierzàt w stadzie, od których
pobrano krew) oraz cz´stoÊci powtarzania tych samych badaƒ mogà zostaç okreÊlone dzi´ki
wykorzystaniu symulacyjnych modeli próbobrania (Polson i Jordan, 2003).

RównoczeÊnie ze spadkiem odsetka zwierzàt zaka˝onych spada przewidywana wartoÊç wyników
dodatnich przy jednoczesnym wzroÊcie przewidywanej wartoÊci wyników ujemnych. Odwrotne
zjawisko ma miejsce w przypadku wzrostu odsetka zwierzàt zaka˝onych w grupie. Oznacza to, 
˝e je˝eli odsetek osobników zaka˝onych obni˝y si´ do zera, a uzyskiwane sà w teÊcie ELISA wyniki
dodatnie, to sà to najprawdopodobniej rezultaty fa∏szywie dodatnie. Istnieje wi´c zagro˝enie, 
˝e zostanà wyeliminowane (wybite) zwierz´ta zdrowe.

19. Badanie serologiczne a w∏aÊciwoÊci wirusa PRRS

W badaniach serologicznych stada w kierunku PRRS nale˝y zdawaç sobie spraw´ z pewnych
w∏aÊciwoÊci typowych dla tego wirusa. Jest on uwa˝any jako wysoce infekcyjny (ang. infectious), ale
nie wysoce zaraêliwy (ang. contagious) (Benfield, 2002, Yoon et al. 1998). Znane sà przypadki
powolnego w czasie przenoszenia si´ wirusa PRRS z osobnika na osobnika (Nodelijk et al. 2000).
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 1* 2 5 10 20**
50 50 50 42 29 17
100 99 90 59 36 19
150 143 117 68 38 20
200 180 136 73 40 20
300 235 160 78 41 20
500 300 183 83 42 21
750 343 197 85 43 21
1000 368 204 86 43 21
1500 395 212 88 44 21
2000 410 216 88 44 21
5000 438 223 89 44 21

 1* 2 5 10 20**
50 50 50 42 29 17
100 99 90 59 36 19
150 143 117 68 38 20
200 180 136 73 40 20
300 235 160 78 41 20
500 300 183 83 42 21
750 343 197 85 43 21
1000 368 204 86 43 21
1500 395 212 88 44 21
2000 410 216 88 44 21
5000 438 223 89 44 21

 WielkoÊç stada
Wspó∏czynnik szerzenia si´ czynnika zakaênego

Liczba prób 

Populacja
Liczba zwierzàt badanych w populacji

 10%  20%  30%
95% 99% 95% 99% 95% 99%

≤ 100

101-200

201-300

301-500

501-1000

> 1000
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9

9

9

9

9

13

13

13

13

13

13



Obserwuje si´, ˝e zainfekowane prosi´ta nie sà w stanie zakaziç b´dàcych w tym samym kojcu innych
prosiàt, równie˝ wra˝liwych na zaka˝enie. W gr´ mo˝e tu m.in. wchodziç okresowy brak siewstwa
wirusa przez zwierz´ta zainfekowane.

Na ogó∏ prawdopodobieƒstwo wykrycia infekcji PRRS w stadach b´dzie wi´ksze wtedy, kiedy
procent zaka˝onych osobników b´dzie wy˝szy, a okres mi´dzy infekcjà i badaniem serologicznym
odpowiednio d∏u˝szy (chocia˝ nie zbyt d∏ugi). Szansa ta roÊnie równie˝ wtedy, gdy prosi´ta pochodzà
od macior, które nie posiadajà w siarze swoistych przeciwcia∏.

W populacjach o niskim odsetku zwierzàt zaka˝onych poprawa wykrywalnoÊci ∏àczy si´ ze
zwi´kszeniem liczby pobieranych próbek i cz´stoÊci próbobrania.

20. ELISA a przeciwcia∏a siarowe (bierne)

Stosowana w badaniach serologicznych w kierunku PRRS ELISA, podobnie jak inne testy
serologiczne, nie odró˝nia przeciwcia∏ matczynych, które prosi´ta otrzymujà wraz z siarà od
przeciwcia∏, które prosi´ wytwarza w nast´pstwie infekcji wirusem PRRS. Zak∏ada si´, ˝e przeciwcia∏a
matczyne mogà byç wykryte do 5-6 tygodnia ˝ycia prosiàt. Z tego powodu, je˝eli mamy do czynienia
z maciorami posiadajàcymi przeciwcia∏a swoiste, test ELISA nale˝y stosowaç u prosiàt po tym okresie,
czyli w wieku powy˝ej 6 tygodni.

21. Pulowanie próbek

Pulowanie próbek surowic w liczbie 3 do 5-ciu mo˝e mieç efekt rozcieƒczajàcy przeciwcia∏a, je˝eli
w pulowanej surowicy obok próbek zawierajàcych przeciwcia∏a znajdujà si´ próbki ujemne. Wtedy
prawdopodobne jest uzyskanie wyniku fa∏szywie ujemnego.

