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Pierwsze doniesienia na temat zespo³u rozrodczo-
-oddechowego �wiñ (PRRS) pojawi³y siê w 1987
w USA (10). Choroba niemal jednocze�nie wyst¹pi³a
i rozprzestrzeni³a w Ameryce i w Europie. Obecnie
stanowi powa¿ny problem ekonomiczny w wiêkszo�-
ci krajów produkuj¹cych trzodê chlewn¹, w tym tak¿e
w Polsce (11, 13).

Czynnikiem etiologicznym choroby jest wirus PRRS
(PRRSV) nale¿¹cy do rodziny Arteriviridae (16). Zna-
ne s¹ dwa genotypy � europejski i amerykañski, na-
zwane tak ze wzglêdu na pierwotne miejsce izolacji
prototypowych szczepów (europejskiego Lelystad
i amerykañskiego VR2332) (3, 22). Obecnie oba ge-
notypy wystêpuj¹ zarówno w Europie i Ameryce, jak
i w Azji. Ograniczone pokrewieñstwo genetyczne i an-
tygenowe jest przyczyn¹ szeregu problemów w roz-
poznawaniu, zwalczaniu i profilaktyce PRRS.

Wstêpne rozpoznanie PRRS mo¿e byæ postawione
na podstawie objawów klinicznych, takich jak: wy-
ra�nie obni¿ona skuteczno�æ krycia, przedwczesne po-

rody lub ronienie w koñcowej fazie ci¹¿y, rodzenie siê
s³abych prosi¹t i zaburzenia ze strony uk³adu odde-
chowego dotycz¹ce zwierz¹t w ka¿dym wieku (8).
Poniewa¿ objawy chorobowe w przebiegu PRRS s¹
niezwykle zmienne, ze wzglêdu na ró¿n¹ zjadliwo�æ
szczepów oraz wtórne zaka¿enia bakteryjne i wiruso-
we, rozpoznanie PRRS musi zostaæ potwierdzone
metodami laboratoryjnymi.

Do rozpoznawania PRRS powszechnie wykorzystu-
je siê metody serologiczne, takie jak: immunofluo-
rescencja po�rednia (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
referencyjn¹ metodê diagnostyki serologicznej PRRS
uwa¿a siê IPMA z (12). Jest to jednak metoda kosz-
towna, pracoch³onna i trudna do standaryzacji. Naj-
czê�ciej wykorzystywanym do rozpoznawania PRRS
testem jest ELISA. Obecnie na rynku dostêpnych jest
kilka zestawów do rozpoznawania tej choroby, przy
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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 (PRRSV) from the Arteriviridae family. PRRSV 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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czym za test referencyjny uwa¿a siê zestaw firmy
IDEXX HerdChek PRRS 2XR.

Ze wzglêdu na wystêpowanie w wielu krajach oby-
dwu typów PRRSV konieczne jest okre�lenie genoty-
pu PRRSV wystêpuj¹cego w danym stadzie lub sek-
torze fermy. Wiedza na ten temat niezbêdna jest, miê-
dzy innymi, przy opracowywaniu programów szcze-
pieñ (14, 15, 18, 21). Jak dotychczas ¿adna firma nie
oferuje zestawu do serologicznego ró¿nicowania
PRRSV.

Celem badañ by³o opracowanie wydajnej metody
produkcji antygenów PRRSV przy u¿yciu rekombi-
nowanych bakterii E. coli i zastosowanie ich do pro-
dukcji testów ELISA do serologicznego rozpoznawa-
nia zaka¿eñ tym wirusem (PIWet PRRS ELISA) oraz
do ró¿nicowania serokonwersji dla PRRSV-EU
i PRRSV-US (PIWet PRRS R ELISA).

