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Here the results of studies on PRRSV conducted in last
few years throughout the world and presented during
the 18" Congress of International Pig Veterinary So-
ciety in Hamburg 2004, are discussed. Genetic diver-
sity of the virus, the seroepidemiological patterns of
PRRSV infections, humoral and cellular immune re-
sponse and the availability of specific and sensitive

diagnostic tests are major topics of this review.
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Celem artykulu jest przedstawienie wy-
nikéw badan z ostatnich lat, ze szcze-
g6élnym uwzglednieniem doniesien prezen-
towanych na 18. Kongresie Specjalistéw
Choréb Swit w 2004 r. w Hamburgu, do-
tyczacych wlasciwos$ci wirusa zespotu roz-
rodczo-oddechowego $win (PRRS), humo-
ralnej i komérkowej odpowiedzi immu-
nologicznej zakazonych $win oraz testéw
diagnostycznych.

Wirus PRRS

Czynnik etiologiczny PRRS jest wirusem
RNA zaliczonym do rzedu Nidovirales,
rodziny Arteriviridae, rodzaju Arterivi-
rus. Pelna nazwa tego czynnika zakazne-
go to: wirus zespolu rozrodczo-oddecho-
wego $win — porcine reproductive-respi-
ratory syndrome virus — PRRSV. Znane sa
dwa podstawowe podtypy wirusa: europej-
ski (PRRSV-EU), wystepujacy gléwnie na
terenie Europy, chociaz sporadycznie tez

Zespot rozrodczo-oddechowy swin

- nowe dane na temat wlasciwosci
wirusa, odpowiedzi immunologicznej
oraz diagnostyki laboratoryjnej”

Zygmunt Pejsak, Marian Truszczyiski

z Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego - Panstwowego Instytutu Badawczego

w Putawach

na terenie innych kontynentéw, oraz ame-
rykanski (PRRSV-US), stwierdzany w Ame-
ryce PéInocnej i sporadycznie na terenie
Europy. Inne gatunki zwierzat niz $winia
nie s3 wrazliwe na zakazenie PRRSV.
Preferowanymi komérkami zasiedlania
sie wirusa PRRS sg makrofagi pecherzykéw
plucnych $wini. Poznana zostata sekwencja
jego genomu — dlugo$¢ RNA wynosi 15 kb
i koduje 8 otwartych ramek odczytu (open
reading frames — ORF). Zidentyfikowano
3 gtéwne biatka strukturalne wirusa: biat-
ko nukleokapsydu (N; ORF 7), biatko bfony
(M; OREF 6) i glikoproteing otoczki (E; ORF
5). Zmienno$¢ antygenowa miedzy szcze-
pami europejskimi a amerykarnskimi w ob-
rebie ORF-5 siega 50%. Trzy dalsze gliko-
proteiny s3 kodowane przez ORF 4, 3 i 2.
Przeciw wymienionym biatkom przygoto-
wano przeciwciala monoklonalne. Pokre-
wienistwo antygenowe miedzy szczepa-
mi podtypu europejskiego jest blizsze niz
w odniesieniu do szczepéw podtypu ame-
rykanskiego, co jest konsekwencja wiek-
szego zréznicowania genetycznego w tym
drugim przypadku. Fakt, ze genom wiru-
sa PRRS zbudowany jest z pojedynczej nici
RNA, determinuje jego znaczna zmiennos¢
genetyczna. W badaniach stosowano sze-
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reg metod z zakresu biologii molekularnej,
zwlaszcza analize polimorfizmu dlugosci
fragmentdéw restrykcyjnych (restriction
fragment length polymorphism analysis —
RFLPA). Okazalo sie, ze zmienno$é w ob-
rebie genomu dos¢ czesto nie przeklada-
fa sie proporcjonalnie na zmienno$¢ wta-
$ciwosci fenotypowych, w tym zwlaszcza
antygenowych, badanych szczep6w wiru-
sa PRRS. Ta ostatnia byta z reguly nizsze-
go stopnia niz wynikalo to ze zmiennosci
genetycznej. Rezultaty te potwierdzily ba-
dania Cha i Yoona (1).

