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1. Streszczenie

Ocena statusu immunologicznego jest pomocna w zarzadzaniu zdrowiem stada
$win. Materialem rutynowo wykorzystywanym w diagnostyce laboratoryjnej §win jest
krew, jednakze jej pobieranie moze by¢ problematyczne. Dlatego badania majgce na celu
identyfikacje 1 ocen¢ przydatnosci innych probek, ktorych pozyskiwanie nie bedzie
generowalo probleméw obserwowanych przy pobieraniu Kkrwi, sa potrzebne
I uzasadnione. Jedng z potencjalnych alternatyw dla krwi w badaniach laboratoryjnych
$win jest ptyn technologiczny (ang. processing fluid, PF).

W pracy doktorskiej przedstawiono wyniki dwodch eksperymentow.
W eksperymencie pierwszym oceniono przydatno$¢ PF pozyskanego wytacznie z jader
do oceny stezen wybranych parametrow immunologicznych: immunoglobulin, cytokin
i biatek ostrej fazy u prosigt oraz loch. Badania przeprowadzono z uzyciem
komercyjnych, gatunkowo swoistych, ilo§ciowych testow ELISA. W eksperymencie
drugim oceniono: przydatnos¢ PF pozyskanego wylacznie z jader do wykrywania
swoistych przeciwciat skierowanych przeciwko wybranym patogenom $win, Wwraz
Z oceng uzytecznosci komercyjnych testow ELISA walidowanych dla surowicy do
wykrywania specyficznych przeciwciat w PF oraz przeanalizowano wplyw pulowania
probek PF na otrzymane wyniki.

Uzyskane pionierskie wyniki wskazuja na przydatnos¢ PF uzyskanego
wylacznie z jader do oceny stg¢zen wybranych parametrow immunologicznych u prosiat
oraz potencjalng jego przydatnos¢ do posredniej oceny wybranych parametréw u loch.
Dodatkowo, PF uzyskany wytacznie z jader moze by¢ uzyteczng probka do wykrywania
przeciwcial przeciwko waznym patogenom §win, a wyniki mogg by¢ interpretowane dla
catego miotu. Wykazano, ze komercyjne testy ELISA walidowane dla krwi moga, po
wprowadzeniu niezbg¢dnych zmian w interpretacji uzyskanych wynikdéw (zmiana punku
odcigcia), by¢ przydatne do wykrywania swoistych przeciwciat w PF oraz, ze pulowanie
indywidulanych probek PF moze wptywac¢ na wyniki analiz laboratoryjnych w kierunku
wystgpowania specyficznych przeciwciat w badaniach z uzyciem komercyjnych testow
ELISA opracowanych dla surowicy. Z tego powodu interpretacja wynikow badan probek

pulowanych powinna by¢ ostrozna, zwlaszcza w przypadku badan jednorazowych.

Stowa kluczowe: ptyn technologiczny, immunoglobuliny, przeciwciata, cytokiny, biatka

ostrej fazy, status immunologiczny, prosi¢ta, locha
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2. Abstract

Assessing the immune status helps manage the health of pig herds. The material
routinely used in laboratory diagnostics of pigs is blood; however, its collection can be
problematic. Therefore, studies aimed at identifying and evaluating alternative types of
samples, the collection of which will not generate problems observed during blood
collection, are necessary and justified. One of the potential alternatives to blood in
laboratory tests of pigs is processing fluid (PF).

In the doctoral thesis, the results of two experiments were presented. In the first
experiment, the usefulness of PF obtained exclusively from the testicles for assessing the
concentration of selected immunoglobulins, cytokines, and acute phase proteins in piglets
and sows was examined. The studies were conducted using commercial, species-specific,
quantitative ELISA tests. The second experiment assessed: the usefulness of PF obtained
exclusively from testicles for the detection of specific antibodies directed against selected
swine pathogens, together with an assessment of the utility of commercial ELISA tests
validated for serum for the detection of specific antibodies in PF and analyzed the effect

of pooling PF samples on the obtained results.

Our pioneering results indicate the usefulness of PF obtained exclusively from
testicles for assessing the concentrations of selected immunological parameters in piglets
and their potential usefulness for indirectly assessing selected parameters in sows. In
addition, PF obtained exclusively from testicles may be a useful sample for detecting
antibodies against important swine pathogens, and the results can be interpreted for the
whole litter. It was shown that commercial ELISA tests validated for blood can, after
introducing the necessary changes in the interpretation of the obtained results (change of
the cut-off point), be useful for detecting specific antibodies in PF and that pooling
individual PF samples can affect laboratory analysis results for specific antibodies using
commercial ELISA tests developed for serum. For this reason, the interpretation of pooled

samples analysis results should be cautious, especially in the case of single analyses.

Keywords: processing fluid, immunoglobulins, antibodies, cytokines, acute phase

proteins, immune status, piglets, sow



3. Wykaz skrotow

App — tac. Actinobacillus peluropneumoaniae

APP — (ang. acute phase proteins) — biatka ostrej fazy

AUC — (ang. area under the curve) — pole powierzchni pod krzywa
BMI — (ang. body mass index) — indeks masy ciata

Cl — (ang. confidence interval) — przedziat ufno$ci

CRP — (ang. C-reactive protein) — biatko C reaktywne

CV — (ang. coefficient of variation) — wspotczynnik zmiennosci

EFTA — (ang. European Free Trade Association) — Europejskie Stowarzyszenie
Wolnego Handlu

ELISA — (ang. enzyme-linked immunosorbent assay) — test immunoenzymatyczny
Ery — fac. Erysipelothrix rhusiopathiae

EU — (ang. European Union) — Unia Europejska

GALT - (ang. gut-asscoiated lymhoid tissue) — tkanka limfatyczna zwiazana z jelitami

GM-CSF — (ang. granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) — czynnik

stymulujacy tworzenie kolonii granulocytéw i1 makrofagow
HEV — (ang. hepatitis E virus) — wirus zapalenia watroby typu E
Hp — (ang. haptoglobin) - haptoglobina

IAV — (ang. influenza A virus) — wirus grypy typu A

Ig — (ang. immunoglobulins) - immunoglobuliny

IL — (ang. interleukin) - interleukina

IFN-y — (ang. interferon gamma) - interferon gamma

IRPC — (ang. relative index positive to control) — wzgledny stosunek sygnatu proby do

sygnatu kontroli pozytywne;j

Krzywa ROC — (ang. recevier operating characteristic curve) - krzywa charakterystyki

operacyjnej odbiornika



MDA — (ang. maternally-derrived antibodies) — przeciwciata matczyne
MDI — (ang. maternally-derrived immunity) — odporno$¢ matczyna
Mhp — tac. Mycoplasma hyopneumoniae

MJ — (ang. meat juice) — sok migSniowy

MMA (tac. mastitis, metritis, agalactia) - zapalenie gruczolu mlekowego, zapalenie

btony $luzowej macicy, bezmleczno$¢

MRNA — (ang. messenger ribonucleic acid) - matrycowy kwas rybonukleinowy
nAb — (ang. natural antibodies) — przeciwciata naturalne

NPV — (ang. negative predictive value) — ujemna warto$¢ predykcyjna

OD — (ang. optical density) — gestos¢ optyczna

OF — (ang. oral fluid) — ptyn ustny

OT — (ang. optimal threshold) — optymalny punkt odcigcia

Pig MAP — (ang. porcine major acute protein) — brak oficjalnej nazwy w jezyku

polskim

PCR — (ang. polimerase chain reaction) — reakcja tancuchowa polimerazy

PEDV - (ang. procine epidemic diarrhoea virus) — wirus epidemicznej biegunki §win
PPV — (ang. positive predictive value) — dodatnia warto$¢ predykcyjna

PRRSV — (ang. porcine reproductive and respiratory syndrome virus) — wirus zespotu

rozrodczo-oddechowego
PF — (ang. processing fluid) — ptyn technologiczny

f's - (ang. Spearman's rank correlation coefficient) - wspotczynnik korelacji rang

Spearman’a
SAA — (ang. serum amyloid A) — surowiczy amyloid A
SD — (ang. standard deviation) — odchylenie standardowe

S/N — (ang. sample to negative) — stosunek sygnatu proby do sygnatu kontroli

negatywnej w tescie ELISA



S/P — (ang. sample to positive) — stosunek sygnatu proby do sygnatu kontroli

pozytywnej w tescie ELISA
TGF-B — (ang. transforming growth factor beta) — transformujacy czynnik wzrostu beta

TNF-o — (ang. tumor necrosis factor alpha) — czynnik martwicy nowotworow alfa
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4. Wprowadzenie

W momencie narodzin prosi¢ta dysponuja pewna pulag komoérkowych oraz
pozakomoérkowych mechanizméw odpornosciowych, ktére w razie potrzeby moga by¢
uruchomione w reakcji np. na wniknigcie patogenow. Mimo tego, gtéwnie ze wzgledu na
znaczng niedojrzato$¢ ukladu immunologicznego, NOWO narodzone prosigta nie sg
w stanie skutecznie odpowiedzie¢ na zakazenie. Poszczegolne struktury wchodzace
w sktad tkanki limfatycznej zwigzanej z jelitami (ang. gut-asscoiated lymhoid tissue,
GALT) roznig si¢ wiclkoscig, budowa oraz liczba zasiedlajacych je komorek
produkujagcych immunoglobuliny (Ig, przeciwciata) (Bianchi i wsp., 1999;
Solano-Aguilar i wsp., 2000; Schnapper i wsp., 2002; Levast i wsp., 2014). U nowo
narodzonych prosigt catkowita liczba leukocytow we krwi obwodowej jest prawie
dwukrotnie nizsza w poréwnaniu do $win w koncowym okresie tuczu 1 do 28 dnia zycia
pozostaje znaczaco nizsza w poroOwnaniu do starszych zwierzat (Pomorska-Mol
I Markowska-Daniel, 2011). W trakcie zycia ptodowego, stymulacja antygenowa uktadu
immunologicznego jest mocno ograniczona lub nie ma jej wcale (Klobasa i wsp., 1986;
Bandrick i wsp., 2014). Z tego wzgledu, u nowo narodzonego prosi¢cia dominujaca pula
limfocytow T sag limfocyty naiwne, a populacja komorek efektorowych oraz pamieci
immunologicznej jest minimalna (Stepanova i wsp., 2007; Pomorska-Mol i Markowska-
Daniel, 2011). Podobnie, frakcja limfocytow B sktada si¢ z komorek niedojrzatych
(Sinkora J. i wsp., 1998; Sinkora i Butler, 2009). Powyzsze skutkuje tym, ze prosieta
w okresie neonatalnym sg zdolne do rozwini¢cia nie w petni efektywnej, pierwotnej
odpowiedzi immunologicznej. Rozwéj tego typu odpowiedzi trwa zbyt dhlugo
w poréwnaniu do tempa namnazania patogendow, na ktore prosigta mogg byc
eksponowane tuz po narodzinach (Salmon i wsp., 2009). Dla przyktadu, zaobserwowano,
ze przeciwciata produkowane przez prosieta de novo zaczynaja si¢ pojawia¢ dopiero od
6 dnia zycia (Klobasa i wsp., 1989; Rooke i wsp., 2003). Dlatego, pomimo ze prosieta
rodzg sie immunokompetentne, to w praktyce, w ciggu pierwszych tygodni zycia, nie sa
w stanie rozwing¢ efektywnej odpowiedzi immunologicznej. Stad, do czasu
wyksztalcenia i uzyskania pelnej dojrzatosci wtasnych mechanizmoéow odpornosciowych,
polegaja w zasadzie wylgcznie na odpornosci biernej przekazanej im przez matke
(Salmon i wsp., 2009; Bandrick i wsp., 2014). Przyjmuje si¢, ze zdolno$¢ do
wyksztatcenia efektywnej odpowiedzi immunologicznej prosieta osiagajg okoto 28 dnia

zycia (Salmon i wsp., 2009; Martinez-Boixaderas i wsp., 2022).
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Szesciowarstwowe, nabtonkowo-kosmowkowe tozysko wystepujace u $win,
catkowicie uniemozliwia transfer duzych czasteczek, w tym elementow
odpornosciowych, jak np. lg (Klobasa i wsp., 1981; Klobasa i wsp., 1986; Sinkora M.
i wsp., 1998; Sinkora i Butler, 2009; Bandrick i wsp., 2014). Gléwnym zrodiem
odpornosci dla prosiat jest siara i tzw. odporno$¢ matyczyna (ang. maternally-derrived
immunity, MDI) (Klobasa i wsp., 1981; Bandrick i wsp., 2014), stanowiaca pierwsza
wydzieling gruczolu mlekowego, uwalniang zwykle w ciggu pierwszych 24 godzin od
porodu (Inoue i Tsukahara, 2021). Siara lochy zawiera rozmaite komponenty
immunologiczne, m.in. przeciwciata, komorki odpornosciowe (limfocyty, fagocyty),
sktadowe uktadu dopetniacza, cytokiny, czynniki wzrostu, czy hormony (Salmon i wsp.,
2009; Bandrick i wsp., 2014, Inoue i Tsukahara, 2021). Najwazniejsza sktadowa MDI
przekazywane] wraz z siarg sa przeciwciala matczyne (ang. maternally-derrived
antibodies, MDA), ktore zapewniajg prosigtom ochron¢ do czasu wyksztalcenia
wlasnych mechanizméw odpowiedzi adaptacyjnej. Dla przyktadu, wykazano, ze wsrod
prosiat, u ktorych st¢zenie IgG w surowicy pobieranej migdzy 48 a 72 godzing zycia
wynosito 1000 mg/dl lub mniej, przezywalno$¢ w okresie 16-20 dnia zycia wynosita
jedynie 67%, podczas gdy wsrdd prosiat, u ktorych stezenia IgG miescity sie¢ w przedziale
2250-2500 mg/dl, wspotczynnik ten wzrastat do 89% (Cabrera i wsp., 2012). Uwaza sig,
ze MDA maja takze istotny wptyw na rozwoj uktadu odpornos$ciowego. Podejrzewa sie,
ze ilos¢ endogennie produkowanych IgG przez prosigta w 7 dniu zycia jest dodatnio
skorelowana z ilo$cig zaabsorbowanych przez nie siarowych IgG (Rooke 1 wsp., 2003).
Zaobserwowano takze pozytywng zalezno$¢ pomiedzy stezeniem IgG w surowicy prosigt
24 godziny po urodzeniu, a z ich stezeniem w okresie odsadzeniowym (Devillers 1 wsp.,
2011). Co wigcej, odnotowano takze pozytwne zwigzki w stezeniu IgG migdzy
surowicami prosigt w 7 a 28 i 56 dniu zycia (Rooke i wsp., 2003; Markowska-Daniel
I wsp., 2010). Pozostate komponenty MDI §win réwniez uczestniczag w ochronie przed
chorobami zakaZnymi oraz wykazujg efekt immunoregulacyjny i1 wplywaja na
dojrzewanie miejscowych i ogdlnoustrojowych mechanizméw odporno$ciowych,
jednakze ich transfer i rola sg poznane i opisane w duzo mniejszym stopniu (Salmon

i wsp., 2009; Bandrick i wsp., 2014; Inoue i Tsukahara, 2021).

Smiertelno$¢ prosiat stanowi istotny problem w hodowli trzody chlewnej. Wedlug
danych, wskaznik ten wynosi okoto 20% w okresie przedodsadzeniowym, z czego ponad

potowa padnie¢ ma miejsce w ciggu pierwszych 3 dni zycia (Devillers i wsp., 2011).
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Za jedna z najwazniejszych przyczyn padnig¢ prosiat w tym okresie uwaza si¢ pobranie
niewystarczajacych objetosci siary, dlatego pobranie przez nowo narodzone prosigta
odpowiednich ilosci wysokiej jakosci siary, jest kwestig kluczows, warunkujaca ich

przezycie oraz dalszy rozwdj i wzrost (Devillers i wsp., 2011).

Narze¢dziem pomocnym W zarzadzaniu zdrowiem prosiat na wczesnych etapach
zycia, a w szerszym aspekcie zdrowiem catego stada, jest ocena ich statusu

immunologicznego.

4.1. Ocena statusu immunologicznego

Ocena statusu immunologicznego nowo narodzonych prosigt moze nie$¢ ze sobg
istotne korzysci, poprzez odpowiednio wezesne wykrycie rozmaitych nieprawidtowosci
zwigzanych ze zdrowiem lochy i prosiat, co w rezultacie pozwoli na szybsze wdrozenie
dziatan naprawczych. Odpowiednio zaprojektowane badania pozwalajg m.in. wykry¢
nieprawidtowosci zwigzane z laktacja loch, zaburzeniami transferu MDI, czy
nieprawidtowo zaplanowanego programu szczepien wérod matek. W ocenie statusu
immunologicznego prosigt pod uwage bierze si¢ najczesciej jeden sktadnik odpowiedzi
odpornosciowej — odpowiedz typu humoralnego reprezentowang przez przeciwciala,
z uwzglednieniem ich stezenia i czasu utrzymywania si¢, gdyz to one reprezentuja
najistotniejszy pod wzgledem immunologicznym element MDI. W literaturze spora czgs¢
uwagi zostala poswigcona zagadnieniom zwigzanym z transferem ogolnej puli
przeciwcial poszczegdlnych klas. Niemniej w praktyce, réwnie, jesli nie bardziej
pozadane, moze okaza¢ si¢ oznaczanie przeciwciat specyficznych. Z uwagi na fakt, ze
prawie 100% przeciwciat znajdujacych si¢ w krwioobiegu nowo narodzonych prosigt w
tym okresie stanowia MDA, oznaczanie swoistych przeciwcial pozwala takze na
monitoring wystgpowania patogendow czy skutecznosci szczepien w obrgbie stada.
Bardziej szczegotowa analiza parametréw immunologicznych w okresie neonatalnym,
obejmujgca m. in. cytokiny lub bialka ostrej fazy (ang. acute phase proteins, APP)
pozwolitaby na glgbsze poznanie znaczenia MDI zaréwno dla nowonarodzonych prosiat
jak 1 dla ich wzrostu i rozwoju na dalszych etapach zycia. Dodatkowo, dostgpne dane
wskazujg, ze cytokiny i APP moga by¢ wykorzystywane u $win jako markery stanu
zapalnego, zakazen, czy skuteczno$ci wdrozonych terapii (Saco i Bassols, 2022).
Uwzglednienie tych parametrow w ocenie statusu immunologicznego prosiat

pozwolitoby na uzyskanie dodatkowych informacji odnos$nie statusu zdrowotnego stada.
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4.1.1. Immunoglobuliny

4.1.1.1. Immunoglobuliny klas IgA, M i G

Jednym ze sposobow oceny statusu immunologicznego prosiat jest ocena stezen Ig
(lub poszczegodlnych klas Ig) w surowicy. Ig sa biatkami wytwarzanymi przez komorki
plazmatyczne, stanowigce pobudzone limfocyty B. Zadaniem Ig jest neutralizacja
drobnoustrojow lub tez produkowanych przez nie toksyn, ktore znajdujg sie
pozakomorkowo, we krwi lub na powierzchni bton $luzowych (Janeway i wsp., 2001).
Mechanizmy odporno$ciowe oparte na przeciwcialach sa zaliczane do mechanizmow
swoistych, typu humoralnego. Z uwagi na ré6znice w budowie i funkcji, mozna wyrdznié
kilka klas (izotypéw) Ig. Podstawowa i glowng klasg Ig biorgcg udziat w reakcjach
odpornosciowy jest 1gG. IgA jest zwigzana glownie z zapewnianiem odpornosci
miejscowej, zwigzanej z blonami $luzowymi, natomiast IgM jest produkowana na
wczesnych etapach reakcji odpornosciowej (Janeway i wsp., 2001). Dostepne dane
wskazujg, ze $winia jest w stanie produkowac przeciwciata juz na etapie rozwoju
ptodowego (Cukrowska i wsp., 1996a; Cukrowska i wsp., 1996b). Obecno$¢ niewielkich
stezen Ig trzech klas, ze zdecydowang przewaga IgM, zostata potwierdzona w surowicy
ptodow w 44 dniu zycia plodowego, a ich stezenie roslo wraz z trwaniem cigzy
(Cukrowska i wsp., 1996a). Ponadto, limfocyty B pozyskane z watroby ptodéw z tego
etapu zycia prenatalnego, reagowaly na stymulacje antygenowa produkcja IgM
(Cukrowska i wsp., 1996a). Nalezy jednak zaznaczy¢, ze sg to tzw. przeciwciala naturalne
(ang. natural antibodies, nAb), ktéore powstawaly spontanicznie, niezaleznie od
ekspozycji na antygeny Srodowiska zewngtrznego 1 wykazywaly funkcjonalnie réznice
od przeciwcial wytwarzanych w rezultacie stymulacji antygenami, manifestujace si¢
m.in. brakiem specyficznosci w stosunku do antygendéw — nAb wykazywaly
polireaktywno$¢, wigzac si¢ z dwoma lub trzema ro6znymi antygenami oraz
wykazywaniem powinowactwa do antygenow wiasnego organizmu (Cukrowska i wsp.,
1996a). Uwaza si¢, ze nAb moga peli¢ funkcje ochronne w organizmach nowo
narodzonych prosiagt, jednakze ich rola ochronna jest niewystarczajaca
(Martinez-Boixaderas i wsp., 2022). Spontaniczna zdolno$¢ produkcji przeciwcial zostata
wykryta takze w przypadku limfocytow B pobranych ze $ledziony i grasicy 67-dniowych
ptodow swin (Cukrowska i wsp., 1996b). Komorki pozyskane ze §ledziony, podobnie jak
limfocyty B pobrane z watroby, produkowaty IgM. Natomiast w przypadku limfocytow
B pochodzacych z grasicy, zaobserwowano zjawisko przelaczania klas, co skutkowato
produkcja IgG oraz IgA (Cukrowska i wsp., 1996b). W przypadku limfocytow B
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pozyskanych ze sledziony, zjawisko to mialo miejsce dopiero przy ekspozycji na
stymulacje antygenowa (Cukrowska i wsp., 1996b). Niemniej, wyniki licznych badan
wskazuja, ze prosieta rodzg si¢ ze stezeniami przeciwcial bliskimi zeru, co sugeruje, ze
produkcja przeciwciatl zachodzaca w trakcie zycia plodowego ma marginalne znaczenie
(Porter, 1969; Curtis i Bourne, 1970; Freny6 i wsp., 1981; Martin i wsp., 2005;
Markowska-Daniel i wsp., 2010; Bandrick i wsp., 2014).