Materia³ i metody
Antygeny do testów ELISA. Antygen do op³aszczania

mikrop³ytek sk³ada³ siê z mieszaniny rekombinowanego
bia³ka N kapsydu szczepów H2 (genotyp europejski)
i IDUVSL 27712 (genotyp amerykañski). Gen kapsydu obu
wymienionych szczepów PRRSV wklonowano do plazmi-
du Pet 14b (Novagen) zawieraj¹cego gen oporno�ci na am-
picylinê i promotor bakteriofaga T7. Ka¿dy z konstruktów
wprowadzano do komórek bakterii E. coli szczepu
BL21(DE3)pLysS (Novagen) opornych na chloramfenikol.
W ten sposób otrzymano dwa szczepy rekombinowanych
bakterii zdolne do produkcji bia³ka kapsydu odpowiednio
szczepu H2 i IDUVSL 27712. Tak przygotowane szczepy
otrzymano dziêki uprzejmo�ci dr. Trevora W. Drew z Cen-
tral Veterinary Laboratory � Weybridge, Addlestone, Wielka
Brytania (6).

W celu otrzymania antygenów do testów ELISA oba
z rekombinowanych szczepów wysiewano do oddzielnych
probówek z 10 ml pod³o¿a Luria-Bertani (LB) zawieraj¹-
cym chloramfenikol o stê¿eniu 34 µg/ml i ampicylinê
o stê¿eniu 50 µg/ml. Hodowle inkubowano z intensywnym
mieszaniem przez noc w 37°C. Nastêpnego dnia hodowlê
bakterii wprowadzano do oko³o 200 ml pod³o¿a LB z wy-
¿ej wymienionymi antybiotykami i inkubowano z inten-
sywnym mieszaniem w 37°C do osi¹gniêcia gêsto�ci
optycznej (OD) zawiesiny bakterii 0,4-1,0, zwykle oko³o
3 godz. Nastêpnie w celu indukcji ekspresji bia³ka kapsy-
du PRRSV przez rekombinowane bakterie do kolby wpro-
wadzano izopropylotio-b-d-galaktozydazê (IPTG) do koñ-
cowego stê¿enia 0,4 mM i prowadzono inkubacjê przez ko-
lejne 3 godz. Nastêpnie kolby sch³adzano przez umiesz-
czenie w lodzie na 5 min., po czym komórki bakteryjne
odwirowywano przy 5000 × g przez 5 min. w 4°C. Osad
bakterii zawieszano w 100 ml zimnego buforu Tris-HCl
pH 8,0 i wirowano jak wy¿ej. Po zwa¿eniu osad zamra¿a-
no w �70°C.

W celu izolacji cia³ek wtrêtowych zawieraj¹cych anty-
gen, rozmro¿ony osad bakterii zawieszano w odczynniku
do ekstrakcji bia³ek BugBuster (Novagen). U¿ywano 5 ml
odczynnika na 1 g zawiesiny bakterii. Nastêpnie do zawie-
siny dodawano benzonazê w celu degradacji kwasów nu-
kleinowych w objêto�ci 1 µl na 1 ml u¿ytego odczynnika

BugBuster. Zawiesinê mieszano przez 20 min. w tempera-
turze pokojowej, a nastêpnie wirowano w 16 000 × g przez
15 min. w 4°C. Po usuniêciu supernatantu osad zawiesza-
no w takiej samej jak poprzednio objêto�ci odczynnika Bug-
Buster, dodawano lizozym do stê¿enia 200 µg/ml, wytrz¹-
sano i pozostawiano w temperaturze pokojowej na 5 min.
Nastêpnie dodawano odczynnik BugBuster rozcieñczony
wod¹ destylowan¹ 1 : 10 w objêto�ci 6-krotnie wiêkszej od
zawarto�ci probówki, wytrz¹sano przez 1 min. i wirowano
w 16 000 × przez 15 min. w 4°C. Procedurê p³ukania cia-
³ek wtrêtowych powtarzano dwukrotnie.

