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Development of ELISA tests for detecting infections of European porcine reproductive
and respiratory syndrome virus

Summary

Porcine reproductive and respiratory syndrome (PRRS) is a viral disease of swine which causes serious
economic losses in the majority of swine producing countries, including Poland. The agent of the disease is the
PRRS virus (PRRSYV) from the Arteriviridae family. PRRSYV strains belong to two genotypes: European
(PRRSV-EU) and American (PRRSV-US). They differ genetically and antigenically. Both genotypes are present
in Europe, America and Asia, and their identification is important in order to control the disease by vaccina-
tion. ELISA tests are most frequently used for PRRS diagnosis. The aim of the study was to develop ELISA
tests for general PRRS diagnosis and for discriminating seroconversion to PRRSV-EU from seroconversion to
PRRSV-US. In order to do this an efficient method of nucleocapsid (N) protein expression in E. coli was
developed and N proteins from PRRSV-EU and PRRSV-US strains were used as antigens. Mixed antigens of
two strains were used in general purpose ELISA (PIWet PRRS ELISA) and split antigens were used in
discriminatory ELISA (PIWet PRRS R ELISA). The studies showed that while the sensitivity of the PIWet
PRRS ELISA is similar to that of reference HerdChek PRRS 2XR ELISA (IDEXX), its specificity seems to
be higher. The newly developed test was less prone to false positive results than the IDEXX test. The
discriminatory test, PIWet PRRS R ELISA, allowed precise identification of pigs infected with single
genotype, PRRSV-EU or PRRSV-US. Additionally, based on serological examination of pigs from several age
groups, it allowed the simultaneous circulation of two genotypes within a farm to be identified. The value of

the developed tests was proven during routine diagnostic practice.
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Pierwsze doniesienia na temat zespolu rozrodczo-
-oddechowego $win (PRRS) pojawity si¢ w 1987
w USA (10). Choroba niemal jednocze$nie wystapita
1 rozprzestrzenita w Ameryce 1 w Europie. Obecnie
stanowi powazny problem ekonomiczny w wigkszos-
ci krajow produkujacych trzodg chlewna, w tym takze
w Polsce (11, 13).

Czynnikiem etiologicznym choroby jest wirus PRRS
(PRRSV) nalezacy do rodziny Arteriviridae (16). Zna-
ne sa dwa genotypy — europejski 1 amerykanski, na-
zwane tak ze wzgledu na pierwotne miejsce izolacji
prototypowych szczepow (europejskiego Lelystad
1 amerykanskiego VR2332) (3, 22). Obecnie oba ge-
notypy wystepuja zarowno w Europie i Ameryce, jak
1w Azji. Ograniczone pokrewienstwo genetyczne i an-
tygenowe jest przyczyna szeregu problemow w roz-
poznawaniu, zwalczaniu i1 profilaktyce PRRS.

Wstepne rozpoznanie PRRS moze by¢ postawione
na podstawie objawow klinicznych, takich jak: wy-
raznie obnizona skuteczno$¢ krycia, przedwczesne po-

rody lub ronienie w koncowej fazie ciazy, rodzenie si¢
stabych prosiat i zaburzenia ze strony uktadu odde-
chowego dotyczace zwierzat w kazdym wieku (8).
Poniewaz objawy chorobowe w przebiegu PRRS sa
niezwykle zmienne, ze wzgledu na r6zna zjadliwos¢
szczepOw oraz wtorne zakazenia bakteryjne 1 wiruso-
we, rozpoznanie PRRS musi zosta¢ potwierdzone
metodami laboratoryjnymi.

Do rozpoznawania PRRS powszechnie wykorzystu-
je si¢ metody serologiczne, takie jak: immunofluo-
rescencja posrednia (indirect fluorescence antobody —
IFA) (24), test immunoperoksydazowy (immunoper-
oxidase monolayer assay — IPMA) (20), ELISA (1, 4,
5,9, 15, 17) czy test seroneutralizacji (SN) (25). Za
referencyjna metodg diagnostyki serologicznej PRRS
uwaza si¢ IPMA z (12). Jest to jednak metoda kosz-
towna, pracochtonna i trudna do standaryzacji. Naj-
czesciej wykorzystywanym do rozpoznawania PRRS
testem jest ELISA. Obecnie na rynku dostepnych jest
kilka zestawow do rozpoznawania tej choroby, przy
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czym za test referencyjny uwaza si¢ zestaw firmy
IDEXX HerdChek PRRS 2XR.

Ze wzgledu na wystepowanie w wielu krajach oby-
dwu typéw PRRSV konieczne jest okreslenie genoty-
pu PRRSV wystepujacego w danym stadzie lub sek-
torze fermy. Wiedza na ten temat niezbedna jest, mig-
dzy innymi, przy opracowywaniu programow szcze-
pien (14, 15, 18, 21). Jak dotychczas zadna firma nie
oferuje zestawu do serologicznego rdéznicowania
PRRSV.