Jak juz wspomniano, z uwagi na niedojrzato§¢ wilasnego uktadu
immunologicznego nowo narodzonego prosig¢cia, ochrona przed chorobotworczymi
drobnoustrojami opiera si¢ na mechanizmach odpornosci biernej, ktorej najwazniejsza
sktadowa sa MDA, dostarczane gldwnie z siara, a nastgpnie w pewnym stopniu takze
z mlekiem. Siara lochy zawiera trzy klasy przeciwciat — 1gG, IgA oraz IgM (Poter, 1969;
Curtis i Bourne, 1970; Klobasa i wsp., 1987; Markowska-Daniel i Pomorska-Mol, 2010).
Przeciwciata mogg przedostawac si¢ do siary z surowicy lochy (prawie 100% lgG oraz
ponad 85% IgM) lub tez moga by¢ produkowane w gruczole mlekowym (ponad 50%
IgA) (Bourne i Curtis, 1973). Dominujacg klasa przeciwciat siary lochy jest I1gG, ktorej
stezenie znaczaco przewyzsza stezenie IgA oraz IgM (Poter i wsp., 1969; Curtis i Bourne,
1970; Klobasa i wsp., 1987; Markowska-Daniel i wsp., 2010; Markowska-Daniel
I Pomorska-Mol, 2010). Wraz z przeksztalcaniem si¢ siary w mleko dochodzi do zmian
w stezeniach poszczegdlnych klas przeciwcial i dominujaca klasg staje sie¢ IgA
(Curtisi Bourne, 1970; Klobasa i wsp., 1987; Markowska-Daniel i Pomorska-Mol, 2010).
Na st¢zenie MDA w surowicy prosiat, ktore spozyty siar¢ wplywa kilka czynnikow,
takich jak m.in. czas w jakim prosi¢ta pobiorg siar¢, spozyta objetos¢ oraz stgzenie
zawartych w niej MDA (Rooke i Bland, 2002; Bandrick i wsp., 2014; Klobasa i wsp.,
1981; Devillers i wsp., 2011; Kielland i wsp., 2015). MDA sa wchtaniane do krazenia
ogoblnego w jelicie prosiat na drodze niespecyficznej pinocytozy (Rooke i Bland, 2002).
Istotng role w tym procesie odgrywa zawarty w siarze inhibitor trypsyny, ktory chroni
MDA przed strawieniem. Wraz z uptywem czasu dochodzi do spadku jego stezenia w
siarze, a co za tym idzie, ochronnego dziatania w stosunku do zawartych w niej MDA
(Jensen and Pedersen, 1979). Dodatkowo, juz w 24 godziny od urodzenia moze
dochodzi¢ do uszczelnienia $ciany jelita prosigcia i tym samym zahamowania
wchianiania przeciwcial (Rooke i Bland, 2002). W ciggu pierwszych 24 godzin od
rozpoczecia porodu dochodzi takze do gwattownego spadku stezen zawartych w siarze
przeciwcial, z czego najbardziej drastyczny spadek jest obserwowany w przypadku 1gG

(Frenyo i wsp., 1981; Klobasa i wsp., 1987; Bland i wsp., 1999; Markowska-Daniel
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I wsp., 2010; Quesnel, 2011; Markowska-Daniel i Pomorska-Mol, 2010; Kielland i wsp.,
2015; Inoue i Tsukahara, 2021). Dlatego tak kluczowe jest pobranie przez prosi¢
odpowiedniej objetosci siary w jak najkrotszym czasie po urodzeniu. Stezenie zawartych
w siarze MDA r6zni si¢ miedzy lochami 1 jest warunkowane przez m. in. kolejnos¢ miotu
danej lochy (siara pierwiastek zawiera nizsze st¢zenia IgG oraz IgA w porownaniu do
wielorddek), jej wieku, genotypu, zywienia, rownowagi hormonalnej, przeprowadzanych
szczepien oraz zarzadzania stadem (Frenyo i wsp., 1981; Klobasa i wsp., 1986; Bland
i wsp., 1999; Cabrera i wsp., 2012; Kielland i wsp., 2015). Jak wskazujg dane, wptyw na
finalne st¢zenie MDA w surowicy prosiat ma wiele czynnikdw, zwigzanych z locha,

prosigciem oraz zarzadzaniem stadem (Devillers i wsp., 2011; Kielland i wsp., 2015).

4.1.1.2. Przeciwciata swoiste dla waznych patogendow swin

Poza og6lng oceng stezen Ig, bez oznaczania ich swoistosci, duza wage
przywiazuje si¢ do zabezpieczenia prosigt w pule swoistych przeciwciatl skierowanych
przeciwko najwazniejszym patogenom. Przeciwciala swoiste, w tym te skierowane
przeciwko r6znym drobnoustrojom chorobotworczym sg przekazywane prosigciu przez
matke i stanowig bardzo wazny element MDI (o ile nie najwazniejszy) zwlaszcza
w pierwszych dniach zycia prosiat. Nalezy podkresli¢, ze swoiste MDA beda zapewniad
ochron¢ wylacznie przeciwko tym patogenom, w stosunku do ktoérych locha zostala
uodporniona lub z ktorymi miata kontakt. Dlatego wczesna ocena statusu
immunologicznego prosiagt moze by¢ pomocnym narzedziem w planowaniu
1 wprowadzaniu optymalnych programéw szczepien, ktore pozwola na jak
najskuteczniejsze  zabezpieczenie prosigt przed wystepujacymi W  stadzie
drobnoustrojami chorobotworczymi. Analiza wystgpowania MDA w ramach wczesnej
oceny statusu immunologicznego prosiat moze by¢ przydatna nie tylko w odniesieniu do
planowania programu szczepien matek, ale i samych prosiagt. Dlugo utrzymujace si¢
wysokie stezenia MDA mogg wywolywaé niekorzystne zjawisko interferencji
z odpornoscig poszczepienng. Jest ono definiowane jako zdolno$¢ obecnych w krazeniu
prosiecia MDA do opdzniania lub blokowania rozwoju odpowiedzi immunologicznej
w reakcji na szczepionke (Martinez-Boixaderas 1 wsp., 2022). Uwaza sig, ze u podstaw
jej rozwoju leza rd6zne mechanizmy, takie jak neutralizacja antygenu szczepionkowego
lub obnizenie syntezy Ig (Martinez-Boixaderas i wsp., 2022). Udowodniono, ze do
rozwoju zjawiska interferencji dochodzi przy stosowaniu szczepionek inaktywowanych,

jak 1 zywych. Ocena utrzymywania si¢ MDA w krazeniu prosigt moze by¢
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przeprowadzana z uwzglednieniem czasu utrzymywania si¢ specyficznych przeciwcial
lub okresu pottrwania. Czas utrzymywania si¢ MDA odnosi si¢ do wieku prosiat, w jakim
poziom MDA spada ponizej progu wykrywalnosci w testach laboratoryjnych, natomiast
okres péttrwania jest czasem potrzebnym do spadku ich stezenia o 50% w stosunku do
wartosci poczatkowych (Martinez-Boixaderas 1 wsp., 2022). Przyjmuje sig¢, ze idealnym
momentem na przeprowadzenie szczepien u prosiat jest czas, kiedy poziom MDI obnizyt
si¢ na tyle, by umozliwi¢ rozwdj odpowiedzi odpornosciowej w reakcji na antygen
szczepionkowy, ale by nie byl zerowy, tak, zeby prosi¢ nie pozostawato bezbronne
w obliczu zakazenia. Niemniej, wyznaczenie takiego optymalnego momentu nie jest
proste. Wyniki dostgpnych badan wskazuja, ze czas utrzymywania si¢ MDA w krazeniu
prosiecia jest mocno zréznicowany pomiedzy patogenami przeciwko ktoremu sg one
skierowane i moze wahac¢ si¢ od 2 tygodni do nawet 6 miesiecy (Augustyniak i Pomorska-
Mol, 2023). Ocena wystepowania specyficznych przeciwcial w ramach wczesnej oceny
statusu immunologicznego prosigt moze dostarcza¢ informacji przydatnych przy
ukladaniu programu szczepien prosiat. Z uwagi na fakt, ze przeciwciala wystepujace
w pierwszym okresie zycia w krwioobiegu prosiat pochodzg w catosci od matki, badanie
poziomu swoistych przeciwcial w probkach pobranych od prosigt moze stuzy¢ do
monitorowania wybranych patogendéw w stadzie oraz do oceny transferu przeciwciat

matczynych i efektywno$ci immunoprofilaktyki loch.

4.1.2. Cytokiny

Cytokiny sa grupa rozpuszczalnych bialek o niewielkiej masie czasteczkowej
(6-70 kDa), produkowanymi w wickszosci przez leukocyty (m.in. makrofagi, limfocyty,
komorki dendrytyczne), ale takze inne grupy komorek jak np. komorki $rodbtonka czy
fibroblasty (Abbas i wsp., 2019; Liu i wsp., 2021). Reguluja one odpowiedz
immunologiczng organizmu poprzez oddzialywanie na rozmaite komoérki (komorki
uktadu odpornosciowego, inne komorki organizmu, np. komorki watroby, komorki
srodbtonka) i wywieranie na nie réznorodnych efektow (Abbas i wsp., 2019; Liu i wsp.,
2021). Cytokiny sg zatem mediatorami pozwalajagcymi na komunikacje¢ pomiedzy
poszczegolnymi typami komorek. W wigkszosci wykazuja dziatania autokrynowe
(dzialanie na komorki, przez ktore zostaty wyprodukowane) lub parakrynowe (dziatanie
na okoliczne komorki), ale sg one w stanie dziata¢ takze na poziomie endokrynowym,
czyli w dalszej odlegto$ci od miejsca produkc;ji, co jest obserwowane np. przy zadziataniu

wrodzonych mechanizmow odpornosciowych w reakcji na zakazenie (Abbas i wsp.,
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2019). Po ustaniu dzialania czynnika stymulujacego, produkcja cytokin ulega
zahamowaniu, a same cytokiny charakteryzuja si¢ dosy¢ krotkim okresem pottrwania
(Liu i wsp., 2021). Istnieje wiele klasyfikacji tej grupy biatek. Jedna z nich jest tworzona
w oparciu o pelione przez cytokiny funkcje — wyrdézniamy m. in. interleukiny
(ang. interleukin, IL, posrednicza w komunikacji pomiedzy leukocytami), interferony
(ang. interferon, IFN, szczegodlnie istotne w zwalczaniu infekcji wirusowych, aktualnie
zaliczane do cytokin), chemokiny (utatwiaja migracje leukocytow z krwi, do miejsca
infekcji), czy czynniki martwicy nowotworow (ang. tumor necrosis factor, TNF, grupa
o zroznicowanym wachlarzu dziatan) (De Andrea i wsp., 2002; Akdis i wsp., 2010;
Chu, 2013). Funkcjonuje takze inny podzial, w ktorym cytokiny sg przypisywane do
jednej z dwoch grup, w zalezno$ci od tego, czy prowadza one do rozwoju (cytokiny
prozapalne np. IL-1, I1L-6, IL-8, IFN-y, TNF-a) lub ograniczania (cytokiny
przeciwzapalne, np. IL-4, 1L-10) stanu zapalnego (Dinarello, 2000; Liu i wsp., 2021).
Jeszcze inny podziat jest tworzony w oparciu o rodzaj limfocytéw T pomocniczych CD4”,
przez ktore dane cytokiny moga by¢ produkowane — m.in. Thl (np. IFN-y), Th2
(np. 1L-4) lub Th17 i w zwiazku z tym, w jaki typ reakcji odpornosciowej moga by¢
zaangazowane (Nguyen i wsp., 2007; Abbas i wsp., 2019; Liu i wsp., 2021). Zmiany
w stezeniach poszczegdlnych cytokin w réznych ptynach ustrojowych (krew, surowica)
czy tez wydzielinach ($lina, pot) lub wydalinach (kal) moga dostarcza¢ istotnych
informacji odno$nie stanu organizmu, pomocnych przy stawianiu diagnozy, ocenie
przebiegu choroby czy dobieraniu terapii (Liu i wsp., 2021). Dost¢pna literatura
wskazuje, ze oznaczanie stgzen cytokin w surowicy $win moze potencjalnie by¢
uzyteczne przy rozroznianiu tta infekcji (bakteryjne vs. wirusowe), do okre$lania
skutecznos$ci postepowania terapeutycznego, jako markery subklinicznej postaci coliform
mastitis, czy wczesnego wykrywania syndromu MMA (fac. mastitis, metritis, agalactia,
zapalenie grucztu mlekowego, zapalenie blony S$luzowej macicy, bezmlecznosc)
(Fossum, 1998; Fossum i wsp., 1998; Hultén i wsp., 2003; Zhu i wsp., 2003; Szczubiat
I Urban-Chmiel, 2008).

Jak wskazujg dane, nowo narodzone prosieta s3 w stanie endogennie produkowac
jedynie niektore z cytokin, jak IL-12 oraz transformujacy czynnik wzrostu B (ang.
transforming growth factor f, TGF-B) (Nguyen i wsp., 2007). W badaniu, w ktorym
prosigtom zamiast siary podawano preparat mlekozastepczy obserwowano w ich

organizmach o wiele nizsze stezenia szeregu cytokin w poréwnaniu do prosigt
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pobierajacych siar¢ (Maciag i wsp., 2022). Przyjmuje si¢, ze cytokiny, ktore sa
wykrywane w krazeniu prosigt w okresie neonatalnym w wigkszosci stanowia sktadnik
MDI dostarczany im wraz z siarg (Nguyen i wsp., 2007; Maciag i wsp., 2022). Siara lochy
zawiera szereg cytokin, w tym IL-1a, IL-1p, IL-1ra, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12,
IL-18, IFN-y, TGF-B, TNF-a oraz czynnik stymulujacy tworzenie kolonii granulocytow
i makrofagow (ang. granulocyte-macrophage colony-stimulating factor, GM-CSF)
(Nguyen i wsp., 2007; Maciag i wsp, 2022). Badania wskazujg, ze siara wiclorédek
zawiera wyzsze st¢zenia Cytokin w poréwnaniu do siary pierwiastek (Maciag i wsp.,
2022). Podobnie jak w przypadku przeciwcial, w odniesieniu do wybranych cytokin
wykazano, ze ich zawartos¢ w wydzielinie gruczolu mlekowego spada wraz z czasem
uptywajacym od porodu oraz, ze sg one wchtaniane do krwioobiegu w znaczacym stopniu
jedynie do momentu uszczelnienia bariery jelitowej (Nguyen i wsp., 2007). Pewna cz¢$¢
cytokin znajdujacych si¢ w krwioobiegu prosiat moze by¢ takze produkowana przez
komorki pobrane z siarg i nastgpnie wchilonigte z przewodu pokarmowego (Nguyen
i wsp., 2007). W poréwnaniu do przeciwcial, transfer cytokin wraz z siarg oraz ich wptyw
na uktad immunologiczny prosiecia jest duzo stabiej poznany. Aktualnie przyjmuje sie,
ze cytokiny pobierane z siarg, pelnig role¢ w dojrzewaniu ukladu odpornosciowego

prosigcia (Nguyen i wsp., 2007; Maciag i wsp., 2022).

4.1.3. Biatka ostrej fazy

Reakcja ostrej fazy jest niespecyficzng reakcjg organizmu na zaburzenie jego
homeostazy, spowodowanej roznymi czynnikami, m.in. tta zakaznego (Pomorska-Moél
i wsp., 2014a). Jedng z jej sktadowych jest zmiana w stezeniach APP. Wyr6znia si¢ dwie
podstawowe grupy APP - biatka, ktorych stezenie pod wptywem rozwoju stanu zapalnego
bedzie rosto w stosunku do wartosci spoczynkowych nazywa si¢ pozytywnymi APP,
natomiast te, ktorych stezenie bedzie spada¢ — negatywnymi APP (Saco i Bassolos,
2022). Glownym miejscem syntezy tej grupy biatek jest watroba (Murata i wsp., 2004;
Jain i wsp., 2010). Produkcja APP jest indukowana przez cytokiny prozapalne,
m.in. IL-1, IL-6 lub TNF-a uwalniane gtownie przez makrofagi w miejscu infekcji
(Murata i wsp., 2004; Jain i wsp., 2010). Doktadna aktywnos$¢ biologiczna APP pozostaje
wcigz nie do konca poznana, jednakze uwaza si¢, ze APP stanowig element odpornosci
wrodzonej, zaangazowany W przywracanie homeostazy, kontrolowanie reakcji zapalnej
1 hamowanie wzrostu drobnoustrojow do czasu rozwini¢cia 1 uruchomienia

mechanizmow odpornosci swoistej (Murata i wsp., 2004; Pomorska-Mol i wsp., 2012a).
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Co istotne, wzorce zmian stezen poszczegdlnych APP moga by¢ rézne w zaleznosci od
gatunku zwierzecia (Petersen i wsp., 2004; Saco i Bassolos, 2022). W przypadku $wini,
do gléwnych, pozytywnych APP zaliczamy biatko C-reaktynwe (ang. C-reactive protein,
CRP), surowiczy amyloid A (ang. serum amyloid A, SAA), haptoglobine
(ang. haptoglobin, Hp) oraz Pig-MAP (ang. porcine major acute phase protein, brak
oficjalnej nazwy w jezyku polskim) (Saco i Bassolos, 2022). Stezenia CRP wzrastaja
bardzo gwaltownie, w krotkim czasie od zadziatania czynnika wywotujacego reakcje
zapalng (Petersen i wsp., 2004; Jain i wsp., 2010; Saco i Bassolos, 2022). Biatko to ma
wiele funkcji m.in. aktywacja elementow uktadu dopelniacza, opsonizacja, czy
modyfikacja funkcji neutrofili i makrofagow (Petersen i wsp., 2004; Jain i wsp., 2010).
Podobnie do CRP, szybko wzrasta poziom SAA (Sacco i Bassolos, 2022). Biatku temu
przypisuje si¢ wiele rol jak np. pobudzanie chemotaksji monocytow, limfocytow
i granulocytow oraz zahamowanie aglutynacji ptytek (Petersen i wsp., 2004), jednakze
jego rola w obronie gospodarza w trakcie zapalenia pozostaje nie do konca poznana.
W przeciwienstwie do dwoch wczesniej omowionych bialek, stezenie Hp wzrasta
wolniej, z reguly kilka dni od powstania stanu zapalnego i utrzymuje si¢ na
podwyzszonym poziomie przez dluzszy czas (Pomorska-Mol i wsp., 2011a;
Saco i Bassolos, 2022). Zasadniczg rolg Hp jest wigzanie hemoglobiny uwalnianej
z uszkodzonych erytrocytow w celu zapobiegania m.in. powstawaniu uszkodzen migzszu
nerek oraz wigzaniu uwalnianego zelaza, by m.in. ograniczy¢ jego dostgpnosc dla bakterii
(Murata i wsp., 2004; Petersen i wsp., 2004). Ponadto, Hp przypisywane sg takze inne
wlasciwosci jak wywolywanie efektu immunomodulacyjnego (Petersen 1 wsp., 2004).
Stezenie Pig-MAP rowniez wzrasta wolniej, ale utrzymuje si¢ na podwyzszonym
poziomie przez dtuzszy czas (Pomorska-Mol i wsp., 2011a; Saco i Bassolos, 2022).
Bialko to charakteryzuje si¢ duza reaktywnos$cia w przypadku wystgpienia stanu
zapalnego lub zakazenia bakteryjnego, jednakze doktadny mechanizm dziatania tego
APP nie zostat do konca wyjasniony. Pomiar stezen APP w surowicy moze dostarczaé
istotnych informacji odnosnie stanu zdrowia §win. Dodatkowo, w porownaniu do
cytokin, APP jako wskaznik diagnostyczny zdajg si¢ mie¢ pewng przewage, ze wzgledu
na wigkszg stabilno$¢ i dluzszy czas utrzymywania si¢ w surowicy (Saco i Bassolos,
2022). Wyniki dostepnych badan sugerujg potencjalng przydatnos¢ APP m.in. do
wykrywania zakazen jeszcze przed rozwojem objawow klinicznych, jako markerow
stopnia zaawansowania procesu chorobowego, oceny skuteczno$ci postgpowania

terapeutycznego, markerow zaburzen laktacji u loch prosnych, czy do wyboru
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optymalnego preparatu lub protokotu szczepien (Hultén i wsp., 2003; Pomorska-Mol
I wsp., 2011; Pomorska-Mol i wsp., 2012b; Pomorska-Mol i wsp., 2014a; Pomorska-Mol
i wsp., 2014b; Pomorska-Mol i wsp., 2015; Kaiser i wsp., 2018; Hernandez-Caravaca
i wsp., 2017; Wierzchostawski i wsp., 2018). Dane literaturowe wskazujg, ze poza
surowicg, takze inne rodzaje probek, jak §lina czy sok mig$niowy (ang. meat juice, MJ)
u $swin lub mleko u krow, moga by¢ przydatne do oznaczania stezen APP

(Saco i Bassolos, 2022).

W okresie okotoporodowym w surowicy lochy dochodzi do wzrostu stezen
glownych APP (Wierzchostawski i wsp., 2018), co najprawdopodobniej jest zwigzane ze
stresem, wysitkiem i/lub urazem tkanek kanatu rodnego spowodowanym przez rodzace
si¢ prosi¢ta i podejmowane interwencje potoznicze (Kaiser i wsp., 2018). Obecno$é
niektorych APP zostata potwierdzona w siarze i surowicy tygodniowych prosiat (Martin
I wsp., 2005; Hiss-Pesch i wsp., 2011; Pomorska-Mol i wsp., 2011; Werner i wsp., 2014),
jednakze dane dotyczace ich stezen w tych ptynach biologicznych s3 mocno ograniczone.
Poréwnywanie warto$ci uzyskanych w poszczegdlnych doswiadczeniach moze by¢
trudne z uwagi na m.in. réznice w ukladzie do$wiadczen, rodzaj wykorzystywanych
zwierzat, czy tez wykorzystywang technike laboratoryjna do oznaczania poszczegolnych
parametrow. Niewiele takze wiadomo na temat samego transferu APP od matki do
potomstwa oraz roli jaka ta grupa biatek moze pelni¢ w organizmie nowo narodzonego
prosiecia. Spekuluje sie, ze Hp moze wywotywaé efekt immunomodulacyjny u prosiat

(Hiss-Pesch i wsp., 2011).