Oczyszczone cia³ka wtrêtowe rozpuszczano w 2 ml roz-
tworu: 8 M mocznik, 100 mM Tris, 10 mM 2-merkaptoeta-
nol i zamra¿ano w �70°C. Cia³ka wtrêtowe uzyskane z bak-
terii rekombinowanych plazmidami zawieraj¹cymi geny
ORF7 szczepów H2 (genotyp europejski) i IDUVSL 27712
(genotyp amerykañski) wykorzystywano jako antygeny
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Ryc. 1. Rozdzia³ elektroforetyczny bia³ek w ¿elu akrylamido-
wym z SDS (SDS-PAGE)
Obja�nienia: A � antygen PRRSV-EU, �cie¿ki 1-4: oczyszczone
cia³ka wtrêtowe, �cie¿ka 5: rekombinowane komórki E. coli
indukowane IPTG, �cie¿ka 6: nieindukowane rekombinowane
komórki E. coli; B � antygen PRRSV-US, �cie¿ka 1: nieinduko-
wane rekombinowane komórki E. coli, �cie¿ki 2 i 3: rekombino-
wane komórki E. coli indukowane IPTG, �cie¿ki 4-7: oczyszczo-
ne cia³ka wtrêtowe; M � marker masy bia³ek. Strza³ka wskazuje
pozycjê bia³ka N
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w testach ELISA, odpowiednio N-EU i N-US. Czysto�æ
antygenów N-EU i N-US oceniano na podstawie elektro-
forezy w ¿elu akrylamidowym z siarczanem dodecylu (SDS-
-PAGE) i barwieniu b³êkitem kumasyny (ryc. 1).

W analogiczny sposób uzyskiwano antygen z nie rekom-
binowanych bakterii BL21(DE3)pLysS, który s³u¿y³ w te�-
cie ELISA jako kontrolny antygen negatywny (natural host
antigen � NHC).

Przygotowanie p³ytek do testów ELISA. Przygotowu-
j¹c p³ytki do testu PIWet PRRS ELISA do wykrywania prze-
ciwcia³ dla PRRSV do nieparzystych kolumn baseników
mikrop³ytek Maxisorp (Nunc) wprowadzano antygen NHC
w rozcieñczeniu 1 : 10 000, a do kolumn parzystych
mieszaninê antygenów N-EU i N-US w rozcieñczeniach
ustalanych do�wiadczalnie (ryc. 2). W zale¿no�ci od wy-
dajno�ci rozcieñczenie dla N-EU wynosi³o od 1 : 1600 do
1 : 12 800, a dla N-US 1 : 10 000 do 1 : 25 000. Rozcieñ-
czenia wykonywano w 50 mM buforze wêglanowym
pH 9,6 z 5 mM dithiotreitolem i 0,02% dodatkiem inhibi-
tora proteaz ProClin 300 (Supelco). Nastêpnie p³ytki inku-
bowano przez noc w 4°C. W kolejnym etapie mikrop³ytki
blokowano p³ynem do rozcieñczania surowicy (10% suro-
wica koñska (ICN) w PBS, 0,02% ProClin) przez 1 godz.
w temperaturze pokojowej na wytrz¹sarce. P³yn do blo-
kowania usuwano, a mikrop³ytki p³ukano 3-krotnie p³y-
nem do p³ukania: PBS, 0,05% Tween 20, po czym suszono
w 37°C i po szczelnym opakowaniu przechowywano w 4°C.
Optymalne rozcieñczenia antygenów ustalano do�wiadczal-
nie dla ka¿dej partii antygenów przez porównanie wyni-
ków badania zestawu surowic standardowych komercyj-
nym testem ELISA (IDEXX) wed³ug zaleceñ producenta.

W celu przygotowania p³ytek do testu PIWet PRRS R
ELISA do nieparzystych kolumn baseników mikrop³ytki
wprowadzano antygen N-EU, a do parzystych N-US. Spo-
sób dalszego postêpowania z p³ytkami by³ identyczny
z wy¿ej opisanym.

Surowice. Jako surowic standardowych dodatnich u¿y-
wano surowic od �wiñ immunizowanych do�wiadczalnie
szczepionk¹ Porcilis PRRS (Intervet) (POZ lub POZ-EU)
zawieraj¹c¹ antygen PRRSV-EU lub Ingelvac PRRS MLV
(Boehringer Ingelheim Vetmedica) (POZ-US). Jako suro-
wic standardowych ujemnych u¿ywano surowic od �wiñ
z gospodarstw wolnych od PRRS. Rozcieñczenie surowic

standardowych dodatnich ustalano do�wiadczalnie, a su-
rowicê standardow¹ ujemn¹ rozcieñczano 1 : 100. Rozcieñ-
czone, gotowe do u¿ycia surowice standardowe przecho-
wywano w �20°C.