Celem badan bylo opracowanie wydajnej metody
produkcji antygenow PRRSV przy uzyciu rekombi-
nowanych bakterii E. coli i zastosowanie ich do pro-
dukcji testéw ELISA do serologicznego rozpoznawa-
nia zakazen tym wirusem (PIWet PRRS ELISA) oraz
do réznicowania serokonwersji dla PRRSV-EU
i PRRSV-US (PIWet PRRS R ELISA).

Materiat i metody

Antygeny do testow ELISA. Antygen do optaszczania
mikroptytek sktadal si¢ z mieszaniny rekombinowanego
biatka N kapsydu szczepow H2 (genotyp europejski)
1 IDUVSL 27712 (genotyp amerykanski). Gen kapsydu obu
wymienionych szczepow PRRSV wklonowano do plazmi-
du Pet 14b (Novagen) zawierajacego gen opornosci na am-
picyling i promotor bakteriofaga T7. Kazdy z konstruktow
wprowadzano do komorek bakterii E. coli szczepu
BL21(DE3)pLysS (Novagen) opornych na chloramfenikol.
W ten sposob otrzymano dwa szczepy rekombinowanych
bakterii zdolne do produkcji biatka kapsydu odpowiednio
szczepu H2 1 IDUVSL 27712. Tak przygotowane szczepy
otrzymano dzigki uprzejmosci dr. Trevora W. Drew z Cen-
tral Veterinary Laboratory — Weybridge, Addlestone, Wielka
Brytania (6).

W celu otrzymania antygendéw do testow ELISA oba
z rekombinowanych szczepow wysiewano do oddzielnych
probowek z 10 ml podtoza Luria-Bertani (LB) zawieraja-
cym chloramfenikol o st¢zeniu 34 pg/ml i ampicyling
o stezeniu 50 pg/ml. Hodowle inkubowano z intensywnym
mieszaniem przez noc w 37°C. Nast¢pnego dnia hodowle
bakterii wprowadzano do okoto 200 ml podtoza LB z wy-
zej wymienionymi antybiotykami i inkubowano z inten-
sywnym mieszaniem w 37°C do osiagnigcia ggstosci
optycznej (OD) zawiesiny bakterii 0,4-1,0, zwykle okoto
3 godz. Nastepnie w celu indukcji ekspresji biatka kapsy-
du PRRSV przez rekombinowane bakterie do kolby wpro-
wadzano izopropylotio-3-d-galaktozydaze (IPTG) do kon-
cowego stezenia 0,4 mM i prowadzono inkubacje przez ko-
lejne 3 godz. Nastgpnie kolby schladzano przez umiesz-
czenie w lodzie na 5 min., po czym komorki bakteryjne
odwirowywano przy 5000 X g przez 5 min. w 4°C. Osad
bakterii zawieszano w 100 ml zimnego buforu Tris-HCI
pH 8,0 i wirowano jak wyzej. Po zwazeniu osad zamraza-
no w —70°C.

W celu izolacji cialek wtretowych zawierajacych anty-
gen, rozmrozony osad bakterii zawieszano w odczynniku
do ekstrakcji biatek BugBuster (Novagen). Uzywano 5 ml
odczynnika na 1 g zawiesiny bakterii. Nastgpnie do zawie-
siny dodawano benzonazg w celu degradacji kwasoéw nu-
kleinowych w objgtosci 1 pl na 1 ml uzytego odczynnika
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Ryc. 1. Rozdzial elektroforetyczny bialek w zelu akrylamido-
wym z SDS (SDS-PAGE)

Objasnienia: A —antygen PRRSV-EU, $ciezki 1-4: oczyszczone
cialka wtretowe, $ciezka 5: rekombinowane komoérki E. coli
indukowane IPTG, $ciezka 6: nieindukowane rekombinowane
komorki E. coli; B — antygen PRRSV-US, $ciezka 1: nieinduko-
wane rekombinowane komorki E. coli, §ciezki 2 1 3: rekombino-
wane komorki E. coli indukowane IPTG, $ciezki 4-7: oczyszczo-
ne ciatka wtrgtowe; M — marker masy biatek. Strzatka wskazuje
pozycje biatka N

BugBuster. Zawiesing mieszano przez 20 min. w tempera-
turze pokojowej, a nastgpnie wirowano w 16 000 X g przez
15 min. w 4°C. Po usunigciu supernatantu osad zawiesza-
no w takiej samej jak poprzednio objetosci odczynnika Bug-
Buster, dodawano lizozym do stezenia 200 pg/ml, wytrza-
sano i pozostawiano w temperaturze pokojowej na 5 min.
Nastgpnie dodawano odczynnik BugBuster rozcienczony
woda destylowana 1 : 10 w objetosci 6-krotnie wigkszej od
zawartos$ci probowki, wytrzasano przez 1 min. i wirowano
w 16 000 x przez 15 min. w 4°C. Procedur¢ ptukania cia-
tek wtretowych powtarzano dwukrotnie.

