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Przedmowa

W okresie ostatnich 20 lat we wszystkich rozwinietych rolniczo krajach swiata obserwuje sie
dynamiczne zmiany w zakresie zasad hodowli i chowu zwierzat gospodarskich. Dotyczy to wszystkich
gatunkoéw zwierzat uzytkowych. Wydaje sig, ze najwieksze zmiany dotyczg drobiu i trzody chlewne;j.
Wszedzie obserwuje sie znaczne zmniejszanie si¢ liczby producentédw przy jednoczesnym wzroscie
liczby ferm.

Majgca miejsce koncentracja i intensyfikacja produkcji zywca oraz dynamicznie wzrastajacy obrot
trzoda chlewng, a takze nieprzerwane wprowadzanie do stad nowych, czesto potsyntetycznych linii
swin zarodowych prowadzi do coraz wiekszych problemoéw zwigzanych z ochrong zdrowia tego
gatunku zwierzat. Coraz czesciej pojawiajq sie mieszane zakazenia zwierzat wywotane réznorodnymi
bezwzglednie oraz wzglednie chorobotworczymi bakteriami i wirusami. Aktualnie zaliczy¢ do nich
nalezy przede wszystkim takie drobnoustroje jak: Streptococcus suis, Actinobacillus pleurop-
neumoniae, Haemophilus parasuis, Mycoplasma hyopneumoniae, wirus zespotu rozrodczo-odde-
chowego, cirkowirus swin, wirus choroby Aujeszkyego, etc. Powaznym problemem stajg sie infekcje
wywotane drobnoustrojami o wifasciwosciach immunosupresyjnych. Zalicza sie tu wirus zespotu
rozrodczo-oddechowego, wirus choroby Aujeszkyego czy tez Mycoplasma hyopneumoniae.
Wymienione czynniki stwarzajg przed lekarzami weterynarii, opiekujgcymi sie srednimi i duzymi
stadami swin powazne trudnosci w zakresie prawidfowego rozpoznania i uszeregowania przyczyn
problemoéw zdrowotnych, a w slad za tym wprowadzenia stosownego postepowania, zmierzajgcego
do ograniczenia czy nawet likwidacji strat. Wtasciwe rozwigzanie problemu wymaga od lekarzy
weterynarii coraz wiekszej wiedzy teoretycznej i praktycznej. Jej posiadanie oraz ciggte uzupetnianie
jest jedynym sposobem umozliwiajgcym sprostanie potegujacym sie wyzwaniom.

Obszerna wiedza zawodowa lekarzy weterynarii uwidacznia koniecznos¢ oparcia sie¢ w swoim
postepowaniu rozpoznawczym na dobrych laboratoriach diagnostycznych, wtasciwe rozpoznanie
przyczyny zaburzen w zdrowiu jest bowiem podstawa jej eliminacji. Korzystanie z ustug laboratorium
jest nieodzowne nie tylko w celu ustalenia bakteryjnych czy wirusowych przyczyn zaburzen
zdrowotnych ale takze dla okreslenia dynamiki szerzenia sie infekcji, wtasciwosci biologicznych
wyizolowanych drobnoustrojéw, poziomu odpornosci przeciwzakaznej oraz profilu serologicznego
I immunologicznego stada w okreslonym zakresie.

W ostatnich latach zauwaza sie, ze coraz wigksza liczba lekarzy weterynarii korzysta z ustug
weterynaryjnych laboratoriow rozpoznawczych. Mozna sadzi¢, ze wraz z podnoszeniem si¢ poziomu
wiedzy terenowych lekarzy weterynarii oraz doskonaleniem poziomu ustug laboratoryjnych
koniecznosc ich wykorzystywania bedzie stawata sie zjawiskiem coraz bardziej powszechnym.

Czynnikiem sprzyjajgcym rozwojowi ustug laboratoryjnych jest z pewnoscia szybki rozwoj technik
diagnostycznych, w tym przede wszystkim ich coraz wigksza czutos¢ i swoistosc. Istotnym czynnikiem
jest czas niezbedny do wykonania badan. Mozna stwierdzi¢, ze wprowadzenie do diagnostyki techniki
ELISA oraz metody PCR doprowadzito do zasadniczego skrécenia czasu badan laboratoryjnych, ktére
aktualnie z reguty nie trwajg dtuzej niz 24 godziny.

Najbardziej popularng technikg badawczg stata sie zaprezentowana w niniejszym opracowaniu
technika ELISA. Przy pomocy tej metody w ciggu kilku godzin wykrywa sie nie tylko obecnos¢
swoistych dla danego drobnoustroju (biatka) przeciwciat humoralnych ale takze obecnos¢
drobnoustrojow patogennych. Technika ELISA w stopniu zasadniczym uproscita metody pobierania
materiatu do badan. Zazwyczaj do przeprowadzenia testu potrzeba nie wiecej niz 50-100 ul surowicy.
Pot mililitra surowicy wystarcza zatem do przeprowadzenia badan w wielu kierunkach — co zazwyczaj
staje sie nieodzowne, z uwagi na czestg wieloczynnikowg przyczyne choroby. Minimalna ilos¢
materiatu do badan uproscita tez sposoby przekazywania go do laboratorium. Dzisiaj, korzystajac
z probowek Ependorfa, przeznaczone do analiz surowice przesyta sie do laboratorium droga
pocztowgy, a wynik, na zyczenie, otrzymac¢ mozna drogg elektroniczna.

Przedstawione uwagi uzasadniajg celowos¢ stosowania w diagnostyce choréb zakaznych trzody
chlewnej testu ELISA. Przygotowane w tymze celu opracowanie monograficzne pt. ,ELISA
w serologicznym rozpoznawaniu rozrodczo-oddechowego zespotu chorobowego swin” poszerza
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wiedze zainteresowanych w zakresie specyfiki testu w odniesieniu do PRRS, zaleznie od sytuacji natury
epizootiologicznej w przebiegu choroby. Chodzi bowiem o trafne wykorzystanie wynikéw do
podejmowania lekarsko-weterynaryjnych decyzji, stuzacych ochronie zdrowia trzody chlewnej
a w slad za tym zwigkszonej efektywnosci produkgji.
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Profesor zwyczajny, dr hab. dr h.c. mult. Marian Truszczynski, ur. 21.07.1929 r. po ukonczeniu
z wyrdéznieniem wydziatu medycyny weterynaryjnej A.R. we Wroctawiu w 1953 r. rozpoczat kariere
naukowg w Panstwowym Instytucie Weterynaryjnym w Putawach, gdzie pracuje do chwili obecne;j.
Do 1963 roku byt asystentem i adiunktem w Zaktadzie Choréb Swin. W tym czasie przebywat m.in. na
stazach naukowych — w Instytucie Choréb Wirusowych Zwierzat im. Fryderyka Loefflera w Niemczech
(1959 r.) i w Zakfadzie Mikrobiologii Szkoty Medycznej Uniwersytetu w Bostonie, USA (1960/61).
W roku 1959 uzyskat stopien doktora nauk weterynaryjnych, w 1963 r. doktora habilitowanego
w zakresie mikrobiologii i immunologii, a w 1968 r. tytut profesora. W latach 1963-1999 byt
kierownikiem Zaktadu Mikrobiologii. Wypromowat 19 doktoréw, byt opiekunem 5 przewodéw
habilitacyjnych, troje bezposrednich wspétpracownikdéw uzyskato tytut profesora. Jest tworcg szkoty
naukowej w dziedzinie mikrobiologii weterynaryjnej. Prowadzone przez niego i wspotpracownikéw
badania dotyczyty doskonalenia laboratoryjnych metod rozpoznawania choréb zakaznych zwierzat
oraz skutecznosci szczepionek. Jako autor podrecznika akademickiego p.t. ,Bakteriologia
Weterynaryjna” i wspoétautor podrecznika ,Zarys Mikrobiologii Weterynaryjnej” w istotnym stopniu
przyczynit sie do wyksztatcenia w tej dziedzinie lekarzy weterynaryjnych i pracownikéw naukowo
i ustugowo-badawczych, w skali kraju. Jako prezydent Komisji Standardéw Swiatowej Organizacji
Zdrowia Zwierzat (OIE) i wspotredaktor Podrecznika Standardéw Metod Diagnostycznych
i Szczepionek (OIE) ma istotny udziat w ujednolicaniu w skali $wiatowej testéw stosowanych
w rozpoznawaniu choréb zakaznych zwierzat. Dorobek naukowy: 181 prac oryginalnych, 29 wy-
dawnictw ksigzkowych, 99 artykutow przegladowych, 55 prac na temat organizacji nauki i polityki
naukowej, 30 instrukcji wdrozeniowych. Jest cztonkiem rzeczywistym Polskiej Akademii Nauk oraz
Polskiej Akademii Umiejetnosci i kilku akademii zagranicznych. W latach 1972-2001 byt dyrektorem
naczelnym Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego w Putawach a w latach 1996-1998 wice-
prezesem PAN.

Profesor dr hab. Zygmunt Pejsak kariere rozpoczynat jako terenowy lekarz weterynarii. Przez pierwsze
osiem lat swojej pracy sprawowat piecze nad hodowlg i produkcjg trzody chlewnej na duzych fermach
Od roku 1980 zwigzany jest z Panstwowym Instytutem Weterynaryjnym w Putawach, gdzie od 25 lat
kieruje Zaktadem Chordéb Swin. Jest wybitnym specjalista i uznanym autorytetem w Polsce i na
Swiecie. Petni funkcje eksperta FAO, OIE, jest cztonkiem korespondentem PAN, cztonkiem Komitetu
Weterynaryjnego PAN i Komitetu Biotechnologii PAN. Petni funkcje prezesa Polskiego Towarzystwa
Weterynaryjnego. Nalezy do grona czotowych specjalistow w zakresie choréb swin na swiecie.
Od ponad 20 lat wygtasza referaty na wszystkich Kongresach International Pig Veterinary Society
(IPVS). Jest Krajowym Kierownikiem Specjalizacji Lekarzy Weterynarii z zakresu Choroby Swin.
Wypromowat 8 doktoréw, byt opiekunem 4 przewoddw habilitacyjnych.

W Polsce jest znanym propagatorem osiggnie¢ wiedzy weterynaryjnej nie tylko wsrod lekarzy
weterynarii, ale takze wsréd hodowcéw i producentéow swin, wsrdd ktorych cieszy sie ogromnym
autorytetem. Opracowat oraz wdrozyt do produkcji szereg szczepionek (Aptovac, Rhinovac,
Suimastivac, etc.) oraz lekéw (Suibicol, KARNO-pig, Hydrodiar, etc.) powszechnie wykorzystywanych
przez lekarzy weterynarii. Za dorobek naukowy i zastugi w szerzeniu wiedzy prof. Zygmunt Pejsak
otrzymat wiele odznaczen w kraju i za granica.
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1. Pojecia podstawowe

Drobnoustroje, ktére wywotujg choroby zakazne zwierzat, w tym swin, sg przyczyng zaburzen
w zdrowiu, manifestujacych sie objawami klinicznymi i zmianami anatomo-patologicznymi. Pierwsze
i drugie na ogot nie sq wystarczajgcg podstawg do pewnego rozpoznania okreslonej jednostki
chorobowej. Drobnoustroje chorobotwdércze moga tez wywotywac infekcje, ktérym nie towarzysza
dostrzegalne badaniem klinicznym objawy, czyli infekcje o przebiegu bezobjawowym. W obu
przypadkach (z objawami lub bez) nastepuje pobudzenie uktadu odpornosciowego zwierzecia,
zwtaszcza limfocytéw B i T przez zawarte w zakazajgcych drobnoustrojach szczegdlne zwigzki
chemiczne, z reguty o strukturze biatkowej (wyjatkowo wielocukrowej). Limfocyty posiadajq
wtasciwos¢ rozpoznawania wymienionych elementéw zakazajgcego drobnoustroju, ktore okresla sie
jako antygeny. Ich swoistos¢ determinujg znajdujace sie na powierzchni antygenéw struktury
aminokwasowe, niekiedy tez i wielocukrowe, zwane epitopami. Efektem potgczenia sie antygenu
z limfocytem B jest przeksztatcenie limfocytu B w komorke plazmatyczng, ktéra nastepnie wytwarza
do surowicy krwi zwierzecia swoiste dla epitopéw antygenu biatka, nazywane przeciwciatami. Obok
tej humoralnej odpowiedzi ma miejsce réwniez odpowiedz komdrkowa, w ktérej powstaniu
uczestniczg — pod wptywem antygenu — limfocyty T. Odpowiedz komérkowa nie jest w niniejszym
opracowaniu przedmiotem zainteresowania. Tematem sg bowiem metody serologiczne, zwigzane
z odpowiedzig humoralng zwierzecia na infekcje, a zwtaszcza diagnostyka serologiczna rozrodczo-
oddechowego zespotu chorobowego swin (ang. porcine reproductive and respiratory syndrome,
PRRS).

