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Wybrane dane prezentowane podczas 25. Kongresu IPVS.
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Zagadnieniem, ktéremu po$wiecono sporo uwagi
na 25. Kongresie IPVS, bylo podejscie genetyczne
do zwalczania chordb $win. State problemy ze zwal-
czeniem wielu jednostek chorobowych, pojawiajace sie
nowe oraz ogromny rozwoj biologii molekularnej i ge-
netyki powoduja, ze naukowcy moga szuka¢ innych
niz do tej pory rozwiazan w zakresie kontroli i zwal-
czania choréb. Jedna z takich metod s3 proby uzyska-
nia zwierzat niepodatnych na zakazenie danym pa-
togenem. Podczas kongresu zaprezentowano wyniki
dotyczace wirusa zespotu rozrodczego i oddechowego
(PRRSV) i Actinonobacillus pleuropneumoniae.

Obecnie najbardziej zaawansowane badania w tym
zakresie dotycza PRRS. Zesp6t rozrodczo-oddechowy
$win jest panzootyczng chorobg zakazng $win, powo-
dujacg powazne straty ekonomiczne niemal na calym
$wiecie. Choroba manifestuje sie inaczej u $win w réz-
nym wieku, ale powoduje przede wszystkim pdzne
poronienia i rodzenie sie martwych ptodéw oraz za-
burzenia ze strony ukladu oddechowego u prosiat.
Czynnikiem sprawczym PRRS jest wirus RNA o bardzo
waskim tropizmie do komoérek gospodarza (komdrek
linii monocytoéw/makrofagéw). Znajdujacy sie na nich
receptor CD163 zostat uznany za miejsce fuzji wirusa
z komoérka. CD163 ulega silnej ekspresji zwlaszcza na
powierzchni makrofagdw ptucnych. Ten waski tropizm
wirusa wykorzystano do stworzenia zwierzat pozba-
wionych wrazliwosci na zakazenie poprzez usuniecie
fragmentu (regionu SRCR5) receptora CD163, do tego
celu zastosowano technike CRISPR/Cas9.

Delecyjne makrofagi wykazaty catkowita odpornos¢
na zakazenie wirusem PRRSV (brak replikacji réznych
genotypéw PRRSV). W badaniach uwzgledniono ge-
notyp 1 PRRSV, podtypy 1, 2 i 3 oraz genotyp 2 PRRSV.
Uzyskane wyniki potwierdzono w badaniach in vivo na
swiniach, ktére okazaly sie catkowicie odporne na za-
kazenie wysoce zjadliwym izolatem PRRSV. Usuniecie
regionu SRCR5 nie spowodowato zadnych dziatani niepo-
zadanych i ubocznych u $win utrzymywanych w stan-
dardowych warunkach hodowlanych. Miaty normal-
ne tempo wzrostu, prawidtowe wartosci parametréow
hematologicznych, brak wptywu na funkcje makro-
fagéw oraz receptora CD163. Badania przy uzyciu mi-
kroskopii konfokalnej wykazaty brak replikujacych sie
czastek wirusa w makrofagach delecyjnych. Wskazu-
je to na zahamowanie zakaZenia na etapie wnikania/
fuzji otoczki wirusa lub stadium enkapsydacji wiru-
sa. W czasie kongresu podkreslano, ze zwierzeta uzy-
skane w ten sposéb to nie sg zwierzeta transgeniczne
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(GMO). Niestety sytuacja w tym zakresie ulegla zmia-
nie w lipcu 2018 r., kiedy to sad Komisji Europejskiej
orzekl, ze zastosowanie techniki CRISPR/Cas9 prowadzi
do wytworzenia organizméw modyfikowanych gene-
tycznie. Decyzja ta moze w istotnym stopniu wptyna¢
na badania w tym obszarze prowadzoneh w panstwach
Unii Europejskie;j.