Oczyszczone ciatka wtrgtowe rozpuszczano w 2 ml roz-
tworu: 8 M mocznik, 100 mM Tris, 10 mM 2-merkaptoeta-
nol i zamrazano w —70°C. Ciatka wtrgtowe uzyskane z bak-
terii rekombinowanych plazmidami zawierajacymi geny
ORF7 szczepow H2 (genotyp europejski) i IDUVSL 27712
(genotyp amerykanski) wykorzystywano jako antygeny
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Ryc. 2. Wykres mianowania rekombinowanych antygenow
N-EU i N-US wykorzystywanych w testach ELISA PIWet
i PIWet R

w testach ELISA, odpowiednio N-EU i N-US. Czystos¢
antygenéw N-EU i N-US oceniano na podstawie elektro-
forezy w zelu akrylamidowym z siarczanem dodecylu (SDS-
-PAGE) i barwieniu bi¢kitem kumasyny (ryc. 1).

W analogiczny sposédb uzyskiwano antygen z nie rekom-
binowanych bakterii BL21(DE3)pLysS, ktory stuzyt w tes-
cie ELISA jako kontrolny antygen negatywny (natural host
antigen — NHC).

Przygotowanie plytek do testow ELISA. Przygotowu-
jac ptytki do testu PIWet PRRS ELISA do wykrywania prze-
ciwciat dla PRRSV do nieparzystych kolumn basenikoéw
mikroptytek Maxisorp (Nunc) wprowadzano antygen NHC
w rozcienczeniu 1 : 10 000, a do kolumn parzystych
mieszaning antygendw N-EU 1 N-US w rozcienczeniach
ustalanych doswiadczalnie (ryc. 2). W zalezno$ci od wy-
dajnosci rozcienczenie dla N-EU wynosito od 1 : 1600 do
1:12800,adlaN-US1:10000do 1:25000.Rozcien-
czenia wykonywano w 50 mM buforze weglanowym
pH 9,6 z 5 mM dithiotreitolem i 0,02% dodatkiem inhibi-
tora proteaz ProClin 300 (Supelco). Nastepnie ptytki inku-
bowano przez noc w 4°C. W kolejnym etapie mikroptytki
blokowano ptynem do rozcienczania surowicy (10% suro-
wica konska (ICN) w PBS, 0,02% ProClin) przez 1 godz.
w temperaturze pokojowej na wytrzasarce. Ptyn do blo-
kowania usuwano, a mikroptytki ptukano 3-krotnie ply-
nem do ptukania: PBS, 0,05% Tween 20, po czym suszono
w 37°C 1 po szczelnym opakowaniu przechowywano w 4°C.
Optymalne rozcienczenia antygenow ustalano doswiadczal-
nie dla kazdej partii antygendw przez pordwnanie wyni-
kéw badania zestawu surowic standardowych komercyj-
nym testem ELISA (IDEXX) wedtug zalecen producenta.

W celu przygotowania ptytek do testu PIWet PRRS R
ELISA do nieparzystych kolumn basenikow mikroptytki
wprowadzano antygen N-EU, a do parzystych N-US. Spo-
sob dalszego postepowania z ptytkami byl identyczny
Z Wyzej opisanym.

Surowice. Jako surowic standardowych dodatnich uzy-
wano surowic od §win immunizowanych doswiadczalnie
szczepionka Porcilis PRRS (Intervet) (POZ lub POZ-EU)
zawierajaca antygen PRRSV-EU lub Ingelvac PRRS MLV
(Boehringer Ingelheim Vetmedica) (POZ-US). Jako suro-
wic standardowych ujemnych uzywano surowic od §win
z gospodarstw wolnych od PRRS. Rozcieficzenie surowic
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standardowych dodatnich ustalano doswiadczalnie, a su-
rowicg standardowa ujemna rozcienczano 1 : 100. Rozcien-
czone, gotowe do uzycia surowice standardowe przecho-
wywano w —20°C.

Do oceny swoistosci i czutosci testow ELISA wykorzy-
stano surowice od $win zakazonych terenowymi szczepa-
mi PRRSV-EU nalezacymi do czterech obecnie znanych
podtypow tego genotypu z Polski, Litwy, Biatorusi oraz od
swin z gospodarstwa polskiego, gdzie metoda RT-nested
PCR i sekwencjonowania DNA produktéw PCR wykaza-
no krazenie dwoch genotypow PRRSV (19, 21). Wymie-
nione surowice badano rowniez testem ELISA IDEXX.

W badaniach wykorzystano takze surowice od $win ze
Szwecji, kraju wolnego od PRRSYV, otrzymane z Panstwo-
wego Instytutu Weterynaryjnego w Uppsali, ktore w tescie
IDEXX reagowaty nieswoiscie dodatnio.

Rozcienczenia surowic standardowych i doswiadczal-
nych wykonywano w plynie o sktadzie identycznym z ply-
nem do blokowania.