W metodach serologicznych wykorzystuje sie dostrzegalny i mozliwy do ilosciowego pomiaru efekt
swoistego reagowania antygenu z przeciwciatem, czyli z pasujacg ,jak klucz do zamka”
immunoglobuling (Ig) surowicy krwi. Wtasciwos¢ ta postuzyta do opracowania licznych metod
badawczych — w tym testow serologicznych - ktére znajdujg zastosowanie przede wszystkim
w wykrywaniu obecnosci i okreslaniu stezenia swoistych przeciwciat w surowicy zwierzat. W wypadku
znanego przeciwciata a poszukiwanego swoistego dla niego antygenu chorobotwérczego
drobnoustroju, jego identyfikacja rowniez moze miec¢ miejsce.

Przy znanym antygenie zmierza sie do okreslenia czy w badanej surowicy wystepuje, i w jakim
stezeniu, swoiste dla niego przeciwciato. Wykazanie jego obecnosci moze wskazywad, z duzym
prawdopodobienstwem, ze badane zwierze zostato zakazone drobnoustrojem chorobotwdrczym,
ktéry ten antygen zawiera. Wynik badania serologicznego stanowi zatem posredni dowod na
zetkniecie sie zwierzecia z patogenem. Fakt ten wykorzystano jako wazny element w doborze metod
diagnostycznych. W zespole tym decydujaca role odgrywa bezposrednie wykrycie i zidentyfikowanie
drobnoustroju, ktéry wywotat zakazenie. Doda¢ nalezy, ze istotne znaczenie w rozpoznaniu choroby
zakaznej majg badania kliniczne, wtacznie z wywiadem i analizg sytuacji epidemiologicznej oraz
badania anatomo- i histopatologiczne.

Metody serologiczne znajdujg na tle innych metod diagnostycznych szczegodlnie szerokie
zastosowanie w rozpoznawaniu i zwalczaniu choréb zakaznych zwierzat, w tym réwniez swin.
Wynika to z ich technicznie tatwiejszego wykonania niz, na przyktad, metod bezposrednie
identyfikacji zarazka. To zas daje mozliwos¢ badania duzej liczby zwierzat w stosunkowo krotkim
czasie i przy mniejszym naktadzie kosztow. Zalety te wykorzystano zwtaszcza do okreslania sytuacji
epidemiologicznej w stadzie oraz weryfikowania skutkéw realizowanych metod zwalczania (ang.
surveillance). Doda¢ nalezy, ze przy spetnieniu wymaganych warunkéw, o ktérych bedzie mowa,
mimo pewnych ograniczen w stosunku do metod bezposredniej identyfikacji drobnoustroju
wywotujgcego chorobe, uzyskuje sie tym sposobem wiarygodne informacje na temat wystepowania
lub niewystepowania okreslonej choroby zakaznej w populacji badanych zwierzat oraz efektow jej
zwalczania.

Sposrdd licznych metod badawczych, ktére znalazty zastosowanie w diagnostyce serologicznej
(aglutynacja, precypitacja, odczyn wigzania dopetniacza, odczyn radioimmunologiczny i szeregu
innych) najbardziej przydatny okazuje sie byc¢ test immunoenzymatyczny, ELISA (ang.Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay). Skrét ten wywodzi sie z jezyka angielskiego. E — jest pierwsza literg stowa
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enzyme czyli enzym, L — stowa linked czyli potaczony, | - immunosorbent czyli immunosorbcyjny
I A — stanowi pierwszg litere stowa assay czyli metoda badawcza.

ELISA odznacza sie wysokq czutoscig. Stwarza zatem mozliwosc¢ stwierdzenia w surowicy badanej
nawet niskich stezen przeciwciat, nie wykrywalnych innymi testami serologicznymi. Cechuje sie
réwniez duzego stopnia specyficznoscig, to jest matfg liczbg odczynéw fatszywie dodatnich.
Dodatkowo, jest to metoda, ktdra nie wymaga drogiego wyposazenia; jest tez technicznie prosta.

2. Pozyskiwanie surowicy do badan serologicznych

Rodzaj pobieranych prébek do badan laboratoryjnych zalezy od oczekiwanej informacji oraz
metody badawczej, ktéra ma zostac zastosowana. Do badania swin testem ELISA na obecnos¢
swoistych dla okreslonych choréb zakaznych przeciwciat pobierana jest krew. Zabieg nalezy wykonac
w warunkach aseptycznych po odkazeniu miejsca naktucia. Krew pobierana jest badz do potaczonej
z igfg sterylnej strzykawki, badz z igty bezposrednio do jatowej probéwki lub kolbki. Pobierana jest
zazwyczaj z zylty czczej przedniej lub zyly jarzmowej. Nastepnie przechowuje sie jg w temperaturze
otoczenia (mozliwie nie powyzej 25°C) przez 1 do 2 godzin, do wytworzenia sie skrzepu. Skrzep
oddziela sie od scianek naczynia sterylng bagietkg i umieszcza probdéwke lub kolbke w chtodziarce
o temperaturze 4°C. Po kilkugodzinnej lub catonocnej inkubacji surowice nalezy oddzieli¢ od skrzepu
przez dekantacje lub sciggniecie pipeta, wykonujac to przy zachowaniu zasad aseptyki. W kolejnosci
uzyskany materiat odwirowuje sie przy okoto 1000 g przez 10-15 minut i oddziela od osadu krwinek
zlewajac surowice do osobnej probdéwki.

Nadajgca sie do badan testem ELISA surowica nie powinna wykazywac¢ hemolizy, nie moze by¢
rowniez zakazona drobnoustrojami oraz nie powinna by¢ konserwowana kwasem bornym,
tiomersalem lub innymi tego rodzaju dodatkami.

3. Zasada wykonania testu ELISA

Na dnie zagtebien, czyli basenikéw ptytki polistyrenowej (wzglednie z innego rodzaju plastiku)
adsorbuje sie w sposéb gwarantujacy przytwierdzenie mimo ptukania znany antygen, ktérym jest
wirus lub bakteria wzglednie ich ekstrakt. W kolejnosci antygen nawarstwia si¢ rozcienczeniem
surowicy badanej i inkubuje przez wymagany okres czasu (np. 1 godzine lub przez noc)
w temperaturze pokojowej. Nastepnie przeptukuje sie kazdy basenik ptytki ptynem fizjologicznym lub
buforem PBS w celu usuniecia nie zwigzanych z antygenem przeciwciat surowicy. Kolejnym
nawarstwianym odczynnikiem jest koniugat. Stanowi go anty-surowica swoista dla biatka surowicy
badanej, potagczona (skoniugowana) z enzymem — w tym przypadku z peroksydazg chrzanowa,
chociaz stosowane mogga by¢ réwniez inne enzymy. Ponownie nastepuje jednogodzinna (lub zaleznie
od techniki, dtuzsza) inkubacja w temperaturze pokojowej, po czym przeptukuje sie basenik ptynem
fizjologicznym lub PBS. W kolejnosci dodaje sie do basenika swoisty dla enzymu substrat. W przy-
padku obecnosci enzymu, a tym samym obecnosci swoistego dla znanego antygenu przeciwciata, (z
ktorym mogt sie z tego wzgledu zwigzac koniugat), pojawia sie reakcja barwna. Intensywnosc jej, czyli
gestos¢ optyczng — OD (ang. optical density) okresla sie przy uzyciu spektrofotometru.

Zaprezentowane ponizej ryciny przedstawiajg schematycznie test posredni ELISA stuzacy do
wykrywania przeciwciat (Ryc. 1) oraz ten sam test w odmianie okreslanej jako blocking ELISA (Ryc. 2).
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Ryc 1. Schemat testu posredniego ELISA
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Ryc 2. Schemat testu blocking ELISA

[suzfido Pso1sab 1Uhzopo

bumieq 3byeas
obasklnwAziyez
NIOM]ZOJ 3lUIS3IURU

aD{SAIaIU OgejS dJuaIMIegeZ gn|

eludIMIeqRZ YeIq ANISAIQIIU dIUdIMIRqRZ

X
|A

m  NRISqnS djudisalueu +

H alueynyd
IA X
X *
|A X
X n1ebniuoy aluaisalueu +
aueynyd
|A lauepeq Aqoid auaisaiueu

MAd foklezozseydo uabhiue

~<=<=

ejuepop eqoud — @
jepmpazid yhuempnzsod ysoudaqo

@ euws(n eqoid —
jepmpazid yoAuempinzsod yeiq

1qo.d [suepeq m ejepmidazid



ELISA w serologicznym rozpoznawaniu rozrodczo-oddechowego zespotu chorobowego $win

Okreslenie ilosci przeciwciat w badanej préobie (odpowiednika miana surowicy przy zastosowaniu
innych testéw serologicznych, np. odczynu aglutynacji) dokonuje sie przez poréwnanie gestosci
optycznej, czyli OD surowicy badanej z OD surowicy standardowej (czyli surowicy kontrolnej dodatniej
o progowym jednoznacznie dodatnim stezeniu przeciwciat). W tym celu dzieli sie wartos¢ OD
surowicy badanej czyli pobranej do badania prébki (S, ang. sample czyli prébka) przez wartos¢ OD
surowicy kontrolnej dodatniej zestawu (P czyli ang. positive = dodatni). Otrzymana liczba okreslajaca
stosunek S/P okresla ilos¢ przeciwciat obecnych w surowicy badanej. Wartosci S/P nizsze od ustalone;j
wartosci progowej (np. 0,4) uznawane sg jako wyniki ujemne. Nie oznacza to, ze surowica, dla ktére;
w tescie ELISA uzyskano wartosc¢ S/P nizszg niz 0,4 nie zawiera przeciwciat. Mogg by¢ one obecne,
jednak ich poziom znajduje sie ponizej zatozonego progu czutosci danego testu diagnostycznego.

Firma IDEXX zaproponowata dla zestawu ELISA do diagnostyki serologicznej zespotu rozrodczo-
oddechowego swin wyrazanie wartosci S/P liczbami catkowitymi od 0 (surowica ujemna) do 9 (suro-
wica b. wysoko dodatnia) — tzw. grupy mian przeciwciat (ang. Titer Groups). Umowne grupy mian
przeciwciat, czyli indeksy odpowiadajgce zakresom wartosci S/P przedstawia tabela 1.

Tabela 1. Grupy mian przeciwciat (indeksy) odpowiadajace zakresom wartosci S/P

Indeks Wartos¢ S/P Indeks Wartos¢ 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

Opis i zasada dziatania testu HerdChek* PRRS Virus Antibody Test Kit 2XR zgodnie z instrukcjg firmy IDEXX.