Kolejny patogen, z ktérego zwalczaniem wcigz mamy
ogromny problem, to A. pleuropneumoniae wywotuja-
cy pleuropneumonie §win. Poniewaz, jak przyznaja to
nawet najwieksze autorytety w zakresie pleuropneu-
monii $win, w tym prof. Marcelo Gottschalk (o czym
zreszta takze mowil na Kongresie IPVS), wcigz mamy
problem ze zwalczaniem tej choroby, ktéra moze ge-
nerowac olbrzymie straty ekonomiczne, naukowcy
stale poszukuja mozliwo$ci poprawy sytuacji w za-
kresie kontroli czy minimalizowania strat powodo-
wanych przez pleuropneumonie. Leczenie antybio-
tykami, podobnie jak szczepienia, zapewnia jedynie
pewien stopien ochrony przed niekorzystnymi zja-
wiskami zwigzanymi z chorobg, ponadto antybiotyki
czesto nie moga osiagna¢ stezen terapeutycznych, np.
w migdatkach. Szczepienie natomiast ma ograniczong
skuteczno$¢ ze wzgledu na niska odpornos¢ krzyzo-
wa pomiedzy serotypami. Dlatego odporno$¢ warun-
kowana genetycznie bylaby potencjalnie cenng alter-
natywa dla obecnie stosowanych metod.
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Doktor Hoeltig z Uniwersytetu w Hanowerze zapre-
zentowala na Kongresie w Chinach najnowsze wyni-
ki projektu PleuroRes. Jego celem jest poszukiwanie
genetycznych markerdw opornosci $win na A. pleu-
ropneumoniae. Badania przeprowadzono na 165 $wi-
niach landrace. 37 $win najbardziej wrazliwych lub
odpornych na zakazenie A. pleuropneumoniae zosta-
o wyselekcjonowanych do dalszych badan (genoty-
powanie, sekwencjonowanie). Projekt aktualnie jest
na bardzo wczesnym etapie realizacji, jednak juz te-
raz udato sie zidentyfikowa¢ 3 geny kandydujace do
genetycznej selekcji $win mniej podatnych na pleu-
ropneumonie, tym samym potwierdzono tlo gene-
tyczne podatnos$ci na zakazenie. Potrzebne sg dalsze
prace w celu zbadania rozpowszechnienia korzyst-
nych i niekorzystnych wariantéw genéw u réznych
ras i populacji oraz w celu zweryfikowania uzyska-
nych wynikéw.

Kolejnym elementem poruszanym podczas obrad
bylo nowatorskie podejscie do diagnostyki laborato-
ryjnej niektérych choréb. Badania laboratoryjne cze-
sto stanowig podstawowe i ostateczne narzedzie roz-
poznawania chordb zakaznych. Ciagly rozwéj nauki
i nowe zdobycze wiedzy na temat patogenezy wielu
choréb przyczyniaja sie do znacznego postepu w tej
dziedzinie oraz otwieraja mozliwosci nie tylko w za-
kresie wykorzystania nowych technik, ale takze wy-
korzystania nowych prébek w diagnostyce chordb.
Przedstawione podczas kongresu wyniki badan doty-
czyly zaréwno udoskonalania juz istniejgcych metod,
jak i wdrazania nowych technik do diagnostyki cho-
réb $win. Nie zabraklo réwniez informacji dotyczacych
nowego podejscia do pobierania probek (4).

Zgodnie z najnowszymi trendami przy pobieraniu
probek do badan dazy sie do wykorzystania materiatu,
ktory stanowi niejako produkt uboczny réznych ruty-
nowo wykonywanych na fermie czynnosci, takich jak:
kastracja lub przycinanie ogonkow, albo tez wykorzy-
stuje sie tzw. prébki srodowiskowe.

Takim nowatorskim materiatem jest tzw. ptyn tech-
nologiczny lub zabiegowy (processing fluid), ktéry, jak
sie okazuje, mozna z powodzeniem wykorzystywac do
diagnostyki monitorowania choréb. Procedura pozy-
skiwania ptynu technologicznego jest bardzo prosta
i polega na otrzymaniu ptynu pochodzacego z ogon-
kow i jader, pozyskanych podczas rutynowych czyn-
nosci skracania ogonkéw i kastrowania, do jednego
pojemnika/wiadra wylozonego workiem foliowym/
plastikowa torba i gaza, ktére sa zamocowane wokot
goérnej czesci wiadra gumowa opaska. Ptyny z tkanek
przesiagkaja przez gaze do worka. Zgromadzony w ten
sposéb plyn moze by¢ wykorzystany diagnostycznie
(przelany do probéwek i wystany do odpowiedniego
laboratorium). Zastosowanie ptynu technologicznego
w diagnostyce i monitorowaniu chordb ma szereg za-
let. Najwieksza jest mozliwos¢ zwiekszenia reprezen-
tatywnosci probki i czestotliwosci pobierania probek
do badan bez zwigkszania naktadow pracy czy kosz-
tow. Ponadto wazna jest mozliwo$¢ uzyskania probek
od bardzo mtodych $win, od ktérych bardzo trudno jest
pozyskac inny rodzaj prébek, np. ptyn ustny lub krew.