Do oceny swoisto�ci i czu³o�ci testów ELISA wykorzy-
stano surowice od �wiñ zaka¿onych terenowymi szczepa-
mi PRRSV-EU nale¿¹cymi do czterech obecnie znanych
podtypów tego genotypu z Polski, Litwy, Bia³orusi oraz od
�wiñ z gospodarstwa polskiego, gdzie metod¹ RT-nested
PCR i sekwencjonowania DNA produktów PCR wykaza-
no kr¹¿enie dwóch genotypów PRRSV (19, 21). Wymie-
nione surowice badano równie¿ testem ELISA IDEXX.

W badaniach wykorzystano tak¿e surowice od �wiñ ze
Szwecji, kraju wolnego od PRRSV, otrzymane z Pañstwo-
wego Instytutu Weterynaryjnego w Uppsali, które w te�cie
IDEXX reagowa³y nieswoi�cie dodatnio.

Rozcieñczenia surowic standardowych i do�wiadczal-
nych wykonywano w p³ynie o sk³adzie identycznym z p³y-
nem do blokowania.

Wykonanie testu. Przed wykonaniem testów ELISA
op³aszczone mikrop³ytki inkubowano w temperaturze po-
kojowej przez 1 godzinê. Nastêpnie do baseników wpro-
wadzano po 50 µl surowic standardowych i surowic bada-
nych rozcieñczonych 1 : 100 w p³ynie do rozcieñczania
surowicy i inkubowano w temperaturze pokojowej przez
30 min. na wytrz¹sarce. Po 5-krotnym p³ukaniu mikrop³y-
tek p³ynem do p³ukania do baseników wprowadzano 50 µl
koniugatu (Polyclonal Rabbit Anti Swine Immunoglobu-
lins/HRP) rozcieñczonego 1 : 5000 w p³ynie do rozcieñ-
czania surowicy i ponownie inkubowano w temperaturze
pokojowej przez 30 min. na wytrz¹sarce i p³ukano. Nastêp-
nie do baseników wprowadzano 50 µl substratu TMB (Sig-
ma) i inkubowano bez dostêpu �wiat³a przez oko³o 20 min.,
po czym reakcjê barwn¹ hamowano przez dodanie 50 µl
2 M kwasu siarkowego. Pomiaru gêsto�ci optycznej (OD)
dokonywano przy d³ugo�ci fali 450 nm.

Wynik badania surowicy (S) na obecno�æ przeciwcia³
dla PRRSV wyra¿ano stosunkiem warto�ci OD odczytanej
z basenika op³aszczonego mieszanin¹ antygenów N-EU
i N-US (N) pomniejszonej o warto�æ OD tej surowicy od-
czytanej z basenika op³aszczonego antygenem NHC i war-
to�ci OD surowicy standardowej dodatniej (POZ) pomniej-
szonej o warto�æ OD tej surowicy odczytanej z basenika
op³aszczonego antygenem NHC (sample to positive �
S/P). Przy obliczaniu wyniku pos³ugiwano siê nastêpuj¹-
cym wzorem:

OD(S antygen N)
 � OD

(S antygen NHC)S/P =
OD

(POZ antygen N)
 � OD

(POZ antygen NHC)

Test uznawano za wa¿ny, je�li ró¿nica OD netto surowi-
cy standardowej dodatniej i OD netto surowicy standardo-
wej ujemnej (NEG) wynosi³a < 0,3.

Wynik badania surowicy zawieraj¹cej przeciwcia³ dla
PRRSV w celu okre�lenia genotypu wirusa wywo³uj¹cego
serokonwersjê wyra¿ano stosunkiem warto�ci OD surowi-
cy z antygenem N-EU do warto�ci OD surowicy z antyge-
nem N-US (OD

EU
/OD

US
). Stosunek wy¿szy od 1,2 inter-

pretowano jako �wiadcz¹cy o obecno�ci w surowicy prze-
ciwcia³ dla genotypu europejskiego, natomiast stosunek
równy lub ni¿szy od 0,8 interpretowano jako �wiadectwo

Ryc. 2. Wykres mianowania rekombinowanych antygenów
N-EU i N-US wykorzystywanych w testach ELISA PIWet
i PIWet R
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obecno�ci przeciwcia³ dla genotypu amerykañskiego. Su-
rowice o wspó³czynniku OD

EU
/OD

US
 zawieraj¹cym siê

w przedziale 1,2-0,8 traktowano jako mog¹ce zawieraæ prze-
ciwcia³a dla obu genotypów.