Zestaw HerdChek* PRRS Virus Antibody Test Kit 2XR jest testem immunoenzymatycznym
przeznaczonym do wykrywania przeciwciat przeciwko wirusowi rozrodczo-oddechowego zespotu
chorobowego (PRRS) w surowicy swin. Ptytki w tym zestawie optaszczono w ten sposéb, ze w dotkach
kolumn nieparzystych znajduje sie wirusowy antygen PRRS (dodatni), a w dotkach kolumn parzystych
—antygen NHC (normal host cell — kontrolny, ujemny). W trakcie inkubacji badanych prébek surowic,
zawarte w nich specyficzne przeciwciata tworzg kompleksy z wirusowym antygenem PRRS. Natomiast
antygen kontrolny (NHC-ujemny) zostat zastosowany w celu sprawdzenia czy obce w surowicy
immunologlobuliny skierowane przeciwko komorkowym komponentom szczepionek stosowanych
u swin nie majq wptywu na wyniki testu.

Po inkubacji oraz usunieciu niezwigzanych biatek z dotkéw ptytki poprzez ptukanie, do dotkow
wprowadza sie koniugat, znakowany peroksydaza, przytaczajacy sie do wszelkiego rodzaju
przeciwciat zawartych w badanej surowicy. Po usunieciu nadmiaru koniugatu poprzez jego
wyptukanie, do dotkdéw wprowadza sie substrat (TMB), w rezultacie czego dochodzi do reakg;ji
barwnej.

Przy obliczaniu oraz interpretacji wynikéw nalezy uwzglednié¢ stosunek natezenia reakcji barwnej
w dotkach z antygenem PRRS do intensywnosci zabarwienia w dotkach z antygenem kontrolnym
NHC.

Sktad zestawu:
Uwaga: wszystkie odczynniki przechowywad w temperaturze od 2 do 7°C.
Zestaw przeznaczony jest tylko do uzytku weterynaryjnego.

A. 5 mikroptytek, kazda z nich sktada sie z 6 paskow 2x8 dotkéw optaszczonych wirusowym
antygenem PRRS (kolumny nieparzyste) oraz antygenem kontrolnym, ujemnym NHC (kolumny
parzyste)

B. 1 flakon (60 ml) koniugatu (Anti-Porcine: HRPO conjugate)

C. 1 fiolke (4 ml) dodatniej surowicy kontrolnej (PRRS Positive Control)

D. 1 fiolke (4 ml) ujemnej surowicy kontrolnej (Porcine Negative Control)
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ELISA w serologicznym rozpoznawaniu rozrodczo-oddechowego zespotu chorobowego $win

E. 1 flakon (150 ml) rozcienczalnika do surowic badanych (Sample Diluent) w buforze fosforanowym
ze stabilizatorami proteinowymi, zawierajacego azydek sodu jako srodek konserwujacy.

F. 1 flakon (60 ml) substratu (TMB substrate)

G. 1 flakon (235 ml) roztworu do ptukania (zageszczonego 10-krotnie) — (Wash Concentrate)
konserwowanego gentamycyna

H. 1 flakon (60 ml) roztworu zatrzymujacego rekcje barwng (Stop Solution)

Czynnosci wstepne:

1. Wyjac zestaw z chtodni i ogrza¢ do temperatury pokojowej (18-23 °C). Wymiesza¢ odczynniki przez
delikatne zawirowanie lub wstrzgsanie.

2. Przygotowad odpowiednig objetosc ptynu do ptukania. Skoncentrowany (10x) bufor do ptukania
powinien byc¢ przed uzyciem umieszczony w temperaturze pokojowej i mieszany az do uzyskania
catkowitego rozpuszczenia zawartych w nim soli. Przed uzyciem nalezy go rozcienczyc¢ 1:10 przy
uzyciu destylowanej/dejonizowanej wody (np. 30 ml koncentratu plus 270 ml wody na 1 ptytke do
badania).

3. Rozcienczy¢ 1:40 badane probki surowic w osobnej ptytce lub probdéwkach (np.: 10 ul surowicy
rozcienczy¢ w 390 ul rozcienczalnika) — dobrze wymieszac.

Uwaga: Nie rozcienczac surowic kontrolnych.

Wykonanie testu:

1. Opisac i zanotowac pozycje kazdej badanej probki na odpowiednim formularzu.

2. Wla¢ po 100 ul nie rozcieficzonej ujemnej surowicy kontrolnej do dotkdéw z wirusowym antygenem
PRRS — C1i D1 oraz do dotkéw z antygenem NHC — C2 i D2 (zachowa¢ kolejnos¢!)

3. Wlac po 100 ul nie rozcienczonej dodatniej surowicy kontrolnej do dotkdw z wirusowym antygenem
PRRS — A1 i B1 oraz do dotkéw z antygenem NHC — A2 i B2 (zachowac kolejnosc!)

4. Wla¢ po 100 ul badanych surowic (rozcienczonych uprzednio 1:40) do sasiadujgcych ze soba
dotkéw z antygenem PRRS i NHC (np. E1i E2, F1i F2 itd.).
Préby powinny by¢ badane w dwdch powtoérzeniach, rozmieszczenie surowic kontrolnych

i badanych przedstawiono na ponizszym schemacie.

P N P N P N P N P N P N
R H R H R H R H R H R H
R C R C R C R C R C R C
S S S S S S

A P P 5 5

C | N | N
D | N | N
E | 1 1
Fl2 | 2
G | 3 | 3
H| 4| 4

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1" 12 13

N — ujemna surowica kontrolna Kolumny 1,3,5,7,9,11 - dotki optaszczone wirusowym

P - dodatnia surowica kontrolna antygenem PRRS

1,2,3 itd. - numery kolejnych prébek badanych Kolumny 2,4,6,8,10,12- dotki optaszczone kontrolnym
surowic antygenem NHC
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Ul

. Inkubowac ptytki przez 30 min. w temperaturze pokojowe;.
. Po inkubacji odessa¢ doktadnie zawartos¢ wszystkich dotkow i poddac jg dekontaminacji.

7. Kazdy dotek przeptukad 3-5-krotnie uzywajac po ok. 300 ul wody destylowanej lub dejonizowanej
(po kazdym ptukaniu aspirowac ptyn). Unika¢ wysuszenia ptytki pomiedzy ptukaniami i przed
dodaniem koniugatu. Pozostate w dotkach po ostatnim ptukaniu resztki ptynu silnie wytrzasnac
na podtoze absorbujace.

8. Do kazdego dotka nanies¢ po 100 ul koniugatu — znakowanego HRPO.

9. Inkubowac ptytki przez 30 min. w temperaturze pokojowe;j.

10. Ptukanie jak w punktach 6i 7.

11. Do kazdego dotka nanies¢ po 100 ul roztworu substratu TMB.

12. Inkubowac przez 15 min. w temperaturze pokojowej.

13. Do kazdego dotka nanies¢ po 100 ul roztworu zatrzymujacego reakcje barwna.

14. Odczyta¢ OD (wartos¢ absorbcji — gestos¢ optyczng) przy uzyciu czytnika ELISA, stosujac filtr
o dtugosci fali 650 nm.

15. Obliczy¢ wyniki.

[e))]

Wyniki:

Test jest wazny kiedy spetnione sg ponizsze warunki:

* Srednia gesto$¢ optyczna x OD dodatniej surowicy kontrolnej z antygenem PRRS (PC:PRRS) minus
srednia gestos¢ optyczna X OD ujemnej surowicy kontrolnej z antygenem PRRS (NC:PRRS) jest
>0,150.

» Srednia warto$¢ OD dla surowicy kontrolnej dodatniej z antygenem NHC (PC:NHC) jest < 0,120.

* Srednia warto$¢ kontroli negatywnej (NC:NHC) musi by¢ < 0,250; dodatkowo $rednia wartos¢
kontroli negatywnej NCx musi by¢ < 0,150. Przy innym wyniku test musi by¢ powtdrzony.

Dodatnia surowica kontrolna jest wystandaryzowana i zawiera odpowiedni poziom specyficznych
przeciwciat anty-PRRS. Zastosowanie antygenu NHC zapewnia mozliwos¢ uwzglednienia jego wptywu
na wyniki uzyskane z antygenem PRRS.

Obecnos¢ lub brak przeciwciat anty-PRRS wyraza sie poprzez stosunek OD prébki badanej (S) do OD
dodatniej surowicy kontrolnej (P), tzn. S/P.

Obliczanie wynikéw:
1. Obliczanie sredniego OD ujemnej surowicy kontrolnej (NC:PRRS)
Wirusowy antygen PRRS (dotki C1, D1)

0D NC : PRRS = —22.C! 42“ 0D Df
0,11+ 0,13
Przyktad = 5 =0,12

2. Obliczanie sredniego OD dodatniej surowicy kontrolnej (PC:PRRS), (PC:NHC)
Wirusowy antygen PRRS (dotki A1, B1):

OD PC : PRRS = —CD A ;r 0D B1
0,360 + 0,384
Przykfad = > 0372
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Antygen NHC (dotki A2, B2):

0D PC: NHC = A2 002
0,060 + 0,070
Przyktad = 5 = 0,065

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

0D prébki: PRRS — OD prébki: NHC
(OD PC:PRRS) — (OD PC:NHQ)

Przyktad: jezeli OD prébki PRRS = 0,750, a OD probki NHC = 0,15
to wowczas:

SIP =

gp— 07500150  _ 0600 _ g4
0,372 - 0,065 0,307

Interpretacja wynikow:
1. Préby ze wspodtczynnikiem S/P < 0,4 uwaza sie za negatywne na obecnos¢ przeciwciat PRRS.
2. Proby ze wspotczynnikiem S/P > 0,4 uwaza sie za pozytywne na obecnos¢ przeciwciat PRRS.

4. Walidacja

Przed kontynuowaniem omawiania znaczenia testu ELISA, zwtaszcza w diagnostyce PRRS,
przedstawione zostang dane dotyczace walidacji diagnostycznych metod badawczych, w tym testu
ELISA.

W celu zapewnienia tym metodom badawczym wysokiej efektywnosci i wartosci (ang. per-
formance), na ktéra sktada sie analityczna i diagnostyczna czutos¢ i specyficznos¢, precyzja
i doktadnos¢, powtarzalnos¢ i odtwarzalnos¢ oraz wartos¢ przewidywalna wyniku dodatniego
i ujemnego — muszg one by¢ poddane — procesowi walidacji, czyli ocenie gwarantujacej wartosc
poszczegolnych parametréw. Potwierdza ona, ze dany zestaw diagnostyczny spetnia wymagania,
gwarantujgce uzyskanie wiarygodnego wyniku, zgodnie z aktualnym stanem wiedzy.

Wazna role w procesie walidacji odgrywajg standardy miedzynarodowe: surowica wysoce dodatnia
w odniesieniu do czynnika etiologicznego wywotywanej choroby zakaznej, surowica nisko dodatnia
(np. o S/P = 0.4) oraz surowica ujemna (w ktdrej stosowang metodg badawcza nie stwierdza sie
swoistych przeciwciat).

Standardy te opracowywane i wytwarzane sg w laboratoriach uznanych przez autorytatywne
organizacje jak np. Swiatowa Organizacje Zdrowia (WHO) lub Miedzynarodowy Urzad Epizootii czyli
Swiatowa Organizacje Zdrowia Zwierzat (OIE) za referencyjne w skali miedzynarodowej dla okreslonej
choroby zakaznej. Sq nimi przewaznie laboratoria panstwowe, ale mogg by¢ réwniez laboratoria
prywatne, w tym znajdujgce sie w ramach instytucji przemystu bioweterynaryjnego. Wytwarzane dla
celéw komercyjnych standardy i zestawy do diagnostyki serologicznej, w tym zestawy ELISA, musza
przechodzi¢ proces walidacji, kontrolowany przez miarodajne czynniki panstwowe.