Poréwnanie przydatnosci nowych metod pobierania
probek do diagnostyki zespotu rozrodczo-oddechowego

$win (PRRS) przedstawione zostato przez Vilalta i wsp.
(3). Badania wykonano na fermie loch, w ktérej nie-
dawno mial miejsce wybuch PRRS (PRRSV, genotyp 2).
Pobieranie pierwszych prébek miato miejsce 2 tygo-
dnie po stwierdzeniu faktu introdukcji PRRSV do sta-
da. Kolejne pobierania prébek byty prowadzone co 3 ty-
godnie, przez okres 24 tygodni. Probki pobierano od
3-dniowych prosiat z 10 miotéw. Do badan laborato-
ryjnych pobierano: ptyn technologiczny (PT), wyma-
zy ze skory gruczotu mlekowego loch, wymazy $ro-
dowiskowe oraz indywidualne probki krwi od prosiat
(materiat odniesienia). W przeprowadzonym doswiad-
czeniu miot uznawano za PRRSV-dodatni, gdy co naj-
mniej jedno prosie byto dodatnie na podstawie badan
surowicy. W przypadku ptynu technologicznego czu-
to$¢ (czyli zdolnos¢ do wykrycia osobnika prawdzi-
wie dodatniego) wynosila 83%, natomiast specyficz-
nos¢ (prawidlowe wykluczenie choroby) 92%, wyniki
odniesiono do wynikéw w surowicy, ktéra byta tzw.
zlotym standardem. W przypadku wymazow ze skory
gruczolu mlekowego parametry te byly nawet wyzsze,
jednak RNA PRRSV wykrywane bylo do 3 miesiecy po
wybuchu choroby w stadzie. W przypadku ptynu tech-
nologicznego okres detekcji wynosit prawie 6 miesiecy,
dzieki czemu moze on by¢ z powodzeniem wykorzy-
stywany nie tylko do diagnostyki, ale i do monitorin-
gu choroby w stadach. W wyniku badania ptynu tech-
nologicznego uzyskano 4 wyniki falszywie dodatnie
i cztery falszywie ujemne. W surowicy prosiat z wy-
nikiem falszywie ujemnym stwierdzono jedynie nie-
wielkie ilo$ci wirusa (wysokie Ct). Wyniki fatszywie
dodatnie moga by¢ konsekwencja kontaminacji pty-
nu technologicznego np. w srodowisku fermy. Podsu-
mowujac, ptyn technologiczny dawat wyniki dodatnie
nawet wtedy, gdy tylko jedno prosie w miocie bylo do-
datnie — stanowi wiec wygodna i czulg matryce ana-
lityczng w ocenie sytuacji epidemiologicznej w mio-
cie i stadzie. Wyniki przedstawionych badan wskazuja
jednoczesnie, ze zaréwno jadra, jak i ogonki moga sta-
nowi¢ zrédto wirusa, dlatego tez ich usuwanie powin-
no sie odbywac z zachowaniem nalezytej ostroznosci,
aby zapobiec szerzeniu sie zakazenia.

Duza zalety, zwlaszcza w badaniach naukowych,
jest mozliwo$¢ wykorzystania ptynu technologicznego
takze do izolacji PRRSV. Tym tematem zajat sie kolej-
ny zespot amerykanski (1). Doktorr Lopez przedstawit
analize wykorzystania diagnostycznego ptynu tech-
nologicznego w stadach o bardzo niskiej prewalencji
PRRSV. Do doswiadczen terenowych sktonity ich wyni-
ki badan wstepnych, ktére wykazaty, ze badanie ptynu
technologicznego ma wyzsza czuto$¢ (zdolno$é¢ do wy-
krycia $win PRRSV dodatnich) niz badanie 30 indywi-
dualnych probek krwi lub wymazéw z kikutéw ogonkéw
(pulowanych po 5). W badaniach poréwnano 2 rodzaje
probek: ptyn technologiczny i wymazy krwi z kikuta
ogonka. Badania przeprowadzono w 5 stadach produ-
kujacych prosieta (w tym jedno stado negatywne jako
kontrola). Do badan laboratoryjnych pobierano 20 ze-
stawow probek, pobranych od tej samej grupy prosiat
w tym samym czasie. Byly to: ptyn technologiczny od
partii 250-710 prosiat, 30 wymazoéw z krwi ogonowej
(po 5) i 30 surowic. Prébki badano testem rRT-PCR oraz
testem ELISA (IDEXX PRRS X3 ELISA). Wykazano, ze
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objetos¢ ptynu technologicznego pozwala na wyko-
nanie wielokierunkowej diagnostyki. Odsetek probek
pozytywnych uzyskanych w badaniu ptynu technolo-
gicznego istotnie przewyzszal ten uzyskany w bada-
niu wymazéw z ogonkéw. Udato sie ponadto wykona¢
sekwencjonowanie wirusa z 4 prébek ptynu techno-
logicznego. Ponadto potwierdzono przydatnos¢ ptynu
technologicznego jako matrycy umozliwiajgcej ozna-
czenie przeciwcial przy wykorzystaniu dostepnych na
rynku testow ELISA. Ustalono, ze ptyn technologicz-
ny najlepiej jest schtodzi¢ lub zamrozi¢ jak najszybciej
po pobraniu. Wstepne wyniki wskazuja, ze przecho-
wywanie ptynu technologicznego w lodéwce do 5 dni
oraz jednorazowe rozmrozenie nie obnizaja jego war-
tosci diagnostycznej (brak réznic w wynikach PCR).