Wykonanie testu. Przed wykonaniem testow ELISA
optaszczone mikroptytki inkubowano w temperaturze po-
kojowej przez 1 godzing. Nastgpnie do basenikow wpro-
wadzano po 50 ul surowic standardowych i surowic bada-
nych rozcienczonych 1 : 100 w ptynie do rozcienczania
surowicy i inkubowano w temperaturze pokojowej przez
30 min. na wytrzasarce. Po 5-krotnym ptukaniu mikropty-
tek ptynem do plukania do basenikéw wprowadzano 50 pl
koniugatu (Polyclonal Rabbit Anti Swine Immunoglobu-
lins/HRP) rozcienczonego 1 : 5000 w ptynie do rozcien-
czania surowicy i ponownie inkubowano w temperaturze
pokojowej przez 30 min. na wytrzasarce i ptukano. Nastep-
nie do basenikow wprowadzano 50 pl substratu TMB (Sig-
ma) i inkubowano bez dostgpu swiatta przez okoto 20 min.,
po czym reakcj¢ barwna hamowano przez dodanie 50 pl
2 M kwasu siarkowego. Pomiaru gestosci optycznej (OD)
dokonywano przy dlugosci fali 450 nm.

Wynik badania surowicy (S) na obecnos¢ przeciwciat
dla PRRSV wyrazano stosunkiem wartosci OD odczytanej
z basenika optaszczonego mieszaning antygenéw N-EU
i N-US (N) pomniejszonej o warto$¢ OD tej surowicy od-
czytanej z basenika optaszczonego antygenem NHC i war-
tosci OD surowicy standardowej dodatniej (POZ) pomniej-
szonej o warto$¢ OD tej surowicy odczytanej z basenika
optaszczonego antygenem NHC (sample to positive —
S/P). Przy obliczaniu wyniku postugiwano si¢ nastgpuja-
cym wzorem:

(S antygen N) B (S antygen NHC)

OD

(POZ antygen NHC)

S/P = oD

(POZ antygen N) -

Test uznawano za wazny, jesli réznica OD netto surowi-
cy standardowej dodatniej i OD netto surowicy standardo-
wej ujemnej (NEG) wynosita < 0,3.

Wynik badania surowicy zawierajacej przeciwcial dla
PRRSV w celu okreslenia genotypu wirusa wywotujacego
serokonwersje¢ wyrazano stosunkiem wartosci OD surowi-
cy z antygenem N-EU do warto$ci OD surowicy z antyge-
nem N-US (OD, /OD). Stosunek wyzszy od 1,2 inter-
pretowano jako swiadczacy o obecno$ci w surowicy prze-
ciwciat dla genotypu europejskiego, natomiast stosunek
réwny lub nizszy od 0,8 interpretowano jako §wiadectwo
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obecnosci przeciwciat dla genotypu amerykanskiego. Su-
rowice o wspotczynniku OD, /OD ( zawierajacym sig
w przedziale 1,2-0,8 traktowano jako mogace zawierac prze-
ciwciata dla obu genotypow.

Test uznawano za wazny, jesli wspotezynnik OD,, /OD
dla surowicy standardowej dodatniej dla genotypu EU byt
wyzszy od 1,5, a wspotczynnik OD, /OD dla surowicy
standardowej dodatniej dla genotypu US nizszy od 0,7.

Wyniki i omowienie

Wynikiem przeprowadzonych badan byto opraco-
wanie zestawow ELISA do serologicznej diagnostyki
zakazen PRRSV. Pierwszy zestaw, PIWet PRRS
ELISA, w ktorym plytki optaszcza si¢ mieszaning re-
komblnowanych antygenow obu genotypow wirusa,
stuzy do ogolnego rozpoznawania zakazen. Zestaw
drugi, PIWet PRRS R ELISA, w ktérym kolumny pty-
tek optaszcza si¢ naprzemiennie antygenem europej-
skim 1 amerykanskim, stuzy do okre$lania genotypu
wirusa wywolujacego zakazenie.

Czystos¢ antygenow do optaszczania ptytek ocenia-
no na podstawie SDS-PAGE (ryc. 1). Preparaty anty-
genoOw zawieraly szereg produktow o szerokim zakre-
sie mas molekularnych, lecz dominujace biatka byly
reprezentowane przez dwa prazki o masach pomigdzy
14,4120 kDa. Podobny obraz oczyszczonego antyge-
nu zaobserwowali Ferrin i wsp. (7). Autorzy ci stwier-
dzili, ze prazek o wigkszej masie odpowiada rekom-
binowanemu biatku N, podczas gdy prazek o mniej-
szej masie odpow1ada najprawdopodobmej lizozymo-
wi. Wysokie rozcienczenie antygendéw uzywanych do
optaszczania plytek do testow ELISA sprawialo, ze
widoczne na zelu biatka pochodzenia bakteryjnego
nie interferowaly w reakcjach z surowicami §win.

Wykorzystana w badaniach metoda produkcji anty-
genu wirusa nie byta dotychczas opisywana w litera-
turze naukowe;j. Inni autorzy wykorzystywali ekstrak-
cje bialek wirusowych z hodowli komoérek Marc-145
zakazonych PRRSYV, ekstrakcji biatka N PRRSV z fazy
rozpuszczalnej bialek rekombinowanych bakterii lub
hodowli komérek owadzich zakazonych rekombino-
wanym bakulowirusem. Metody wiazaly si¢ z praco-
chlonnym procesem oczyszczania (2, 5-7, 15, 23).
Wyniki prezentowanych badan wykazaty, Zze antygen
N jest obecny rowniez w ciatkach wtrgtowych rekom-
binowanych bakterii i charakteryzuje si¢ wysokim
poziomem koncentracji. Co niezwykle wazne, moze
by¢ w bardzo tatwy i tani sposdb wyekstrahowany
z lizatu komorek.