Wytwarzane w miedzynarodowych laboratoriach referencyjnych standardy surowic sg
przekazywane do krajowych laboratoriéw referencyjnych — w Polsce do Panstwowego Instytutu
Weterynaryjnego w Putawach — gdzie na ich podstawie sporzadzane sq standardy krajowe. Te za$
dostarczane s3 w miare potrzeby do laboratoriow regionalnych, czyli Zaktadéw Higieny
Weterynaryjnej poszczegolnych wojewddztw.
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5. Analityczna i diagnostyczna czutos¢ i specyficznos¢

Analityczna czutos¢ oznacza najmniejszg ilos¢ substancji oznaczanej czyli analitu (w naszym
przypadku przeciwciat swoistych) lub najstabsza mozliwg do wykrycia reakcje, wskazujgcg na ich
obecnos¢. Okreslenie analitycznej czutosci w kategoriach absolutnych wymaga stosowania
oczyszczonych analitow. W zfozonych biologicznych systemach, takich jak interakcje antygen-
przeciwciato, jest to czesto niemozliwe. Czutos¢ analityczna bywa zatem okreslana posrednio np.
przez poréwnanie miana koncowego surowicy wifasnej z mianem standardowej surowicy
referencyjnej, przy uzyciu tego samego antygenu.

Analityczna specyficzno$¢ oceniana jest na podstawie testowania zbioréw okreslanych tez
zestawami probek (ang. panels of samples), uzyskanych od zwierzat, u ktérych wystgpity infekcje,
wywotane przez drobnoustroje spokrewnione z poszukiwanym. Im nizszy jest poziom reakgji
krzyzowej, tym wyzszy jest poziom analitycznej specyficznosci. W zaleznosci od celu, w jakim metoda
badawcza jest stosowana, poziom analitycznej specyficznosci moze by¢ gatunkowo, grupowo lub
subgrupowo specyficzny.

W sytuacji idealnej, ocena diagnostycznej czutosci i specyficznosci powinna wynika¢ z testowania
zbioru probek od zwierzat zakazonych okreslonym drobnoustrojem chorobotwdrczym w warunkach
kontrolowanego doswiadczenia. Od zwierzat tych w kolejnych dniach po infekcji pobierane sg prébki
krwi. Ich badanie umozliwia wskazanie momentu pojawienia sie przeciwciat. Surowica, w ktorej
przeciwciata stwierdzono po raz pierwszy uznawana jest za surowice ,,minimalnie dodatnig”, o znanej
przesztosci i znanym stanie co do zakazenia.

Czesto trudno jest uzyskac¢ do zakazenia doswiadczalnego zwierzeta, co do ktérych na pewno
wiadomo, ze przedtem nie zetknety sie z drobnoustrojem chorobotwdérczym, o ktéry chodzi lub
antygenowo pokrewnym. Uzyskanie probek od zwierzat, ktére na pewno nie sg zakazone (w tym
przypadku chodzi o standardy surowic na pewno ujemnych) réwniez moze okazac sie trudne. Tak jest
w szczegolnosci w rejonach, w ktorych choroba wystepuje enzootycznie. W niektorych przypadkach,
moze zaistnie¢ w zwigzku z tym koniecznos¢ badania grup zwierzat nie zakazonych (czyli ujemnych,
stanowiacych grupe kontrolng), ktére znajduja sie na terenach znacznie oddalonych od populac;ji
zwierzat, ktoéra jest przedmiotem badan (np. w przypadku BSE z Nowej Zelandii, jezeli badanie
dotyczy populacji bydta w Europie).

Diagnostyczna czutos¢ — ang. sensitivity (Sn) okreslana jest w grupie wszystkich zwierzat na pewno
zakazonych, co przyjmuje sie jako 100% odsetek reagujacych dodatnio przy uzyciu ocenianej metody.
Wyniki ujemne sg w tym przypadku wynikami fatszywie ujemnymi.

Diagnostyczna specyficznos¢ — ang. specificity (Sp) okreslana jest w grupie zwierzat, w ktore;
wszystkie osobniki sg na pewno nie zakazone, co przyjmuje sie jako 100% odsetek reagujgcych
ujemnie przy uzyciu ocenianej metody. Wyniki dodatnie stanowig w tym przypadku wyniki fatszywie
dodatnie.

Liczba prébek referencyjnych, wymaganych w ocenie Sn i Sp danej metody badawczej okreslana jest
za pomocg odpowiednich metod statystycznych, co nie wyklucza btedéw zwigzanych z istotg
skomplikowanych i wieloczynnikowych reakgcji biologicznych. Totez zgodnie z ogdlnie przyjetg zasada
dla okreslenia Sn zaleca sie zbadanie nie mniej niz 300 na pewno zakazonych zwierzat, a dla
okreslenia Sp nie mniej niz 1000 na pewno nie zakazonych zwierzat.

W celu kalkulowania ocen Sn i Sp, wyniki metody badawczej nalezy kwalifikowad jako pozytywne
badz negatywne. Rozdzielajacy je punkt (ang. cut off) okreslany jest jako punkt graniczny.

Zaktadajac, ze wiasciwe zestawy prébek od na pewno zakazonych i na pewno nie zakazonych
zwierzat zostaty zbadane oraz trafnie okreslono najnizsze, dodatnie miana wzglednie indeksy S/P
- wtedy mozliwe jest sprecyzowanie (ang. calculated) czutosci i specyficznosci metody, co ilustruje
tabela 2 i nastepujacy tekst.
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Tabela 2

Status co do zakazenia zwierzecia
Wynik testu: Zakazone Niezakazone
Dodatni TP FP
Ujemny FN TN

Diagnostyczna czutos¢ = TP/ (TP + FN)

Diagnostyczna specyficznos¢ = 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"” fatszywie pozytywne
i ,FN" fatszywie negatywne wyniki, zgodnie z wynikami testu, poréwnujac do statusu zakazenia.

Poréwnanie diagnostycznej czutosci i specyficznosci jakiejkolwiek metody badawczej (czyli testu)
z inng metodg badawczg (w obu przypadkach metod stuzacych temu samemu celowi np. wykryciu,
czy zwierze jest zakazone wirusem PRRS) moze mie¢ miegjsce tylko wtedy, kiedy obiema metodami
badane sg probki pochodzace od tych samych zwierzat na pewno zakazonych i na pewno nie
zakazonych. W innym przypadku poréwnanie obarczone jest btedem.

Czesto nowe metody badawcze sq porownywane z istniejgcg, metodg standardowgq okreslang jako
tzw. ,ztoty standard” (ang. golden standard). Metoda ta uznana jest w danym czasie jako majaca
aktualnie najwyzszg diagnostyczng czutos¢ i/lub specyficznos¢ sposrdd wszystkich innych, bedacych
w uzyciu (stuzacych do rozpoznawania tej samej choroby zakaznej). W takiej sytuacji nowa metoda
badawcza moze by¢ poréwnana z istniejgcym standardem w kategoriach ,,wzglednej” czutosci
i specyficznosci (Tabela 3). Jednakze warunkiem jest pewnos¢, ze wyniki standardowej metody
badawczej sg doktadnym odzwierciedleniem prawdziwego stanu infekcyjnego zwierzecia.

Tabela 3
Wyniki testu standardowego
Wynik testu: Dodatni Ujemny
Dodatni TP FP
Ujemny FN TN

= TP/ (TP + FN)
= TN/ (TN + FP)

Wzgledna czutosc
Wzgledna specyficznos¢

Gdzie ,TP" przedstawia prawdziwie pozytywne, ,TN” przedstawia prawdziwie negatywne,
.FP" przedstawia fatszywie pozytywne i ,FN” przedstawia fatszywie negatywne wyniki, zgodnie
w wynikami standardowej metody badawczej, do ktdrej nastepuje poréwnanie.

W przypadku niezrozumiatych niezgodnosci nalezy ponownie przeanalizowa¢ czy dysponujemy
zwierzetami o prawdziwie i trafnie okreslonym statusie co do ich zakazenia.

6. Precyzja i doktadnos¢

Precyzja jest miarg rozrzutu wynikéw wielokrotnego badania tej samej probki. Doktadnos¢ jest
miarg zgodnosci miedzy wartoscig walidowanej metody badawczej a wartoscig metody referencyjnej
uznawanej jako ,,ztoty standard”, co do miana lub koncentracji identyfikowanego czynnika.

7. Powtarzalnos$¢ i odtwarzalnos¢
Powtarzalnos¢ powinna by¢ okreslana zawsze w tym samym laboratorium. Stopien zmiennosci
powinien by¢ okreslany na podstawie powtérzen (ang. replicates) badania prébek kontrolnych, tak
w obrebie kazdej, wykonywanej serii badan jak tez miedzy seriami wykonywanych badan (ang.
between runs) przy uzyciu tej samej metody badawczej. Gérne i dolne granice btedu dopuszczalnego
13
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powinny byc¢ ustanowione dla kazdej sposréd dodatnich i ujemnych kontroli jako miara doktadnosci
testu. Te granice okreslg czy wyniki z badan wszystkich grup probek moga by¢ przyjete czy tez wyniki
badan ktorejs z grup probek powinny by¢ odrzucone.

Odtwarzalnos¢ (ang. reproducibility) jest okreslana poprzez badanie znanych probek w szeregu
laboratoriow, ktére uzywajg identycznych metod badawczych i takich samych odczynnikéw. Stopien
w jakim zbiorczy wynik dla kazdej prébki rézni sie od wartosci spodziewanej jest wskaznikiem
odtwarzalnosci testu i dostarczania miary precyzji i doktadnosci miedzy laboratoriami.

Stopien zgodnosci wynikdéw uzyskanych w badaniach migedzylaboratoryjnych uznaje si¢ jako wazny
element w ocenie metody badawczej.

8. Wartos¢ przewidywana wyniku dodatniego i ujemnego

Wartos¢ przewidywana wyniku dodatniego (PV+) jest odsetkiem wynikéw pozytywnych,
uzyskanych w metodzie badawczej, ktére poprawnie identyfikujg zakazone zwierzeta.

Przewidywana warto$¢ wyniku ujemnego testu (PV-) jest odsetkiem ujemnych wynikéw, uzyskanych
w metodzie badawczej, ktére poprawnie identyfikujg nie zakazone zwierzeta.

Przewidywana wartos¢ (ang. performance) metody badawczej jest zalezna od ocen jej
diagnostycznej czutosci i specyficznosci. Wptyw na wartos¢ przewidywang ma réwniez dynamika
infekcji, zalezna od patogennosci i zakaznosci szczepu chorobotwoérczego drobnoustroju oraz
wrazliwosci populacji zwierzat bedacych przedmiotem badan (ang. target population) jak réwniez
punkt czasowy pobranych do badan prob.

Nalezy mie¢ swiadomos¢, ze zwalidowana metoda badawcza wymaga statego nadzoru co do
utrzymania sie w takim samym stanie, w celu zapewnienia jej wiarygodnosci. Dane tej wewnetrznej
kontroli jakosci stanowig niezbedng gwarancje precyzji i doktadnosci metody w obrebie laboratorium.

W celu okreslenia jednorodnosci czyli identycznosci (ang. uniform production quality) wszystkich
nowych partii reagentéw (ang. batches) powinno zosta¢ przeprowadzone badanie zbioru probek
o roznych, wystepujacych w praktyce mianach przeciwciat.

Modyfikacje metodyki produkcji odczynnikéw lub parametréw metody badawczej wymagajg oceny
czy nastgpita jakakolwiek zmiana w jej wartosci diagnostycznej (ang. performance characteristics of
the assay). Mate modyfikacje, ktére poprawiajg powtarzalnos¢ i odtwarzalnos¢ bez wptywu na
analityczne mozliwosci metody badawczej, czyli jej wartos¢ diagnostyczng, mogg nie wymagac
petnej, nowej oceny diagnostycznej czutosci i specyficznosci.

Kazda powazniejsza modyfikacja metody badawczej, jak wprowadzenie odczynnika tego samego,
ale wytworzonego za pomocg innej technologii produkgji lub zastosowanie innego odczynnika,
wymaga kompletnej, ponownej oceny wartosci diagnostycznej, czyli walidacji metody badawczej
i poréwnania z pierwotng instrukcja, czyli protokotem danej procedury, uznanej za standardowa.