4.2. Proébki wykorzystywane w ocenie statusu immunologicznego
Swin

Materiatem diagnostycznym rutynowo wykorzystywanym do badan laboratoryjnych
swin jest krew. Jednakze proces pobierania krwi u $§win w roéznym wieku moze
przyczynia¢ si¢ do wystgpienia roznego rodzaju problemow. Po pierwsze, pobieranie
indywidulanych probek krwi jest procedurg praco- i czasochtonng co powoduje, ze jest
ona dosy¢ kosztowna. Do pobrania krwi konieczne jest zaangazowanie co najmniej
dwoch osob. Ponadto, moze ono si¢ wigza¢ z potencjalnym ryzykiem dla osob
pobierajacych, w szczegolnosci, gdy krew jest pobierana od loch, knuréw lub zwierzat
utrzymywanych w grupie. Sama procedura jest takze stresujaca dla §win i moze zaburzac

ich dobrostan.
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Pobieranie krwi od prosigt w pierwszych dniach Zycia jest obarczone zwigkszonym
ryzykiem padni¢é. Z tych powoddw, ocena statusu immunologicznego prosigt moze by¢
odktadana na pozniejsze etapy zycia lub tez dochodzi do catkowitej rezygnacji z jego
oceny, co moze mie¢ negatywne konsekwencje dla zdrowia i rozwoju prosiat,
a w szerszym ujeciu dla zdrowia calego stada. Z uwagi na to, badania majace na celu
zidentyfikowanie alternatywnych dla krwi rodzajéw materiatu diagnostycznego (probek),
ktore bytyby przydatne do oceny statusu immunologicznego prosiat, a ktorych pobieranie
nie wigzatoby sie z potencjalnymi problemami obserwowanymi przy pobieraniu krwi sg
uzasadnione i potrzebne. Na przestrzeni ostatnich lat opisano kilka alternatywnych dla
krwi prébek biologicznych, wykorzystywanych w diagnostyce laboratoryjnej czy tez
monitoringu stanu zdrowia swin. Przyktady stanowia ptyn ustny (ang. oral fluid, OF) oraz
MJ. Oba rodzaje materialow okazaly si¢ przydatne do wykrywania swoistych przeciwciat
przeciwko waznym patogenom $win (Molina i wsp., 2008; Wacheck i wsp., 2012;
Bjustrom-Kraft i wsp., 2018; Poonsuk i wsp., 2018; Carella i wsp., 2023), jednakze ich
przydatno$¢ w stosunku do oceny statusu immunologicznego prosiat jest watpliwa.
W obu przypadkach jest to wynikiem sposobu pobierania danej probki. MJ uzyskuje si¢
poprzez kilkukrotne rozmrazanie fragmentu pobranej tkanki mig$niowej, w zwigzku
z czym MJ jest najczgsciej pobierany poubojowo, w rzezni (Turelwicz-Podbielska i wsp.,
2020). OF moze by¢ pobierany na dwa sposoby, jako probka indywidualna lub probka
zbiorcza, przy czyn w praktyce, najczesciej wykorzystuje si¢ druga z metod. Pobranie
OF, w formie probki zbiorczej, polega na zawieszaniu w kojcu sznura, najczesciej
bawelianego, 1 pozwolenie §winiom na swobodne jego przezuwanie. Po uptywie okoto
20 minut, ze sznura mozna pozyska¢ wystarczajaca do celow diagnostycznych objetos¢
OF (Fablet i wsp., 2017; Turlewicz-Podbielska i wsp., 2020). W przypadku prosiat
metoda ta zdaje si¢ by¢ nieefektywna, gdyz prosieta nie wykazuja takiego
zainteresowania sznurem, jak starsze $winie, podobnie zmniejszone zainteresowanie
zuciem swobodnie zainstalowanego W obrebie kojca sznurka do pobierania OF
zaobserwowano u loch (Fablet i wsp., 2017; Turlewicz-Podbielska i wsp., 2020).
Dostepne badania wskazuja, ze popraweg efektywnosci pobierania OF mozna uzyskac
poprzez odpowiedni trening zwierzat w tym zakresie (Tarasiuk i wsp., 2024). Duzo
bardziej obiecujagcym rodzajem materiatu, ktory moglby utatwi¢ przeprowadzanie
wczesnej oceny statusu immunologicznego prosigt jest ptyn technologiczny (ang.

processing fluid, PF).
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4.2.1. Ptyn technologiczny

PF jest najcze$ciej otrzymywany z ogondw i jader prosigt pozyskanych w skutek
przeprowadzonych zabiegéw skracania ogondéw i kastracji. Skracanie ogonow jest
zabiegiem majacym na celu zapobieganie stereotypii jaka jest kanibalizm, natomiast
zadaniem kastracji jest gldéwnie eliminacja zapachu plciowego samca z produktéw
miesnych, za ktorego powstawanie odpowiadajg wytwarzane w organizmie
niekastrowanych samcow i kumulowane w tkance ttuszczowej po osiggnieciu dojrzatosci
plciowej hormony — androsteron, skatol i indol (Duarte i wsp., 2021). Procedura
pozyskiwania PF w terenie polega najczgsciej na umieszczeniu w pojemniku (np. wiadro)
worka foliowego, w ktérym dodatkowo umieszcza si¢ gaze (Lopez i wsp., 2018). Obcigte
ogony oraz usuni¢te jadra umieszcza si¢ w tak przygotowanym pojemniku, pozwalajac,
by ptyn wyciekajacy z tkanek gromadzit si¢ miedzy gaza a folig. Otrzymang w ten sposob
probke PF zlewa si¢ nastgpnie z worka foliowego do probowki, a pozostate tkanki
poddaje utylizacji (Lopez i wsp., 2018). Poniewaz obcinanie ogonéw oraz kastracja sg
zabiegami, ktore wcigz sg wykonywane na wielu fermach na §wiecie, wydaje sie, ze PF
moze by¢ obiecujaca alternatywg dla krwi w przypadku wielu badan diagnostycznych,
w tym przy ocenie wczesnego statusu immunologicznego $win. Pozyskiwanie PF nie
wiaze si¢ z generowaniem dodatkowych kosztow, naktadow pracy, czy tez stresu dla
zwierzat. Aktualnie, pewne ograniczenia w pozyskiwaniu tego typu materialu moga
dotyczy¢ gtownie krajow nalezacych do Unii Europejskiej (ang. European Union, EU)
lub innych krajow Europy zachodniej niezrzeszonych w EU. Wynika to z faktu, ze
w panstwach tych w hodowli zwierzat gospodarskich bardzo istotne sa kwestie zwigzane
z dobrostanem. Efektem takiego podejscia jest m. in. Dyrektywa Rady 2008/120/WE
z dnia 18 grudnia 2008 r. ustanawiajgca minimalne normy ochrony $win. Zgodnie
z przywolanym aktem prawnym, zabieg obcinania ogonéw nie moze byc¢
przeprowadzany rutynowo. Procedura obcinania ogonéw moze zosta¢ w danym
gospodarstwie wdrozona tylko i wylacznie w wyjatkowych sytuacjach, gdy
zaobserwowano pierwsze objawy stereotypii oraz gdy inne dziatania podjete w celu
zapobiegania okaleczaniu swin, po przeprowadzeniu doglebnej analizy ryzyka, jak np.
modyfikacja warunkéw utrzymania, nie przyniosly oczekiwanego rezultatu. Zgodnie
z Dyrektywa 2008/120/WE kastracja chirurgiczna bez stosowania znieczulenia na ternie
EU jest dopuszczalna w przypadku knurkéw do 7 dnia zycia. W 2010 roku Komisja
Europejska oraz Belgia, ktora pelnita wowczas prezydencje w Radzie EU, wyszty

z inicjatywa ustanowienia ,,Europejskiej Deklaracji na rzecz alternatyw dla kastracji
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chirurgicznej” (De Briyne i1 wsp., 2016). Sygnatariuszami tego dokumentu sa
stowarzyszenia i organizacje zrzeszajace m.in. hodowcow, producentow wieprzowiny
i lekarzy weterynarii. Celem byto odejsScie od przeprowadzania kastracji chirurgiczne;j
knurkéw bez znieczulenia do 2012 oraz catkowita rezygnacja z kastracji chirurgiczne;j
knurkow na terenie krajow zrzeszonych w EU 1 Europejskim Stowarzyszeniu Wolnego
Handlu (ang. European Free Trade Association, EFTA) do 2018 roku (De Briyne i wsp.,
2016). W $wietle powyzszego, na terenie poszczegdlnych krajow cztonkowskich, zaczgto
rezygnowa¢ z przeprowadzania zabiegu kastracji chirurgicznej na rzecz metod
alternatywnych, takich jak produkcja $win niekastrowanych lub immunokastracja (De
Briyne i wsp., 2016). Dostgpne dane wskazujg jednak, ze cel niniejszej Deklaracji nie
zostal osiagniety, jako, ze w wigkszosci krajow cztonkowskich kastracja chirurgiczna
pozostata dominujacg metodg ograniczania wystgpowania zapachu piciowego w migsie
knurow (De Briyne i wsp., 2016; Backus i wsp., 2018). We wnioskach z ,,Drugiego
raportu o postepach w sprawie Europejskiej Deklaracji na rzecz alternatyw dla kastracji
chirurgiczne]” mozemy przeczyta, ze postgp w omawianym zakresie nie przebiegat
zgodnie z terminarzem i zakresem przyjetym w momencie podpisywania Deklaracji
(Backus i wsp., 2018). Wskazano, ze brakowato zasobdéw na szybsza realizacje celow
Deklaracji oraz, ze na poziomie unijnym rynek nie wydawat si¢ by¢ gotowy na
transformacje (Backus i wsp., 2018). W 2020 roku 31.5% $win poddawanych ubojowi
w EU stanowity kastrowane samce, 17% niekastrowane samce, a 1% samce poddane
immunokastracji (IFIP Institut du porc, 2022). Nalezy podkresli¢, ze sytuacja w zakresie
omawianych praktyk w poszczegélnych krajach europejskich jest zréznicowana,
a obowigzujace przepisy nie sg zharmonizowane. Hodowla niekastrowanych samcow jest
dominujaca metoda produkcji w panstwach, ktére maja silne tradycje zwigzane z ta
praktyka jak Hiszpania, Portugalia, Wielka Brytania oraz Irlandia (De Briyne i wsp.,
2016). Od czasu wejscia w zycie ,,Europejskiej Deklaracji na rzecz alternatyw dla
kastracji chirurgicznej” zaobserwowano wzrost odsetka samcow hodowanych w ten
sposob takze w innych sposrod krajow cztonkowskich, jednakze jedynie w Holandii ten
sposob redukcji ptciowego zapachu w migsie stat si¢ metodag dominujaca (De Briyne
I wsp., 2016). Moze wynika¢ to z faktu, ze utrzymywanie niekastrowanych samcow
generuje pewne problemy, takie jak wzrost poziomu agresywnos$ci czy wykazywanie
zachowan plciowych w stosunku do pozostatych zwierzat (Weiler i wsp., 2021). Ponadto,
moze negatywnie wptywacé na jako$¢ migsa pozyskiwanego od takiego osobnika, nie

tylko poprzez wyczuwalny zapach plciowy, ale tez przez mniejsza zawartos¢ tlhuszczu
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(Weiler 1 wsp., 2021). Proponowane rozwigzania kwestii zapachu plciowego
u niekastrowanych samcéw obejmujg m.in. ubdj samcow przed osiggni¢ciem dojrzatosci
plciowej lub selekcje w kierunku braku zapachu piciowego, jednakze podejscia te wigza
si¢ m.in. z kosztami (Federations of Veterina, 2019; Duarte i wsp., 2021; Weiler i wsp.,
2021). W przypadku immunokastracji, jedynym krajem europejskim, w ktérym znalazta
ona szersze zastosowanie jest Belgia, jednakze i w tym kraju, dominujaca metoda
eliminacji ptciowego zapachu pozostaje kastracja chirurgiczna (De Briyne i wsp., 2016).
Inne kraje, jak Norwegia, Dania, Szwajcaria, Szwecja, Niemcy oraz Francja wprowadzity
regulacje prawne nakazujace obligatoryjne stosowanie anestezji i/lub analgezji przy
wykonywaniu kastracji chirurgicznej knurkéw (De Bryne i wsp., 2016; Tierschutzgesetz;
Arrété du 17 novembre 2020). Natomiast w pozostatych panstwach europejskich, m.in.
w Polsce, dominujacag metoda zapobiegania wystgpowania zapachu ptciowego migsa
wieprzowego pozostaje w dalszym ciggu kastracja chirurgiczna do 7 dnia zycia prosigt
bez znieczulenia (De Briyne i wsp., 2016). Co istotne, w pozostatych krajach niebedacych
cztonkami EU czy EFTA, stanowigcych istotnych $wiatowych producentow
wieprzowiny, jak m.in. Chiny, Stany Zjednoczone, czy Brazylia, powyzsze kwestie
zwigzane z kastracja chirurgiczng i1 obcinaniem ogondéw nie sg aktualnie nawet
przedmiotem zadnej wigkszej debaty. Mozna zatem zaktada¢, ze pozyskiwanie PF bedzie

w perspektywie najblizszych lat w dalszym ciaggu mozliwe.

PF jako potencjalnie przydatny materiat do diagnostyki laboratoryjnej zostat po
raz pierwszy opisany w 2010 (Boettcher i wsp., 2010). W poréwnaniu do pozostatych
typow probek pobieranych od $win jego przydatnos¢ do celow diagnostycznych jest
poznana w mniejszym stopniu. Dost¢gpne dane wskazuja na jego przydatno$¢ do
monitorowania wybranych patogenow $win (Boettcher i wsp., 2010; Lopez i wsp., 2018;
Trevisan i wsp., 2019; Fan i wsp., 2023). Najwig¢cej uwagi w tym zakresie poswigcono
wirusowi zespotu rozrodczo oddechowego s$win (ang. porcine respiratory and
reproductive syndrome virus, PRRSV). Przydatnos¢ PF do monitoringu PRRSV zostata
po raz pierwszy opisana w 2018 (Lopez i wsp., 2018) i nastepnie byta potwierdzana przez
wyniki kolejnych badan (Vilalta i wsp., 2018; Trevisan i wsp., 2019; Turlewicz-
Podbielska i wsp., 2025). Wedtlug jednego z autorow prawdopodobienstwo wykrycia
RNA PRRSV w PF bylo wyzsze w porownaniu do odpowiadajacych zbiorczych probek
surowicy (Lopez i wsp., 2018). Aktualnie PF jest coraz czeSciej wykorzystywany do
monitorowania PRRS w stadach hodowlanych, jako, ze przy zachowaniu odpowiednich
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procedur, umozliwia przeprowadzanie wiarygodnych analiz przy jednoczesnie nizszym
naktadzie pracy i kosztéw niz w przypadku wykorzystywania do monitoringu probek
surowicy (Lopez i wsp., 2020). Dostepne wyliczenia wskazujg, ze zastgpienie
indywidualnych probek surowicy probkami PF w monitoringu PRRSV obejmujacym
przebadanie 100% stawki rodzacych si¢ prosigt w stadzie PRRS stabilnym, liczagcym
5000 loch, w ktérym tygodniowo prosi si¢ okoto 235 loch pozwolitoby na
zminimalizowanie kosztéw takiego monitoringu z 750 000 dolaréw do 13 000 dolarow
w skali roku (Lopez i wsp., 2020). Dowiedziono takze, ze materiat genetyczny PRRSV
zawarty w PF, przechowywany w temperaturach -20°C oraz 4°C wykazuje si¢ wysoka
stabilno$cig (Lopez i wsp., 2022). Dostgpne dane wskazujg na przydatnos¢ PF do
monitorowania takze innych patogenow, jak m.in. cirkowirus $win typu 2, w odniesieniu
do ktorego, zauwazono, ze PF moze by¢ bardziej miarodajny niz surowica (Fan i wsp.,
2023). Wigkszos¢ z przeprowadzonych badan oceniata przydatnos¢ PF do wykrywania
materiatu genetycznego patogenow za pomoca réznych technik reakcji tancuchowe;j
polimerazy (ang. polimerase chain reaction, PCR). Oprocz tego, PF moze stuzy¢ do
wykrywania specyficznych przeciwcial, co potwierdzaja badania nad wystepowaniem
w PF przeciwcial skierowanych przeciwko m.in. PRRSV (Lopez i wsp., 2018; Lopez
I wsp., 2022, Turlewicz-Podbielska i wsp., 2025). Biorac pod uwage powyzsze, PF
stanowi praktyczny i niedrogi materiat diagnostyczny, ktory potencjalnie moze usprawnic
takze inne obszary diagnostyki i monitoringu zdrowia $win. Wedlug Turlewicz-
Podbielskiej i wsp, (2025) wazne jest jednak, aby zdawac sobie sprawe z potencjalnych

negatywnych konsekwencji bezkrytycznego pulowania probek PF.

Jedna z najcze$ciej wykorzystywanych we wspolczesnej diagnostyce
i monitoringu zdrowia §win metod diagnostycznych jest test immunoenzymatyczny
(ang. enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA). Istnieje kilka odmian tego testu
(bezposredni, posredni, podwdjnego wigzania, kompetencyjny), jednakze kazda z nich
wykorzystuje zjawisko interakcji pomigdzy antygenem i przeciwciatem. Moze by¢ zatem
wykorzystywany do oceniania réznych komponentow, wliczajac w to przeciwciala,
cytokiny, czy APP. Test ten moze by¢ zaréwno jakoSciowy, co pozwala na wykrywanie
obecnosci analizowanego komponentu w probie, jak i iloSciowy, co pozwala na
precyzyjne okreslenie jego stezenia. Dostepnych jest wiele komercyjnych testow ELISA

przeznaczonych do diagnostyki 1 monitoringu zdrowia $win, jednakze wigkszo$¢ z nich
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jest walidowana jedynie dla najpowszechniej wykorzystywanego rodzaju materiatu jakim

jest surowica.

Bioragc pod uwage zapisy Dyrektywy Rady 2008/120/WE z dnia 18 grudnia 2008
r. ustanawiajacej minimalne normy ochrony $§win w aspekcie wskazan do skracania
ogondéw oraz fakt, iz dotychczas w $wiatowym pismiennictwie brakuje informacji na
temat przydatnosci diagnostycznej PF pozyskanego wylacznie z jader, w dalszych
badaniach skupiliSmy si¢ na ocenie mozliwosci diagnostycznego wykorzystania wtasnie
tego rodzaju probek. Ponadto, dotychczas brak jest danych na temat przydatnosci PF do
oceny stezen parametréow immunologicznych (immunoglobuliny, cytokiny, APP)
U prosiat ssacych oraz posrednio ich matek. Brakuje takze informacji na temat mozliwosci
wykorzystania tej probki do badan nad oceng wystepowania u prosigt Swoistych
przeciwcial skierowanych przeciwko wielu istotnym patogenom $win. Z uwagi na fakt,
ze W wigkszos$ci badan dotyczacych potencjalnego wykorzystania PF do celow
diagnostycznych, analizowano PF jako probke zbiorcza, a niewiele jest prac badajacych
konsekwencje taczenia indywidulanych probek PF (tzw. pulowanie probek) na
uzyskiwane wyniki, postanowiliSmy oceni¢ takze mozliwosci oraz konsekwencje
pulowania probek PF w aspekcie prawidtowej interpretacji sytuacji epidemiologiczne;j

w stadzie.

5. Hipoteza i cel badan

Na podstawie danych literaturowych oraz badan pilotazowych sformutowano

nastepujace hipotezy badawcze:

1. PF pozyskany wylacznie z jader stanowi alternatywe dla surowicy do oceny stezen
wybranych parametrow immunologicznych u $win (immunoglobuliny, cytokiny,
APP).

2. PF pozyskany wylacznie z jader stanowi alternatywe dla surowicy do wykrywania
obecnosci swoistych przeciwciat skierowanych przeciwko wybranym patogenom
Swin.

3. Komercyjne testy ELISA opracowane i walidowane dla surowicy mogg by¢
wykorzystywane do oceny stezen parametréw immunologicznych oraz wykrywania
swoistych przeciwciat w PF.

4. Yaczenie indywidualnych probek PF (tzw. pulowanie probek) i badanie jako probki

zbiorcze nie wptywa na uzyskane wyniki.
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Celem badan bylo okreslenie przydatnosci PF do oceny stezen wybranych
parametrow immunologicznych (Ig - 19G, IgM, IgA; cytokiny — IL-1p, IL-4, IL-6, IL-8,
IFN-y, TNF-a; APP — Hp, Pig-MAP, CRP, SAA) oraz wykrywania przeciwciat
skierowanych przeciwko wybranym patogenom $win: Actinobcillus pleuropneumoniae
(App), Erysipelothrix rhusiopathiae (Ery), Mycoplasma hyopneumoniae (Mhp),
wirusowi grypy typu A (ang. influenza A virus, IAV), wirusowi zapalenia watroby typu
E (ang. hepatitis E virus, HEV) oraz wirusowi epidemicznej biegunki $win (ang. porcine
epidemic diarrhoea virus, PEDV). Ponadto przeanalizowano mozliwo$¢ wykorzystania
PF do oceny statusu immunologicznego catego miotu oraz posrednio loch — matek
badanych knurkéw. Dodatkowo okreslona zostata uzyteczno$¢ komercyjnie dostepnych
testow ELISA opracowanych i walidowanych dla surowicy do wykrywania i/lub oceny
stezen badanych parametréw immunologicznych i przeciwciat swoistych w PF. Oceniony

zostal takze wptyw pulowania indywidulanych probek PF na uzyskiwane wyniki.

6. Materiat i metody

W celu weryfikacji postawionych hipotez przeprowadzono dwa eksperymenty
z wykorzystaniem materiatu biologicznego pozyskanego od §win. Z uwagi na to, ze
probki wykorzystane do badan byty pobierane w ramach rutynowych czynnosci lekarsko-
weterynaryjnych (diagnostyka, monitoring zdrowia i ocena statusu immunologicznego)
przez lekarzy weterynarii opiekujacych si¢ stadami oraz rutynowych zabiegow
hodowlanych (kastracja), zgoda Lokalnej Komisji Etycznej na przeprowadzenie
omawianych eksperymentéw nie byta wymagana (Uchwata LKE w Poznaniu nr 67/2020
z dnia 18.12.2020).

W eksperymencie I oceniona zostata przydatno$¢ PF do oceny stezen wybranych
parametréw immunologicznych u prosiat ssacych oraz ich matek. W celu okre$lenia
przydatnosci PF do oceny stezen badanych parametréw u prosigt oraz mozliwosci
wykorzystania uzyskanych wynikéw do oceny statusu immunologicznego calego miotu
(bez wzglgdu na plec¢), oceniono roznice pomiedzy stezeniami badanych parametrow
w surowicy knurkow i loszek oraz pomigdzy surowicami prosiat obu pici i PF. Analiza
przydatnosci PF do oceny statusu immunologicznego loch zostata przeprowadzona
poprzez zbadanie korelacji pomiedzy stg¢zeniami analizowanych parametrow we

wszystkich wykorzystanych probkach (surowica, siara, PF).
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Celem eksperymentu II byto okreslenie przydatnosci PF do wykrywania przeciwciat
swoistych dla wybranych patogendéw $win z wykorzystaniem komercyjnie dostepnych
testow ELISA walidowanych dla surowicy. W tym celu, oceniono réznice w odsetku
poszczegblnych typow probek (surowica knurkow, loszek, PF) zaklasyfikowanych jako
dodatnie w oparciu o punkt odciecia (ang. cut-off) rekomendowany przez producenta
testu (surowica, PF) oraz optymalny punkt odciecia (ang. optimal threshold, OT) dla PF
obliczony dla kazdego testu przy pomocy analizy krzywej charakterystyki operacyjnej
odbiornika (ang. recevier operating characteristic curve, ROC). Okreslono takze
podstawowe parametry walidacyjne kazdego uzytego w badaniach testu w odniesieniu
do probek PF (interpretowanych wedlug obu punktow odcigcia). W dalszej czeSci

eksperymentu oceniono wptyw pulowania probek PF na uzyskane wyniki.