Nale˝y dodaç, ˝e podejÊcie do badaƒ serologicznych w kierunku PRRS w stadach Êwiƒ uwa˝anych
za wolne od infekcji lub o niskim procencie zwierzàt zaka˝onych ró˝ni si´ zasadniczo od podejÊcia do
populacji o wysokim odsetku zwierzàt zaka˝onych. W pierwszym przypadku konieczne jest stosowa-
nie metod szczególnie czu∏ych, by jak najszybciej wskazaç trafnie ka˝de zaka˝one zwierz´. W drugiej
sytuacji jest to mniej wa˝ne, gdy˝ na pewno wobec wysokiego odsetka zwierzàt zaka˝onych wykrycie
przynajmniej cz´Êci z nich nie b´dzie trudne. I jeszcze jedno – je˝eli badaniem klinicznym i w wyniku
przeglàdów stada oraz analizy epidemiologicznej nie jesteÊmy w stanie sformu∏owaç podejrzenia
o PRRS, a mimo to chcemy rozstrzygnàç czy wyst´pujà w nim osobniki zaka˝one to wtedy
post´pujemy tak jak ze stadem ujemnym lub o niskim odsetku zwierzàt zaka˝onych.

Reasumujàc przedstawione dane, w tym prawid∏owoÊci wyst´pujàce w wykrywaniu testem ELISA
Êwiƒ zaka˝onych wirusem PRRS, wolno stwierdziç, ˝e skutecznoÊç identyfikowania takich osobników
mo˝e byç zwi´kszona:
1. dzi´ki u˝yciu testu ELISA cechujàcego si´ szczególnie du˝à wartoÊcià diagnostycznà (ang.

performance)
2. przez zoptymalizowanie zale˝nie od intencji wartoÊci miana granicznego (np. z S/P 04 do S/P 03)
3. przez zwi´kszenie liczby pobranych próbek czyli odsetka badanych zwierzàt
4. przez zwielokrotnienie cz´stoÊci próbobrania.

SpoÊród testów serologicznych przeznaczonych do badaƒ serologicznych populacji swiƒ w kierunku
PRRS najbardziej wartoÊciowym jest poÊrednia ELISA (Herd Check® PRRS IDEXX Laboratories Inc.
Westbrook, Maine). Test ten cechuje si´ wysokà czu∏oÊcià i równoczeÊnie specyficznoÊcià oraz
wzgl´dnie niskim kosztem.

W szeregu przypadków ju˝ po 14 dniach od wprowadzenia wirusa do stada wi´kszoÊç zwierzàt
mo˝e ulec zaka˝eniu i wtedy po 3 tygodniach od infekcji wykrywa si´ oko∏o 100% tego rodzaju
osobników. W celu unikni´cia ryzyka otrzymywania wyników fa∏szywie ujemnych w okresie
wczesnego zaka˝enia w stadzie, badanie testem ELISA nale˝y wykonaç co najmniej 3 tygodnie po
potencjalnej ekspozycji.
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W przypadku wartoÊciowych populacji Êwiƒ, w których w pierwszym badaniu wykazano niski
odsetek zwierzàt dodatnio reagujàcych – dla wyjaÊnienia czy chodzi o rzeczywiste zaka˝enie czy te˝
o wynik fa∏szywie dodatni – zalecane jest, obok powtórnych badaƒ tym samym testem, zastosowanie
w kolejnych badaniach innych wiarygodnych testów, przynajmniej w odniesieniu do zwierzàt, które
uprzednio reagowa∏y dodatnio.
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22. Przyk∏ady uzyskanych testem ELISA profili serologicznych 
stad Êwiƒ zaka˝onych wirusem PRRS

Poni˝ej zaprezentowano uzyskane z u˝yciem oprogramowania xChek® firmy IDEXX Laboratories,
Inc., przyk∏adowe profile serologiczne stad Êwiƒ badanych w kierunku PRRS przy u˝yciu zestawu
immunoenzymatycznego HerdChek* PRRS Virus Antibody Test Kit 2XR.