W trakcie kontrolowania metody, co do jej wartosci po wprowadzeniu zmian wymienionych — na
samym wstepie moze okazac sie, ze wyniki uzyskane sg identyczne z wynikami testu standardowego.
Wtedy ponowna, petna walidacja nie jest konieczna.

9. Wartos¢ testu ELISA w badaniach materiatu terenowego w kierunku PRRS

W przypadku probek z terenu, ocena diagnostycznej czutosci i specyficznosci, czyli wiarygodnosci
wynikow powinna dodatkowo uwzglednia¢ konkretne sytuacje.

Czutos¢ diagnostyczna testu w warunkach praktyki terenowej faczy sie ze sprawnoscig wykrywania
zwierzat zakazonych. Ma to szczegoélnie duze znaczenie w przypadku populacji wolnych od infekgji,
w ktorych pojawiajg sie pierwsze osobniki zakazone.

Pozadana diagnostyczna specyficznos¢ (Sp) gwarantuje, ze wynik ujemny $wiadczy, iz badane
zwierze, a zwfaszcza badana populacja zwierzat jest rzeczywiscie wolna od infekcji. Obrazuje to tabela
4i5.
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Tabela 4 Potencjalne wyniki testu diagnostycznego

Zwierzeta zakazone

Zwierzeta niezakazone

wynik negatywny

Fatszywie ujemne

Test pozytywny wzgl. A B
wynik pozytywny Prawdziwie dodatnie Fatszywie dodatnie
Test negatywny wzgl. C D

Prawdziwie ujemne

Tabela 5 Definicja specyficznosci (Sp), czutosci (Sn) i wartosci przewidywanej (predictive value, PV)

Parametry testu Wzér
A
Diagnostyczna czutos¢ (Se) (A+C)
. _ D
Diagnostyczna specyficznos¢ (Sp) (B+D)
' A
Pozytywna przewidywana wartos¢ (PV+) (A+B)
. D
Negatywna przewidywana wartos¢ (PV-) (C+D)

A — Wyniki prawdziwie dodatnie

B — Wyniki fatszywie dodatnie

C — Wyniki fatszywie ujemne

D — Wyniki prawdziwie ujemne

Jak wynika z przedstawionych danych — im wyzsza jest Sp tym nizsze jest prawdopodobienstwo
uzyskania wynikow fatszywie dodatnich (Smith, 1995). Chroni to przed niewtasciwym uznaniem
populacji wolnej od infekcji za zakazong oraz przed zawyzeniem odsetka zwierzat zakazonych (ang.
prevalence) w populacji dotychczas uwazanej za ujemna.

Dodatkowo zaleca sie by, w celu jeszcze wiekszego uwiarygodnienia uzyskanych wynikow badan,
w tym przy uzyciu metod serologicznych, a zatem rdéwniez testu ELISA, laboratoria krajowe
i regionalne przeszly realizowany przez specjalnie powofane instytucje proces akredytacji,
z uwzglednieniem wymagan ISO/IEC (ang. International Standards Organization/International
Electrotechnical Commission), w tym zwtaszcza dokumentu ISO 17025.

Uzyskanie przez laboratorium diagnostyczne akredytacji wspiera, oproécz spetnienia uprzednio
podanych warunkéw, uznanie otrzymywanych wynikow za wiarygodne, nie tylko w odniesieniu do
potrzeb krajowych lecz réwniez w miedzynarodowym obrocie zwierzetami i produktami zwierzecymi.

Mimo dysponowania zwalidowanymi testami serologicznymi oraz wykonywania badan
w laboratoriach akredytowanych, z kompetentnym i zaangazowanym personelem — nie mozna
wykluczy¢ mozliwosci uzyskania wynikéw fatszywie dodatnich i fatszywie ujemnych. Te pierwsze sg
rezultatem mozliwosci zakazenia badanego zwierzecia drobnoustrojem o podobnych pod wzgledem
swoistosci antygenach do antygenow drobnoustroju, ktéry wywotuje chorobe, w kierunku ktérej
prowadzone jest postepowanie diagnostyczne. Drugie — czyli wyniki fatszywie ujemne — moga faczy¢
sie z niemoznoscia wytwarzania przez zakazone zwierze przeciwciat swoistych dla czynnika
etiologicznego, czyli drobnoustroju wywotujagcego chorobe. Mimo to ocenia sie, iz w sytuacji
normalnej, majacej miejsce najczesciej, uzyskane przy pomocy testow serologicznych wyniki, w tym
testem ELISA, sg w 95% wiarygodne.

Mozna zatem stwierdzi¢, ze badania serologiczne spetniajg waznga role w rozpoznawaniu choréb
zakaznych w terenie. Jednakze, jak wspomniano, w pewnym odsetku, z requty nizszym niz liczba
probek pobranych do badan serologicznych wymagana jest dodatkowo izolacja i bezposrednia
identyfikacja czynnika etiologicznego, wywotujgcego dang chorobe. Niezbedng czynnoscig
w rozpoznawaniu i zwalczaniu choréb zakaznych jest lekarsko-weterynaryjne badanie kliniczne
i zwigzane z tym przeglady stad zwierzat pod katem ich stanu zdrowia.

Wartos¢ badan serologicznych podnosi badanie wielokrotne tych samych zwierzat w stadzie
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i konfrontowanie uzyskanych wynikéw. Wzrost mian, czyli stezen przeciwciat w powtarzanym
badaniu, a nawet ilosciowo taki sam lub nizszy wynik dodatni, potwierdza poprzednie rozpoznanie,
charakteryzujgc dodatkowo dynamike procesu zakazenia.

10. Wykorzystanie testu ELISA w praktyce lekarsko-weterynaryjnej

Ponizej przedstawione zostang zadania, dla rozwigzania ktorych zalecane jest wykorzystanie testu
ELISA, uzytego do okreslania obecnosci w surowicy badanych zwierzat przeciwciat swoistych. Sg nimi:
1. Wykrycie pierwszych, wzglednie nowych przypadkéw infekeji, czyli uzyskanie odpowiedzi czy

wystepuje ona w danej populacji zwierzat (ang. incidence).

2. Ustalenie odsetka zakazonych zwierzat w stadzie, wzglednie szerzej, w szeregu stad
zlokalizowanych na terenie kraju lub jego strefy — w okreslonym punkcie czasowym, kiedy infekcja
wystepuje od dtuzszego czasu — chodzi o informacje czy odsetek zwierzat zakazonych spada, czy
tez wzrasta (ang. prevalence).

3. Monitorowanie (ang. monitoring) czyli wielokrotne badanie tych samych zwierzat, znajdujacych sie
z reguty w duzej grupie, metodami serologicznymi, w tym testem ELISA, w kierunku okreslonej
choroby zakaznej.

4. Wspomaganie zwalczania choroby zakaznej przez okresowe sprawdzanie przy uzyciu metod
serologicznych, w tym testu ELISA, czy w wyniku realizowanego postepowania lekarsko-
weterynaryjnego — liczba zwierzat reagujacych dodatnio zmniejsza sie i w jakim stopniu, czy tez nie
obserwuje sie tego rodzaju efektu (ang. surveillance).

Zaleznie od rodzaju choroby zakaznej stosowane sg rézne testy serologiczne. Blizsze dane na ten
temat znajduja sie w Podreczniku Standardéw dla Testow Diagnostycznych i Szczepionek (ang. Ma-
nual of Standards for Diagnostic Tests and Vaccines), wydanym (2000 r.) przez OIE w Paryzu.
Z danych tych wynika, ze ELISA znajduje coraz szersze zastosowanie w rutynowej diagnostyce choréb
zakaznych zwierzat w realizacji uprzednio wymienionych zadan.

Tabela 6 zawiera informacje o wartosci testu ELISA w serodiagnostyce nastepujgcych choréb
zakaznych swin: chorobie Aujeszkyego, zespole rozrodczo-oddechowym, czyli PRRS, klasycznym
pomorze swin i mykoplazmowym zapaleniu ptuc.

Tabela 6 Serodiagnostyka waznych choréb zakaznych $win

Nazwa choroby Test zalecany
Choroba Aujeszkyego ELISA*
Zespot rozrodczo-oddechowy PRRS ELISA

Pomor klasyczny ELISA*
Mykoplazmowe zapalenie ptuc ELISA*

Objasnienia: ELISA* oznacza, ze test ten jest zalecany przez OIE, w pierwszej kolejnosci,
w poréwnaniu z innymi testami, do diagnostyki serologicznej nie tylko w czasie monitorowania
choroby wewnatrz kraju, ale rowniez w przypadku swin, ktére majg by¢ eksportowane.

ELISA bez * oznacza natomiast, ze test ten jest rownorzedny obok innych testow, ktére moga byc
stosowane w diagnostyce serologicznej. Ze wzgledu na czutosc i prostote wykonania réwniez w tym
przypadku posiada on przewage nad innymi testami, stosowanymi w serodiagnostyce wymienionych
choréb swin.

W zasadzie test ELISA nalezy stosowac do okreslania statusu (=profilu, patrz rozdziat 22 str. 26-35)
serologicznego stada czy duzej liczbowo grupy zwierzat, w tym réwniez swin, a nie jednego lub kilku
zwierzat. Wyjgtkowo moze to miec miejsce np. w celach eksportu lub importu cennego osobnika oraz
zakupu zwierzecia do stacji produkgji nasienia czy zarodkow.
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11. Czynniki majgce wptyw na skutecznos¢ diagnostyczng ELISA

Skutecznos¢ testu ELISA — przy monitorowaniu infekcji w grupie zwierzat, zalezy od dynamiki
rozprzestrzeniania sie zarazka w stadzie, niezaleznie od wartosci (ang. performance) danego testu.
W przypadku populacji wrazliwej i duzej zakaznosci czynnika etiologicznego, czego efektem jest
zakazenie w krotkim czasie duzego odsetka zwierzat w danej grupie, szansa na wykrycie
seroreagentow jest duza. Natomiast przy utrzymujacej sie infekcji przez czas dtuzszy (powyzej
miesigca) i przewlektym przebiegu zakazenia w stadzie, poziom swoistych przeciwciat w surowicy krwi
z czasem sie obniza. Wtedy, mimo wysokiego odsetka zakazonych w stadzie zwierzat, szanse ich
wykrycia nawet tak czutym testem jakim jest ELISA, sg znacznie mniejsze. W takiej sytuacji liczba
pobranych prébek musi by¢ wieksza niz w przypadku infekcji cechujacej sie duzg dynamika szerzenia
sie w stadzie.

12. Interpretacja wynikow

W celu utatwienia wiasciwej interpretacji wynikdéw uzyskanych testem ELISA nalezy pamietac o kilku
kwestiach istotnych w trakcie monitorowania i zwalczania infekcji. Stwierdzenie w grupie swin testem
ELISA jednego lub kilku przypadkéw niskododatnich wynikéw moze wskazywad, ze sg one fatszywie
dodatnie. Obliguje to do powtdrzenia po 2-3 tygodniach badan tych samych zwierzat oraz mozliwie
innych, przebywajgcych w tym samym kojcu, a nawet kojcach sasiednich. Wzrost w nastepnych
badaniach liczby wynikow dodatnich i/lub wartosci indeksu S/P dowodzi, ze w pierwszym badaniu nie
uzyskano wynikéw fatszywie dodatnich. Natomiast, jezeli w drugim badaniu stwierdza sie ponownie
nieliczne wyniki o niskiej wartosci indeksu S/P, to wtedy nalezy uzna¢, ze w stadzie nie wystepuje
choroba, w kierunku ktoérej prowadzono badanie.