Harder i wsp. (2) wskazali na mozli-
wo$¢ odrézniania podtypéw europejskie-
go i amerykanskiego za pomoca polime-
razowej reakcji faricuchowej z odwrécona
transkrypcja (reverse transcription poly-
merase chain reactions — RT-PCR), nato-
miast nie udalo sie, stosujac wymieniona
metode, odrdznienie szczepéw terenowych
podtypu europejskiego od szczepdw szcze-
pionkowych tego podtypu.

Réwniez z badan Pescha i Ohlingera (3)
wynikalo, ze odréznienie szczepdw tere-
nowych podtypu europejskiego od szcze-
pu atenuowanego podtypu amerykarnskie-
go, wystepujacego w szczepionce Ingelvac
PRRS MLV jest mozliwe dzigki stosowaniu
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par genotypowo specyficznych starteréw
w PCR. W przeciwienstwie do tego, z po-
wodu duzego stopnia genetycznego pokre-
wienistwa atenuowanego wirusa szczepion-
ki Porcilis PRRS (bedacego podtypem eu-
ropejskim) i terenowych szczepéw wirusa
PRRS typu europejskiego wymagalo do-
datkowych badan poréwnawczych ze zbio-
rem szczep6w Lelystad podtypu europej-
skiego PRRSV.

Podobnego zagadnienia dotyczyly
badania Vazqueza i wsp. (4), a zwlasz-
cza mozliwosci odrdzniania przy uzyciu
RFLPA szczepéw atenuowanych zawartych
w szczepionkach przeciw PRRS od hisz-
panskich izolatéw terenowych tego wiru-
sa. Zidentyfikowano przy uzyciu tej meto-
dyki 18 wzorcéw RFLPA. Jednak réwniez
w tym przypadku nie udalo si¢ odréznienie
szczepu szczepionkowego Porcilis PRRS od
kilku wyosobnionych w Hiszpanii, z przy-
padkéw chorobowych, szczepéw tereno-
wych podtypu europejskiego.

Izolaty europejskie wirusa PRRS wy-
kazuja znaczna genetyczna réznorod-
no$¢. Badaniami molekularnymi stwier-
dzono, ze w wiekszosci krajow Euro-
py zachodniej wystepuja szczepy wirusa
PRRS spokrewnione ze szczepem Lelystad.
Natomiast w krajach Europy Centralnej,
Wschodniej i Poludniowej (Wlochy) izo-
luje si¢ szczepy o znacznie wigkszym niz
w Europie zachodniej zréznicowaniu ge-
netycznym.

Humoralna i komérkowa odpowiedZ
immunologiczna

Przeciwciata neutralizujace wirus PRRS
sa przede wszystkim skierowane przeciw
epitopom, ktére sa zlokalizowane na bial-
ku otoczki, kodowanym przez ORF 5 (GP
5). Opisany zostal udzial ektodomeny mie-
dzy wiodaca sekwencja GP5 (aa 1-31) i po-
czgtkiem pierwszego transmembranowego
biatka (aa61) tych epitopéw. Odpowiadaja-
cy temu gen ORF5 przedstawia szczegdlna
réznorodnosc¢ genetyczna wéréd europej-
skich izolatéw wirusa PRRS, co wydaje si¢
pogtebiac z uplywem czasu (5).

Na tym tle celem innej, niz wcze$niej
cytowana, pracy Pescha i Ohlingera (3)
bylo badanie wzorcéw reaktywnosci su-
rowic ozdrowieficéw w stosunku do réz-
nych szczepéw PRRSV-EU i ocena ewen-
tualnej korelacji miedzy antygenowa re-
aktywnoscia a genetyczna réznorodnoscia
przy uzyciu danych sekwencji ektodome-
ny. W badaniach uzyto testu neutralizacji,
stosujac linie komérkowa Ma 104 i izola-
ty wirusa PRRS, zaadaptowane do tej li-
nii komérkowej. Test seroneutralizacji
z surowicami ozdrowiencéw wykazal, ze
réznorodno$¢ wirusa PRRS jest nie tyl-
ko ograniczona do sekwencji nukleoty-
dowych, ale réwniez odnosi si¢ do wzor-
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ca antygenowego. Poniewaz ektodomena
wydaje sie tu istotnie eksponowana, moz-
na zalozy¢, ze jej wysokie genetyczne zréz-
nicowanie przeklada si¢ na duzego stop-
nia r6znorodno$¢ wlasciwosci antygeno-
wych. Dodatkowo, mozna si¢ spodziewac,
ze rosnaca genetyczna réznorodnosc be-
dzie oddzialywa¢ na zwigkszona hetero-
genno$¢ w przyszlosci. Fakt ten moze wyja-
$niac brak $cislej korelacji miedzy obecno-
$cia neutralizujacych przeciwcial i obrona
przed zakazeniem wirusem PRRS. Podsu-
mowujac, mechanizmy humoralne nie wy-
daja sie istotne w ochronie przed zakaze-
niem wirusem PRRS.