Test uznawano za wa¿ny, je�li wspó³czynnik OD
EU

/OD
US

dla surowicy standardowej dodatniej dla genotypu EU by³
wy¿szy od 1,5, a wspó³czynnik OD

EU
/OD

US
 dla surowicy

standardowej dodatniej dla genotypu US ni¿szy od 0,7.

Wyniki i omówienie
Wynikiem przeprowadzonych badañ by³o opraco-

wanie zestawów ELISA do serologicznej diagnostyki
zaka¿eñ PRRSV. Pierwszy zestaw, PIWet PRRS
ELISA, w którym p³ytki op³aszcza siê mieszanin¹ re-
kombinowanych antygenów obu genotypów wirusa,
s³u¿y do ogólnego rozpoznawania zaka¿eñ. Zestaw
drugi, PIWet PRRS R ELISA, w którym kolumny p³y-
tek op³aszcza siê naprzemiennie antygenem europej-
skim i amerykañskim, s³u¿y do okre�lania genotypu
wirusa wywo³uj¹cego zaka¿enie.

Czysto�æ antygenów do op³aszczania p³ytek ocenia-
no na podstawie SDS-PAGE (ryc. 1). Preparaty anty-
genów zawiera³y szereg produktów o szerokim zakre-
sie mas molekularnych, lecz dominuj¹ce bia³ka by³y
reprezentowane przez dwa pr¹¿ki o masach pomiêdzy
14,4 i 20 kDa. Podobny obraz oczyszczonego antyge-
nu zaobserwowali Ferrin i wsp. (7). Autorzy ci stwier-
dzili, ¿e pr¹¿ek o wiêkszej masie odpowiada rekom-
binowanemu bia³ku N, podczas gdy pr¹¿ek o mniej-
szej masie odpowiada najprawdopodobniej lizozymo-
wi. Wysokie rozcieñczenie antygenów u¿ywanych do
op³aszczania p³ytek do testów ELISA sprawia³o, ¿e
widoczne na ¿elu bia³ka pochodzenia bakteryjnego
nie interferowa³y w reakcjach z surowicami �wiñ.

Wykorzystana w badaniach metoda produkcji anty-
genu wirusa nie by³a dotychczas opisywana w litera-
turze naukowej. Inni autorzy wykorzystywali ekstrak-
cjê bia³ek wirusowych z hodowli komórek Marc-145
zaka¿onych PRRSV, ekstrakcji bia³ka N PRRSV z fazy
rozpuszczalnej bia³ek rekombinowanych bakterii lub
hodowli komórek owadzich zaka¿onych rekombino-
wanym bakulowirusem. Metody wi¹za³y siê z praco-
ch³onnym procesem oczyszczania (2, 5-7, 15, 23).
Wyniki prezentowanych badañ wykaza³y, ¿e antygen
N jest obecny równie¿ w cia³kach wtrêtowych rekom-
binowanych bakterii i charakteryzuje siê wysokim
poziomem koncentracji. Co niezwykle wa¿ne, mo¿e
byæ w bardzo ³atwy i tani sposób wyekstrahowany
z lizatu komórek.

W opisanych badaniach przeanalizowano przydat-
no�æ szeregu buforów oraz substancji denaturuj¹cych
do przygotowania antygenu do op³aszczania p³ytek.
Wykazano, ¿e bia³ko N wirusów nale¿¹cych do dwóch
genotypów PRRSV ma ró¿ne w³a�ciwo�ci biologicz-
ne. Podczas gdy antygen N-EU zachowywa³ w³a�ci-
wo�ci antygenowe w wiêkszo�ci buforów, antygen
N-US posiada³ najwy¿sz¹ antygenowo�æ w buforze
wêglanowym o pH 9,6 z 10 mM 2-merkaptoetanolem,

w których to warunkach aktywno�æ N-EU by³a ca³ko-
wicie zahamowana. Optymalnym buforem, w którym
oba antygeny posiada³y zachowane w³a�ciwo�ci anty-
genowe, by³ bufor wêglanowy z 50 mM DTT.