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

ELISA zaliczana jest do tzw. testow szybkich (ang. quick tests) w przeciwienstwie do tzw. testéw
wolnych (ang. slow tests), do ktérych nalezy test SN (Robersts, 2003). Okreslenie ,,szybki” tagczy sie
z mozliwoscig wykrycia w przypadku PRRS przeciwciat swoistych juz 7 dni po zakazeniu (Yoon et al.
1995) przy mianie granicznym S/P odpowiadajgcym >0,4. Dodatkowo, testem tym juz po 10 dniach
od zakazenia mozna wykazac miana S/P >2.00. Stosujac w analogicznej sytuacji test SN, dopiero po
3-4 tygodniach od infekcji stwierdza sie poziom przeciwciat przy rozcienczeniu surowicy 1:4,
odpowiadajacy S/P 0,4 czyli wynikowi dodatniemu. Po takim czasie ELISA wykazuje w tej samej
surowicy S/P rowne 2.00 (Benfield et al. 1992; Yoon et al. 1995). Wczesniejsze wykrycie zwierzecia
zakazonego ma istotne znaczenie w eliminowaniu ze stada siewcoéw wirusa. Wiadomo natomiast, ze
jego siewstwo zanika po 2-4 tygodniach liczac od infekgji, czyli wtedy, kiedy przy uzyciu SN, osobnik
zainfekowany moze dopiero by¢ okreslony jako zakazony (Benfield et al. 1994; Christianson et al.
1993, Willis et al. 1997). Dodatkowo, test SN, niezaleznie od mniejszej czutosci niz ELISA, jest
technicznie trudniejszy do wykonania i drozszy.

Maksymalny poziom przeciwciat wykrywalnych testem ELISA ma miejsce po 4 tygodniach,
wynoszac S/P > 2.0, po czym nastepuje spadek w ciggu 6 miesiecy do wyniku ujemnego (Yoon et al.
1995). Miana przeciwciat SN uznane za dodatnie (>1:4) sg wykrywalne przez ponad rok (Yoon et al.
1995). Dane te charakteryzuje i uzupetnia tabela 7.
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Tabela 7 Interpretacja wynikéw badan laboratoryjnych w kierunku PRRS

SN < 4rozc. 1:4
miano 4
ELISA < 2.0 Ta grupa obejmuje zaréwno
wrazliwe zwierzeta, jak tez
zwierzeta zakazone, ktérych
przeciwciata spadty do niskiego

SN =>4

Ta grupa obejmuje zwierzeta
9 tygodni po zakazeniu;
podobny wynik utrzymuje sie
od 6 do 10 miesiecy

poziomu
ELISA >2.0 Ta grupa obejmuje zwierzeta Ta grupa zwierzat obejmuje
10-20 dni po zakazeniu osobniki 3-5 tyg. po zakazeniu

Jak wynika z przedstawionych danych — test ELISA, jako bardziej czuty niz SN, jest metodg z wyboru
do mozliwie wczesnego wykazania PRRS w stadzie macior oraz u prosigt w okresie odchowu.
To ostatnie ma znaczenie pomocnicze dla okreslenia zwierzecia, ktére jest siewcg wirusa. Monitoring
prosigt w odchowie nie moze bowiem zastgpi¢ badania macior.

14. Zalety i ograniczenia testu ELISA

W zwigzku ze stosunkowo najwczesniejszg mozliwoscig stwierdzania przeciwciat swoistych dla
wirusa PRRS przy zastosowaniu testu ELISA — stanowi on najczesciej stosowang metode badania
populacji swin, uwazanej za wolng od infekcji albo z nielicznymi osobnikami zakazonymi. Z tych
samych wzgledéw uzywa sie go u swin przed przerzutem i/lub wprowadzeniem do populacji wolnej
od infekcji. Ma to réwniez miejsce dla potwierdzenia, ze populacja uznana na podstawie
poprzedniego badania za nie zainfekowang jest nadal wolna od osobnikéw zakazonych. Majac na
uwadze wiarygodnos¢ wynikow uzyskanych w badaniach testem ELISA, nalezy zdawac sobie sprawe,
jak to stwierdzono uprzednio, ze zaden test serologiczny nie jest w 100%-tach pewny, w sensie
wskazania osobnika zakazonego. Natomiast uzyskanie wyniku fatszywie ujemnego moze mie¢ wysoce
szkodliwe skutki, jezeli na tej podstawie nastgpi wprowadzenie do populacji dotychczas negatywne;j
jednego lub kilku zwierzat zakazonych wirusem PRRS lub innym chorobotwdérczym drobnoustrojem.
Z drugiej strony wyniki fatszywie dodatnie mogg dac podstawe do nieuzasadnionego eliminowania ze
stada zwierzat niezakazonych. Oba rodzaje btedu sg przyczyng strat gospodarczych. Ich zmini-
malizowanie zalezy od diagnostycznej czutosci i specyficznosci testu stosowanego w przeglagdach
serologicznych. Odnosi sie to przede wszystkim do badania duzych grup zwierzat a w znacznie
mniejszym stopniu pojedynczego osobnika.

15. Wptyw umiejscowienia progu miedzy wynikiem minimalnie dodatnim
a minimalnie ujemnym na wykrywalnos$¢ zakazenia

Jak uprzednio scharakteryzowano, Sn i Sp zaleza od efektywnosci diagnostycznej (ang.
performance) danego testu. Jednakze wptyw na diagnoze moze miec réwniez prég miedzy wynikiem
pozytywnym i negatywnym (cut-off), ustalany arbitralnie. Istnieje bowiem zaleznos¢: im mniejsza
czutos¢ tym wieksza specyficznosc¢ i odwrotnie. Praktycznie, jezeli prog przesuwa sie na rzecz czutosci
to wtedy zwieksza sie pewnos¢, ze wykryje sie zakazenie, ale przy narastajagcym niebezpieczenstwie
wynikéw fatszywie dodatnich. Konsekwencja jest eliminowanie z produkcji zwierzat zdrowych. Moze
to by¢ optacalne wobec mozliwosci wprowadzenia zwierzat zakazonych do stada zwierzat zdrowych.
Wykres 1 obrazuje prég (cut-off) miedzy wynikiem dodatnim i ujemnym.
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Wykres 1 Stosunek miedzy czutoscig (Sn), a specyficznoscia (SP) dla ciagtych
(ustawicznych, statych = continous) zmiennych testu
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Wg Dufresne i wsp., 2003.

Dla stosowanego do badan terenowych testu konieczne jest optymalizowanie Sn i Sp przez takie
ustawienie punktu granicznego, ktére zapewnia najwyzszg liczbe wynikéw prawdziwie dodatnich,
ktore trafnie wskazuja na wystepowanie infekcji u zwierzat badanych (wykres 1). Sn lub Sp moze by¢
odpowiednio zwiekszone lub zmniejszone przez przesuniecie wartosci punktu granicznego w prawo
lub w lewo, jednakze, jak wspomniano, kazda zmiana w wartosci progowej poprawia jeden element
(np. Sn) kosztem drugiego (np. Sp). Zgodnie z tym (wykres 1), jezeli prég przesunie sie w prawo wtedy
zwieksza sie Sp, wobec czego wigcej niezakazonych osobnikéw zostaje poprawnie zaklasyfikowanych
jako ujemne. Niestety konsekwencjg moze stac sie zaklasyfikowanie pewnego odsetka zwierzat
zakazonych jako serologicznie ujemne czyli niezakazone (Thrusfield, 1995). W przeciwienstwie do
tego, jezeli prog wykrywalnosci jest przesuniety w lewo, zwieksza sie Sn a spada Sp. Nastepstwem
takiej sytuacji jest niebezpieczenstwo uznania pewnego odsetka zwierzat za serologicznie dodatnie
mimo, ze nie s one w istocie rzeczy zakazone, czyli uzyskanie wynikéw fatszywie dodatnich. Idealnie
ustawiony prog wykrywalnosci zapewnia minimalng liczbe wynikéw fatszywie dodatnich wzglednie
fatszywie ujemnych (Martin i Bennet, 1987; Smith, 1995).

Przyktadowo — zmniejszanie wartosci progu w tescie ELISA (np. z S/P 0.4 do S/P 0.3) faczy sie
z ograniczeniem ryzyka wprowadzenia loszek zakazonych wirusem PRRS do stada wolnego od tej
infekcji. Uzyskuje sie wtedy wprawdzie zmniejszenie liczby wynikow fatszywie ujemnych (zwigksza sie
bowiem Sn) ale niestety réwniez zwiekszenie ilosci wynikéw fatszywie dodatnich (zmniejsza sie
bowiem Sp). Postepujac w ten sposdb osigga sie wiekszag pewnos¢ nie wprowadzenia do stada
osobnikéw zakazonych, przy réwnoczesnej mozliwosci eliminowania z produkcji zwierzat, ktore nie
sg zainfekowane, a ktére przy tak ustawionym progu daty wynik fatszywie dodatni.

16. Wptyw czasu od zakazenia na czutosc i specyficznos¢ testu ELISA

Ksztattowanie sie w czasie okreslonych testem ELISA i odczynem SN przeciwciat swoistych dla
wirusa PRRS przedstawia wykres 2.
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Wykres 2 Ksztaftowanie si¢ w czasie okre$lonych testem ELISA i odczynem SN przeciwciat swoistych dla wirusa PRRS

Wynik dodatni

Wynik ujemny

2 4 6 8 10 12 14 16 18
Tygodnie po zakazeniu
Wg Dufresne i wsp., 2003.

Linia ciaggta — oznacza ksztattowanie sie miana SN
Linia przerywana — oznacza ksztattowanie sie miana przeciwciat w tescie ELISA

17. Wptyw warunkéw laboratorium i kondycji personelu na wyniki badan

Na Sn i Sp majg wptyw warunki panujgce w laboratorium takie jak temperatura, wilgotnos¢ czy
warunki przechowywania zestawow diagnostycznych i odczynnikow. W gre wchodzi tez zmieniajaca
sie zaleznie od dnia precyzja wykonywania testu przez personel laboratorium.

Oprocz oméwionych czynnikéw wptywajacych na efektywnosc testu takich jak wartos¢ ustalonego
progu granicznego, okres trwania infekcji czy jakos¢ pracy personelu laboratoryjnego, na wiary-
godnos¢ wynikdw ma rowniez — jak wspomniano uprzednio — wptyw odsetek probek pobranych
w stosunku do liczby zwierzat w stadzie. Znaczenie w tym wzgledzie ma réwniez szybkos¢ szerzenia
sie infekcji w stadzie i czestos¢ probobrania.

18. Wptyw odsetka pobranych prébek na mozliwos¢ wykrycia PRRS w stadzie

W przypadku badania testem ELISA duzej liczby zwierzat, w tym swin w chlewni z uwzglednieniem
grup technologicznych lub grup wiekowych, istotne jest okreslenie od jakiej liczby sposrod nich ma
zostac pobrana krew, by uzyskany w odniesieniu do catej grupy zwierzat wynik obrazowat stopien
zakazenia w stadzie. Dodatkowo, dla okreslenia dynamiki sytuacji epidemiologicznej w stadzie
niezbedne jest powtodrzenie badan tych samych zwierzat co najmniej jeden raz a raczej kilkakrotnie,
w odstepach kilku do kilkunastu tygodni. Zbadanie wszystkich zwierzat, co najmniej dwukrotnie, daje
najbardziej wiarygodne informacje co do zakresu i dynamiki szerzenia sie infekcji. Jednakze ze
wzgledéw ekonomicznych i/lub technicznych moze to by¢ niemozliwe. By temu zaradzi¢ podjeto
badania, w wyniku ktérych okazato sie, ze w celu uzyskania pewnosci o wystepowaniu okreslonej
infekcji w stadzie nie jest konieczne zbadanie wszystkich zwierzat.