Mozliwo$ci wykorzystania ptynu technologiczne-
go w diagnostyce PRRS (genotyp 1) ocenili takze na-
ukowcy z Holandii (2). Zbadali oni efektywno$¢ pty-
nu technologicznego w wykrywaniu PRRSV w stadzie
$wiezo zakazonym genotypem 1 wirusa. Réwnoczesnie
pobierali ptyn technologiczny oraz prébki surowicy od
4 grup prosiat w odstepach tygodniowych. W kazdej
grupie pobierano jedna zbiorcza prébke ptynu techno-
logicznego oraz 30 probek krwi (pulowano je po piec).
Material przebadano testem PCR. Wyniki uzyskane
z surowicy potwierdzily, ze wszystkie 4 partie prosiagt
byly PRRSV dodatnie, natomiast na podstawie wyni-
kéw badan ptynu technologicznego jedynie 3 z 4 partii
prosigt uznano za dodatnie. Prébki surowicy charak-
teryzowaly sie wiec wyzszga czulosciag diagnostyczna,
ale duzo mniejszy naklad pracy oraz istotnie nizsze
koszty badan w odniesieniu do ptynu technologiczne-
go wskazuja, Ze jest on alternatywa warta rozwazenia.

Podsumowujac, wstepne dane z badan, takze tere-
nowych, wskazuja, Ze ptyn technologiczny jest bardzo
dobra matryca do badan, wykazujaca szereg zalet, do
ktérych nalezy zaliczy¢: tatwe pobranie, niskie koszty
(pobrania i badan), mozliwo$¢ zbadania wiekszej licz-
by zwierzat jednoczesnie (jedna probka od 700 sztuk),
mozliwos¢ czestego pobierania prébek. Wszystko to
moze przyczyni¢ sie do usprawnienia monitoringu,
zwlaszcza w przypadku zakazen o niskiej prewalencji.
Diagnostyka na bazie prébek ptynu technologicznego
wydaje sie wiec prostym i wygodnym sposobem mo-
nitoringu statusu stada w zakresie PRRSV (praktycz-
na, szybka, efektywna) oraz krazenia wirusa w stadzie.
Material ten moze by¢ szczegoélnie przydatny podczas
uwalniania stad od PRRSV.

Zaskakujace badania zaplanowali i wykonali ba-
dacze z USA. Naukowcy postanowili zbada¢, czy ptyn
technologiczny mozna wykorzysta¢ réwniez do dia-
gnostyki innych chordb $win, jak chocéby endemicz-
nych zakazen bakteryjnych powodowanych przez
Mycoplasma hyopneumoniae. Byla to niezwykle inte-
resujaca proba, jesli sie wezmie pod uwage, ze pato-
gen ten jest uwazany za powodujacy zakazenie jedy-
nie w ukladzie oddechowym, a w przebiegu choroby
nie mamy do czynienia z ogélnym krazeniem zarazka.
Do tej pory w diagnostyce M. hyopneumoniae wykorzy-
stywano prébki pochodzace z gérnych i dolnych dréog
oddechowych. W przedstawionym doswiadczeniu wy-
korzystano 21 prébek ptynu technologicznego ze stada
o potwierdzonym dodatnim statusie w odniesieniu do
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zakazen M. hyopneumoniae, w ktérym jednoczesnie nie
obserwowano klinicznych objawow zakazenia. Prob-
ki przebadano testem real-time PCR. Wyniki badan
byly zaskoczeniem nawet dla samych inicjatoréw ba-
dan. Okazato sig, ze w odniesieniu do 38% (8/21) pré-
bek uzyskane wyniki byly dodatnie. Wyniki dodatnie
byly czestsze u miotéw pierworddek niz wielorddek.
Badania powtérzono na kilku innych fermach zaka-
zonych M. hyopneumoniae i zawsze wykrywano obec-
nos¢ patogenu w ptynie technologicznym. W stadzie
wolnym od M. hyopneumoniae ptyn technologiczny byt
ujemny. Jak podkreslajg autorzy badania, te wstepne
wyniki s sprzeczne z dotychczasowa wiedzg na temat
patogenezy zakazen M. hyopneumoniae i konieczne jest
przeprowadzenie dalszych badan, ktére rozwieja wat-
pliwos$ci dotyczace tego, czy bakteria ta byla rzeczy-
wiscie obecna w plynie technologicznym, czy byta to
tylko kontaminacja $rodowiskowa, a moze brak pre-
cyzji w badaniach laboratoryjnych.
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