W celu oceny czu³o�ci diagnostycznej opracowane-
go testu PIWet PRRS ELISA badaniu poddano 645
surowic od tuczników z 30 ferm polskich oraz 11 bia-
³oruskich i 2 litewskich. W�ród ferm, sk¹d pochodzi³y
badane surowice, by³y gospodarstwa zaka¿one czte-
rema dotychczas znanymi podtypami europejskiego ge-
notypu PRRSV, genotypem amerykañskim oraz takie,
w których kr¹¿y³y oba genotypy wirusa (19, 21). Ba-
dania surowic wykonano równocze�nie nowo opraco-
wanym testem PIWet PRRS ELISA oraz testem
IDEXX HerdChek PRRS 2XR. Zaobserwowano pe³-
n¹ zgodno�æ wyników badañ wykonanych obydwoma
zestawami, w których 100% surowic reagowa³o do-
datnio w obu z nich.

W celu oceny swoisto�ci testu PIWet PRRS ELISA
badaniu poddano 250 surowic od �wiñ ze Szwecji,
kraju jak dotychczas wolnego od PRRS oraz 3000 su-
rowic od loszek z 3 polskich ferm wolnych od PRRS.
Badanie wszystkich surowic pochodz¹cych ze Szwe-
cji da³o 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 da³o wynik dodatni
w przypadku surowic od 5 loszek, podczas gdy pozo-
sta³e1995 surowic da³o wyniki ujemny. Po 3 tygodniach
zbadano ponownie surowicê od tych 5 loszek oraz od
10 innych, przebywaj¹cych w tych samych kojcach.
Wynik badania by³ identyczny jak poprzednio. Nie
wykazano wzrostu liczby seroreagentów, co mog³oby
�wiadczyæ o szerz¹cej siê infekcji. Wynik ten nale¿y
wiêc uznaæ za fa³szywie dodatni.

Tego rodzaju nieswoi�cie dodatnie wyniki mog¹ byæ
obserwowane nawet w 5% surowic, a ich �ród³o jest
nieznane (7). Niektórzy autorzy wskazuj¹ na mo¿li-
wo�æ kontaminacji antygenu PRRSV na p³ytkach
ELISA innymi bia³kami, dla których przeciwcia³a spo-
tyka siê we krwi niektórych �wiñ (7). Miêdzy ró¿nymi
testami serologicznymi obserwuje siê ró¿nice we wra¿-
liwo�ci na te nieswoiste reakcje. W celu porównania
wra¿liwo�ci testów IDEXX i PIWet na pojawianie siê
wyników fa³szywie dodatnich zbadano 15 surowic
�wiñ ze Szwecji, które reagowa³y dodatnio w te�cie
IDEXX oraz ujemnie w te�cie IPMA. Surowice te
otrzymano od dr Malika Merzy z firmy Svanova
(Szwecja). Okaza³o siê, ¿e jedynie 3 z 15 surowic re-
aguj¹cych nieswoi�cie dodatnio w te�cie IDEXX da³o
wynik dodatni w te�cie PIWet (tab. 1). Wynik ten wska-
zuje, ¿e swoisto�æ PIWet PRRS ELISA mo¿e byæ wy¿-
sza ni¿ testu IDEXX.