W opisanych badaniach przeanalizowano przydat-
nos¢ szeregu buforow oraz substancji denaturujacych
do przygotowania antygenu do optaszczania plytek.
Wykazano, ze biatko N wiruso6w nalezacych do dwoch
genotypow PRRSV ma rozne wlasciwosci biologicz-
ne. Podczas gdy antygen N-EU zachowywatl wtasci-
wosci antygenowe w wigkszosci buforow, antygen
N-US posiadal najwyzsza antygenowos¢ w buforze
weglanowym o pH 9,6 z 10 mM 2-merkaptoetanolem,
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w ktorych to warunkach aktywno$¢ N-EU byta calko-
wicie zahamowana. Optymalnym buforem, w ktorym
oba antygeny posiadaty zachowane wlasciwosci anty-
genowe, byt bufor weglanowy z 50 mM DTT.

W celu oceny czuto$ci diagnostycznej opracowane-
go testu PIWet PRRS ELISA badaniu poddano 645
surowic od tucznikow z 30 ferm polskich oraz 11 bia-
toruskich 12 litewskich. Wsrod ferm, skad pochodzity
badane surowice, byly gospodarstwa zakazone czte-
rema dotychczas znanymi podtypami europejskiego ge-
notypu PRRSYV, genotypem amerykanskim oraz takie,
w ktorych krazyty oba genotypy wirusa (19, 21). Ba-
dania surowic wykonano réwnocze$nie nowo opraco-
wanym testem PIWet PRRS ELISA oraz testem
IDEXX HerdChek PRRS 2XR. Zaobserwowano pet-
na zgodno$¢ wynikow badan wykonanych obydwoma
zestawami, w ktorych 100% surowic reagowato do-
datnio w obu z nich.

W celu oceny swoistosci testu PIWet PRRS ELISA
badaniu poddano 250 surowic od $win ze Szwecji,
kraju jak dotychczas wolnego od PRRS oraz 3000 su-
rowic od loszek z 3 polskich ferm wolnych od PRRS.
Badanie wszystkich surowic pochodzacych ze Szwe-
cji dalo wynik ujemny w obu testach ELISA, podob-
nie jak badanie surowic od loszek z 2 z 3 ferm z Pol-
ski. Natomiast badanie 1000 surowic z jednej fermy
z naszego kraju w obu testach dalo wynik dodatni
w przypadku surowic od 5 loszek, podczas gdy pozo-
stale1995 surowic dato wyniki ujemny. Po 3 tygodniach
zbadano ponownie surowicg od tych 5 loszek oraz od
10 innych, przebywajacych w tych samych kojcach.
Wynik badania byl identyczny jak poprzednio. Nie
wykazano wzrostu liczby seroreagentéw, co mogtoby
swiadczy¢ o szerzacej si¢ infekcji. Wynik ten nalezy
wigc uznac za fatszywie dodatni.

Tego rodzaju nieswoiscie dodatnie wyniki moga by¢
obserwowane nawet w 5% surowic, a ich zrodto jest
nieznane (7). Niektorzy autorzy wskazuja na mozli-
wos$¢ kontaminacji antygenu PRRSV na ptytkach
ELISA innymi biatkami, dla ktorych przeciwciata spo-
tyka si¢ we krwi niektorych §win (7). Migdzy r6znymi
testami serologicznymi obserwuje si¢ réznice we wraz-
liwos$ci na te nieswoiste reakcje. W celu poréwnania
wrazliwosci testow IDEXX 1 PIWet na pojawianie si¢
Wynik(')w fatszywie dodatnich zbadano 15 surowic
Swin ze Szwecji, ktore reagowaly dodatnio w tescie
IDEXX oraz ujemnie w teScie IPMA. Surowice te
otrzymano od dr Malika Merzy z firmy Svanova
(Szwecja). Okazalo sig, ze jedynie 3 z 15 surowic re-
agujacych nieswoiscie dodatnio w tescie IDEXX dato
wynik dodatni w tescie PIWet (tab. 1). Wynik ten wska-
zuje, ze swoisto$¢ PIWet PRRS ELISA moze by¢ wyz-
sza niz testu IDEXX.

Analiza swoistos$ci testu do serologicznego rozni-
cowania genotypéw PRRSV jest trudniejsza. Mimo
wielu r6znic antygenowych migdzy nimi istnieje pe-
wien poziom pokrewienstwa, szczegdlnie w obrgbie
biatka N, ktdre jest antygenem dominujacym w odpo-
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Tab. 1. Porownanie wynikéw badania surowic dodatnich oraz
falszywie dodatnich w testach IDEXX i PTWet.