Natomiast odpowiedz komérkowa, jak
wykazali Wesley i wsp. (6), potaczona z wy-
twarzaniem interferonu jest szybka i moz-
liwa do wykrycia juz 5 dnia po zakazeniu
oraz odgrywa, przeciwnie niz odpowiedz
humoralna, istotng role w ochronie przed
zakazeniem wirusem PRRS.

W nawiazaniu do tego Diaz i wsp. (7)
wykazali, ze 7 dni po zakazeniu $win wiru-
sem PRRS pojawiaja sie swoiste dla niego
komérki G-IFN (gamma-interferon), kté-
re wydzielaja wirusobdjcza cytokine. Naj-
wyzszg ich liczbe wykazano 14 dnia po
zakazeniu. Wytwarzana przez nie cytoki-
na wykrywalna jest do 28 dnia po zaka-
zeniu w badaniu testem immunoperok-
sydazowym. Uzyskane wyniki wskazuja,
ze wzrost liczby specyficznych dla wiru-
sa PRRS komorek sekrecyjnych G-IFN
odpowiada zwiekszonej liczbie limfocy-
tow T CD8".

Jullard i wsp. (8) badali odpowiedz ko-
morkowa po zakazeniu wirusem PRRS
i/lub po szczepieniu szczepionka inakty-
wowang Progressis PRRS. Z danych tych
wynika, ze dwa typy limfocytéw T biora
udzial w odpornosci przeciwzakaznej, mia-
nowicie CD4*i CD8*.

W nawigzaniu do przedstawionych da-
nych zjawiska odpornosciowe obserwowa-
ne w zakazonym wirusem PRRS organi-
zmie $wini réznia sie od wystepujacych
w nastepstwie zakazenia innymi wirusa-
mi. Dodac¢ nalezy, ze PRRSV moze zaka-
za¢ $winie wielokrotnie, bowiem w wyniku
pierwotnego zakazenia osiedla si¢ w ptu-
cach i w tkance limfatycznej, co przeciw-
dziala szybkiej stymulacji komérek T i B
i z tym zwiazanej odpowiedzi komérkowej
i humoralnej. Taki stan moze trwac¢ kilka
miesiecy, kiedy istnieje mozliwo$¢ kolej-
nych zakazenn PRRSV. Analizujac to zja-
wisko cytowani autorzy wykazali, ze wi-
rus PRRS zakaza makrofagi i komérki den-
drytyczne, koncentrujac sie sukcesywnie
w regionach ich wystepowania. Przeciw-
ciala neutralizujace pojawiaja si¢ po okoto 3
tygodniach, liczac od zakazenia, czyli p6z-
niej niz przeciwciata dla biatka nukleokap-
sydu, lecz réwnoczesnie z przeciwciatami
dla glikoproteiny otoczki (envelope).

Prace pogladowe

Ostre zakazenie PRRSV manifestu-
je sie wiremia, ktéra utrzymuje sie przez
4-5 tygodni, a zakazne wiriony wykrywane
sa w tkance limfoidalnej przez 3—4 miesia-
ce. W tym okresie odpowiedz swoistych dla
wirusa komorek T jest staba i 0 zmiennym
nasileniu, niezaleznie od miejscowej ilosci
wirusa. W tej sytuacji $winie moga by¢ od-
porne albo wrazliwe na reinfekcje homo-
logicznym lub heterologicznym szczepem
PRRSV. Ponadto ani humoralna ani komér-
kowa odpowiedZ immunologiczna nie t3-
cza sie w proporcjonalnym do ich nasile-
nia stopniu ze spadkiem ilosci lub likwi-
dacjq tego wirusa w organizmie zakazonej
$wini. Nie ma zatem wystarczajacej teore-
tycznej podstawy do udoskonalenia mozli-
wosci wyzwalania odpornosci przeciwza-
kaznej. Niedostateczna jest tez wiedza na
temat czynnych immunologicznie bialek
wirusa, tym bardziej ze dodatkowo mamy
do czynienia z duza genetyczna zmienno-
$cig wirusa PRRS.