Przyk∏ady:
Tabela 12. Âwie˝e zaka˝enie stada podstawowego PRRS

Diagramy dotyczàce tabeli 12:
Lochy 

Warchlaki 35. dniowe

Warchlaki 70. dniowe
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                 grupy mian S/ P

kolejne
numery surowic badanych

lochy warchlaki
35 dni

warchlaki
70 dni

tuczniki
120 dni

1 0 0 0 0
2 6 0 0 0
3 5 1 0 0
4 1 2 0 0
5 0 0 0 0
6 2 0 0 0
7 0 1 0 0
8 3 0 0 0
9 6 0 0
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Tuczniki 120. dniowe

Interpretacja:
Zró˝nicowane miana przeciwcia∏ u loch oraz brak serokonwersji u zwierzàt 70-ciodniowych

i starszych wskazujà na niedawne zaka˝enie stada, do którego dosz∏o w stadzie podstawowym. 
Przy takim obrazie profilu stada najcz´Êciej obserwuje si´ typowe dla PRRS objawy: ronienie,
przedwczesne porody, rodzenie si´ s∏abych prosiàt, padni´cia prosiàt przed odsadzeniem. Nale˝y si´
spodziewaç, ˝e objawy te b´dà si´ utrzymywaç do chwili naturalnego uodpornienia si´ stada
podstawowego, jakkolwiek nie muszà wystàpiç u wszystkich loch czy miotów. Stopniowo, w ciàgu
kilku miesi´cy zaka˝enie wirusem PRRS b´dzie obejmowa∏o kolejne sektory produkcji, w wyniku czego
mo˝e dojÊç do wystàpienia zaburzeƒ ze strony uk∏adu oddechowego u warchlaków i/lub tuczników.
SzybkoÊç szerzenia si´ zaka˝enia w stadzie oraz nasilenie objawów klinicznych zale˝y od sposobu
utrzymania Êwiƒ, warunków Êrodowiskowych oraz towarzyszàcej flory bakteryjnej.

Post´powanie:
Nale˝y zaprzestaç wprowadzania do rozrodu wra˝liwych loszek lub loch. Mo˝na wprowadziç

program szczepieƒ przeciw PRRS w stadzie podstawowym w celu ograniczenia strat zwiàzanych
z zaburzeniami w rozrodzie. W razie koniecznoÊci przeprowadzenia remontu stada loszki nale˝y
zaszczepiç na co najmniej 30 dni przed wprowadzeniem do rozrodu, lub aklimatyzowaç je przez
przynajmniej 60 dni w stadzie podstawowym umo˝liwiajàc im kontakt nos w nos z zaka˝onymi
lochami.
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Tabela 13. Enzootyczne zaka˝enie stada PRRSV

Diagramy dotyczàce tabeli 13:
Lochy

Warchlaki 35. dniowe

Warchlaki 70. dniowe

Tuczniki 120. dniowe
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 grupy mian S/ P

kolejne
numery surowic badanych

lochy warchlaki 
35 dni

warchlaki 
70 dni

tuczniki 
120 dni

1 0 0 4 6
2 2 0 5 5
3 1 1 4 5
4 0 0 1 4
5 3 0 6 6
6 2 0 2 3
7 0 1 1 5

0 5 6
9 1 0 2 6
10 2 0 3 4



Interpretacja:
Niskie miana przeciwcia∏ przy obecnoÊci surowic ujemnie reagujàcych u loch, równoczeÊnie

zró˝nicowane miana u 70 dniowych warchlaków oraz wysokie miana u tuczników wskazujà na
d∏ugotrwa∏e zaka˝enie stada. W takiej sytuacji nie obserwuje si´ zazwyczaj rozrodczych objawów
nasuwajàcych podejrzenie PRRS. Mogà one dotyczyç nowo wprowadzanych, wra˝liwych loszek jeÊli
nie przeprowadzono ich w∏aÊciwej aklimatyzacji. Aktywne krà˝enie wirusa ma miejsce w warchlakarni.
W tej grupie wiekowej mogà wyst´powaç zaburzenia ze strony uk∏adu oddechowego.

Post´powanie:
Nale˝y zapewniç w∏aÊciwe przygotowanie loszek remontowych poprzez aklimatyzacj´ i/lub

szczepienie na 30-60 dni przed wprowadzeniem do rozrodu. Alternatywnie mo˝na wprowadziç
program szczepieƒ ca∏ego stada podstawowego. JeÊli straty zwiàzane z zaburzeniami ze strony
uk∏adu oddechowego utrzymujà si´ mimo prowadzonej profilaktyki i leczenia chorób bakteryjnych
uk∏adu oddechowego, mo˝na wprowadziç program szczepieƒ prosiàt szczepionkà przeciw PRRS. 
W prezentowanym przyk∏adzie szczepienie powinno nastàpiç mi´dzy 30 i 40 dniem ˝ycia.
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Tabela 14. Zaka˝enie stada w rezultacie wprowadzenia do tuczarni Êwiƒ z zakupu 
zainfekowanych PRRSV