6.1. Eksperyment1

6.1.1. Probki

Probki wykorzystane w doswiadczeniu zostaty pobrane od $§win z gospodarstwa
odchowujacego $winie w cyklu zamknigtym, liczacym 100 loch, rasy Danbred hybrid.
Grupy 9-10 loch byly tworzone co 21 dni. Na fermie miedzy 3 a 5 dniem zycia prosiat
przeprowadzano kastracj¢, natomiast nie stosowano przemieszczania prosigt migdzy
miotami. Lochy z prosigtami byly utrzymywane w dobrze przygotowanych do tego celu
kojcach porodowych. Na fermie obowigzywal system cate pomieszczenie petne — cale
pomieszczenie puste, z przeprowadzeniem doktadnej dezynfekcji pomieszczen pomiedzy

poszczegolnymi grupami pro$nych loch. Prosieta byty odsadzane okoto 28 dnia zycia.

Ferma charakteryzowata si¢ wysokim statusem zdrowotnym. Przyjety program
monitorowania stanu zdrowia stada obejmowal prowadzenie badan monitoringowych
opartych o profile serologiczne prowadzone we wszystkich grupach technologicznych
(w tym u prosiat) oraz okresowo oceng¢ jakosci siary. Na podstawie wynikow cyklicznie
przeprowadzanych badan, stwierdzono, ze stado jest seronegatywne w odniesieniu do
takich patogenéw jak wirus choroby Aujeszkyego, PRRSV, 1AV, App oraz Mhp.
W trakcie badan klinicznych i anatomopatologicznych, przeprowadzanych okresowo
w rzezni, nie stwierdzano zadnych zmian wskazujagcych na wystgpowanie
pleuropnemonii, sterptokokozy, choroby Glassera, czy zakaznego zanikowego zapalenia
nosa. Wszystkie lochy byly szczepione przeciwko parwowirozie $win, rozycy,

zakaznemu zanikowemu zapaleniu nosa oraz kolibakteriozie prosigt. Na potrzeby
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niniejszego eksperymentu wykorzystano probki pochodzace wytacznie z miotow loch
migdzy 2-4 wyproszeniem, wazacych miedzy 150-200 kg, ktore rodzily w miocie

minimum 10 prosiat i nie wymagaty pomocy porodowe;j.

W badaniu wykorzystano acznie probki od 246 swin — 31 loch, 146 knurkow i 87
loszek. Warunkiem wiaczenia probek do badan byto uzyskanie wszystkich niezb¢dnych
probek od lochy oraz minimum 7 jej prosiat. Dla kazdej z loch wiaczonych do badan
analizowano po jednej probce surowicy i siary, pobranej 12-24 godziny od rozpoczecia
porodu. Dla kazdego knurka wiaczonego do badan analizowano jedng probke surowicy
i jedng probke PF, natomiast dla kazdej loszki jedng probke surowicy. L.acznie analizom
laboratoryjnym poddano 31 probek siary, 31 surowic loch, 146 surowic knurkow, 146 PF
oraz 87 surowic od loszek. Krew byta pobierana przez lekarza weterynarii z zyty szyjnej
zewngtrznej (tac. vena jugularis) lub z zyly czczej przedniej (tac. vena cava cranialis) do
probéwek dedykowanych dla tego materiatu. Nastepnie, w celu uzyskania surowicy,
krew odwirowano (2500 obrotéw/minute przez 15 minut w 4°C). PF wykorzystany
w doswiadczeniu byt uzyskiwany wylacznie z jader, poprzez umieszczenie jader od
kazdego knurka w indywidualnej probéwce o pojemnosci 50 ml, nast¢pne jej zamrozenie
i rozmrozenie i pobranie uwolnionego przez tkanki ptynu. Wszystkie rodzaje probek byty

przechowywane w temperaturze -80°C do czasu analiz laboratoryjnych.

6.1.2. Analizy laboratoryjne

Do okreslenia stezen badanych parametrow wykorzystano komercyjne,
gatunkowo swoiste, ilosciowe testy ELISA. Wszystkie analizy byly przeprowadzane
zgodnie z metodykami dotgczonymi do zestawow. WartoSci gestosci optycznej (ang.
optical density, OD) analizowanych probek zostaly odczytane za pomoca analizatora
Infinite 200 PRO (Tecan). Stezenia badanych parametrow wyliczono z Kkrzywej
standardowej, opracowanej dla kazdej badanej partii probek (96 dotkowa plytka)
z wykorzystaniem oprogramowania Magellan v.7.2 (Tecan). W Tabeli 1 zawarto
informacje dotyczace specyfikacji testow uzytych do okre$lania stezen parametrow

uwzglednionych w niniejszym eksperymencie.
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Tabela 1. Wybrane dane dotyczace komercyjnych testow ELISA wykorzystanych

w eksperymencie.

Badany parametr

Nazwa testu (producent)

Granica

wykrywalnosci

Immunoglobuliny

19G

Porcine Immunoglobulin G, IgG
ELISA Kit (BT Laboratory, Jiaxing,
Zhejiang, Chiny)

0,251 mg/ml

IgA

Porcine Immunoglobulin A, 1gA
ELISA Kit (BT Laboratory, Jiaxing,
Zhejiang, Chiny)

10,25 pg/ml

Porcine Immunoglobulin M, IgM
ELISA Kit (BT Laboratory, Jiaxing,
Zhejiang, Chiny)

0,022 mg/ml

Cytokiny

IL-1B

Ray-Bio® Porcine IL-1 beta ELISA
Kit (RayBiotch Inc., Norcross, GA,
USA)

6 pg/ml

IL-4

RayBio® Porcine IL-4 ELISA Kit
(RayBiotch Inc., Norcross, GA,
USA)

1,5 pg/mi

IL-6

RayBio® Porcine IL-6 ELISA Kit
(RayBiotch Inc., Norcross, GA,
USA)

45 pg/ml

IL-8

RayBio® Porcine IL-8 ELISA Kit
(RayBiotch Inc., Norcross, GA,
USA)

10 pg/ml

IFN-y

RayBio® Porcine [FN-gamma
ELISA Kit (RayBiotch Inc.,
Norcross, GA, USA)

500 pg/ml

TNF-a

RayBio® Porcine TNF-alpha
ELISA (RayBiotch Inc., Norcross,
GA, USA)

20 pg/ml

APP

CRP

Pig C-reactive protein (CRP)
ELISA (Life Diagnostics Inc., West
Chester, PA, USA)

4,68 pg/ml

Hp

Pig haptoglobin ELISA (Life
Diagnostics Inc., West Chester, PA,
USA)

0,05 mg/mi

SAA

Pig serum amyloid A ELISA,
Pighaptoglobin ELISA (Life
Diagnostics Inc., West Chester, PA,
USA)

0,31 pg/ml

Pig-
MAP

Acuvet ELISA PigMAP
(AcuvetBiotech SL, Zaragoza,
Spain)

0,18 pg/ml
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Wykorzystane w doswiadczeniu testy ELISA byly walidowane przez
producentéw w odniesieniu do surowicy. Dlatego, w celu zapewnienia precyzji wynikow,
wszystkie probki zostaty zbadane dwukrotnie, a wyniki byly uznawane za akceptowalne
w sytuacji, gdy wzgledne odchylenie standardowe (ang. standard deviation, SD)
wynosito < 10%. Ponadto, dla kazdego wykorzystanego testu okre§lono powtarzalno$¢
oraz odtwarzalno$¢ w odniesieniu do probek siary i PF, wyrazane jako wspotczynnik
zmienno$ci (ang. coefficient of variation, CV). Przy okreSlaniu tych parametrow
uwzglednione zostaty probki siary 1 PF, w ktérych st¢zenia ocenianych parametrow
osiggaly trzy rézne putapy — probki negatywne, o niskim i wysokim st¢zeniu badanych
parametrow. Otrzymane warto$ci nie przekraczaly w przypadku powtarzalnosci 9,5%
oraz 11,5% w przypadku odtwarzalno$ci. Doktadnos¢ testow zostata zbadana za pomocg
liniowosci rozcienczen. W tym celu wykonano szereg rozcienczen (1:2, 1:4, 1:8, 1:16,
1:32) 2 probek PF i siary i zbadano odpowiednimi testami ELISA. W wyniku
przeprowadzonych analiz otrzymano réwnania regresji liniowej ze wspotczynnikiem
korelacji w zakresach 0,97-0,99, co wskazywato na to, ze testy mierzyly parametry w

sposob liniowy.

6.1.3. Analizy statystyczne

Wszystkie analizy statystyczne zostaly przeprowadzone z wykorzystaniem
oprogramowania Statistica 13.3 (Tibco). Otrzymane dane zostaly przeanalizowane za
pomocg testow W.Shapiro-Wilk’a na normalno$¢ rozktadu oraz Levene’a na rownos¢
wariancji. W celu okreslenia, czy PF pozyskiwany wyltacznie z jader moze by¢
wykorzystywany do oceny badanych parametrow u prosiagt obu pici zbadano roznice
w $rednich stezeniach poszczeg6élnych parametrow pomigdzy PF a surowicg knurkow,
PF a surowica loszek oraz surowicami prosigt obu plci, z wykorzystaniem
nieparametrycznego testu U Mann’a-Whitney’a. W celu zbadania czy pomigdzy
stezeniami wybranych parametréw w roznych typach analizowanego materialu
wystepuje zalezno$¢, oceniono stopien korelacji stezen kazdego analizowanego
parametru pomiedzy nastepujacymi parami probek: surowica lochy i surowica knurka,
surowica lochy i PF, surowica lochy i surowica loszki, siara i surowica knurka, siara i PF,
siara i surowica loszki. Z uwagi na nieparametryczny rozktad analizowanych zmiennych,
do okreslenia korelacji w stezeniach wybranych parametrow pomigdzy poszczegdlnymi
rodzajami badanego materialu wykorzystano wspotczynnik korelacji rang Spearman’a

(ang. Spearman’'s rank correlation coefficient, rs). Klasyfikacji sity zaobserwowanego
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zwigzku dokonano w oparciu o nast¢pujacy podziat: |rs| < 0,2 — brak zwigzku liniowego,
0,2 <rs| < 0,4 — staba zalezno$¢, 0,4 < |rs| < 0,7 — umiarkowana zaleznos$¢, 0,7 <|rs| <0,9
— silna zalezno$¢, |rs| > 0,9 — bardzo silna zalezno$¢. Dla wszystkich analiz przyjety

poziom istotnosci wynosit 0=0,05, a za istotne statystycznie wartosci uznawano p<0,05.

6.2. Eksperyment 2

6.2.1. Probki

W doswiadczeniu drugim wykorzystane zostaly probki krwi i PF pozyskane od
prosiat w wieku do 7 dnia zycia. Wykaz probek przebadanych w poszczegélnych
kierunkach przedstawiono w Tabeli 2. Krew byta pobierana przez lekarza weterynarii
z zyly czczej przedniej (tac. vena cava cranialis) do probowek dedykowanych dla tego
materiatu. W celu uzyskania surowicy krew byta wirowana przez 15 minut, z szybkoscia
2500 obrotéw/minute, w temperaturze 4 'C. W celu uzyskania probek PF, jadra pozyskane
od knurkow podczas rutynowej kastracji stosowanej w gospodarstwie byty umieszczane
w indywidualnej probowce o pojemnosci 50 ml, zamrazane i nastepnie rozmrazane celem
uzyskania wigkszej objetosci ptynu. Do czasu przeprowadzania analiz laboratoryjnych

wszystkie probki byly przechowywane w temperaturze -80°C.

6.2.2. Analizy laboratoryjne

Do badan wykorzystano komercyjne testy ELISA dedykowane do badan surowicy
i walidowane dla tego materiatu. W surowicy oraz PF oceniono obecnos¢ swoistych
przeciwcial skierowanych przeciwko wybranym patogenom swin. W Tabeli 2
zaprezentowano szczegdlowe dane dotyczace testow uzytych w badaniach oraz liczbe
probek, ktora zostata przeanalizowana danym testem. Wszystkie analizy byly
przeprowadzane zgodnie z rekomendacjami producentéw dolaczonymi do testow.
OD zostata zmierzona z wykorzystaniem czytnika Infinite 200 PRO (Tecan)
I oprogramowania Magellan v.7.2 (Tecan), a wyniki obliczono zgodnie z metodyka
dolaczong do zestawdw. W przypadku testow w kierunku App 1 PEDV, wartosci OD byty
przeksztalcane we wspotczynnik S/P (ang. serum to positive) % zgodnie z nastgpujacym
wzorem: S/P% = (OD probki — OD kontroli negatywnych)/(OD kontroli pozytywnych —
OD kontroli negatywnych) x 100. W przypadku testu w kierunku Mhp, wartosci OD
zostaly przeksztalcone we wspolczynnik S/P zgodnie z nastepujagcym wzorem:
S/P = (OD probki — OD kontroli negatywnych)/(OD kontroli pozytywnych - OD kontroli
negatywnych). W tescie w kierunku Ery wartosci OD zostaty przeksztalcone w IRPC
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(ang. relative index positive to control) wedlug nast¢pujacego wzoru: IRPC = ((OD
probki — OD kontroli negatywnych)/(OD kontroli pozytywnych - OD kontroli
negatywnych)) x 100. Test w kierunku HEV, byt testem typu bi-well, co oznacza, ze
kazda z analizowanych probek musiata zosta¢ natlozona do dwoch dotkéw na plytce. Dla
kazdej z analizowanych préb obliczano warto$¢ net OD, odejmujac od wartosci OD
probki natozonej do dotka parzystego, wartos¢ OD z dotka nieparzystego. Nastepnie,
uzyskane wartoSci OD byly przeksztalcane we wspotczynnik S/P% zgodnie z
nastepujacym wzorem: S/P% = net OD probki/net OD kontroli pozytywnych x 100%. W
przypadku testu w kierunku IAV, uzyskane wartosci OD byly przeksztalcane we
wspotczynnik S/N (ang. sample to negative) %, zgodnie z nastgpujacym wzorem: S/N%
= OD probki/OD kontroli negatywnych x 100.
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Tabela 2. Wykaz testow wykorzystanych w badaniach wraz z liczba probek przebadanych

w poszczegdlnych kierunkach.

Liczba probek poddanych analizie

) ~ Nazwa uzytego . .
Kierunek badania Surowica  Surowica
testu (producent) PF  Lacznie
knurek loszka
ID Screen APP
Actinobacillus Screening Indirect
pleuropneumoniae (serotypes 1 178 159 178 515
(App) through 12) (ID vet,
Grables, France)
Erysipelothrix _ )
) _ Civtest suis SE/MR
rhusiopathiae (Hipra, Amer, 160 154 160 474
(Ery) Spain)
Mycoplasma Mycoplasma
) hyopneumoniae
hyopneumoniae Antibody Test Kit 196 209 196 601
(Mhp) (Idexx, Westbrook,
USA)
Wirus  zapalenia ID Screen Hepatitis
P E Indirect Multi- 160 144 160 464
waroby typu E ies (ID
(HEV) species (ID vet,
Grables, France)
ID Screen Influenza
Wirus grypy typu A Antibody
A Competition Multi- 160 163 160 483

(1AV) Speecies (ID vet,
Grables, France)

Wirus ID Screen PEDV
epidemicznej Indirect (ID vet, 160 146 160 466

biegunki swin
(PEDV) Grables, France)

W dalszej kolejnosci, oceniono wplyw pulowania probek PF na otrzymane wyniki.
W tym celu, na podstawie uzyskanych wartosci dokonano kategoryzacji probek na
nisko-, srednio- i wysoko-dodatnie. Zakres poszczegdlnych kategorii podano w Tabeli 3.
Sposrod dodatnich probek PF, do kazdej z grup zaklasyfikowano po 3 losowo wybrane
probki. Nastepnie, pobierano 10 pl z kazdej dodatniej probki i taczono z odpowiednig
objetoscig negatywnej probki PF, otrzymujac rozcienczenia w stosunku 1:10, 1:20, 1:40

oraz 1:80. Mialo to na celu symulacj¢ pulowania w probke zbiorcza, w ktorej to na
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1 dodatnig probke PF znajdujaca si¢ w badanej puli, przypadato by odpowiednio 9, 19,
39179 probek ujemnych.

Tabela 3. Zakresy kwalifikacji probek dodatnich do grup o niskim, $rednim i wysokim

wyniku dodatnim w zalezno$ci od zastosowanego testu.

Kierunek Zakres Nisko-dodatnie Srednio-dodatnie ~ Wysoko-dodatnie

badania

App SIP% <70 >70 <180 >180
Ery IRPC <60 >60 <100 >100
Mhp SIP >1,0 <1,0>0,5 <05
HEV SIP% <100 >100 <150 >150
1AV S/N% >40 <40 >15 <15
PEDV S/IP% nie przeprowadzano analizy*

1Z uwagi na matg liczbe probek dodatnich, niemozliwe byto dokonanie podziatu
uwzgledniajgcego r6zng zawarto$¢ przeciwciat w PF, dlatego w przypadku tego testu nie
przeprowadzono analizy wplywu rozcienczen na wykrywanie specyficznych przeciwciat

w probkach zbiorczych PF.

6.2.3. Analiza statystyczna

Wyniki analiz uzyskane z surowic stanowily w niniejszym eksperymencie punkt
odniesienia (tzw. gold-standard). Dla kazdego badanego rodzaju materiatu obliczono
odsetek probek zaklasyfikowanych jako dodatnie. 95% przedzialy ufnosci
(ang. confidence interval, Cl) zostaty obliczone za pomocg metody Wilsona (ang. Wilson
score method). W celu oceny réznic w odsetku probek dodatnich pomiedzy
poszczegolnymi rodzajami materiatdw (surowica knurkdéw, surowica loszek, PF),
wykorzystano test chi kwadrat. Powyzsze analizy zostalty przeprowadzone przy pomocy
oprogramowania Statistica 13.3 (Tibco). Za pomocg krzywych ROC obliczono OT dla
PF 1 zastosowanych testow ELISA. Przeanalizowano 1 poréwnano pola powierzchni pod
krzywa (ang. area under the curve, AUC) dla surowicy i PF, co pozwolito na ustalenie
mocy diagnostycznej testu w odniesieniu do probek PF. Otrzymane wartosci zostaly
zaklasyfikowane do 5 grup, tak jak przedstawiono w Tabeli 4, zgodnie
z klasyfikacja zaproponowang przez Corbacioglu i Aksel (2023). Dla kazdego z testow
obliczono: czutos¢ (ang. sensitivity, SE), swoistos¢ (ang. specificity, SP), dodatnig (ang.

positive predictive value, PPV) i ujemng (ang. negative predictive value, NPV) wartos¢
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predykcyjna dla PF w odniesieniu do punktu odciecia rekomendowanego przez
producenta oraz OT wyznaczonego na podstawie krzywej ROC. Zgodno$¢ pomigdzy
wynikami uzyskanymi z analizy probek surowicy i PF zostala okre§lona
z wykorzystaniem wspotczynnika kappa («), wedtug klasyfikacji zaproponowanej przez
Landis i Koch (1977): k < 0,2 oznaczata stabg zgodnos¢, 0,2-0,4 dostateczng zgodnosé,
0,41-0,6 umiarkowana zgodnos$¢, 0,61-0,8 znaczng zgodno$é, natomiast k > 0,8 —
doskonatg zgodnos¢. W przypadku wszystkich analiz, wartosci p<0,05 byty uznawane za

istotne statystycznie.

Tabela 4. Klasyfikacja doktadnos$ci testu w odniesieniu do PF w zalezno$ci od uzyskanej

warto$ci AUC.
Przedzial AUC Miara dokladnosci testu
0,9<AUC Doskonata
0,8< AUC<<D0,9 Znaczna
0,7<AUC<0,8 Dostateczna
0,6 <AUC<0,7 Staba
0,5<AUC<0,6 Niewystarczajgca
7. Wyniki

7.1. Eksperyment 1

Ponizej przedstawiono wyniki badan zawarte w artykule:

Augustyniak A., Czyzewska-Dors E., Pomorska-Mo6l M. Concentrations of selected
immunological parameters in the serum and processing fluid of suckling piglets and the

serum and colostrum of their mothers. BMC Veterinary Research. 2024, 20:170.

Sposrdd ocenianych parametréw immunologicznych, warto$ci powyzej granicy
wykrywalnosci w PF zostaly odnotowane w przypadku analiz IgG, IgA, IgM, IL-18,
IL-4, IL-6, IL-8, IFN-y, Hp, Pig-MAP i CRP, potwierdzajac ich wystgpowanie w PF.

7.1.1. Immunoglobuliny
W kazdym typie analizowanego materiatu (probek) najwyzsze stezenia
potwierdzono dla 1gG (Ryc. 1). Zakresy stezen tej Ig przedstawiaty sie nastepujgco:

16,6-36,5 mg/ml w surowicy loch, 12,4-39,3 mg/ml w siarze, 9,6-32,8 mg/ml w surowicy
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knurkow, 2,6-31,3 mg/ml w PF i 10,0-29,7 mg/ml w surowicy loszek. Nie stwierdzono
istotnie statystycznych roznic pomigdzy $rednim stgzeniem IgG  odnotowanym
W poszczegdlnych rodzajach materialu pobranego od prosigt (p>0,05, Ryc. 1). Istotng
statystycznie, stabg, dodatnig korelacje stwierdzono wytgcznie pomiedzy stezeniem IgG

w surowicy loch i surowicy loszek (Tabela 5).

IgA byta drugg, pod wzgledem odnotowywanych s$rednich stgzen, klasg Ig
w kazdym z badanych materiatow, z wyjatkiem surowicy lochy, gdzie jej $rednie st¢zenie
osiggneto najnizsze wartosci (Ryc. 1). Odnotowane zakresy stezen IgA wynosity
0,9-2,6 mg/ml w surowicy loch, 3,1-18,8 mg/ml w siarze, 0,7-4 mg/ml w surowicy
knurkéw, 0,6-4,3 mg/ml w PF i 0,7-3,2 mg/ml w surowicy loszek. Nie wykazano
istotnych statystycznie roéznic pomig¢dzy $rednimi stgzeniami tej klasy przeciwcial w
r6znych rodzajach materiatu pobranego od prosiat (p>0,05, Ryc. 1). Istotne statystycznie,
dodatnie korelacje zostaly zaobserwowane pomiedzy stezeniem IgA w surowicy loch i
surowicy loszek oraz w surowicy loch i PF, o sile odpowiednio umiarkowanej oraz stabej

(Tabela 5).

IgM osiagneta najnizsze $rednie stezenia we wszystkich rodzajach badanego
materialu, z wyjatkiem surowicy loch, w ktorej $rednie st¢zenie IgM byto wyzsze od
sredniego stezenia IgA (Ryc. 1). Zakresy odnotowanych stezen IgM w surowicy loch
wynosity 4,3-12,6 mg/ml, w siarze 2,5-10,3 mg/ml, w surowicy knurkéw 0,4-1,7 mg/ml,
0,4-1,9 mg/ml w PF i 0,6-1,7 mg/ml w surowicy loszek. W przypadku tej klasy Ig
stwierdzono istotnie statystyczne réznice pomie¢dzy jej $rednim stezeniem w PF oraz

W surowicy prosiat obu pici (p<0,05, Ryc. 1).
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Ryc. 1. Srednie (+SD) wartosci stezen (mg/ml) IgG, IgA oraz IgM w badanym materiale;
* p<0,05

Tabela 5. Korelacje pomigdzy st¢zeniami 1gG, IgA i IgM w analizowanych probkach.