Pesente i wsp. (9) wskazali, ze infekcja
oraz reinfekcja homologicznym i hetero-
logicznym szczepem wirusa PRRS zalezy
od stopnia pokrewienistwa antygenowego
poszczegdlnych wiruséw i stopnia odpor-
nosci krzyzowej. Szczepy PRRSV réznia sie
tez w zakresie zjadliwosci, co dodatkowo
ma wplyw na poziom przeciwzakaznej od-
pornosci krzyzowe;j.

Z uprzednio cytowanych badan Pesente
i wsp. (9) wynika tez, ze nosiciele wirusa,
np. wstawione w ramach remontu zakazo-
ne PRRSV pierwiastki, moga by¢ zagroze-
niem dla stada znajdujacych sie w farmie
uodpornionych macior, jezeli sieja szczep
rézniacy sie od szczepu, ktéry dotychczas
w farmie wystepowal. Ustalenie w zeskro-
binach z jamy ustnej i gardla z jakim szcze-
pem — homologicznym czy heterologicz-
nym — mamy do czynienia, ma zatem istot-
ne znaczenie w ocenie stanu odpornosci
poglowia.

W ramach tej tematyki znajduja sie tez
badania Joo i wsp. (10). Autorzy oceniali
odpornos¢ przeciwzakazna, zakazajac uod-
pornione maciory, w koficowym okresie
ciazy, szczepem wysoce heterogennym
w stosunku do wirusa szczepionkowe-
go. Okazalo si¢, ze w sytuacji wczesniej-
szych, kilka lat powtarzanych szczepien
i obecnosci przeciwcial neutralizujacych
wirus, po zakazeniu szczepem genetycz-
nie heterologicznym (>15%) obserwowano
u macior przenikanie wirusa PRRS przez
fozysko i straty w rozrodzie. Jednak nie
stwierdzono u nich wiremii lub byla ona
przej$ciowa, a izolacja wirusa od prosiat
nie udawala sie. Zatem, mimo niejedno-
znacznego wyjasnienia przyczyn strat, jako
przypuszczalng przyczyne uznano wyso-
ka genetyczna heterogenno$¢ wirusa uzy-
tego do zakazenia w stosunku do wirusa
szczepionkowego.



Wiele opublikowanych badan sugeruje,
ze zjadliwy wirus PRRS moze negatywnie
modulowac¢ uktad odporno$ciowy zakazo-
nej $wini poniewaz moze on w istotnym
stopniu wplywac na ekspresje genu IL-10,
obnizajac wytwarzanie interleukin, a tym
samym efektywno$¢ mechanizméw odpor-
no$ciowych. Wykazano, ze podobne dzia-
fanie immunosupresyjne wykazuje wirus
zmodyfikowany, uzywany do produkgji zy-
wej szczepionki przeciw PRRS. Szczepienie
tego rodzaju szczepionka moze mie¢ nega-
tywny wplyw na skutecznos¢ innych szcze-
pionek, przede wszystkim szczepionki prze-
ciwko mykoplazmowemu zapaleniu ptuc.
Poglady te potwierdzily wyniki uzyskane
przez Suradhata i Thanawongnuwecha (11),
chociaz cytowani autorzy uwazaja, ze ko-
nieczne sg dalsze badania dla postawienia
bardziej jednoznacznych wnioskow.

Jak wynika z przedstawionych danych,
dokonat si¢ w ostatnich latach znaczny
postep w dziedzinie poznania mechani-
zméw immunologicznych, wyzwalanych
zakazeniem wirusem PRRS. Mialo to
miejsce przede wszystkim dzieki zastoso-
waniu metod z zakresu biologii molekular-
nej, umozliwiajacych $ledzenie zmienno-
$ci w obrebie genomu wirusa i w jego eks-
presji fenotypowej. Na tym tle uzasadnione
jest stwierdzenie, ze zjawiska towarzysza-
ce odpowiedzi humoralnej i komérkowej
przebiegaja w znacznym stopniu réznie niz
po zakazeniu $win innymi wirusami. Do-
datkowo pozostaje do wyjasnienia szereg
zagadnien, co uzasadnia kontynuowanie
prac w tej dziedzinie w celu zwiekszenia
skuteczno$ci szczepionek i udoskonalania
programoéw zwalczania PRRS.