Surowice dodatnie Surowice fatszywie dodatnie
nr |swoisto$é | IDEXX | PlWet nr IDEXX | PlWet
80 us 2,87 2,65 1043411 | 0,45 0,33

403 us 2,75 2,78 | 1045812 | 1,02 0,62
404 us 2,20 1,90 10458/3 0,54 0,13
501 us 2,10 3,49 10434/8 0,74 0,05
505 us 3,40 3,90 10464/7 0,64 0,08
506 us 1,98 3,10 9821/17 0,46 0,00
66 EU 1,69 2,60 9781/2 0,48 0,30
67 EU 3,09 3,30 9864/6 1,66 0,91
68 EU 2,40 3,20 10486/7 0,57 0,00
58 EU 0,91 1,90 10434/4 0,61 0,15
1102 EU 2,11 2,70 11057/8 0,57 0,16
1070 EU 2,95 3,20 11055/4 1,03 0,28
B3/94 EU 0,50 0,88 11082/7 0,57 0,22
B6/94 EU 1,96 2,07 | 1106713 | 0,46 0,30
B8/94 EU 3,01 3,50 11557/3 0,41 0,58

Objasnienie: Wyniki wyrazono jako stosunek S/P. Wynik bada-
nia interpretowano jako dodatni, jesli badana surowica dawata
warto$¢ S/P = 0,4 (IDEXX) Iub = 0,5 (test wtasny). Surowice
dodatnie o okreslonej swoistosci pochodzity od §win szczepio-
nych szczepionka Ingelvac PRRS MLV (US) lub szczepionka
Porcilis PRRS (EU)

wiedzi serologicznej na infekcjg. Tak wige surowice
od $win zakazonych szczepem genotypu europejskie-
g0 moga reagowac z antygenem amerykanskim 1 od-
wrotnie. Zawsze jednak rekcja przeciwciat indukowa-
nych zakazeniem szczepem PRRSV-EU bedzie silniej-
sza z antygenem tego typu niz z antygenem PRRSV-
-US (15, 18). Poréwnanie wartosci OD pozwala na
ustalenie typu PRRSYV, z jakim zetkngta si¢ $winia.
W tabeli 2 zamieszczono wyniki badania surowic od
swin po doswiadczalnym szczepieniu dwoma rozny-
mi szczepionkami zawierajacymi wirusy genotypu
amerykansklego lub europejskiego. Wida¢ wyraznie,
ze stosunek OD, /OD  jest zawsze wyzszy od 1,2,
jesli $winie mlaly  kontakt wylacznie z wirusem euro-
pejskim 1 rowny lub nizszy od 0,8, jesli $winie miaty
kontakt wytacznie z wirusem amerykanskim (tab. 2).
Trudniejsze do interpretacji sa wyniki badania su-
rowic z ferm, gdzie kraza oba genotypy. W takich sta-
dach mozna spotkaé¢ zarowno surowice o wspolczyn-
niku OD,, /OD,  wyzszym od 1,2, nizszym od 0,8 oraz
zprzedziatu 1 2 O 8. Wykoname proﬁlu serologlczne-
go wskazuje, ze Swinie ulegaja zakazeniu jednym
szczepem wirusa (np. PRRSV-EU) i przez pewien czas
odporno$¢ krzyzowa chroni je przed zakazeniem
drugim szczepem (np. PRRSV-US). Badanie testem
PIWet PRRS R ELISA na tym etapie wskazuje na po-
Jedyncze zakazenie (wszystkie serologicznie dodatnie
swinie posiadaja OD, /OD ¢ > 1,2 lub OD_ /OD
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Tab. 2. Wyniki badania surowic testami ELISA PIWet suro-
wic od §win zakaZonych szczepami o genotypie europejskim
i/lub amerykanskim

Nr surowicy wg:\lnill;f Iéllls,A w‘;’l::ll\(I:tLFIiSA Interpretacja
(0Dg,/0Dy5)
(7719) 3 1,06 1,72
(7719) 5 1,10 1,85
(7719) 6 1,33 1,96
(1119) 7 1,28 1.84 Stado zakazone
(7719) 15 1,86 3,54 PRRSV-EU
(7719) 16 2,12 4,08
(7719) 17 2,34 3,28
(7719) 18 1,61 3,49
(6047) 3 1,77 1,276
(6047) 4 1,19 1,056
(6047) 5 2,16 0,706
(6047) 6 1,75 1,409 Stado zakazone
(3400) 3 3,08 1,096 i?gnﬂss‘(/ﬁ:ls
(3400) 4 2,58 1,108
(3400) 6 2,90 1,181
(3400) 8 2,12 1,314
(7945) 2 2,13 0,59
(7945) 5 1,92 0,64
(7945) 10 1,52 0,40
(7945) 11 1,16 0,35 Stado zakazone
(7945) 12 1,66 0,51 PRRSV-US
(7132) 2 1,41 0,42
(7132) 5 1,91 0,60
(7132) 8 1,35 0,62

Objasnienie: Wynik badania testem ELISA PIWet R wyrazano
stosunkiem wartosci OD surowicy z antygenem N-EU do war-
tosci OD surowicy z antygenem N-US (OD, /OD ). Stosunek