Nawiasy zawierajg warto$¢ p dla kazdej korelacji.

Immunoglobuliny
19G IgA IgM
Material SL S SL S SL S

SK 0,02 0,14 0,14 -0,12 -0,00 0,05
(p=0,85)  (p=0,09) (p=0,09) (p=0,16) (p=0,98) (p=0,57)

PF -0,08 -0,04 0,25* -0,10 -0,08 0,04
(p=0,35) (p=0,62)  (p=0,00)  (p=0,23)  (p=0,31)  (p=0,59)

SLo 0,23* 0,16 0,54* -0,12 -0,06 0,04
(p=0,03) (p=0,13)  (p=0,00)  (p=0,05)  (p=0,59)  (p=0,70)

SL — surowica loch, S — siara, SK — surowica knurkow, SLo — surowica loszek
*Korelacja istotna statystycznie (p<0,05)

7.1.2. Cytokiny
Sposrdd analizowanych cytokin, najwyzsze wartos$ci stezen we wszystkich
rodzajach badanego materiatu, z wyjatkiem PF, oznaczono dla IFN-y (Ryc. 2, Ryc. 3).
Zakresy odnotowanych stezen IFN-y w surowicy loch wynosity 0,6-13,7 ng/ml, w siarze
0,5-9,5 ng/ml, w surowicy knurkow 0,5-11,2 ng/ml, w PF 0,5-10,5 ng/ml, a w surowicy
loszek 0,6-13,7 ng/ml. Nie stwierdzono istotnie statystycznie réznic pomigdzy $rednimi

stezeniami tej cytokiny w poszczegdlnych typach analizowanego materiatu pobranego od
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prosiat (p>0,05, Ryc. 2). Dodatnie, istotnie statystyczne korelacje stwierdzono pomigdzy
stezeniami IFN-y we wszystkich zestawionych parach probek (Tabela 6). Silne zalezno$ci
zaobserwowano pomiedzy st¢zeniami IFN-y (malejgco) w Siarze i surowicy loszek, siarze
i surowicy knurkéw, surowicy loch i loszek oraz siarze i PF (Tabela 6). Korelacje

pomig¢dzy pozostatymi parami ocenianych materiatéw byly umiarkowane (Tabela 6).

IL-1B byta drugg, pod wzgledem odnotowanych s$rednich stezen, cytoking we
wszystkich rodzajach badanego materiatu, z wyjatkiem PF, gdzie jej $rednie stezenie
przewyzszylo $rednie stgzenie IFN-y (Ryc. 2, Ryc. 3). Odnotowano nastgpujace
minimalne i maksymalne wartosci stezen IL-1pB: 310,0 i 6895,0 pg/ml w surowicy loch,
397,4 i 7976,0 pg/ml w siarze, 122,0 i 4674,0 pg/ml w surowicy knurkéw,
192,71 4691,2 pg/ml w PF i 127,3 i 5234,6 pg/ml w surowicy loszek. Nie stwierdzono
istotnych statystycznie réznic pomigedzy Srednimi st¢zeniami IL-1 w poszczegolnych
rodzajach analizowanych probek pobranych od prosigt (p>0,05, Ryc. 3). Istotne
statystycznie, dodatnie, silne korelacje zaobserwowano pomi¢dzy stezeniami tej cytokiny
we wszystkich zestawionych parach materiatow, z wyjatkiem surowic loch i loszek,

w przypadku ktorych, zaobserwowana zalezno$¢ byta umiarkowana (Tabela 6).

Srednie stezenia IL-6 we wszystkich rodzajach analizowanego materiatu byly
nizsze od $rednich stezen IFN-y oraz IL-1B (Ryc. 2, Ryc. 3). Zakresy odnotowanych
wartosci stezen IL-6 wynosity 332,7-2310,7 pg/ml w surowicy loch, 289,3-2247,4 pg/ml
w siarze, 56,8-2266,4 pg/ml w surowicy knurkéw, 67,5-2398,2 pg/ml w PF
i 82,7-2378,4 pg/ml w surowicy loszek. Nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic
pomiedzy $rednimi stezeniami tej cytokiny w poszczegoélnych rodzajach analizowanego
materiatu pobranego od prosiat (p>0,05, Ryc. 3). Istotne statystycznie, dodatnie korelacje
zaobserwowano pomigdzy stezeniami tej cytokiny we wszystkich zestawionych parach
materiatow (Tabela 6). Silng zaleznos¢ zaobserwowano pomig¢dzy stezeniami IL-6
w surowicy loch i loszek (Tabela 6). Pomigdzy pozostaltymi zestawionymi parami

analizowanych materiatéw, zaobserwowane zalezno$ci byty umiarkowane (Tabela 6).

Srednie stezenia IL-4 i IL-8 we wszystkich badanych typach materialéw byty
nizsze od $rednich stezen IFN-y, IL-1B i IL-6 (Ryc. 2, Ryc. 3). Srednie stezenie IL-4
w surowicy loch, knurkéw oraz loszek byto wyzsze od $rednich stezen IL-8, natomiast
w siarze i PF bylo nizsze od $rednich stezen IL-8 (Ryc. 2, Ryc. 3). Zakresy odnotowanych
stezen IL-4 wynosity 5,2-567,4 pg/ml w surowicy loch, 7,8-506,2 pg/ml w siarze,
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1,4-601,0 pg/ml w surowicy knurkow, 1,1-569,0 pg/ml w PF i 1,4-601,4 pg/ml
w surowicy loszek. Nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic pomigdzy $rednimi
stezeniami IL-4 w poszczegolnych rodzajach analizowanego materiatu pobranego od
prosiat (p>0,05, Ryc. 3). Istotne statystycznie, dodatnie korelacje zaobserwowano
pomiedzy stezeniami tej cytokiny we wszystkich zestawionych parach materiatow
(Tabela 6). Pomigdzy stezeniami IL-4 w siarze i surowicy loszek stwierdzono bardzo
silng zaleznos$¢ (Tabela 6). Pomiedzy pozostalymi zestawionymi parami analizowanych

materiatdw, zaobserwowane zalezno$ci byty silne (Tabela 6).

Odnotowane minimalne i maksymalne wartosci stezen IL-8 wynosity 26,0 i 301,1
pg/ml w surowicy loch, 333,4 i 1965,0 pg/ml w siarze, 23,2 i 319,3 pg/ml w surowicy
knurkow, 42,3 1 573,1 pg/ml w PF i 21,11 316,8 pg/ml w surowicy loszek. W przypadku
tej cytokiny, nie stwierdzono istotnych statystycznie roznic pomigdzy S$rednimi
warto$ciami jej stezen w surowicach loszek i knurkow (p>0,05, Ryc. 3), ale takie réznice
zaobserwowano pomiedzy surowicami prosigt obu pici i PF (p<0,05, Ryc. 3).
Stwierdzono istotne statystycznie, dodatnie korelacje pomiedzy stezeniem IL-8
w surowicy loch i surowicy knurkéw oraz w surowicy loch i PF (p<0,05), jednakze niskie
warto$ci Is sugerujg brak zwigzku liniowego (Tabela 6). Zaobserwowano takze istotne
statystyczne, ujemne korelacje pomigdzy stgzeniem tej cytokiny w siarze
I surowicach prosiat obu pici (Tabela 6). Zalezno$¢ migedzy siarg a surowicg knurkow

byla staba, a pomigdzy siarg a surowicg loszek umiarkowana (Tabela 6).

TNF-a osiagnat najnizsze §rednie warto$ci stezen sposrod analizowanych cytokin
(Ryc. 2, Ryc. 3). Zakresy odnotowanych stezen w surowicy loch wyniosty
21,0-210,0 pg/ml, a w siarze 22,0-360 pg/ml. Ste¢zenia TNF-a w pozostatych rodzajach
analizowanego materiatu byly ponizej granicy wykrywalnosci. Dlatego, w przypadku tej

cytokiny odstapiono od analizy statystycznej.
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Ryc. 2. Srednie (£SD) wartosci stezen (ng/ml) IFN-y w badanym materiale.
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Ryc. 3. Srednie (£SD) wartosci stezen (pg/ml) IL-1B, IL-4, IL-6, IL-8 i TNF-o w

badanym materiale; *p <0,05

42



Tabela 6. Korelacje pomi¢dzy stezeniami IL-, IL-4, IL-6, IL-8 i IFN-y w analizowanych

probkach. Nawiasy zawieraja warto$¢ p dla kazdej korelacji.

Cytokiny
IL-1p IL-4 IL-6 IL-8 IFN-y

Material SL S SL S SL S SL S SL S
SK 0,75* 0,80* 0,71* 0,79* 0,65* 0,67* 0,18* -0,23* 0,61* 0,81*

(p=0,00) (p=0,00) (p=0,00) (p=0,00) (p=0,00) (p=0,00) (p=0,03) (p=0,01) (p=0,00) (p=0,00)
PT 0,76* 0,78* 0,74* 0,79* 0,57* 0,62* 0,198* -0,10 0,57* 0,76*

(p=0,00) (p=0,00) (p=0,00) (p=0,00) (p=0,00) (p=0,00) (p=0,02) (p=0,24) (p=0,00) (p=0,00)
SLo 0,696* 0,76* 0,87* 0,91* 0,72* 0,69* 0,20 -0,42* 0,78* 0,89*

(p=0,00) (p=0,00) (p=0,00) (p=0,00) (p=0,00) (p=0,00) (p=0,07) (p=0,00) (p=0,00) (p=0,00)

SL — surowica loch, S — siara, SK — surowica knurkéw, SLo — surowica loszek
*Korelacja istotna statystycznie (p<0,05)

7.1.3. Biatka ostrej fazy

Sposrdéd analizowanych APP, najwyzsze $rednie warto$ci stezen w kazdym typie
badanego materiatu, z wyjatkiem surowicy knurkéw, odnotowano dla Hp (Ryc. 4,
Ryc. 5, Ryc. 6). Srednie stezenie Hp w surowicy knurkéw bylo nizsze od $redniego
stezenia Pig-MAP (Ryc. 4, Ryc. 5). Zakresy odnotowanych minimalnych
i maksymalnych wartosci stezen Hp wynosity odpowiednio 0,8 i 2,3 mg/ml w surowicy
loch, 1,6 i 3,9 mg/ml w siarze, 0,3 i 1,6 mg/ml w surowicy knurkow, 0,03 i 1,4 mg/ml
w PFi 0,31 8,8 mg/ml w surowicy loszek. Nie stwierdzono istotnych statystycznie roznic
pomiedzy S$rednimi stezeniami Hp w surowicach knurkéw i loszek oraz surowicy
knurkow i PF (p>0,05, Ryc. 4), natomiast takie roznice zostalty zaobserwowane pomigdzy
surowicg loszek a PF (p<0,05, Ryc. 4). Istotne statystycznie, dodatnie korelacje
zaobserwowano pomigdzy stezeniami Hp w siarze i surowicy knurkow, siarze i surowicy
loszek oraz siarze i PF (Tabela 7). Zaleznosc¢ zaobserwowana pomigdzy stezeniami Hp
w surowicy loszek i siarze byla staba (Tabela 7). Pozostate zaleznosci wskazywatly na

brak zwigzku liniowego (Tabela 7).

Srednie warto$ci odnotowanych stezen Pig-MAP we wszystkich rodzajach
analizowanego materiatu byly nizsze od s$rednich warto$ci odnotowanych dla Hp,
z wyjatkiem surowicy knurkow, w ktérej Pig-MAP stanowito APP o najwyzszym
stezeniu (Ryc. 4, Ryc. 5, Ryc. 6). Zakresy odnotowanych stezen Pig-MAP w surowicy
loch wynosity 484,7-1391,8 ug/ml, w siarze 457,4-1265,2 pg/ml, w surowicy knurkoéw
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319,9-1471,0 pg/ml, w PF 352,5-1060,6 png/ml, a w surowicy loszek 323,0-1537,3 pg/ml.
Nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic pomiedzy Srednimi warto$ciami stgzen
Pig-MAP w surowicy knurkéw i loszek (p>0,05, Ryc. 5), ale zaobserwowano je
pomiedzy PF a surowicami prosigt obu pici (p<0,05, Ryc. 5). Istotne statystycznie,
dodatnie korelacje zaobserwowano pomiedzy stezeniami tego APP we wszystkich
zestawionych parach probek, z wyjatkiem surowicy loch i PF, a obserwowane zaleznos$ci

byty umiarkowane lub stabe (Tabela 7).

Najnizsze srednie wartosci stezen sposrod APP wykrytych we wszystkich typach
badanego materiatu zaobserwowano w przypadku CRP (Ryc. 4, Ryc. 5, Ryc. 6). Zakresy
odnotowanych stezen tego APP w surowicy loch wynosity 7,9-61,5 pg/ml, w siarze
9,0-66,4 pg/ml, w surowicy knurkéw 2,4-29,6 pg/ml, w PF 4,3-25,6 ng/ml, a w surowicy
loszek 3,3-38,1 pg/ml. Zaobserwowano istotnie statystycznie roznice pomiedzy srednimi
stezeniami CRP w poszczegdlnych rodzajach analizowanego materiatu pobranego od
prosiat (p<0,05, Ryc. 6). Istotng statystycznie, dodatnig korelacj¢ stwierdzono wytacznie

pomiedzy stezeniem CRP w surowicy loch i surowicy loszek i byta ona staba (Tabela 7).

W wigkszos$ci analizowanych probek, stezenia SAA nie przekraczalo granicy
wykrywalnosci uzytego testu (0,31pg/ml). Stezenia SAA mozliwe do wykrycia
stwierdzono jedynie w przypadku siary, ze $rednim stgzeniem dla tego typu probki
wynoszacym 13,17 pg/ml (£ 4,04). Z tego powodu, przeprowadzenie analiz
statystycznych dla SAA bylto niemozliwe.
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Ryc. 4. Srednie (£SD) wartosci stezen (mg/ml) Hp w badanym materiale; * p<0,05
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Tabela 7. Korelacje pomiedzy stezeniami Hp, Pig-MAP i CRP w analizowanych

probkach. Nawiasy zawieraja warto$¢ p dla kazdej korelacji.

APP

Hp Pig-MAP CRP

Material SL S SL S SL S

SK 0,02 0,17* 0,36* 0,57* 0,02 0,04
(p=0,84) (p=0,04) (p=0,00) (p=0,00) (p=0,82) (p=0,63)

PT 0,08 0,16* 0,09 0,32* 0,09 011
(p=0,32) ~ (p=0,048) (p=0.23)  (p=0,00)  (p=0,26)  (p=0.2)

SLo 0,05 0,37* 0,23* 0,42* 0,26* 0,11
(p=0,65)  (p=0,00)  (p=0,03)  (p=0,00)  (p=0,01)  (p=0,32)
SL — surowica loch, S — siara, SK — surowica knurkoéw, SLo — surowica loszek
*Korelacja istotna statystycznie (p<0,05)
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7.2. Eksperyment 2

Ponizej przedstawiono wyniki badan zawarte w artykule:

Augustyniak A., Czyzewska-Dors E., Pomorska-Mol M. Field study on the utility of
fluid obtained from testicles as a sample for detecting antibodies to selected swine
pathogens. Scientific Reports. 2025, 15: 22402.

Obecnos¢ wszystkich badanych przeciwcial swoistych (anty-App, anty-Ery, anty-
HEV, anty-PEDV, anty-1AV, anty-Mhp) zostata potwierdzona w PF.

7.2.1. Przeciwciata przeciwko Actinobacillus pleuropneumoniae

Analiza krzywych ROC wykazata, ze punkt odcigcia dla probek PF wynoszacy 15%
S/P% pozwoli na uzyskanie wynikow najbardziej zblizonych do tych uzyskanych przy
pomocy tzw. ztotego standardu (surowicy) i powinien by¢ uznany za optymalny (OT) dla
tego rodzaju probki. Wyniki uzyskane w oparciu 0 interpretacj¢ o ten punkt odciecia
cechujg sie¢ najwieksza doktadno$cig oraz najwyzsza wartoscig wskaznika AUC (Rye.7,
Tabela 8).

1.0
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£ 0.6
4l1
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WPTS/P
| i : P : '
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False positive rate

Ryc. 7. Przebieg krzywych ROC dla wynikow testu ELISA do wykrywania przeciwciat
skierowanych przeciwko App, uzyskanych dla surowicy (sS/Pref) i PF (PTS/P).
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Tabela 8. Wskaznik mocy diagnostycznej zastosowanej metody (AUC), doktadno$é
(ACC) oraz warto$¢ optymalnego punktu odciecia (ang. optimal treshold, OT) dla testu
przeznaczonego do wykrywania przeciwciat skierowanych przeciwko App, wyznaczone

przy pomocy analizy krzywych ROC dla r6znych klasyfikatorow.

Klasyfikator AUC ACC oT
sS/Pref 1,0000 1,000 27
PTS/P 0,8971 0,8539 15

Klasyfikatory: sS/Pref - wyniki dla surowicy; PTS/P — wyniki dla plynu

technologicznego.

Optymalny punkt odcigcia (OT) obliczony przy pomocy analizy ROC zostat
wyznaczony na poziomie 15% S/P%. Probki PF, dla ktorych uzyskano wartosci rowne
lub powyzej tej warto$ci powinny by¢ uznane za dodatnie. Natomiast te z nizszymi

wartosciami OT, reprezentujg probki ujemne.

Dla wyznaczonego, przy pomocy analizy krzywych ROC, OT oraz
zastosowanego testu ELISA okre§lono czulo$¢, swoistos¢, PPV (prawdopodobienstwo,
ze w probce obecne sg analizowane przeciwciata przy dodatnim wyniku testu), NPV
(prawdopodobienstwo, ze w probce brak jest analizowanych przeciwciat przy
negatywnym wyniku testu), doktadnos¢ i wspotczynnik kappa (zgodno$¢ pomiardéw tej

samej zmiennej réznymi metodami), ktore przedstawiono w Tabeli 9.
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Tabela 9. Poréwnanie parametrow walidacyjnych testu ELISA przeznaczonego do
wykrywania przeciwcial skierowanych przeciwko App dla PF, w zaleznosci od

przyjetych punktéw odcigcia.

Punkt odcigcia (S/P%) R oT
27 15
Czulo$é 0,65 0,82
Swoistos¢ 1 0,86
PPV 1 0,96
NPV 0,41 0,54
Dokladnos$é 0,72 0,83
Wspotezynnik k 0,42 0,55

OT — optymalny punkt odcigcia wyznaczony na podstawie krzywej ROC, R — punkt
odcigcia rekomendowany przez producenta testu dla probek surowicy

Zastosowanie wyznaczonego OT spowodowato poprawe niektorych parametréw
walidacyjnych testu jak czuto$¢, NPV i doktadno$¢, jednoczesnie obnizajac pozostate
z nich (Tabela 9). Poprawie ulegt rowniez wspotczynnik «, jednakze nie wptyngto to na
zmiang klasyfikacji zgodno$ci, ktdra pozostata umiarkowana (Tabela 9). Wartos¢ AUC
obliczona dla PF zostala okre§lona jako znaczna, jednak byta istotnie nizsza,

w porownaniu do ztotego standardu (p<0,05, Ryc. 7, Tabela 8).

Nie zaobserwowano istotnych statystycznie roznic pomigdzy odsetkiem
dodatnich probek w surowicy knurkow i loszek (p>0,05, Tabela 10). Przy klasyfikacji
wynikoéw probek PF analizowanych na podstawie punktu odcigcia rekomendowanego
przez producenta testu stwierdzono istotnie statystyczne réznice w odsetku probek
dodatnich pomigdzy surowicami knurkéw i loszek a PF (p<0,05, Tabela 10).
Zastosowanie OT do klasyfikacji probek PF zwickszyto liczbe probek PF uznanych za

dodatnie, ale nie wptyneto na istotnos¢ obserwowanych réznic (p<0,05, Tabela 10).
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Tabela 10. Porownanie odsetka probek zaklasyfikowanych jako dodatnie (zawierajace
przeciwciala przeciwko App), w zaleznosci od analizowanego materiatu i przyjetego

punktu odcigcia.

Rodzaj probki Dodatnie/ogétem Odsetek 95%CI
dodatnich (%o)

Surowica knurek 143/178 80,342 73,88-85,51
Surowica loszka 132/159 83,022 76,42-88,06
PF R 93/178 52,25° 44,94-59,46
PFOT 122/178 68,54 °¢ 61,39-74,91

OT — optymalny punkt odcigcia wyznaczony na podstawie krzywej ROC, R — punkt
odcigcia rekomendowany przez producenta testu dla prébek surowicy, 95% CI - 95%

a,b,c

przedziat ufnosci, — rozne litery odzwierciedlajg istotne statystycznie roznice,

pomiedzy poszczegdlnymi rodzajami probek (p<0,05)

7.2.1.1. Wptyw pulowania na uzyskane wyniki

Na podstawie interpretacji wynikéw analiz pulowanych nisko-dodatnich probek
PF, zgodnie z punktem odcigcia rekomendowanym przez producenta testu, tylko jedna
z probek, o rozcienczeniu 1:10 zostata zaklasyfikowana jako dodatnia (Tabela 11).
Interpretacja wynikow analiz rozcienczen nisko-dodatnich probek wedlug OT dla PF
zwigkszyla liczbg probek zaklasyfikowanych jako dodatnie. Za dodatnie zostalty uznane
wszystkie probki pulowane w stosunku 1:10, 1:20 oraz dwie z trzech o rozcienczeniu
1:40. Lacznie, 8% (1/12) i 66% (8/12) pulowanych nisko-dodatnich probek PF zostato
prawidtowo zaklasyfikowanych jako dodatnie, w zaleznos$ci od zastosowanego punktu
odcig¢cia (odpowiednio rekomendowany przez producenta i wskazany jako OT w analizie
ROC, Tabela 11).

W przypadku interpretacji wynikéw analiz rozcienczen probek umiarkowanie-
dodatnich wedtug punktu odcigcia rekomendowanego przez producenta testu, wszystkie
probki o rozcienczeniu 1:10 i jedna o rozcienczeniu 1:20 sklasyfikowano jako dodatnie
(Tabela 11). Gdy wyniki analiz interpretowano w oparciu 0 OT, to wszystkie probki
o rozcienczeniach 1:10, 1:20 i 1:40 sklasyfikowano jako dodatnie. Zatem, 33% (4/12)

i 75% (9/12) rozcienczen umiarkowanie-dodatnich probek PF zostatlo prawidtowo
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zaklasyfikowanych jako dodatnie, w zaleznos$ci od zastosowanego punktu odcigcia
(Tabela 11).