Analiza swoisto�ci testu do serologicznego ró¿ni-
cowania genotypów PRRSV jest trudniejsza. Mimo
wielu ró¿nic antygenowych miêdzy nimi istnieje pe-
wien poziom pokrewieñstwa, szczególnie w obrêbie
bia³ka N, które jest antygenem dominuj¹cym w odpo-
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wiedzi serologicznej na infekcjê. Tak wiêc surowice
od �wiñ zaka¿onych szczepem genotypu europejskie-
go mog¹ reagowaæ z antygenem amerykañskim i od-
wrotnie. Zawsze jednak rekcja przeciwcia³ indukowa-
nych zaka¿eniem szczepem PRRSV-EU bêdzie silniej-
sza z antygenem tego typu ni¿ z antygenem PRRSV-
-US (15, 18). Porównanie warto�ci OD pozwala na
ustalenie typu PRRSV, z jakim zetknê³a siê �winia.
W tabeli 2 zamieszczono wyniki badania surowic od
�wiñ po do�wiadczalnym szczepieniu dwoma ró¿ny-
mi szczepionkami zawieraj¹cymi wirusy genotypu
amerykañskiego lub europejskiego. Widaæ wyra�nie,
¿e stosunek OD

EU
/OD

US
 jest zawsze wy¿szy od 1,2,

je�li �winie mia³y kontakt wy³¹cznie z wirusem euro-
pejskim i równy lub ni¿szy od 0,8, je�li �winie mia³y
kontakt wy³¹cznie z wirusem amerykañskim (tab. 2).

Trudniejsze do interpretacji s¹ wyniki badania su-
rowic z ferm, gdzie kr¹¿¹ oba genotypy. W takich sta-
dach mo¿na spotkaæ zarówno surowice o wspó³czyn-
niku OD

EU
/OD

US
 wy¿szym od 1,2, ni¿szym od 0,8 oraz

z przedzia³u 1,2-0,8. Wykonanie profilu serologiczne-
go wskazuje, ¿e �winie ulegaj¹ zaka¿eniu jednym
szczepem wirusa (np. PRRSV-EU) i przez pewien czas
odporno�æ krzy¿owa chroni je przed zaka¿eniem
drugim szczepem (np. PRRSV-US). Badanie testem
PIWet PRRS R ELISA na tym etapie wskazuje na po-
jedyncze zaka¿enie (wszystkie serologicznie dodatnie
�winie posiadaj¹ OD

EU
/OD

US
 > 1,2 lub OD

EU
/OD

US

< 0,8). Po spadku poziomu odporno�ci krzy¿owej do-
chodzi do zaka¿enia drugim szczepem kr¹¿¹cym
w stadzie i po kilku tygodniach surowice takich �wiñ
bêd¹ dawa³y wyniki oscyluj¹ce wokó³ warto�ci 1
wspó³czynnika OD

EU
/OD

US
. Tak wiêc mieszane zaka-

¿enie stada mo¿na wykryæ jedynie na podstawie bada-
nia surowic �wiñ z wielu grup wiekowych.

Niew¹tpliwie test PIWet PRRS R ELISA nale¿y sto-
sowaæ przed podjêciem decyzji o wyborze szczepionki.
Badanie ró¿nicuj¹ce jest niezbêdne równie¿ w stadach
zaka¿onych genotypem europejskim, gdzie stosowa-
no szczepionkê ¿yw¹, atenuowan¹ opart¹ o amerykañ-
ski genotyp wirusa, lub w stadach, które wprowadza³y
�winie z gospodarstw stosuj¹cych tê szczepionkê.

Tab. 2. Wyniki badania surowic testami ELISA PIWet suro-
wic od �wiñ zaka¿onych szczepami o genotypie europejskim
i/lub amerykañskim

Obja�nienie: Wynik badania testem ELISA PIWet R wyra¿ano
stosunkiem warto�ci OD surowicy z antygenem N-EU do war-
to�ci OD surowicy z antygenem N-US (OD

EU
/OD

US
). Stosunek

OD
EU

/OD
US

 > 1,2 �wiadczy o obecno�ci w surowicy przeciwcia³
dla genotypu europejskiego, natomiast stosunek OD