Przyktadowo, gdy w stadzie 1000 swirn 50% osobnikéw reaguje w tescie ELISA dodatnio to w takiej
sytuacji wystarczytoby zbada¢ 5 losowo wybranych osobnikéw by z 95%-owym prawdo-
podobienstwem by¢ pewnym, ze w badanym stadzie wystepuje choroba, w kierunku ktorej
prowadzone sg badania. Natomiast — rowniez przyktadowo — jezeli w stadzie liczagcym 1000 zwierzat
jest zakazony tylko 1 osobnik, to wtedy konieczne jest zbadanie 950 zwierzat, by w 95%-ach miec
pewnos¢, ze w grupie tej wystepuje infekcja, na obecnosc¢ ktérej prowadzone jest badanie testem
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ELISA. Wyjatek stanowig grupy swin, u ktorych infekcja ma przebieg przewlekty i poziom przeciwciat
w surowicy zakazonych osobnikdw moze nie by¢ wykrywalny testem ELISA.

Od loch w stadzie podstawowym liczagcym powyzej 30 zwierzat na 30 pobranych prébek (zaleznie
od wielkosci grupy badanej liczby te sg inne) po 6 prébek powinno pochodzi¢ od loch: a) luznych, b)
prosnych w poszczegolnych trymestrach cigzy i c) w czasie karmienia.

Z grupy liczacej ponad 39 osobnikéw po 10 probek nalezy pobrac: a) od prosigt po urodzeniu, b) od
warchlakéw przed przerzutem do tuczarni, c) od tucznikéw przed ubojem i d) od loszek remontowych
przed wprowadzeniem do stada podstawowego (zarodowego).

Kilkakrotne przebadanie wedtug podanego schematu lub, zaleznie od przebiegu infekcji,
analogicznych schematéw, odpowiedniej liczby surowic, pochodzacych od r6znych grup wiekowych
Swin — umozliwia okreslenie tzw. profilu immunologicznego (scislej — serologicznego) stada (patrz
rozdziat 22, str. 26-35). Analogiczne postepowanie, przy poszerzeniu badan, stwarza tez mozliwos¢
oceny sytuacji epidemiologicznej na obszarze kraju lub jego czesci. Nalezy pamigtac, ze podane relacje
liczbowe majq zastosowanie wtedy, gdy wszystkie zwierzeta grupy technologicznej lub wiekowe;j
przebywaja w tym samym budynku. Jezeli ferma jest duza np. lochy przebywajg w réznych
budynkach, podang liczbe prébek nalezy pobrac od zalecanej liczby zwierzat z kazdego obiektu.

Tabela 8 Liczba prébek wymaganych do wykrycia jednego lub wiecej osobnikéw
reagujacych dodatnio w populacji 1000 zwierzat

Odsetek osobnikéw reagujacych dodatnio
l'j?:(';s’g? >10% >5 % >2% > 1%
90% 23 45 109 206
95% 30 58 139 259
99% 45 87 205 369

Dostosowano wg Cannon i Roe, 1982

W tabeli 8 przedstawione sg reprezentatywne liczby prébek wymagane do uzyskania 90%, 95%
wzglednie 99% ufnosci, co do wykrycia jednego lub wigkszej liczby osobnikéw dodatnio reagujacych
w tescie ELISA w populacji liczacej 1000 zwierzat, w ktoérej procent osobnikéw zakazonych wynosi
odpowiednio 1%, 2%, 5% lub 10%.

Wskazane jest, by pojawiajace sie przypadki zakazenia, w populacji uznanej dotychczas za wolng
od infekgji, zostaty wykryte mozliwie najwczesniej. Jezeli odsetek zakazonych zwierzat jest niski,
wtedy, jak wynika z wykresu 3 konieczne jest zbadanie odpowiednio wiekszego odsetka zwierzat.
Rosng wtedy szanse wykrycia osobnikéw zainfekowanych, a tym samym zwieksza sie poziom ufnosci
co do wykrywania nowych zakazen.
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Wykres 3 Dynamiczna wspétzaleznos¢ miedzy prewalencja, czyli odsetkiem zakazonych w stadzie zwierzat,
a liczbg pobranych od nich i badanych prébek w celu wykrycia infekcji w stadzie
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Wyrazona w %-tach prewelencja zwierzat zakazonych
njgoad oueiqod ysAi01y po ‘il>ejndod [suep 1eziaimz Jusdoig

Procentowa prewalencja zwierzat Procent badanej populacji dla 95%
dodatnio reagujacych ufnosci co do wykrycia

Wg Chase i Polson, 2000

Tabela 9 Liczba préb do badan serologicznych ukierunkowanych na wykrycie zakazenia stada
przy 95% prawdopodobienistwa wykrycia (wg J.T. Done, 2002)

Wspotczynnik szerzenia sie czynnika zakaznego
Wielkos¢ stada Liczba préb
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

* — czynnik zakazny szerzy sie wolno
** — czynnik zakazny szerzy sie szybko

W pismiennictwie swiatowym zaprezentowano dane dotyczgce zasad prébobrania w zaleznosci od
szybkosci szerzenia sie czynnika infekcyjnego w stadzie (tabela 9, 10 i 11). Nalezy podkresli¢, ze za
obiekt (jednostke epidemiologiczng) uznaje sie kazdy budynek, w ktorym przebywajaq zwierzeta.
Oznacza to, ze jezeli chlewnia ztozona jest z 5 budynkdéw, w ktorych w kazdym z nich znajduje sie 200
swin, wskaznik prébobrania odnosi sie do kazdego budynku a nie chlewni jako takiej.
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Tabela 10 Liczba préb do badan serologicznych ukierunkowanych na wykrycie zakazenia stada
przy 99% prawdopodobienistwa wykrycia (wg J.T. Done, 2002)

Wspotczynnik szerzenia sie czynnika zakaznego
Wielkos¢ stada Liczba préb
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

* — Czynnik zakazny szerzy sie bardzo wolno
** — Czynnik zakazny szerzy sie bardzo szybko

Tabela 11 Liczba prob potrzebnych do wykrycia zwierzat zakazonych w populacji (wedtug Kluge i wsp., 1992)

Liczba zwierzat badanych w populacji
Populacja 10% 20% 30%
95% 99% 95% 99% 95% 99%

<100 25 36 13 19 9 13
101-200 27 40 13 20 9 13
201-300 28 41 14 20 9 13
301-500 28 42 14 21 9 13
501-1000 29 43 14 21 9 13

> 1000 29 44 14 21 9 13

Waznym czynnikiem w okreslaniu sytuacji epidemiologicznej w stadzie, uwazanym za ujemne, jest
czestos¢ pobierania probek czyli prébobrania do badan diagnostycznych.

Optymalne wskazania, co do wielkosci prébobrania (czyli odsetka zwierzat w stadzie, od ktérych
pobrano krew) oraz czestosci powtarzania tych samych badan mogq zosta¢ okreslone dzieki
wykorzystaniu symulacyjnych modeli prébobrania (Polson i Jordan, 2003).

Réwnoczesnie ze spadkiem odsetka zwierzat zakazonych spada przewidywana wartos¢ wynikéw
dodatnich przy jednoczesnym wzroscie przewidywanej wartosci wynikéw ujemnych. Odwrotne
zjawisko ma miejsce w przypadku wzrostu odsetka zwierzat zakazonych w grupie. Oznacza to,
ze jezeli odsetek osobnikéw zakazonych obnizy sie do zera, a uzyskiwane sg w tescie ELISA wyniki
dodatnie, to sq to najprawdopodobniej rezultaty fatszywie dodatnie. Istnieje wiec zagrozenie,
ze zostang wyeliminowane (wybite) zwierzeta zdrowe.

19. Badanie serologiczne a wfasciwosci wirusa PRRS

W badaniach serologicznych stada w kierunku PRRS nalezy zdawad sobie sprawe z pewnych
wtasciwosci typowych dla tego wirusa. Jest on uwazany jako wysoce infekcyjny (ang. infectious), ale
nie wysoce zarazliwy (ang. contagious) (Benfield, 2002, Yoon et al. 1998). Znane s3 przypadki
powolnego w czasie przenoszenia sie wirusa PRRS z osobnika na osobnika (Nodelijk et al. 2000).
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Obserwuije sie, ze zainfekowane prosieta nie sq w stanie zakazi¢ bedgcych w tym samym kojcu innych
prosiagt, rowniez wrazliwych na zakazenie. W gre moze tu m.in. wchodzi¢ okresowy brak siewstwa
wirusa przez zwierzeta zainfekowane.

Na ogot prawdopodobienstwo wykrycia infekcji PRRS w stadach bedzie wieksze wtedy, kiedy
procent zakazonych osobnikéw bedzie wyzszy, a okres miedzy infekcjg i badaniem serologicznym
odpowiednio dtuzszy (chociaz nie zbyt dtugi). Szansa ta rosnie réwniez wtedy, gdy prosieta pochodza
od macior, ktére nie posiadajg w siarze swoistych przeciwciat.

W populacjach o niskim odsetku zwierzat zakazonych poprawa wykrywalnosci taczy sie ze
zwiekszeniem liczby pobieranych prébek i czestosci prébobrania.

20. ELISA a przeciwciata siarowe (bierne)

Stosowana w badaniach serologicznych w kierunku PRRS ELISA, podobnie jak inne testy
serologiczne, nie odréznia przeciwcial matczynych, ktére prosieta otrzymujg wraz z siarg od
przeciwciat, ktére prosie wytwarza w nastepstwie infekcji wirusem PRRS. Zakfada sie, ze przeciwciata
matczyne mogaq by¢ wykryte do 5-6 tygodnia zycia prosiagt. Z tego powodu, jezeli mamy do czynienia
z maciorami posiadajacymi przeciwciata swoiste, test ELISA nalezy stosowac u prosigt po tym okresie,
czyli w wieku powyzej 6 tygodni.

21. Pulowanie probek

Pulowanie probek surowic w liczbie 3 do 5-ciu moze miec efekt rozcienczajacy przeciwciata, jezeli
w pulowanej surowicy obok prébek zawierajgcych przeciwciata znajduja sie prébki ujemne. Wtedy
prawdopodobne jest uzyskanie wyniku fatszywie ujemnego.

Nalezy doda¢, ze podejscie do badan serologicznych w kierunku PRRS w stadach swin uwazanych
za wolne od infekgji lub o niskim procencie zwierzat zakazonych rézni sie zasadniczo od podejscia do
populacji o wysokim odsetku zwierzat zakazonych. W pierwszym przypadku konieczne jest stosowa-
nie metod szczegdlnie czutych, by jak najszybciej wskaza¢ trafnie kazde zakazone zwierze. W drugiej
sytuacji jest to mniej wazne, gdyz na pewno wobec wysokiego odsetka zwierzat zakazonych wykrycie
przynajmniej czesci z nich nie bedzie trudne. | jeszcze jedno — jezeli badaniem klinicznym i w wyniku
przegladéw stada oraz analizy epidemiologicznej nie jesteSmy w stanie sformutowad podejrzenia
o PRRS, a mimo to chcemy rozstrzygnac¢ czy wystepuja w nim osobniki zakazone to wtedy
postepujemy tak jak ze stadem ujemnym lub o niskim odsetku zwierzat zakazonych.

Reasumujac przedstawione dane, w tym prawidtowosci wystepujgce w wykrywaniu testem ELISA
Swin zakazonych wirusem PRRS, wolno stwierdzi¢, ze skutecznosc¢ identyfikowania takich osobnikéw
moze by¢ zwigkszona:

1. dzieki uzyciu testu ELISA cechujgcego sie szczegdlnie duzg wartoscig diagnostyczng (ang.
performance)

2. przez zoptymalizowanie zaleznie od intencji wartosci miana granicznego (np. z S/P 04 do S/P 03)

3. przez zwigkszenie liczby pobranych préobek czyli odsetka badanych zwierzat

4. przez zwielokrotnienie czestosci prébobrania.