Przy interpretacji wynikéw analiz rozcienczen wysoko-dodatnich PF wedlug
punktu odcigcia rekomendowanego przez producenta testu, wszystkie probki
o rozcienczeniu 1:10 i jedna o rozcienczeniu 1:20 zostaty uznane za dodatnie (Tabela 11).
Interpretacja wynikow analiz wedtug OT zwickszyla liczbe probek uznawanych za
dodatnie, tak, ze tylko 1 probka o rozcienczeniu 1:80 zostata sklasyfikowana jako ujemna.
Zatem 33% (4/12) 1 92% (11/12) rozcienczen wysoko-dodatnich probek PF zostalo
prawidlowo sklasyfikowanych jako dodatnie, w zalezno$ci od zastosowanego punktu

odciecia (Tabela 11).
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Tabela 11. Klasyfikacja szeregu rozcienczen nisko-, umiarkowanie- i wysoko-dodatnich
probek (zawierajacych przeciwciata przeciwko App) w zaleznosci od przyjetego punktu

odciecia.

Prébki Numer Rozcienczenie Klasyfikacja w Klasyfikacja w
probki oparciu o R oparciu o OT

Nisko-dodatnie 1 1:10 0 1
1:20
1:40
1:80
2 1:10
1:20
1:40
1:80
3 1:10
1:20
1:40
1:80
Umiarkowanie- 1 1:10
dodatnie 1:20
1:40
1:80
2 1:10
1:20
1:40
1:80
3 1:10
1:20
1:40
1:80
Wysoko- 1 1:10
dodatnie 1:20
1:40
1:80
2 1:10
1:20
1:40
1:80
3 1:10
1:20
1:40

1:80 1

OT - optymalny punkt odciecia wyznaczony na podstawie krzywej ROC, R — punkt

PR Rrokr kPR R R RPRRORRRORRRORRRFROORRORRIRFRIORIF
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odcigcia rekomendowany przez producenta testu dla probek surowicy, 0 — probka

zaklasyfikowana jako ujemna, 1 — probka zaklasyfikowana jako dodatnia
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7.2.2. Przeciwciafa przeciwko Erysipelothrix rhusiopathiae
Za pomocg analizy krzywych ROC wykazano, ze wyniki najbardziej zblizone do
wynikow analiz zlotego standardu (surowicy) zostang uzyskane, gdy za punkt odciecia
dla PF zostanie przyjete IRPC 14,5. Interpretacja wynikéw analiz w oparciu o ten punkt
odcigcia charakteryzowata si¢ najwicksza doktadnos$cia i najwyzsza warto$cig wskaznika

AUC (Ryc. 8, Tabela 12), przez co warto$¢ ta powinna zosta¢ uznana za OT dla PF.

IRPC na poziomie 14,5 zostato wiec w dalszych analizach przyjete jako OT dla
PF. Probki PF, w przypadku ktérych uzyskano wartosci rowne lub powyzej OT byty

klasyfikowane jako dodatnie, podczas gdy te z nizszymi warto$ciami, byty uznawane za

ujemne.
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Ryc. 8. Przebieg krzywych ROC dla wynikéw testu ELISA do wykrywania przeciwcial
skierowanych przeciwko Ery, uzyskanych dla surowicy (sS/Pref) i PF (PTS/P).
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Tabela 12. Wskaznik mocy diagnostycznej zastosowanej metody (AUC), doktadno$é
(ACC) oraz warto$¢ optymalnego punktu odciecia (ang. optimal treshold, OT) dla testu
przeznaczonego do wykrywania przeciwcial skierowanych przeciwko Ery, wyznaczone

przy pomocy analizy krzywych ROC dla r6znych klasyfikatoréw.

Klasyfikator AUC ACC oT
sS/Pref 1,0000 1,000 40
PTS/P 0,9197 0,8563 14,5

Klasyfikatory: sS/Pref - wyniki dla surowicy; PTS/P — wyniki dla plynu

technologicznego.

Dla OT i zastosowanego testu ELISA obliczono nastgpujace parametry
walidacyjne: czuto$é, swoistos¢, PPV, NPV, dokladno$¢ oraz wspotczynnik «, ktére

zostaty przedstawione w Tabeli 13.

Tabela 13. Poréwnanie parametrow walidacyjnych testu ELISA przeznaczonego do
wykrywania przeciwcial skierowanych przeciwko Ery dla PF, w zalezno$ci od przyjetych

punktow odcigcia.

Punkt odcigcia (IRPC) R oT
40 14,5
Czulosé 0,70 0,91
Swoistos¢ 1 0,64
PPV 1 0,91
NPV 0,46 0,64
Dokladnos$é 0,76 0,85
Wspélezynnik k 0,49 0,54

OT - optymalny punkt odciecia wyznaczony na podstawie krzywej ROC, R — punkt

odciecia rekomendowany przez producenta testu dla probek surowicy

Zastosowanie optymalnego dla PF punktu odcigcia wptyngto na poprawe
niektorych parametrow walidacyjnych testu jak czutos¢, NPV i doktadno$é, jednocze$nie

obnizajac swoisto§¢ i NPV (Tabela 13). Zaobserwowano takze niewielki wzrost
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wspolczynnika «, ktory nie wplynal na zmiang klasyfikacji zgodnos$ci pozostawiajac ja
umiarkowang (Tabela 13). Wartos¢ AUC obliczona dla PF, mimo Ze byla istotnie
statystycznie nizsza w poroOwnaniu do standardu, to byta klasyfikowana jako doskonata

(p<0,05, Ryc. 8, Tabela 12).

Nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic pomiedzy odsetkiem dodatnich
surowic knurkow i loszek (p>0,05, Tabela 14). Istotne statystycznie rdznice zostaly
zaobserwowane w odsetku dodatnich probek pomigdzy surowicami prosigt obu pici,
a PF, gdy wyniki analiz tego materialu byly interpretowane zgodnie z punktem odcigcia
rekomendowanym przez producenta testu (p<0,05, Tabela 14). Interpretacja wynikoéw
analiz PF zgodnie z OT zwickszyta liczbe probek PF klasyfikowanych jako dodatnie, co
poskutkowato brakiem istotnych statystycznie réznic pomiedzy odsetkiem probek

dodatnich w surowicach prosiat i PF (p>0,05, Tabela 14).

Tabela 14. Porownanie odsetka probek zaklasyfikowanych jako dodatnie (zawierajace
przeciwciata przeciwko Ery), w zalezno$ci od analizowanego materiatu i przyjetego

punktu odcigcia.

Rodzaj probki Dodatnie/ogétem  Odsetek 95%CI
dodatnich (%)

Surowica knurek 127/160 79,382 72,45-84,92

Surowica loszka 126/154 81,822 74,98-87,11

PFR 89/160 55,62° 47,88-63,1

PFOT 127/160 79,38% 72,45-84,92

OT — optymalny punkt odcigcia wyznaczony na podstawie krzywej ROC, R — punkt
odcigcia rekomendowany przez producenta testu dla préobek surowicy, 95% CI - 95%
przedziat ufnosci, ®° — poszczegdlne litery odzwierciedlaja istotne statystycznie roznice,

pomigdzy poszczegdlnymi rodzajami probek (p<0,05)

7.2.2.1. Wptyw pulowania na uzyskane wyniki
Interpretujac wyniki analiz rozcienczen nisko-dodatnich probek PF wedhlug
punktu odcig¢cia rekomendowanego przez producenta testu, wszystkie probki bez
wzgledu na ich rozcienczenie zostaly sklasyfikowane jako ujemne (Tabela 15).
W przypadku interpretacji wynikow analiz zgodnie z OT, wszystkie probki
o rozcienczeniu 1:10 oraz jedna o rozcienczeniu 1:20 zostaly uznane za dodatnie.

W zaleznosci od przyjetego punktu odcigcia, rekomendowanego przez producenta dla
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probek surowicy 1 OT dla PF, odpowiednio 0% (0/12) i 33% (4/12) rozcienczen nisko-
dodatnich probek PF zostato poprawnie sklasyfikowanych (Tabela 15).

Na podstawie wynikow analiz rozcienczen umiarkowanie-dodatnich probek PF
interpretowanych wedtug punktu odcigcia rekomendowanego przez producenta testu,
dwie probki, jedna o rozcienczeniu 1:10 i jedna o rozcienczeniu 1:20 zostaty
sklasyfikowane jako dodatnie (Tabela 15). Klasyfikujac wyniki analiz w oparciu
0 optymalny dla PF punkt odciecia, wszystkie probki o rozcienczeniu 1:10 i 1:20 oraz
jedna o rozcienczeniu 1:40 zostaly uznane za dodatnie. W zaleznosci od przyjetego
punktu odciecia, 16,7% (2/12) i 58,3% (7/12) pulowanych umiarkowanie-dodatnich
probek PF zostato prawidtowo sklasyfikowanych (Tabela 15).

W przypadku interpretacji wynikow analiz rozcienczen wysoko-dodatnich probek
PF wedlug punktu odcigcia rekomendowanego przez producenta testu, wszystkie probki
o rozcienczeniu 1:10 i jedna o rozcienczeniu 1:20 zostaty sklasyfikowane jako dodatnie
(Tabela 15). Wszystkie probki PF, bez wzgledu na stopien rozcienczenia, zostaty uznane
za dodatnie, gdy wyniki byty interpretowane w oparciu o OT. W rezultacie, 33,3% (4/12)
1100% (12/12) probek zostato zaklasyfikowanych poprawnie, w zaleznosci od przyjetego
punktu odcigcia (Tabela 15).
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Tabela 15. Klasyfikacja szeregu rozcienczen nisko-, umiarkowanie- i wysoko-dodatnich

probek (zawierajacych przeciwciata przeciwko Ery) w zaleznosci od przyjetego punktu

odciecia.

Prébki Numer Rozcienczenie  Klasyfikacja w Klasyfikacja w
probki oparciu o R oparciu o OT

Nisko-dodatnie 1 1:10 0 1

1:20 0 1

1:40 0 0

1:80 0 0

2 1:10 0 1

1:20 0 0

1:40 0 0

1:80 0 0

3 1:10 0 1

1:20 0 0

1:40 0 0

1:80 0 0

Umiarkowanie- 1 1:10 0 1

dodatnie 1:20 0 1

1:40 0 0

1:80 0 0

2 1:10 0 1

1:20 0 1

1:40 0 0

1:80 0 0

3 1:10 1 1

1:20 1 1

1:40 0 1

1:80 0 0

Wysoko- 1 1:10 1 1

dodatnie 1:20 0 1

1:40 0 1

1:80 0 1

2 1:10 1 1

1:20 0 1

1:40 0 1

1:80 0 1

3 1:10 1 1

1:20 1 1

1:40 0 1

1:80 0 1

OT - optymalny punkt odciecia wyznaczony na podstawie krzywej ROC, R — punkt
odcigcia rekomendowany przez producenta testu dla probek surowicy, 0 — probka

zaklasyfikowana jako ujemna, 1 — probka zaklasyfikowana jako dodatnia
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7.2.3. Przeciwciafa przeciwko wirusowi zapalenia watroby typu E
Analiza krzywej ROC wykazata, ze wyniki najbardziej zblizone do zlotego
standardu zostang otrzymane, gdy za punkt odcigcia dla probek PF zostanie przyjeta
warto$¢ S/P% > 45%. Klasyfikacja wynikéw analiz probek PF przeprowadzona w oparciu
o ten punkt odciecia charakteryzowata si¢ najwigksza dokladno$cig oraz najwyzsza

warto$cig wskaznika AUC (Ryc. 9, Tabela 16).
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Ryc. 9. Przebieg krzywych ROC dla wynikéw testu ELISA do wykrywania przeciwciat
skierowanych przeciwko HEV, uzyskanych dla surowicy (sS/Pref) i PF (PTS/P).

Tabela 16. Wskaznik mocy diagnostycznej zastosowanej metody (AUC), doktadno$é
(ACC) oraz wartos¢ optymalnego punktu odcigcia (ang. optimal treshold, OT) dla testu
przeznaczonego do wykrywania przeciwcial skierowanych przeciwko HEV, wyznaczone

przy pomocy analizy krzywych ROC dla r6znych klasyfikatorow.

Klasyfikator AUC ACC oT
sS/Pref 1,0000 1,000 65
PTS/P 0,9473 0,9250 45

Klasyfikatory: sS/Pref - wyniki dla surowicy; PTS/P — wyniki dla plynu

technologicznego.
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Warto$¢ S/P% > 45% zostala przyjeta za OT dla probek PF. Probki PF, dla ktérych
uzyskano wartosci wyzsze badz rowne, powinny by¢ klasyfikowane jako dodatnie,

natomiast w przypadku wartosci nizszych, jako ujemne.

Dla wyznaczonego przy pomocy analizy krzywej ROC OT oraz zastosowanego
testu ELISA, okreslono nastepujace parametry walidacyjne: czuto$¢, swoistosé, PPV,

NPV, doktadno$¢ oraz wspotczynnik «, ktore przedstawiono w Tabeli 17.

Tabela 17. Poréwnanie parametrow walidacyjnych testu ELISA przeznaczonego do
wykrywania przeciwciat skierowanych przeciwko HEV dla PF, w zaleznosci od

przyjetych punktow odciecia.

Punkt odciecia (S/P%) R oT
65 45
Czulo$é 0,88 0,96
Swoistosé¢ 0,97 0,78
PPV 0,99 0,94
NPV 0,71 0,85
Dokladnosé 0,9 0,92
Wspotezynnik k 0,75 0,76

OT - optymalny punkt odciecia wyznaczony na podstawie krzywej ROC, R — punkt

odciecia rekomendowany przez producenta testu dla probek surowicy.

Zastosowanie optymalnego dla PF punktu odcigcia spowodowato poprawe
niektorych parametréw walidacyjnych testu, takich jak czuto$é, NPV i doktadnosc,
jednocze$nie obnizajac swoisto§¢ 1 PPV (Tabela 17). Zaobserwowany wzrost
wspoéfczynnika k byt minimalny (Tabela 17) i nie wplynat na zmiane klasyfikacji
zgodnosci, ktéra pozostata znaczna. Wartos¢ AUC obliczona dla PF mimo tego, ze
istotnie statystycznie rdznita si¢ od standardu (p<0,05, Ryc. 9, Tabela 16), to zostata

zaklasyfikowana jako doskonata.

Nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic pomiedzy odsetkiem dodatnich
probek surowicy knurkow i loszek (p>0,05, Tabela 18). Przy interpretacji wynikow analiz
probek PF w oparciu o punkt odcigcia rekomendowany przez producenta testu,

zaobserwowano istotne statystycznie roznice pomiedzy odsetkiem dodatnich probek
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w surowicy loszek i PF (p<0,05, Tabela 18), przy jednoczesnym braku r6znic pomigdzy
surowicg knurkow i PF (p>0,05, Tabela 18). Interpretacja wynikow analiz PF w oparciu
0 OT spowodowata wzrost liczby probek PF klasyfikowanych jako dodatnie i zanik
istotnych statystycznie réznic pomiedzy odsetkiem probek sklasyfikowanych jako

dodatnie w surowicy loszek i PF (p>0,05, Tabela 18).

Tabela 18. Porownanie odsetka probek zaklasyfikowanych jako dodatnie (zawierajgce
przeciwciata przeciwko HEV), w zalezno$ci od analizowanego materiatu i przyjetego

punktu odcigcia.

Rodzaj probki Dodatnie/ogétem  Odsetek 95%CI
dodatnich (%)

Surowica knurek 123/160 76,8830 69,76-82,73
Surowica loszka 116/144 80,562 73,33-86,19
PFR 109/160 68,12" 60,55-74,85
PFOT 126/160 78,752 71,78-84,38

OT - optymalny punkt odcigcia wyznaczony na podstawie krzywej ROC, R — punkt
odcigcia rekomendowany przez producenta testu dla probek surowicy, 95% CI - 95%
przedziat ufnosci, *° — poszczegodlne litery odzwierciedlajg istotne statystycznie roznice,

pomigdzy poszczegdlnymi rodzajami probek (p<0,05)

7.2.3.1. Wptyw pulowania na uzyskane wyniki

Zadna sposrod nisko-dodatnich probek PF, bez wzgledu na stopien rozcieficzenia,
nie zostata zaklasyfikowana jako dodatnia, gdy wyniki analiz byly interpretowane
zgodnie z punktem odci¢cia rekomendowanym przez producenta testu (Tabela 19). Przy
interpretacji wynikow zgodnie z OT, jedna sposréd analizowanych probek,
o rozcienczeniu 1:10 zostata uznana za dodatnig. W zalezno$ci od przyjetego punktu
odciecia, 0% (0/12) i1 8,3% (1/12) rozcienczen nisko-dodatnich probek PF zostato
prawidtowo sklasyfikowanych (Tabela 19).

Podobnie, w przypadku wynikéw analizy rozcienczen umiarkowanie-dodatnich
probek PF zgodnie z punktem odcigcia rekomendowanym przez producenta testu, zadna
z probek, niezaleznie od stopnia jej rozcienczenia, nie zostala sklasyfikowana jako

dodatnia (Tabela 19). Gdy klasyfikacji probek dokonywano zgodnie z OT, wszystkie
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probki o rozcienczeniu 1:10 oraz jedna o rozcienczeniu 1:20 zostaty uznane za dodatnie.
W zalezno$ci od przyjetego punktu odcigcia, 0% (0/12) i 33% (4/12) rozcienczen

umiarkowanie-dodatnich probek PF zostato prawidtowo sklasyfikowanych (Tabela 19).

Interpretujac wyniki analiz rozcienczen wysoko-dodatnich probek PF zgodnie
z punktem odcigcia rekomendowanym przez producenta testu, sposrod przebadanych
probek, dwie probki o rozcienczeniu 1:10 i jedna o rozcienczeniu 1:20 zostaly
sklasyfikowane jako dodatnie (Tabela 19). Klasyfikacja wynikéw zgodnie z OT
skutkowata wzrostem liczby probek PF uznanych za dodatnie. Sposrod przebadanych
probek, wszystkie probki o rozcienczeniu 1:10 oraz 1:20, dwie o rozcienczeniu 1:40 oraz
jedna rozcienczona w stosunku 1:80 zostaly uznane za dodatnie. W zalezno$ci od
przyjetego punktu odciecia, 25% (3/12) oraz 75% (9/12) rozcieficzen wysoko-dodatnich
probek PF zostato prawidtowo sklasyfikowanych (Tabela 19).
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Tabela 19. Klasyfikacja szeregu rozcienczen nisko-, umiarkowanie- i wysoko-dodatnich

probek (zawierajacych przeciwciata przeciwko HEV) w zalezno$ci od przyjetego punktu

odciecia.

Prébki Numer Rozcienczenie  Klasyfikacja w Klasyfikacja w
probki oparciu o R oparciu o OT

Nisko-dodatnie 1 1:10 0 0

1:20 0 0

1:40 0 0

1:80 0 0

2 1:10 0 1

1:20 0 0

1:40 0 0

1:80 0 0

3 1:10 0 0

1:20 0 0

1:40 0 0

1:80 0 0

Umiarkowanie- 1 1:10 0 1

dodatnie 1:20 0 0

1:40 0 0

1:80 0 0

2 1:10 0 1

1:20 0 0

1:40 0 0

1:80 0 0

3 1:10 0 1

1:20 0 1

1:40 0 0

1:80 0 0

Wysoko- 1 1:10 1 1

dodatnie 1:20 1 1

1:40 0 1

1:80 0 0

2 1:10 0 1

1:20 0 1

1:40 0 0

1:80 0 0

3 1:10 1 1

1:20 0 1

1:40 0 1

1:80 0 1

OT - optymalny punkt odciecia wyznaczony na podstawie krzywej ROC, R — punkt
odcigcia rekomendowany przez producenta testu dla probek surowicy, 0 — probka

zaklasyfikowana jako ujemna, 1 — probka zaklasyfikowana jako dodatnia
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7.2.4. Przeciwciafa przeciwko wirusowi epidemicznej biegunki swin
Analiza krzywej ROC wykazata, ze punkt odcigcia dla prébek PF na poziomie
24% S/P% pozwoli na uzyskanie wynikow w najwiekszym stopniu zblizonych do tych
uzyskanych podczas analiz surowicy. Wyniki analiz probek PF uzyskane w oparciu
0 wyznaczony OT charakteryzowaty si¢ najwigksza doktadnos$cia oraz najwyzsza
warto$cig wskaznika AUC (Ryc. 10, Tabela 20).
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Ryc. 10. Przebieg krzywych ROC dla wynikow testu ELISA do wykrywania przeciwcial
skierowanych przeciwko PEDV, uzyskanych dla surowicy (sS/Pref) i PF (PTS/P).

Tabela 20. Wskaznik mocy diagnostycznej zastosowanej metody (AUC), doktadno$é
(ACC) oraz wartos¢ optymalnego punktu odcigcia (ang. optimal treshold, OT) dla testu
przeznaczonego do wykrywania przeciwcial skierowanych przeciwko PEDV,

wyznaczone przy pomocy analizy krzywych ROC dla r6znych klasyfikatorow.

Klasyfikator AUC ACC oT
sS/Pref 1,0000 1,000 60
PTS/P 0,9837 0,9688 24

Klasyfikatory: sS/Pref - wyniki dla surowicy; PTS/P — wyniki dla plynu

technologicznego.
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Warto$ci wynikow analiz probek PF powyzej lub rowne OT byly uznawane za

dodatnie, podczas gdy warto$ci mniejsze od OT za ujemne.

Dla wyznaczonego za pomocg analizy ROC OT oraz zastosowanego testu ELISA
obliczono czuto$¢, swoistosé, PPV, NPV, doktadno$¢ oraz wspodtezynnik «, ktdre zostaty

przedstawione w Tabeli 21.

Tabela 21. Poréwnanie parametrow walidacyjnych testu ELISA przeznaczonego do
wykrywania przeciwcial skierowanych przeciwko PEDV dla PF, w zaleznosci od

przyjetych punktéw odcigcia.

Punkt odciecia (S/P%) 60 24

Czulo$é 0,42 0,83
Swoistosé 1 0,97
PPV 1 0,77
NPV 0,95 0,99
Dokladnos$é 0,96 0,97
Wspélezynnik k 0,57 0,78

OT — optymalny punkt odcigcia wyznaczony na podstawie krzywej ROC, R — punkt

odciecia rekomendowany przez producenta testu dla probek surowicy.

Zastosowanie OT poprawilo parametry walidacyjne testu wzgledem PF
w zakresie czuto$ci, NPV i doktadno$¢, jednoczesnie obnizajac nieznacznie swoistos¢
oraz PPV (Tabela 21). Odnotowano takze znaczacy wzrost wspotczynnika k, powodujacy
zmian¢ klasyfikacji zgodnosci z umiarkowanej do znacznej (Tabela 21). Rdznica
pomiedzy wartoscig AUC wyznaczong dla PF a standardem nie byla istotna statystycznie,
a warto$¢ AUC zostata zaklasyfikowana jako doskonata (p>0,05, Ryc. 10, Tabela 20).