Diagnostyka PRRS

Identyfikacja wirusa PRRS jest trudna.
Moze by¢ wyosobniony z krwi, innych pty-
néw ustrojowych lub prébek pobranych z
pluc, migdatkéw, wezléw chlonnych i wa-
troby. Do izolacji zaleca sie makrofagi pe-
cherzykéw plucnych oraz linie komérkowa
MARC-145, czyli klon MA-104. Ze wzgledu
na réznice we wrazliwosci poszczegélnych
linii makrofagéw pecherzykéw ptucnych
nalezy wybra¢ do badan diagnostycznych
serie szczegblnie wrazliwe i zabezpieczy¢ je
w cieklym azocie do kolejnych badan dia-
gnostycznych. Do identyfikacji wirusa stuza
tez metody immunohistochemiczne, hybry-
dyzacja in situ na skrawkach tkanek utrwa-
lonych i RT-PCR (Podrecznik Testéw Dia-
gnostycznych i Szczepionek dla Zwierzat
Ladowych, OIE, 2004).

W badaniach serologicznych identyfi-
kujacych przeciwciala swoiste zastosowa-
nie znajduja testy, w ktérych jako antygenu
uzywa sie zakazonych wirusem PRRS ma-
krofagéw pecherzykéw plucnych. Sa nimi
immunoperoksydazowy test w hodowlach
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jednowarstwowych (immunoperoxidase
monolayer assay — IPMA), odczyn immuno-
fluorescencji posredniej (indirect immuno-
fluorescence assay — IFA) i odczyn immuno-
enzymatyczny (enzyme-linked immunosor-
bent assay — ELISA) jako posredni (indirect)
i blokujacy (blocking). Wymienione meto-
dy sa tak zwanymi testami stadnymi. Ozna-
cza to, ze przy ich pomocy okresla sie roz-
poznanie PRRS po badaniu wszystkich lub
znacznego odsetka osobnikéw w stadzie,
a nie jednego zwierzecia. Najszersze zasto-
sowanie w okreslaniu przeciwcial swoistych
dla PRRS i monitorowaniu zakazenia zna-
lazt test ELISA. Odpowiednie jego zesta-
wy diagnostyczne tak z podtypem europej-
skim jak tez amerykanskim jako antygenem
sa dostepne w handlu a techniki ich wyko-
nania zostaly przedstawione w Podreczni-
ku Testéw Diagnostycznych i Szczepionek
dla Zwierzat Ladowych, OIE, 2004. W pod-
reczniku tym do diagnostyki PRRS zaleca-
ne sa réwniez testy: IFA i IPMA.

Do wykrywania i okre$lania przeciw-
cial neutralizujacych wirus PRRS, pojawia-
jacych sie¢ w p6zniejszym okresie po zaka-
zeniu niz przeciwciala wykrywane testem
ELISA, zastosowanie znajduje odczyn se-
roneutralizacji, w ktérym uzywa sie jedno-
warstwowej hodowli zakazonych wirusem
PRRS makrofagéw.