Sposrod testdw serologicznych przeznaczonych do badan serologicznych populacji swin w kierunku
PRRS najbardziej wartosciowym jest posrednia ELISA (Herd Check® PRRS IDEXX Laboratories Inc.
Westbrook, Maine). Test ten cechuje sie wysoka czutoscig i rownoczesnie specyficznoscig oraz
wzglednie niskim kosztem.

W szeregu przypadkoéw juz po 14 dniach od wprowadzenia wirusa do stada wiekszos¢ zwierzat
moze ulec zakazeniu i wtedy po 3 tygodniach od infekcji wykrywa sie okoto 100% tego rodzaju
osobnikéw. W celu unikniecia ryzyka otrzymywania wynikéw fatszywie ujemnych w okresie
wczesnego zakazenia w stadzie, badanie testem ELISA nalezy wykona¢ co najmniej 3 tygodnie po
potencjalnej ekspozycji.
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W przypadku wartosciowych populacji swin, w ktérych w pierwszym badaniu wykazano niski
odsetek zwierzat dodatnio reagujgcych — dla wyjasnienia czy chodzi o rzeczywiste zakazenie czy tez
o wynik fatszywie dodatni — zalecane jest, obok powtérnych badan tym samym testem, zastosowanie

w kolejnych badaniach innych wiarygodnych testéw, przynajmniej w odniesieniu do zwierzat, ktore
uprzednio reagowaty dodatnio.
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22. Przyktady uzyskanych testem ELISA profili serologicznych
stad swin zakazonych wirusem PRRS

Ponizej zaprezentowano uzyskane z uzyciem oprogramowania xChek® firmy IDEXX Laboratories,
Inc., przyktadowe profile serologiczne stad swin badanych w kierunku PRRS przy uzyciu zestawu
immunoenzymatycznego HerdChek* PRRS Virus Antibody Test Kit 2XR.

Przykfady:
Tabela 12. Swieze zakazenie stada podstawowego PRRS

rolei grupy mian /P loch warchlaki warchlaki tuczniki
olejne y 35 dni 70 dni 120 dni
numery surowic badanych
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 0
10 2 0 0 0
Diagramy dotyczace tabeli 12:
Lochy
3.0
2.5
.% 2.0
o 1.5
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Y 104 - - - _— -
0.5 - H i H — H
0.0
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Grupy mian
Warchlaki 35. dniowe
8
6 —+
|
3
S
0 : : : : : : : : :
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Grupy mian
Warchlaki 70. dniowe
10
.
2 6-
2 -
0
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Grupy mian
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Tuczniki 120. dniowe

Liczba swin
iy

t t t t t t t t t
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Grupy mian

Interpretacja:

Zroznicowane miana przeciwcial u loch oraz brak serokonwersji u zwierzat 70-ciodniowych
i starszych wskazujg na niedawne zakazenie stada, do ktérego doszto w stadzie podstawowym.
Przy takim obrazie profilu stada najczesciej obserwuje sie typowe dla PRRS objawy: ronienie,
przedwczesne porody, rodzenie sie stabych prosiat, padniecia prosigt przed odsadzeniem. Nalezy sie
spodziewa¢, ze objawy te beda sie utrzymywac do chwili naturalnego uodpornienia sie stada
podstawowego, jakkolwiek nie muszg wystgpi¢ u wszystkich loch czy miotéw. Stopniowo, w ciggu
kilku miesiecy zakazenie wirusem PRRS bedzie obejmowato kolejne sektory produkgji, w wyniku czego
moze dojs¢ do wystgpienia zaburzen ze strony uktadu oddechowego u warchlakéw i/lub tucznikow.
Szybkos¢ szerzenia sie zakazenia w stadzie oraz nasilenie objawdw klinicznych zalezy od sposobu
utrzymania swin, warunkoéw srodowiskowych oraz towarzyszacej flory bakteryjnej.

Postepowanie:

Nalezy zaprzesta¢ wprowadzania do rozrodu wrazliwych loszek lub loch. Mozna wprowadzi¢
program szczepien przeciw PRRS w stadzie podstawowym w celu ograniczenia strat zwigzanych
z zaburzeniami w rozrodzie. W razie koniecznosci przeprowadzenia remontu stada loszki nalezy
zaszczepi¢ na co najmniej 30 dni przed wprowadzeniem do rozrodu, lub aklimatyzowac je przez
przynajmniej 60 dni w stadzie podstawowym umozliwiajgc im kontakt nos w nos z zakazonymi
lochami.
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Tabela 13. Enzootyczne zakazenie stada PRRSV

_ grupy mian $/P loch warchlaki warchlaki tuczniki
kolejne Y 35 dni 70 dni 120 dni
numery surowic badanych

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
8 1 0 5 6
9 1 0 2 6
10 2 0 3 4
Diagramy dotyczace tabeli 13:
Lochy
10 -
8 -
€
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3 41
S
- 2 4
0 t t t t t t t t t i
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Grupy mian

Warchlaki 35. dniowe

<
2
0
©
0
8
-
2 3 4 5 6 7 8 9
Grupy mian
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3
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8
-
0.5 1
0.0 1 1 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Grupy mian
Tuczniki 120. dniowe
4
€ 3
S
0
s 2
s
-
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28



ELISA w serologicznym rozpoznawaniu rozrodczo-oddechowego zespotu chorobowego $win

Interpretacja:

Niskie miana przeciwciat przy obecnosci surowic ujemnie reagujgcych u loch, réwnoczesnie
zréznicowane miana u 70 dniowych warchlakéw oraz wysokie miana u tucznikéw wskazujg na
dtugotrwate zakazenie stada. W takiej sytuacji nie obserwuje sie zazwyczaj rozrodczych objawow
nasuwajacych podejrzenie PRRS. Mogg one dotyczy¢ nowo wprowadzanych, wrazliwych loszek jesli
nie przeprowadzono ich wtasciwej aklimatyzacji. Aktywne krazenie wirusa ma miejsce w warchlakarni.
W tej grupie wiekowej mogq wystepowacd zaburzenia ze strony uktadu oddechowego.

Postepowanie:

Nalezy zapewni¢ wtasciwe przygotowanie loszek remontowych poprzez aklimatyzacje i/lub
szczepienie na 30-60 dni przed wprowadzeniem do rozrodu. Alternatywnie mozna wprowadzic
program szczepien catego stada podstawowego. Jesli straty zwigzane z zaburzeniami ze strony
uktadu oddechowego utrzymujg sie mimo prowadzonej profilaktyki i leczenia choréb bakteryjnych
ukfadu oddechowego, mozna wprowadzi¢ program szczepien prosigt szczepionka przeciw PRRS.
W prezentowanym przyktadzie szczepienie powinno nastgpi¢ miedzy 30 i 40 dniem zycia.
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Tabela 14. Zakazenie stada w rezultacie wprowadzenia do tuczarni swin z zakupu
zainfekowanych PRRSV

ol grupy mian §/P loch warchlaki warchlaki tuczniki
olejne y 35 dni 70 dni 120 dni
numery surowic badanych
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
Diagramy dotyczace tabeli 14
Lochy
<
3
£
1 . 2 . 3 . 4 . 5 . 6 . 7 . 8 . 9

Grupy mian

Warchlaki 35. dniowe

Liczba swin

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Grupy mian

Warchlaki 70. dniowe

Liczba swin

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Grupy mian

Tuczniki 120. dniowe

Liczba swin

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Grupy mian
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Interpretacja:

W przypadku wykrycia przeciwciat dla wirusa PRRS w grupie tucznikéw i ich braku w pozostatych
sektorach wyjasnieniem moze by¢ zakup zakazonych zwierzat do tuczu. Najprawdopodobniej nie
obserwuje sie wowczas zadnych objawow klinicznych lub jedynie zaburzenia ze strony ukfadu
oddechowego o niewielkim nasileniu. Jesli nie zostang podjete zadne kroki, zakazenie stopniowo
obejmie cate stado ze wszystkimi tego konsekwencjami.

Postepowanie:

Jesli istnieja odpowiednie warunki nalezy poprawi¢ bioasekuracje stada podstawowego oraz
warchlakarni i wybi¢ zwierzeta w sektorze tuczu. Do ponownego jego zasiedlenia moze dojs¢ dopiero
po doktadnej dezynfekcji pomieszczen. Jesli nie ma takiej mozliwosci mozna zastosowad program
szczepienia stada podstawowego i ewentualnie prosiat.

Precyzyjne okreslenie momentu zakazenia $win

Badanie takie moze zosta¢ wykorzystane dla oceny skutecznosci programu zwalczania PRRS
podjetego na fermie lub precyzyjnego okreslenia wtasciwego momentu szczepienia przeciw PRRS.
Badanie moze dotyczy¢ warchlakéw lub tucznikéw, ktére nie byty szczepione przeciw PRRS. W tym
celu nalezy trwale oznakowac 10 prosiagt z roznych miotdw przed odsadzeniem i bada¢ ich krew na
obecnos¢ przeciwciat dla PRRSV co jeden lub dwa tygodnie do chwili kiedy wszystkie z nich ulegna
zakazeniu. Biorgc pod uwage, ze przeciwciata pojawiajg si¢ po 14 dniach od zakazenia mozemy
z duzg dokfadnoscig okresli¢ jego moment.
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Tabela 15. Ocena profilu serologicznego stada w celu ustalenia terminu szczepien przeciw PRRS

grupy mian S/P
kolejne 14 dni 22 dni 36 dni 50 dni 64 dni 78 dni
numery surowic badanych
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
* padt

Diagramy dotyczace tabeli 15
Prosieta 14. dniowe

Liczba swin
N

4 5 6 7 8 9
Grupy mian

w

Prosieta 22. dniowe

Liczba swin

4 4 4 4 |
o (=)
s -
N N

a 5 6 7 8 9
Grupy mian

w

Warchlaki 36. dniowe

2 3 4 5 6 7 8 9
Grupy mian

Warchlaki 50. dniowe

Lic zba swin
iy

Liczba swin
o N IN o
o
) ﬁ
-
-

2 3 4 5 & 7 8 9
Grupy mian
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Interpretacja:

Liczba swin

Liczba

N WA~ U1 O
T R TR TR

-
4

Warchlaki 64. dniowe

3 4 5 6

Grupy mian

Warchlaki 78. dniowe

3.0
2.5

2.0 1
1.5 1
1.0 7
0.5 1

0.0

Grupy mian

Lochy przekazujg prosietom dos¢ wysoki poziom odpornosci. Pozwala to na ich naturalne
zabezpieczenie przed zakazeniem do okoto 50 dnia zycia. Szczepienie prosigt powinno nastgpic okoto

30 dnia zycia.
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Tabela 16. Ocena profilu serologicznego stada w celu ustalenia terminu szczepien przeciw PRRS

grupy mian S/P
kolejne 14 dni 22 dni 36 dni 50 dni 64 dni 78 dni
numery surowic badanych
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
* padt

Diagramy dotyczace tabeli 16
Prosieta 14. dniowe

Liczba swin
o N IN o
1 1 1

o 1 2 3 4 s & 7 8 9
Grupy mian

Prosieta 22. dniowe

Liczba swin
N
o N B~ o ©® O
o-

T, s s s e 7 T8 g
Grupy mian

Warchlaki 36. dniowe

Liczba swin
-
o N b o ®© O
o-

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Grupy mian

Warchlaki 50. dniowe

Liczba swin

Grupy mian
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Warchlaki 64. dniowe

5
< ¢
23
pn | .

0 t t t t t

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Grupv mian
Warchlaki 78. dniowe

6

5
< 4
23
8
N 2
= 14

0 1 2 3 4 s & 7 8 9
Grupy mian

Interpretacja

Lochy przekazujg prosietom niski poziom odpornosci, na co wskazuje krotkie utrzymywanie sie
przeciwciat siarowych. Do zakazenia dochodzi okofo 30-36 dnia zycia. Szczepienie prosigt nalezy
przeprowadzi¢ w 14 dniu zycia. W takim przypadku nalezy wykonaé szczepienie stada
podstawowego.
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