D, /OD > 1,2 $wiadczy o obecnosci w surowicy przeciwciatl
dla genotypu europejskiego, natomiast stosunek OD_ /OD
< 0,8 §wiadczy o obecnosci przeciwciat dla genotypu amerykan-
skiego. Wartosci z przedziatu 1,2-0,8 §wiadcza o mozliwosci za-
kazenia §win przez oba genotypy PRRSV

<0,8). Po spadku poziomu odpornosci krzyzowej do-
chodzi do zakazenia drugim szczepem krazacym
w stadzie 1 po kilku tygodniach surowice takich swin
beda dawaty wyniki oscylujace wokot wartosci 1
wspotczynnika OD_ /OD .. Tak wigc mieszane zaka-
zenie stada mozna wykry¢ jedynie na podstawie bada-
nia surowic §win z wielu grup wiekowych.
Niewqtpliwie test PIWet PRRS R ELISA nalezy sto-
sowac przed podjeciem decyzji o wyborze szczep10nk1
Badanie r6znicujace jest niezbedne rowniez w stadach
zakazonych genotypem europejskim, gdzie stosowa-
no szczepionkq Zywa, atenuowang oparta o amerykan-
ski genotyp wirusa, lub w stadach, ktére wprowadzaty
$winie z gospodarstw stosujacych t¢ szczepionke.
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Wirus w niej zawarty ma bowiem zdolnos¢ dtugotrwa-
tego utrzymywania si¢ w stadzie §win, obok szcze-
pow terenowych. Wirusy te czesto kraza w réznych
grupach wiekowych lub réznych sektorach chlewni
1 doktadne poznanie drog ich krazenia jest niezbed-
nym warunkiem do podjgcia programu zwalczania
PRRS (21).

Przeprowadzone badania wskazuja na zasadno$¢
dwuetapowego postgpowania w réznicowej diagnosty-
ce serologicznej PRRS. W pierwszym etapie surowi-
ce nalezy bada¢ testem ELISA ze zmieszanym anty-
genami genotypow (ELISA IDEXX lub PIWet), a w
drugim, testem réznicujacym PIWet R bada¢ jedynie
surowice reagujace dodatnio w pierwszym etapie.

W podsumowaniu nalezy stwierdzi¢, ze opracowa-
ne testy ELISA, PIWet PRRS 1 PIWet R PRRS sa sku-
tecznymi 1 warto§ciowymi narzgdziami do wykrywa-
nia PRRS, a ich przydatnos¢ zostata zweryfikowana
w praktyce laboratoryjne;.

PiSmiennictwo

1.Albina E., Leforban Y., Baron T, Plana Duran J. P, Vannier P.: An enzyme
linked immunosorbent assay (ELISA) for the detection of antibodies to the
porcine reproductive and respiratory syndrome (PRRS) virus. Ann. Rech.
Vet. 1992, 23, 167-176.

2.Cho H. J., Deregt D., Joo H. S.: An ELISA for porcine reproductive and
respiratory syndrome: Production of antigen of high quality. Canad. J. Vet.
Res. 1996, 60, 89-93.

3.Collins J. E., Benfield D. A., Christianson W. T., Harris L., Hennings J. C.,
Shaw D. P, Goyal S. M., McCullough S., Morrison R. B., Joo H. S.,
Gorcyca D., Chladek D.: Isolation of swine infertility and respiratory syn-
drome virus (isolate ATCC VR-2332) in North America and experimental
reproduction of the disease in gnotobiotic pigs. J. Vet. Diagn. Invest. 1992,
4, 117-126.

4.Dea S., Wilson L., Therrien D., Cornaglia E.: Competitive ELISA for detec-
tion of antibodies to porcine reproductive and respiratory syndrome virus
using recombinant E. coli-expressed nucleocapsid protein as antigen. J. Virol.
Methods 2000, 87, 109-122.

5.Denac H., Moser C., Tratschin J. D., Hofinann M. A.: An indirect ELISA for
the detection of antibodies against porcine reproductive and respiratory syn-
drome virus using recombinant nucleocapsid protein as antigen. J. Virol.
Methods 1997, 65, 169-181.

6.Drew T. W.: Studies on the genome and proteins of porcine reproductive and
respiratory syndrome virus. Praca dokt. The Open University, London 1996.

7.Ferrin N. H., Fang Y., Johnson C. R., Murtaugh M. P, Polson D. D.,
Torremorell M., Gramer M. L., Nelson E. A.: Validation of a blocking enzy-
me-linked immunosorbent assay for detection of antibodies against porcine
reproductive and respiratory syndrome virus. Clin. Diagn. Lab. Immunol.
2004, 11, 503-514.

8.Goyal S. M.: Porcine reproductive and respiratory syndrome. J. Vet. Diagn.
Invest. 1993, 5, 656-664.

9.Houben S., Callebaut P, Pensaert M. B.: Comparative study of a blocking
enzyme-linked immunosorbent assay and the immunoperoxidase monolayer
assay for the detection of antibodies to the porcine reproductive and respira-
tory syndrome virus in pigs. J. Virol. Methods 1995, 51, 125-128.

10.Keffaber K. K.: Reproductive failure of unknown etiology. Amer. Ass. Swine

Pract. Newsletter 1989, 1, 1-10.