Interpretujac wyniki analiz probek zgodnie z punktem odcigcia rekomendowanym
przez producenta testu, nie stwierdzono zadnych istotnie statystycznych réznic pomigdzy
odsetkiem dodatnich probek w poszczegolnych typach badanego materiatu (p>0,05,
Tabela 22). Interpretacja wynikow analiz probek PF w oparciu o OT spowodowata wzrost
liczby probek PF klasyfikowanych jako dodatnie (Tabela 22).
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Tabela 22. Porownanie odsetka probek zaklasyfikowanych jako dodatnie (zawierajace
przeciwciala przeciwko PEDV), w zaleznos$ci od analizowanego materiatu i przyjetego

punktu odcigcia.

Rodzaj probki Dodatnie/ogélem  Odsetek 95%CI

dodatnich (%)

Surowica knurek 12/160 7,5% 4,34-12,65
Surowica loszka 12/146 8,22% 4,76-13,82
PFR 5/160 3,12% 1,34-7,11
PFOT 13/160 8,13% 4,81-134

OT — optymalny punkt odcigcia wyznaczony na podstawie krzywej ROC, R — punkt
odciecia rekomendowany przez producenta testu dla probek surowicy.
95% CI — 95% przedziat ufnosci

Z uwagi na malg liczb¢ probek dodatnich nie przeprowadzono oceny wplywu

pulowania na wykrywanie specyficznych przeciwciat w probkach PF.

7.2.5. Przeciwciata przeciwko wirusowi grypy typu A
Za pomocy analizy krzywej] ROC wykazano, ze interpretacja wynikow analiz
probek PF zgodnie z punktem odciecia wynoszacym S/N% 83% pozwoli na uzyskanie
wynikow, ktére beda najbardziej zblizone do tych uzyskanych za pomocag ztotego
standardu. Wyniki uzyskane w oparciu o ten punkt odcigcia charakteryzowaty sig
najwigksza doktadnoscia oraz najwyzsza wartoscig wskaznika AUC (Ryc. 11, Tabela 23)

w zwigzku z czym, powinien zosta¢ uznany za optymalny dla PF.
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Ryc. 11. Przebieg krzywych ROC dla wynikéw testu ELISA do wykrywania przeciwciat
skierowanych przeciwko 1AV, uzyskanych dla surowicy (sS/Pref) i PF (PTS/P).

Tabela 23. Wskaznik mocy diagnostycznej zastosowanej metody (AUC), doktadno$é
(ACC) oraz wartos¢ optymalnego punktu odcigcia (ang. optimal treshold, OT) dla testu
przeznaczonego do wykrywania przeciwcial skierowanych przeciwko IAV, wyznaczone

przy pomocy analizy krzywych ROC dla r6znych klasyfikatorow.

Klasyfikator AUC ACC oT
sS/Pref 1,0000 1,000 47
PTS/P 0,9962 0,9815 83

Klasyfikatory: sS/Pref - wyniki dla surowicy; PTS/P — wyniki dla ptynu
technologicznego.

Wartos$ci S/IN% wynoszace ponizej lub roéwne wartosci OT byly uznawane za

dodatnie, podczas gdy wartosci wyzsze byly uznawane za ujemne.

Dla wyznaczonego przy pomocy analizy ROC OT oraz zastosowanego testu
ELISA obliczono czuto$¢, swoistos¢, PPV, NPV, doktadno$¢ oraz wspdteczynnik «, ktore

zostaly przedstawione w Tabeli 24.

66



Tabela 24. Poréwnanie parametrow walidacyjnych testu ELISA przeznaczonego do
wykrywania przeciwcial skierowanych przeciwko IAV dla PF, w zalezno$ci od

przyjetych punktéw odcigcia.

Punkt odciecia (S/N%) R oT
47 83
Czulosé 0,66 0,99
Swoistos¢ 1 0,92
PPV 1 0,98
NPV 0,46 0,97
Dokladnos$é 0,74 0,98
Wspélezynnik k 0,47 0,93

OT - optymalny punkt odcigcia wyznaczony na podstawie krzywej ROC, R — punkt

odcigcia rekomendowany przez producenta testu dla probek surowicy.

Zastosowanie optymalnego dla PF punktu odcigcia znaczaco poprawito wybrane
parametry walidacyjne testu wzgledem tego rodzaju materiatu, takie jak czutos¢, NPV
oraz doktadnos$¢, nieznacznie obnizajac swoistos¢ i PPV (Tabela 24). Zaobserwowano
takze znaczacy wzrost wspotczynnika «, co spowodowato zmiang klasyfikacji zgodnosci
z umiarkowanej do doskonalej (Tabela 24). Ro6znica pomigdzy AUC obliczonym dla PF
a standardem nie byta istotna statystycznie, a warto§¢ AUC zostata sklasyfikowana jako

doskonata (p>0,05, Ryc. 11, Tabela 23).

Nie stwierdzono istotnych statystycznych réznic w odsetku dodatnich probek
pomiedzy surowicami knurkow, a surowicami loszek (p>0,05, Tabela 25). Przy
interpretacji wynikow probek PF w oparciu o punkt odcigcia rekomendowany przez
producenta testu, zaobserwowano istotne statystycznie réznice W odsetku dodatnich
probek pomiedzy surowicami prosigt i PF (p<0,05, Tabela 25). Interpretacja wynikow
probek PF w oparciu o OT spowodowata wzrost liczby probek PF klasyfikowanych jako
dodatnie i brak istotnych réznic w odsetku dodatnich probek pomigedzy poszczegolnymi

rodzajami analizowanego materiatu (p>0,05, Tabela 25).
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Tabela 25. Porownanie odsetka probek zaklasyfikowanych jako dodatnie (zawierajace
przeciwciala przeciwko TAV), w zalezno$ci od analizowanego materiatu i przyjetego

punktu odcigcia.

Rodzaj probki Dodatnie/ogétem Odsetek 95%CI

dodatnich (%)

Surowica knurek 124/160 77,5%* 70,43-83,28
Surowica loszka 129/163 79,14%? 72,27-84,67
PFR 82/160 51,25%" 43,57-58,87
PF OT 125/160 78,12%* 71,1-83,83

OT — optymalny punkt odcigcia wyznaczony na podstawie krzywej ROC, R — punkt
odciecia rekomendowany przez producenta testu dla probek surowicy, 95% CI — 95%
przedzial ufnoéci, ** — poszczegdlne litery odzwierciedlajg istotne statystycznie réznice,

pomiedzy poszczegdlnymi rodzajami probek (p<0,05)

7.2.5.1. Wptyw pulowania na uzyskane wyniki

Interpretujac wyniki analiz rozcienczen nisko-dodatnich probek PF zgodnie
z punktem odcigcia rekomendowanym przez producenta testu, zadna z probek, bez
wzgledu na stopien rozcienczenia, nie zostata sklasyfikowana jako dodatnia pod
wzgledem obecnosci specyficznych przeciwciat (Tabela 26). Przy interpretacji tych
wynikow zgodnie z OT, dwie probki o rozcienczeniu 1:10 sklasyfikowano jako dodatnie.
W zaleznosci od przyjetego punktu odciecia, 0% (0/12) i 16,7% (2/12) rozcienczen nisko-
dodatnich probek PF zostato prawidtowo sklasyfikowanych (Tabela 26).

Podobnie, wszystkie probki pulowane przygotowane z umiarkowanie-dodatnich
probek PF zostaly uznane za ujemne, gdy wyniki byly analizowane zgodnie z punktem
odcigcia rekomendowanym przez producenta testu (Tabela 26). Interpretujac te same
wyniki zgodnie z OT, wszystkie probki o rozcienczeniu 1:10, oraz po dwie
o rozcienczeniach 1:20 i 1:40 zostaty sklasyfikowane jako dodatnie. W zaleznosci od
przyjetego punktu odcigcia, rekomendowanego lub OT, odpowiednio 0% (0/12) i 58,3%
(7/12) probek pulowanych zawierajacych odpowiedni stosunek umiarkowanie-dodatnich

probek PF i probek ujemnych zostato prawidlowo sklasyfikowanych (Tabela 26).
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W przypadku interpretacji wynikow analiz z Szeregu rozcienczen WySoko-
dodatnich probek PF zgodnie z punktem odcigcia rekomendowanym przez producenta
testu, wszystkie probki o rozcienczeniach 1:10 zostaty sklasyfikowane jako dodatnie
(Tabela 26). Na podstawie interpretacji tych wynikéw zgodnie z OT, wszystkie probki
o rozcienczeniach 1:10, 1:20 i 1:40 oraz dwie o rozcienczeniu 1:80 zostaty uznane za
dodatnie. W zaleznosci od przyjetego punktu odciecia, 25% (3/12) i 91,7% (11/12)
pulowanych probek PF zostato prawidlowo sklasyfikowanych (Tabela 26).
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Tabela 26. Klasyfikacja szeregu rozcienczen nisko-, umiarkowanie- i wysoko-dodatnich
probek (zawierajacych przeciwciata dla IAV) w zalezno$ci od przyjetego punktu

odciecia.

Prébki Numer Rozcienczenie Klasyfikacja w Klasyfikacja w
probki oparciu o R oparciuo OT

Nisko-dodatnie 1 1:10
1:20
1:40
1:80
2 1:10
1:20
1:40
1:80
3 1:10
1:20
1:40
1:80
Umiarkowanie- 1 1:10
dodatnie 1:20
1:40
1:80
2 1:10
1:20
1:40
1:80
3 1:10
1:20
1:40
1:80
Wysoko- 1 1:10
dodatnie 1:20
1:40
1:80
2 1:10
1:20
1:40
1:80
3 1:10
1:20
1:40
1:80 0 1
OT - optymalny punkt odciecia wyznaczony na podstawie krzywej ROC, R — punkt

OO O0O0OFRPOO0O0O/FRPRIO0C0O00O0O0O0O00O00O00O00O0 00000 |O|O
R RRPR R R RPRRPRORRIRPRORRIRPRORRIROOCOROOOROOOOC OO O

odcigcia rekomendowany przez producenta testu dla probek surowicy, 0 — probka

zaklasyfikowana jako ujemna, 1 — probka zaklasyfikowana jako dodatnia
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7.2.6. Przeciwciata przeciwko Mycoplasma hyopneumoniae
Za pomocg analizy krzywej ROC wykazano, ze wyniki najbardziej zblizone do
tych uzyskanych przy pomocy zlotego standardu zostang uzyskane interpretujgc wyniki
analiz probek PF zgodnie z punktem odci¢cia wynoszacym S/P 0,05. Klasyfikacja
wynikdw analiz prébek PF w oparciu o ten punkt odcigcia, charakteryzowala si¢
najwiekszg doktadno$cig oraz najwyzszg wartoscig wskaznika AUC (Ryc. 12, Tabela 27),

w zwigzku z czym, powinien by¢ uznany za OT dla tego rodzaju probki.
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Ryc. 12. Przebieg krzywych ROC dla wynikow testu ELISA do wykrywania przeciwcial
skierowanych przeciwko Mhp, uzyskanych dla surowicy (sS/Pref) i PF (PTS/P).
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Tabela 27. Wskaznik mocy diagnostycznej zastosowanej metody (AUC), doktadno$é
(ACC) oraz warto$¢ optymalnego punktu odciecia (ang. optimal treshold, OT) dla testu
przeznaczonego do wykrywania przeciwciat skierowanych przeciwko Mhp, wyznaczone

przy pomocy analizy krzywych ROC dla r6znych klasyfikatoréw.

Klasyfikator AUC ACC oT
sS/Pref 1,0000 1,000 0,35
PTS/P 0,9857 0,9541 0,05

Klasyfikatory: sS/Pref - wyniki dla surowicy; PTS/P — wyniki dla plynu

technologicznego.

OT obliczony przy pomocy analizy krzywej ROC wyniost 0,05 S/P. Wartosci S/P

rowne badz wyzsze byly uznawane za dodatnie, a nizsze za ujemne.

Dla wyznaczonego dla PF OT oraz zastosowanego testu ELISA wyznaczono
nastgpujace parametry walidacyjne: czutos¢, swoistos¢, PPV, NPV, dokladno$¢ oraz

wspotczynnik «, ktdre zostaly przedstawione w Tabeli 28.

Tabela 28. Poréwnanie parametrow walidacyjnych testu ELISA przeznaczonego do
wykrywania przeciwcial skierowanych przeciwko Mhp dla PF, w zaleznosci od

przyjetych punktéw odcigcia.

Punkt odciecia (S/P) R oT

0,35 0,05
Czulosé 0,65 0,99
Swoistosé¢ 0,88 0,83
PPV 0,95 0,96
NPV 0,41 0,95
Dokladnosé 0,70 0,95
Wspotezynnik k 0,37 0,86

OT - optymalny punkt odciecia wyznaczony na podstawie krzywej ROC, R — punkt

odciecia rekomendowany przez producenta testu dla probek surowicy.
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Zastosowanie OT przy klasyfikacji wynikow probek PF wptyneto na poprawe
wszystkich analizowanych parametréw walidacyjnych testu diagnostycznego wzglgdem
tego rodzaju materiatu, z wyjatkiem swoistosci, ktora ulegta nieznacznemu obnizeniu
oraz spowodowalo znaczacy wzrost wspolczynnika k, co pozwolito na zmiang
klasyfikacji zgodnosci z dostatecznej do doskonatej (Tabela 28). Warto§¢ AUC obliczona
dla PF byta istotnie nizsza w poréwnaniu do surowicy, ale zostata sklasyfikowana jako

doskonata (p<0,05, Ryc. 12, Tabela 27).

Nie stwierdzono istotnej statystycznie roznicy w odsetku dodatnich probek
pomiedzy surowicg knurkow a surowicg loszek (p>0,05, Tabela 29). Przy interpretacji
wynikéw analiz probek PF zgodnie z punktem odci¢cia rekomendowanym przez
producenta testu, odsetek probek PF sklasyfikowanych jako dodatnie byt istotnie nizszy
w poréwnaniu do surowic prosiat (p<0,05, Tabela 29). Interpretacja wynikow analiz PF
zgodnie z OT poskutkowata wzrostem odsetka probek PF sklasyfikowanych jako
dodatnie, ktory byt porownywalny do tych odnotowanych dla surowic prosiat (p>0,05,
Tabela 29).

Tabela 29. Porownanie odsetka probek zaklasyfikowanych jako dodatnie (zawierajgce
przeciwciata przeciwko Mhp), w zaleznos$ci od analizowanego materialu i przyjgtego

punktu odcigcia.

Rodzaj probki Dodatnie/ogdolem Odsetek 95%Cl1

dodatnich (%)

Surowica knurek 154/196 78,57%" 72,31-83,74
Surowica loszka 156/209 74,64%* 68,33-80,06
PFR 105/196 53,57%" 46,59-60,42
PFOT 159/196 81,12%* 75,07-85,98

OT - optymalny punkt odciecia wyznaczony na podstawie krzywej ROC, R — punkt odcigcia
rekomendowany przez producenta testu dla probek surowicy, 95% CI — 95% przedziat ufnosci,
ab _ poszczegdlne litery odzwierciedlaja istotne statystycznie rdznice, pomig¢dzy

poszczegbdlnymi rodzajami probek (p<0,05)
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7.2.6.1. Wptyw pulowania na uzyskane wyniki

Przy interpretacji wynikow analiz nisko-dodatnich, pulowanych probek PF,
wedtug punktu odcigcia rekomendowanego przez producenta testu, wszystkie probki, bez
wzgledu na stopien rozcienczenia, sklasyfikowano jako ujemne wzgledem obecnosci
specyficznych przeciwcial przeciwko Mhp (Tabela 30). Gdy wyniki te zostaty
zinterpretowane z zastosowaniem OT, 2 probki o rozcienczeniu 1:10 zostaty
sklasyfikowane jako dodatnie. W zaleznos$ci od przyjetego punktu odcigcia 0% (0/12)
i 16,7% (2/12) rozcienczen nisko-dodatnich probek PF zostalo prawidlowo

sklasyfikowanych (Tabela 30).

Podobnie, wszystkie badane rozcienczenia umiarkowanie-dodatnich probek
zostaty sklasyfikowane jako ujemne, gdy wyniki analiz byly odczytywane zgodnie
z punktem odci¢cia rekomendowanym przez producenta testu (Tabela 30). Na podstawie
interpretacji tych wynikow zgodnie z OT, wszystkie probki o rozcienczeniach 1:10, 1:20
i 1:40 zostaty sklasyfikowane jako dodatnie. W zalezno$ci od przyjetego punktu odcigcia,
0% (0/12) i 75% (9/12) rozcieficzen umiarkowanie-dodatnich probek PF zostato
prawidtowo sklasyfikowanych (Tabela 30).

Interpretujac wyniki analiz wysoko-dodatnich, pulowanych probek PF zgodnie
z punktem odcigcia rekomendowanym przez producenta testu, wszystkie probki
o rozcienczeniu 1:10 zostaty sklasyfikowane jako dodatnie (Tabela 30). Przy interpretacji
tych wynikéw zgodnie z OT, wszystkie analizowane probki PF zostaly uznane za
dodatnie. W zalezno$ci od przyjetego punktu odcigcia, 25% (3/12) i 100% (12/12)
rozcienczen wysoko-dodatnich probek PF zostato sklasyfikowanych jako dodatnie
(Tabela 30).
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Tabela 30. Klasyfikacja szeregu rozcienczen nisko-, umiarkowanie- i wysoko-dodatnich

probek (zawierajacych przeciwciala przeciwko Mhp) w zaleznos$ci od przyjetego punktu

odciecia.

Prébki Numer Rozcienczenie Klasyfikacja w Klasyfikacja w
probki oparciu o R oparciu o OT

Nisko-dodatnie 1 1:10 0 1

1:20 0 0

1:40 0 0

1:80 0 0

2 1:10 0 0

1:20 0 0

1:40 0 0

1:80 0 0

3 1:10 0 1

1:20 0 0

1:40 0 0

1:80 0 0

Umiarkowanie- 1 1:10 0 1

dodatnie 1:20 0 1

1:40 0 1

1:80 0 0

2 1:10 0 1

1:20 0 1

1:40 0 1

1:80 0 0

3 1:10 0 1

1:20 0 1

1:40 0 1

1:80 0 0

Wysoko- 1 1:10 1 1

dodatnie 1:20 0 1

1:40 0 1

1:80 0 1

2 1:10 1 1

1:20 0 1

1:40 0 1

1:80 0 1

3 1:10 1 1

1:20 0 1

1:40 0 1

1:80 0 1

OT - optymalny punkt odciecia wyznaczony na podstawie krzywej ROC, R — punkt
odcigcia rekomendowany przez producenta testu dla probek surowicy, 0 — probka

zaklasyfikowana jako ujemna, 1 — probka zaklasyfikowana jako dodatnia
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8. Dyskusja

Jak juz wspominano we wstgpie pracy, aktualnie w niektorych krajach
obserwowany jest trend zwigzany z ograniczaniem przeprowadzania zabiegdw obcinania
ogondéw u nowo narodzonych prosigt (Gomes-Neves et al., 2024). W EU rutynowe
przeprowadzanie tego zabiegu jest zabronione prawnie. W takich warunkach, jedyna
mozliwo$cig otrzymywania probek PF, bedzie uzyskiwanie go od samcéw, ktore zostaty
poddane Kastracji. To z kolei moze budzi¢ watpliwosci, co do przydatnosci PF
uzyskanego jedynie z jader, do celow diagnostycznych w odniesieniu do catego miotu.
Dlatego, w niniejszych badaniach poddano ocenie uzyteczno$¢ PF uzyskanego wytacznie
z jader do wykrywania obecnosci swoistych przeciwciat oraz oznaczania wybranych
parametréw immunologicznych u prosigt oraz mozliwosci interpretacji uzyskanych
wynikoéw w odniesieniu do catego miotu (prosigt obu ptci). W tym celu okre§lone zostaty
zalezno$ci pomiedzy wynikami uzyskanymi z badania probek surowicy loszek, surowicy
knurkow oraz PF. Ponadto, z uwagi na brak takich danych w pismiennictwie,
przeanalizowano  zalezno$ci  pomiedzy  stezeniami  badanych  parametréw
immunologicznych (lg, cytokiny, APP) w PF, a ich stezeniami w surowicy i siarze loch
(matek badanych prosiat), aby oceni¢ czy wyniki uzyskane z PF moga odzwierciedla¢

status immunologiczny loch w analizowanym aspekcie.

8.1. Eksperyment1

Wedlug najlepszej wiedzy autoréw wyniki przedstawione w pracy doktorskiej sa
pierwszymi i jedynymi dokumentujacymi stezenia wybranych 1g (1gG, IgA, IgM) oraz
potwierdzajacymi wystepowanie wraz z okresleniem stgzen wybranych cytokin (IL-1p,
IL-4, IL-6, IL-8, IFN-y) i APP (Hp, Pig-MAP, CRP) w PF oraz oceniajacymi jego
przydatnos¢ w zakresie oceny stezen wyze] wymienionych parametréow u $win.
W przypadku niektérych parametrow (19gG, IgA, IL-1B, IL-4, IL-6, IFN-y)
zaobserwowany brak istotnych statystycznie réznic pomiedzy ich st¢zeniami
w surowicach prosigt i PF wskazuje na przydatno$¢ PF pozyskanego wylgcznie z jader
do okreslania ich stezen u prosiagt obu pici. Jednakze w przypadku innych parametrow
(IgM, IL-8, Hp, Pig-MAP, CRP), takie roznice zostaly zaobserwowane. Takie zjawisko
moze wynika¢ ze sktadu PF, ktéry poza surowica, zawiera takze inne frakcje plynne, jak
np. plyn wewnatrzkomorkowy (Nielsen 1 wsp., 1998). To moze z kolei powodowac
rozcienczanie zawartych w surowicy komponentéw, w tym ocenianych wskaznikow

immunologicznych 1 wplywa¢ na roéznice w stezeniach pomiedzy surowica, a PF.
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Wystepowanie istotnych statystycznie korelacji pomigdzy stezeniami IgA, IL-1B, IL-4,
IL-6, IFN-y i Pig-MAP w PF i probkach pobranych od loch wskazuje na potencjalng
przydatnos¢ PF do posredniej ich oceny takze u loch. Nalezy takze podkresli¢, ze na
uzyskane w pracy doktorskiej wyniki z zakresu korelacji w st¢zeniach poszczegolnych
parametréw pomiedzy probkami pobranymi od loch i probkami pobranymi od prosiat
moze wptywac niewielka liczba loch uwzgledniona w eksperymencie. Dlatego, wyniki

z tego obszaru powinny zosta¢ zweryfikowane na wigkszej liczbie loch.