Ocena warto$ci diagnostycznej testow
serologicznych identyfikujacych swoiste
dla wirusa PRRS przeciwciata laczy sie
z wiedza na temat znaczenia, w tym kon-
tekscie, réznej zjadliwosci i patogennosci
szczep6w zakazajacych oraz roli poszcze-
golnych antygenéw wirusa w wyzwalaniu
produkgji przeciwcial. Jak wynika z badan
Murtaugha i wsp. (12) bardziej wyrazna od-
powiedZ, wyrazajaca si¢ pojawianiem sig¢
swoistych przeciwcial, ma miejsce w przy-
padku szczepoéw o duzej wirulencji, rza-
dziej natomiast w odniesieniu do szcze-
péw mniej zjadliwych. W takim przypad-
ku przeciwciata pojawialy si¢ zazwyczaj 21
dnia po zakazeniu i osiggaly szczyt 28 dni
po zakazeniu. Zgodnie z cytowanymi au-
torami, miano przeciwcial swoistych dla
biatka N otoczki wirusa obnizal sie wyraz-
nie po 28 dniach, podczas gdy w odniesie-
niu do innych biatek utrzymywat sie diuzej.
Poziom przeciwcial przeciwko niestruk-
turalnym biatkom wirusowym nsp1 (non
structural protein) i nsp2 byl réwny lub
wyzszy w poréwnaniu z poziomem prze-
ciwcial na biatko N. Odpowiedz na bial-
ko nsp4, kodujace kluczowa proteaze, byt
niski. W przedstawionych badaniach nie
wykazano korelacji miedzy poziomem
przeciwcial humoralnych na poszczegdl-
ne antygeny wirusa a poziomem odporno-
$ci przeciwzakazne;j.

Z danych de Wita i wsp. (13) wynika, ze
skuteczno$¢ wykrywania zakazenia przez
poszczegodlne testy diagnostyczne zalezy

od: 1) zastosowanej techniki; 2) uzytego
antygenu; 3) rodzaju wykrywanych prze-
ciwcial i 4) stadium zakazenia. Réwniez
zgodnie z danymi cytowanych autoréw,
zaden z dostepnych testéw nie wykrywa
przeciwcial przeciw wszystkim szczepom
wirusa PRRS oraz szerzej, nie posiada wy-
starczajacej czulosci i swoistosci koniecz-
nej w diagnostyce w odniesieniu do jednego
(indywidualnego) zwierzecia. Sg one zatem
testami stadnymi, ktorych wyniki sa mia-
rodajne przy badaniu wszystkich osobni-
kow w stadzie lub ich znacznego odsetka.
W omawianym zakresie testy ELISA na tle
innych daja najbardziej miarodajne wyniki.
Nalezy jednak zdawac sobie sprawe, ze 75%
zwierzat spoéréd grupy reagujacej po zaka-
zeniu pozytywnie, w te$cie ELISA okazala
sie ujemna cztery miesiace po zakazeniu
(14). Przeciwnie do ELISA, test seroneu-
tralizacji wykrywal przeciwciala pézniej,
liczac od momentu zakazenia, ale przez
znacznie dluzszy okres u wszystkich za-
kazonych osobnikéw.

Wiekszo$¢ metod serologicznych stu-
zacych do identyfikacji przeciwcial swo-
istych dla wirusa PRRS dotyczy przeciw-
ciat klasy IgG. Jednak wyniki w ten spo-
s6b uzyskane sa trudne do interpretacji
w kategoriach czasu zakazenia, reinfekcji
i obecnosci przeciwcial matczynych. Ma-
jac to na uwadze, Mieli i wsp. (15) opraco-
wali test stuzacy do identyfikowania prze-
ciwcial klasy IgM, o nazwie IgM IPMA.
Antygenem byly makrofagi pecherzykéw
plucnych od prosiat SPF, zakazonych ty-
pem europejskim wirusa PRRS. Do iden-
tyfikacji IgM stosowano mysie przeciwcia-
fa monoklonalne. Okazalo sie, ze test IgM
IPMA umozliwia réznicowanie miedzy nie-
dawna infekcja/reinfekeja i ustabilizowa-
nym zakazeniem w stadzie $win. Jest tez
przydatny w odréznianiu przeciwcial bier-
nych, ktérych zrédlem jest siara od prze-
ciwcial powstalych pod wplywem wirusa
u prosiat po odsadzeniu do 10 tygodnia
zycia. Przedstawione dane stanowia swe-
go rodzaju rewelacje, chociaz wydaje sie,
ze wymagaja potwierdzenia.

W podsumowaniu mozna stwierdzi¢,
ze mimo badan prowadzonych w wielu
osrodkach naukowych na $wiecie wiedza
na temat wlasciwosci biologicznych PRRSV
i odpowiedzi immunologicznej jest niepet-
na, co w istotnym stopniu utrudnia opra-
cowanie metod laboratoryjnego rozpozna-
wania i w petni skutecznych metod immu-
noprofilaktyki.
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