11.Neumann E. J., Kliebenstein J. B., Johnson C. D., Mabry J. W., Bush E. J.,
Seitzinger A. H., Green A. L., Zimmerman J. J.: Assessment of the economic
impact of porcine reproductive and respiratory syndrome on swine produc-
tion in the United States. J. Am. Vet. Med. Assoc. 2005, 227, 385-392.

12.Nodelijk G., Wensvoort G., Kroese B., van Leengoed L., Colijn E.,
Verheijden J.: Comparison of a commercial ELISA and an immunoperoxida-
se monolayer assay to detect antibodies directed against porcine respiratory
and reproductive syndrome virus. Vet. Microbiol. 1996, 49, 285-295.

13. Pejsak Z., Pawinski J., Stadejek T.: Objawy kliniczne oraz straty ekonomicz-
ne zwigzane z wystapieniem zespotu rozrodczo-oddechowego $win w fermie
wielkotowarowej. Medycyna Wet. 1995, 51, 521-524.

14.Ropp S. L., Wees C. E., Fang Y., Nelson E. A., Rossow K. D., Bien M., Arndt B.,
Preszler S., Steen P., Christopher-Hennings J., Collins J. E., Benfield D. A.,

1341

Faaberg K. S.: Characterization of emerging European-like porcine repro-
ductive and respiratory syndrome virus isolates in the United States. J. Virol.
2004, 78, 3684-3703.

15.Seuberlich T., Tratschin J. D., Thur B., Hofmann M. A.: Nucleocapsid protein-
-based enzyme-linked immunosorbent assay for detection and differentiation
of antibodies against European and North American porcine reproductive
and respiratory syndrome virus. Clin. Diagn. Lab. Immunol. 2002, 9, 1183-
-1191.

16.Snijder E. J., Meulenberg J. J. M.: The molecular biology of arteriviruses.
J. Gen. Virol. 1998, 79, 961-979.

17.Sorensen K. J., Botner A., Madsen E. S., Strandbygaard B., Nielsen J.:
Evaluation of a blocking Elisa for screening of antibodies against porcine
reproductive and respiratory syndrome (PRRS) virus. Vet. Microbiol. 1997,
56, 1-8.

18.Sorensen K. J., Strandbygaard B., Botner A., Madsen E. S., Nielsen J.,
Have P.: Blocking ELISA’s for the distinction between antibodies against
European and American strains of porcine reproductive and respiratory syn-
drome virus. Vet. Microbiol. 1998, 60, 169-177.

19.Stadejek T., Oleksiewicz M. B., Potapchuk D., Podgorska K.: Porcine repro-
ductive and respiratory syndrome virus strains of exceptional diversity in
eastern Europe support the definition of new genetic subtypes. J. Gen. Virol.
2006, 87, 1835-1841.

20.Stadejek T., Pejsak Z.: Zastosowanie testu immunoperoksydazowego w diag-
nostyce serologicznej rozrodczo-oddechowego zespotu chorobowego $win.
Medycyna Wet. 1995, 51, 340-342.

21.Stadejek T., Stankiewicz I., Pejsak Z.: Krazenie dwoch genotypdéw wirusa
zespotu rozrodczo-oddechowego $win (PRRSV) w stadzie §win w Polsce.
Medycyna Wet. 2005, 61, 321-325.

22.Wensvoort G., Terpstra C., Pol J. M. A., ter Laak E. A., Bloemraad M.,
de Kluyver E. P, Kragten C., van Buiten L., den Besten A., Wagenaar F.,
Broekhuijsen J. M., Moonen P. L. J. M., Zetstra T., de Boer E. A., Tibben H. J.,
de Jong M. F, van't Veld P., Groenland G. J. R., van Gennep J. A.,
Voets M. T., Verheijden J. H. M., Braamskamp J.: Mystery swine disease in
the Netherlands: the isolation of Lelystad virus. Vet. Q. 1991, 13, 121-130.

23. Witte S. B., Chard-Bergstrom C., Loughin T. A., Kapil S.: Development of
a recombinant nucleoprotein-based enzyme-linked immunosorbent assay for
quantification of antibodies against porcine reproductive and respiratory syn-
drome virus. Clin. Diagn. Lab. Immunol. 2000, 7, 700-702.

24.Yoon I. J., Joo H. S., Christianson W. T, Kim H. S., Collins J. E., Morri-
son R. B., Dial G. D.: An indirect fluorescent antibody test for the detection
of antibody to swine infertility and respiratory syndrome virus in swine sera.
J. Vet. Diagn. Invest. 1992, 4, 144-147.

25.Yoon I. J., Joo H. S., Goyal S. M., Molitor T. W.: A modified serum neutrali-
zation test for the detection of antibody to porcine reproductive and respira-
tory syndrome virus in swine sera. J. Vet. Diagn. Invest. 1994, 6, 289-292.

Adres autora: doc. dr hab. Tomasz Stadejek, Al. Partyzantéw 57, 24-100
Pulawy; e-mail: stadejek@piwet.pulawy.pl