EU
/OD

US
< 0,8 �wiadczy o obecno�ci przeciwcia³ dla genotypu amerykañ-
skiego. Warto�ci z przedzia³u 1,2-0,8 �wiadcz¹ o mo¿liwo�ci za-
ka¿enia �wiñ przez oba genotypy PRRSV

yciworusrN ASILEkinyW
P/SteWIP

ASILEkinyW
RteWIP

DO( UE DO/ SU )
ajcaterpretnI

3)9177( 60,1 27,1

eno¿akazodatS
UE-VSRRP

5)9177( 01,1 58,1

6)9177( 33,1 69,1

7)9177( 82,1 48,1

51)9177( 68,1 45,3

61)9177( 21,2 80,4

71)9177( 43,2 82,3

81)9177( 16,1 94,3

3)7406( 77,1 672,1

eno¿akazodatS
UE-VSRRP
SU-VSRRPi

4)7406( 91,1 650,1

5)7406( 61,2 607,0

6)7406( 57,1 904,1

3)0043( 80,3 690,1

4)0043( 85,2 801,1

6)0043( 09,2 181,1

8)0043( 21,2 413,1

2)5497( 31,2 95,0

eno¿akazodatS
SU-VSRRP

5)5497( 29,1 46,0

01)5497( 25,1 04,0

11)5497( 61,1 53,0

21)5497( 66,1 15,0

2)2317( 14,1 24,0

5)2317( 19,1 06,0

8)2317( 53,1 26,0

Tab. 1. Porównanie wyników badania surowic dodatnich oraz
fa³szywie dodatnich w testach IDEXX i PIWet.

Obja�nienie: Wyniki wyra¿ono jako stosunek S/P. Wynik bada-
nia interpretowano jako dodatni, je�li badana surowica dawa³a
warto�æ S/P ³ 0,4 (IDEXX) lub ³ 0,5 (test w³asny). Surowice
dodatnie o okre�lonej swoisto�ci pochodzi³y od �wiñ szczepio-
nych szczepionk¹ Ingelvac PRRS MLV (US) lub szczepionk¹
Porcilis PRRS (EU)

eintadodeciworuS eintadodeiwyzs³afeciworuS

rn æ�otsiows XXEDI teWIP rn XXEDI teWIP

08 SU 78,2 56,2 11/43401 54,0 33,0

304 SU 57,2 87,2 21/85401 20,1 26,0

404 SU 02,2 09,1 3/85401 45,0 31,0

105 SU 01,2 94,3 8/43401 47,0 50,0

505 SU 04,3 09,3 7/46401 46,0 80,0

605 SU 89,1 01,3 71/1289 64,0 00,0

66 UE 96,1 06,2 2/1879 84,0 03,0

76 UE 90,3 03,3 6/4689 66,1 19,0

86 UE 04,2 02,3 7/68401 75,0 00,0

85 UE 19,0 09,1 4/43401 16,0 51,0

2011 UE 11,2 07,2 8/75011 75,0 61,0

0701 UE 59,2 02,3 4/55011 30,1 82,0

49/3B UE 05,0 88,0 7/28011 75,0 22,0

49/6B UE 69,1 70,2 31/76011 64,0 03,0

49/8B UE 10,3 05,3 3/75511 14,0 85,0
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Wirus w niej zawarty ma bowiem zdolno�æ d³ugotrwa-
³ego utrzymywania siê w stadzie �wiñ, obok szcze-
pów terenowych. Wirusy te czêsto kr¹¿¹ w ró¿nych
grupach wiekowych lub ró¿nych sektorach chlewni
i dok³adne poznanie dróg ich kr¹¿enia jest niezbêd-
nym warunkiem do podjêcia programu zwalczania
PRRS (21).

Przeprowadzone badania wskazuj¹ na zasadno�æ
dwuetapowego postêpowania w ró¿nicowej diagnosty-
ce serologicznej PRRS. W pierwszym etapie surowi-
ce nale¿y badaæ testem ELISA ze zmieszanym anty-
genami genotypów (ELISA IDEXX lub PIWet), a w
drugim, testem ró¿nicuj¹cym PIWet R badaæ jedynie
surowice reaguj¹ce dodatnio w pierwszym etapie.

W podsumowaniu nale¿y stwierdziæ, ¿e opracowa-
ne testy ELISA, PIWet PRRS i PIWet R PRRS s¹ sku-
tecznymi i warto�ciowymi narzêdziami do wykrywa-
nia PRRS, a ich przydatno�æ zosta³a zweryfikowana
w praktyce laboratoryjnej.
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