Diagramy dotyczàce tabeli 14
Lochy 

Warchlaki 35. dniowe

Warchlaki 70. dniowe

Tuczniki 120. dniowe
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                 grupy mian S/ P

kolejne
numery surowic badanych

lochy warchlaki
35 dni

warchlaki
70 dni

tuczniki
120 dni

1 0 0 0 4
2 0 0 0 5
3 0 0 0 1
4 0 0 0 0
5 0 0 0 0
6 0 0 0 3
7 0 0 0 2
8 0 0 0 6
9 0 0 0 5
10 0 0 0 3
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Interpretacja:
W przypadku wykrycia przeciwcia∏ dla wirusa PRRS w grupie tuczników i ich braku w pozosta∏ych

sektorach wyjaÊnieniem mo˝e byç zakup zaka˝onych zwierzàt do tuczu. Najprawdopodobniej nie
obserwuje si´ wówczas ˝adnych objawów klinicznych lub jedynie zaburzenia ze strony uk∏adu
oddechowego o niewielkim nasileniu. JeÊli nie zostanà podj´te ˝adne kroki, zaka˝enie stopniowo
obejmie ca∏e stado ze wszystkimi tego konsekwencjami.

Post´powanie:
JeÊli istniejà odpowiednie warunki nale˝y poprawiç bioasekuracj´ stada podstawowego oraz

warchlakarni i wybiç zwierz´ta w sektorze tuczu. Do ponownego jego zasiedlenia mo˝e dojÊç dopiero
po dok∏adnej dezynfekcji pomieszczeƒ. JeÊli nie ma takiej mo˝liwoÊci mo˝na zastosowaç program
szczepienia stada podstawowego i ewentualnie prosiàt.

Precyzyjne okreÊlenie momentu zaka˝enia Êwiƒ
Badanie takie mo˝e zostaç wykorzystane dla oceny skutecznoÊci programu zwalczania PRRS

podj´tego na fermie lub precyzyjnego okreÊlenia w∏aÊciwego momentu szczepienia przeciw PRRS.
Badanie mo˝e dotyczyç warchlaków lub tuczników, które nie by∏y szczepione przeciw PRRS. W tym
celu nale˝y trwale oznakowaç 10 prosiàt z ró˝nych miotów przed odsadzeniem i badaç ich krew na
obecnoÊç przeciwcia∏ dla PRRSV co jeden lub dwa tygodnie do chwili kiedy wszystkie z nich ulegnà
zaka˝eniu. Bioràc pod uwag´, ˝e przeciwcia∏a pojawiajà si´ po 14 dniach od zaka˝enia mo˝emy
z du˝à dok∏adnoÊcià okreÊliç jego moment.
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Tabela 15. Ocena profilu serologicznego stada w celu ustalenia terminu szczepieƒ przeciw PRRS

* pad∏

Diagramy dotyczàce tabeli 15
Prosi´ta 14. dniowe 

Prosi´ta 22. dniowe 

Warchlaki 36. dniowe

Warchlaki 50. dniowe
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 grupy mian S/ P

kolejne
numery surowic badanych

14 dni 22 dni 36 dni 50 dni 64 dni 78 dni

1 0 0 0 0 0 2
2 1 0 0 0 0 1
3 0 0 0 0 3 5
4 0 0 0 0 1 3
5 0 0 0 0 1 3
6 0 0 0 0 -* -
7 1 1 0 0 0 1
8 2 1 1 0 0 3
9 2 1 1 0 0 2
10 4 3 1 0 0 1
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Warchlaki 64. dniowe

Warchlaki 78. dniowe

Interpretacja:
Lochy przekazujà prosi´tom doÊç wysoki poziom odpornoÊci. Pozwala to na ich naturalne

zabezpieczenie przed zaka˝eniem do oko∏o 50 dnia ̋ ycia. Szczepienie prosiàt powinno nastàpiç oko∏o
30 dnia ˝ycia.
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Tabela 16. Ocena profilu serologicznego stada w celu ustalenia terminu szczepieƒ przeciw PRRS

* pad∏

Diagramy dotyczàce tabeli 16
Prosi´ta 14. dniowe

Prosi´ta 22. dniowe

Warchlaki  36. dniowe

Warchlaki  50. dniowe
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kolejne
numery surowic badanych

14 dni 22 dni 36 dni 50 dni 64 dni 78 dni

1 0 0 0 1 3 3
2 0 0 0 3 - -
3 0 0 0 4 3 3
4 1 0 0 2 3 3
5 0 0 0 4 4 3
6 1 0 0 2 3 3
7 1 0 0 -* - -
8 0 0 0 2 3 4
9 0 0 0 1 2 2
10 0 0 0 2 3 3



Warchlaki  64. dniowe

Warchlaki  78. dniowe

Interpretacja
Lochy przekazujà prosi´tom niski poziom odpornoÊci, na co wskazuje krótkie utrzymywanie si´

przeciwcia∏ siarowych. Do zaka˝enia dochodzi oko∏o 30-36 dnia ˝ycia. Szczepienie prosiàt nale˝y
przeprowadziç w 14 dniu ˝ycia. W takim przypadku nale˝y wykonaç szczepienie stada
podstawowego.
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