Z uwagi na brak danych literaturowych obejmujacych cel niniejszego eksperymentu,
nie ma mozliwosci zestawienia otrzymanych wynikéw z wynikami uzyskanymi
w analogicznych badaniach. W celu uzyskania wynikéw shuzacych do zweryfikowania
hipotez pracy doktorskiej, przeprowadzono szereg analiz, ktore poskutkowaty
uzyskaniem danych udokumentowanych uprzednio w literaturze, jak stezenia
poszczeg6lnych parametréw immunologicznych w surowicach prosiat i loch oraz siarze,
czy wystgpowanie korelacji miedzy stezeniami Ig w roznych typach probek. Z racji tego,
ze w niektorych przypadkach zaobserwowano rozbiezno$ci w omawianym zakresie
pomigdzy wynikami uzyskanymi w pracy doktorskiej, a tymi dostgpnymi w literaturze,
postanowiono uwzgledni¢ w dyskusji takze powyzsze kwestie. Jak juz wczesniej
wspomniano,  poréwnywanie  wartosci  uzyskiwanych ~w  poszczegdlnych
doswiadczeniach moze by¢ problematyczne, chociazby z uwagi na réznice w uktadach
doswiadczen, rodzaju wykorzystywanych zwierzat, czy metod diagnostycznych uzytych

w badaniach.

8.1.1. Immunoglobuliny

Ig stanowig najdoktadniej przebadany sktadnik MDI u §win. Dostepnych jest szereg
prac, ktore okreslaja stezenia poszczegdlnych klas przeciwcial w surowicy loch i nowo
narodzonych prosiat oraz w siarze (Curtis and Bourne i wsp., 1970; Klobasa i wsp., 1981,
Klobasa i wsp., 1986; Klobasa i wsp., 1987; Bland i wsp.,, 1999;
Markowska-Daniel i wsp., 2010; Markowska-Daniel i Pomorska-Moél, 2010;
Bandrick i wsp., 2014; Maciag i wsp., 2022). Badania przeprowadzone w ramach pracy
doktorskiej stanowig pierwsze doniesienie na temat oznaczania stezen przeciwcial
roznych klas w PF. Uzyskane wyniki potwierdzity, ze wszystkie badane klasy Ig byty
obecne w PF.
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Brak istotnych statystycznie réznic w stezeniach IgG i IgA pomigdzy probkami
pobranymi od prosiat (surowica loszek, surowica knuréw i PF) wskazuje na przydatnosé
PF uzyskanego wytacznie z jader do okreslania stezen tych klas Ig 1 odnoszenia wynikow
do calego miotu (knurkow 1 loszek). W przypadku IgM stwierdzono istotne rdznice
pomigdzy jej stezeniem w surowicach prosiat i PF, co wskazuje na brak przydatnosci PF
do okres$lania stezen tej klasy przeciwcial u prosigt w wieku do 7 dni. Niemniej, IgM
stanowi klase przeciwciat o najnizszym poziomie stezen w surowicy nowonarodzonych
prosiat (Klobasa i wsp., 1981; Markowska-Daniel i wsp., 2010), tak wiec jej znaczenie
we wczesnej ocenie statusu immunologicznego jest mniejsze w poréwnaniu do IgG,
dominujacej klasy przeciwcial w surowicy prosiat, chronigcej przed infekcjami
ogolnoustrojowymi lub drugiej pod wzgledem stezen IgA, ktora z kolei pelni istotng rolg
w odpornosci lokalnej, zwigzanej z btonami §luzowymi (Klobasa i wsp., 1981; Janeway
I wsp., 2001; Markowska-Daniel i wsp., 2010). Reasumujac, na podstawie otrzymanych
wynikow nalezy stwierdzi¢, ze PF stanowi obiecujaca alternatywe¢ dla krwi do oceny

stezen IgG oraz IgA u prosiat ssacych.

Wyniki analiz korelacji st¢zen poszczegdlnych klas immunoglobulin pomig¢dzy
ré6znymi rodzajami materiatow wskazuja z kolei, ze w przypadku IgA, PF moze by¢
potencjalnie przydatny do szacowania jej zawarto$ci w surowicy matek prosiat ssacych,
z uwagi na zaobserwowang dodatnig korelacje (p<0,05) miedzy tymi probkami.
Jednakze, nalezy podkresli¢, ze zwigzek pomiedzy stezeniem IgA w surowicy loch 1 PF
byl staby oraz nie zaobserwowano takiej zaleznos$ci pomiedzy surowicg knurkow
a surowicg loch, co moze wynika¢ z niskiej liczebnosci przebadanych loch. Z tego
wzgledu, konieczne sg w tym zakresie dalsze badania, ktore obejmowac powinny wigksza

liczbg loch.

Jak juz wspominano, siara stanowi gtéwne zrodto MDA dla prosiat (Klobasa i wsp.,
1981). Dostegpne dane dotyczace zalezno$ci pomiedzy stezeniem przeciwciat w surowicy
prosigt a ich stezeniem w siarze sg niejednoznaczne. Czg¢$¢ z nich jest zgodna
z przedstawionymi w niniejszej pracy wynikami, gdzie nie zaobserwowano zwigzku
pomiedzy stezeniami MDA w surowicy prosiat i siarze (Freny6 i wsp., 1981; Markowska-
Daniel i wsp., 2010), podczas gdy inne prace wskazuja na wystgpowanie takiej zaleznosci
(Devillers i wsp., 2011; Kielland i wsp., 2015). Brak zwigzku moze wynika¢ z dawki
pobranej przez prosigta siary, ktora dostarcza immunoglobulin w iloSci przekraczajgcej

mozliwosci ich transferu przez $ciang jelit (Frenyo i wsp., 1981,
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Markowska-Daniel i wsp., 2010; Campbell i wsp., 2012). Wedtug Rooke i Bland (2002),
stezenie IgG w surowicy prosiat przestaje wzrasta¢ po spozyciu przez prosi¢ta okoto 200
g siary. Wykazano, ze wsrdd prosiat, ktore pobieraly ponizej 200 g siary $Smiertelnos¢
wynosita 43,4%, podczas gdy wsrod prosiat, ktore spozyty przynajmniej 200 g siary
wspotczynnik znaczaco spadat, do 7,1%, co sugeruje, ze 200 g siary to minimalna ilo$¢
jaka musza spozy¢ prosieta w celu redukcji ryzyka wczesnych upadkéw, natomiast
srednie  spozycie siary przez prosi¢ta zostalo oszacowane na  okoto
300 g (Devillers i wsp., 2007; Cabrera i wsp., 2012). Tak wiec, pobrana przez prosicta
siara moze dostarcza¢ Ig w ilosciach przekraczajacych mozliwosci transferu przez $ciang
jelita 1 stad moze wynika¢ opisany brak korelacji. Podobnie wyglada kwestia dotyczaca
stezenia Ig zawartych w siarze - wedtug Kielland 1 wsp. (2015) zawarto$¢ IgG w siarze
na poziomie 60 g/l powoduje zahamowanie dalszego wzrostu st¢zenia tej 1g w surowicy
prosiat. Devillers i wsp. (2011) wskazuje, ze zawartos¢ IgG w surowicy prosiat osigga
plateau po spozyciu okoto 15 g tej klasy przeciwcial. Na brak zwigzku pomiedzy
stezeniami |g w siarze i1 surowicy prosiat moga wplywac takze inne czynniki, ktore
warunkujg stezenie Ig w surowicy prosiat, jak m.in. wielkos¢ miotu, kolejno$¢ urodzenia
prosigcia, jego wskaznik masy ciata (ang. body mas index; BMI), zywotnos¢ itd.
(Markowska-Daniel i wsp., 2010; Kielland i wsp., 2015). W badaniu Markowskiej-Daniel
i wsp. (2010) zaobserwowano negatywng zalezno$¢ pomigdzy stezeniem Ig w surowicy
prosiat a wielkoscig miotu. W innym badaniu takiej zaleznosci nie zaobserwowano, ale
odnotowano, ze wielko$s¢ miotu moze mie¢ wptyw na ilo$¢ spozytej przez prosieta siary
oraz ze kolejnos¢ prosiecia w danym miocie, byla istotnie powigzana ze stezeniem IgG
w surowicy (Kielland i wsp., 2015). Autorzy konkluduja, ze zjawisko to nie jest
wynikiem samej wielko$ci miotu, a czasu, ktory uplywa od momentu rozpocze¢cia akcji
porodowej a spozyciem siary i zwigzanym z tym spadkiem stg¢zenia MDA w siarze
(Kielland i wsp., 2015). Niejednoznaczne sg dane dotyczace wptywu masy urodzeniowe;j
prosigt na stgzenia IgG w ich surowicy. Devillers i wsp. (2011) wskazuje, ze stabe
prosieta, np. z niskag masa urodzeniowa, pobieraja mniej IgG wraz z siarg, CO
prawdopodobnie wynika z mniejszego/pozniejszego przyjecia siary. W innej
z dostepnych prac wykazano, ze BMI w dniu urodzenia ma wplyw na stezenie tej klasy
przeciwcial w surowicy prosiat, gdyz prosi¢ta o wskazniku BMI réwnym lub nizszym
17kg/m? nie byly wystarczajaco silne by pobra¢ odpowiednie ilosci siary i w zwigzku
z tym wystarczajacg ilos¢ IgG (Kielland i wsp., 2015), podczas gdy w kolejnej, masa

urodzeniowa prosigt nie miata wplywu na stezenia IgG w  surowicy
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(Cabrera i wsp., 2012). Jednakze w doswiadczeniu Cabrera i wsp. (2012) kazdemu
z prosiat udzielano pomocy w dotarciu do sutka i ssaniu, co niewatpliwie wptyngto na
otrzymany wynik. Nalezy takze wspomnie¢, ze brak wystepowania korelacji w stezeniach
IgA i IgM pomig¢dzy siarg a probkami pobranymi od prosigt moze by¢é wynikiem
krotkiego okresu poéttrwania tych klas przeciwcial w surowicy, ktéry wedhug jednego

z badan wynosi odpowiednio 2 i 3 dni (Klobasa i wsp., 1981).

Otrzymane wyniki byly, w zakresie dostepnych danych, co do zasady zgodne
z opisanymi we wczesniejszych publikacjach, tj. zaobserwowano analogiczne wzorce
stezen poszczegdlnych klas przeciwciat w badanych materiatach, gdzie dominujaca klasa
przeciwcial we wszystkich rodzajach probek byta IgG, a najnizsze st¢zenia w kazdym
z analizowanych rodzajow materiatow, z wyjatkiem surowicy loch, odnotowano dla IgM.

Podobne zaleznosci potwierdzono dla PF.

Zaobserwowane w niniejszym  eksperymencie $rednie  wartoSci  st¢zen
poszczegblnych klas Ig w réznych typach probek roznily si¢ od wartosci podawanych
w dostepnej literaturze i w zaleznosci od publikacji byty bardziej lub mniej zblizone
(Klobasa i wsp., 1981; Klobasa i wsp., 1986; Markowska-Daniel i wsp., 2010;
Kielland i wsp., 2015). Wystepowanie roznic w stezeniach przeciwcial pomiedzy
poszczegdlnymi osobnikami jest zjawiskiem naturalnym, na ktore wplyw moze mie¢
wiele czynnikow. Dodatkowo, nalezy wzig¢ pod uwage, ze wplyw na zaobserwowane
wyniki moze mie¢ takze metoda oznaczania — najblizsze wartosci do tych, z niniejszego
eksperymentu zaobserwowano w pracy, gdzie do oznaczania stgzeh przeciwcial

zastosowano metod¢ ELISA (Markowska-Daniel et al., 2010).

8.1.2. Cytokiny

Liczba prac dotyczaca transferu cytokin zawartych w siarze loch w ramach MDI jest
niewielka. Wykrycie w siarze i surowicy prosigt analizowanych cytokin jest zgodne,
z wezesniejszymi doniesieniami (Nguen i wsp., 2007; Maciag i wsp., 2022). Niniejsza
praca jest pierwsza potwierdzajacg wystgpowanie i oceniajacg stezenia IL-1p, IL-4,
IL-6, IL-8 i IFN-y w PF.

Brak istotnych statystycznie r6zni¢ pomigdzy st¢zeniami IL-1p, IL-4, IL-6 i IFN-y
w surowicach prosiat obu pici i w PF wskazuje na przydatnos$¢ PF uzyskanego wytacznie
z jader do okreslania stezen tych parametrow u prosiat i odnoszenia wynikow do catego

miotu (obu ptci). Wystepowanie takiej réznicy pomiedzy surowicami prosigt a PF
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w odniesieniu do I1L-8 wskazuje na ograniczong przydatno$¢ PF do okreslania stezen tej

klasy cytokin w krazeniu ogdlnym prosiat.

Zaobserwowane dodatnie korelacje, o sile od umiarkowanej do bardzo silnej,
pomigdzy stezeniami IL-1p, IL-4, IL-6 oraz IFN-y w prébkach pobranych od loch i w PF
wskazuja na potencjalng przydatnos$¢ PF do szacowania stezen tych parametréw u matek.
W przypadku IL-8 taka zalezno$¢ zostala zaobserwowana wylgcznie pomiedzy PF
a surowicg loch, a jej sita nie wskazywata na wystepowanie zwigzku liniowego,
w zwiazku z czym, PF nie wydaje si¢ przydatny do okreslania st¢zenia tej cytokiny
u loch. Wystgpowanie korelacji pomiedzy st¢zeniami IL-1B, IL-4, IL-6 oraz IFN-y
w surowicach prosiat i probkach pobranych od loch, w polgczeniu z brakiem mozliwosci
endogennej syntezy wiekszosci tych cytokin przez nowo narodzone prosi¢ oraz brakiem
mozliwosci ich transferu przez tozysko wskazuje, ze siara stanowi ich gldwne zrodto,
a wzorce ich stgzen w krazeniu prosiat beda analogiczne do tych wystepujacych u ich

matek.

Wyniki analiz IL-8 odbiegaja od wynikoéw obserwowanych w przypadku pozostatych
analizowanych cytokin. Jej stezenie w siarze wielokrotnie przewyzszalo jej stezenia
W surowicy prosiat i loch. Zjawisko to moze sugerowaé, ze wigkszo$¢ tej cytokiny
znajdujaca si¢ w siarze lochy jest produkowana lokalnie w gruczole mlekowym.
U czlowieka, najwyzsze stezenie IL-8 w wydzielinie gruczolu mlekowego s3
odnotowywane w ciggu 1 dnia po porodzie, po czym dochodzi do jej gwattownego
spadku. Wykazano takze, ze cytokina ta jest produkowana przez komoérki nabtonka
gruczolu mlekowego oraz komoérki zawarte w siarze, rowniez bez wcze$niejszej
stymulacji (Hashira 1 wsp., 2002). Biorac pod uwage powyzsze, mozna zalozy¢, ze takie
zjawisko wystepuje takze u $win. Potencjalng przyczyng wystgpowania istotnej
statystycznie, ujemnej korelacji pomiedzy stezeniem IL-8 w surowicy prosiat 1 siarze,
moze by¢ jej znacznie wyzsze stezenie w siarze, w polgczeniu z jej krotkim okresem

poOttrwania.

Uzyskane wyniki w zakresie stg¢zen analizowanych cytokin w roznych typach probek
w pewnym stopniu odbiegaja od wynikow dostgpnych w literaturze. Dla przyktadu,
w badaniu Nguyen i wsp. (2007) dominujgcymi klasami cytokin w surowicy i siarze lochy
w okresie okotoporodowym byly IL-4 oraz TGF-B, podczas gdy w niniejszym

eksperymencie $rednie stg¢zenie IL-4 w probkach pobranych od loch byto nizsze od
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IFN-y, IL-1B 1 IL-6. Nalezy zaznaczy¢, ze profil cytokinowy organizmu moze ulega¢
wahaniom. Zaobserwowana réznica moze wynika¢ z warunkow utrzymania zwierzat
w obu doswiadczeniach. W ramach pracy doktorskiej probki byty pobierane od zwierzat
utrzymywanych w warunkach fermowych, podczas gdy w pracy Nguyen i wsp. (2007)
nie podano doktadnych informacji odno$nie sposobu utrzymywania zwierzat (warunki
laboratoryjne vs. fermowe). IL-4 i TGF-B sa produkowane przez inne typy komorek
(Th2, Th3) niz IFN-y (Thl), w reakcji na dziatanie innych czynnikéw oraz wywieraja
efekt na inne rodzaje komoérek (Nguyen i wsp., 2007). IL-4 i IFN-y sg uznawane za
cytokiny o dzialaniu antagonistycznym (Nguyen i wsp., 2007; Abbas i wsp., 2019).
Zatem, obserwowane zmiany moga wynika¢ z potencjalnych réznic w warunkach
utrzymania zwierzat i czynnikéw na nie oddziatujgcych. Ponadto, IFN-y, IL-1p i IL-6 sg
cytokinami prozapalnymi, natomiast IL-4 i TGF-B nalezg do cytokin o dziataniu
przeciwzapalnym (Liu i wsp., 2021). W warunkach terenowych narazenie organizmu na
czynniki moggce wywolywac stan zapalny jest zdecydowanie wyzsze, w porownaniu do
kontrolowanych warunkéw w uktadzie doswiadczalnym, co moze ttumaczy¢ zaistniate
rozbiezno$ci. W niniejszym eksperymencie w surowicy loch wykryto obecnos¢ TNF-q,
czyli cytokiny rowniez klasyfikowanej jako prozapalnej (Liu i wsp., 2021), podczas, gdy
byta ona nieobecna w surowicy loch w doswiadczeniu Nguyen i wsp. (2007), co wspiera
powyzsze wytlumaczenie. Podobnie wzorce st¢zen w surowicy prosigt zaobserwowane
w niniejszym i wczesniejszym (Nguyen i wsp., 2007) eksperymencie byly rozbiezne
1 nasladowaty te wystepujace u matek. Zjawisko to jest zrozumiate 1 wynika z faktu, ze
endogenne produkcja cytokin przez prosigta zostata potwierdzona jedynie w odniesieniu
do IL-12 i TGF-fl, a zatem MDI jest dla nich jedynym ich Zrodtem
(Nguyen i wsp., 2007). Nasze wyniki dotyczace braku obecnosci TNF-o w surowicy
prosiat sg tozsame z wynikami uzyskanymi przez Nguyen i wsp. (2007), ale r6znig si¢ od
wynikéw przedstawionych przez innych autoréw (Llamas Moya i wsp., 2005;
Maciag i wsp., 2022). W doswiadczeniu Maciag i wsp. (2022), TNF-a zostal wykryty
W surowicy prosiat w 24 godzinie zycia. Co istotne, jego stezenie bylo istotnie wyzsze
w krazeniu prosiat, ktore zostaly odpojone siarg wielorodek, zawierajacg istotnie wyzsze
stezenia TNF-o w porownaniu do siary pierwiastek (Maciag i wsp., 2022). Stezenia
TNF-o w siarze pierwiastek w przywotywanej pracy (0,077+0,027 ng/ml) byty zblizone
do warto$ci zaobserwowanych w pracy doktorskiej. Obserwowane réznice sg zatem
zrozumiale 1 najprawdopodobniej sg rezultatem krotkiego okresu poitrwania tej cytokiny

W potaczeniu z jej niskg zawartoscig w siarze (Nguyen 1 wsp., 2007; Liu 1 wsp., 2021).
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Odmienne wyniki zostaly uzyskane w doswiadczeniu Llamas Moya i wsp. (2007),
w ktorym stezenie TNF-a w surowicy prosiat bylo powyzej granicy wykrywalnosci od
1 do 7 dnia zycia, ze szczytem przypadajgcym na 5 dzien zycia (200-250 ng/ml).
Niemniej, w do$wiadczeniu nie przeprowadzano oznaczania st¢zenia tej cytokiny
w siarze, co mogloby w duzej mierze ttumaczy¢ obserwowane zjawisko. Autorzy badania
sugeruja, ze obserwowany wzrost stezenia TNF-o moze by¢ rowniez spowodowany
dojrzewaniem komorek i1 funkcji odpornosciowych (Llamas Moya i wsp., 2007). W pracy
Maciag i wsp. (2022) zaobserwowano zwigzek pomiedzy wickszg skilonnoscig do
rozwoju wrodzonych reakcji zapalnych i przeciwzapalnych oraz specyficznych
odpowiedzi typu T1 i T2 u prosigt w okresie okotoporodowym a pobieraniem siary loch,

ktora zawierata istotnie wyzsze stezenia wigkszos$ci analizowanych sktadnikow MDI.

8.1.3. Biatka ostrej fazy

Wykrycie w siarze i surowicy prosiat Hp, CRP i Pig-MAP jest zgodne
z wczesniejszymi doniesieniami (Martin 1 wsp., 2005; Hiss-Pesch i wsp., 2011;
Werner i wsp., 2014). Niniejsza praca jest pierwszg, w ktorej potwierdzono
wystegpowanie i 0znaczono st¢zenia Hp, Pig-MAP i CRP w PF.

Brak istotnych réznic pomigdzy $rednimi stezeniami Hp w surowicy knurkow i PF
sugeruje potencjalng przydatnos¢ PF do oceny stezenia tego parametru u knurkoéw
w okresie neonatalnym. Pomimo braku istotnej rdznicy pomigedzy $rednimi stezeniami
tego APP w surowicy knurkéw i loszek, taka rdznica zostata zaobserwowana pomigdzy
jego Srednimi stgzeniami w surowicy loszek i1 PF. Powyzsze wskazuje na ograniczona
przydatnos¢ PF uzyskanego wytacznie z jader do oceny $redniego stezenia Hp w obrebie

catego miotu.

Brak istotnej statystycznie korelacji pomiedzy stezeniem Hp w surowicy loch 1 PF
oraz wystepowanie korelacji 0 Sile sugerujacej brak zwigzku liniowego pomigdzy
stezeniem tego APP w siarze i PF, wskazuje na brak przydatno$ci PF do oceny stezen Hp

u matek prosiat ssacych.

Siara stanowi pierwsze zrodto Hp dla nowo narodzonego prosiecia i stymuluje
ekspresje matrycowego kwasu rybonukleinowego (ang. messenger ribonucleic acid,
MRNA) Hp w watrobie (Hiss-Pesch i wsp., 2011). Dost¢pne dane wskazuja, ze stgzenie
Hp w surowicy prosiagt przed pobraniem siary jest bliskie zeru, a u prosigt karmionych

preparatem mlekozastepczym nie obserwowano wzrostu ekspresji mRNA Hp w watrobie,
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tak jak miato to miejsce u prosigt pobierajacych siar¢ (Hiss-Pesch i wsp., 2011).
Mechanizm uruchamiania endogennej ekspresji mRNA Hp u nowonarodzonego
prosigcia nie jest poznany, ale podejrzewa si¢, ze role w tym procesie mogg odgrywac
zawarte w siarze cytokiny np. IL-6 (Hiss-Pesch i wsp., 2011). Wystepowanie jedynie
stabej korelacji pomigdzy stezeniem Hp w surowicy loszek i siarze i brak zalezno$ci
liniowej pomigdzy jej stgzeniem w surowicy knurkdéw i siarze moze zatem wynikaé
z dos¢ wcezesnej ekspresji mRNA Hp w watrobie prosiat, ktora, jak zaobserwowano,
znaczgco wzrasta u prosiat, ktore pobraty siare w 9 i 12 godzinie zycia (Hiss-Pesch i wsp.,
2011).

Dostepne dane dotyczace S$rednich stezen Hp w surowicy prosigt w trakcie
pierwszych dni Zycia sg zroznicowane. Wyniki §rednich warto$ci stezen Hp w surowicy
prosiat uzyskane w niniejszym eksperymencie, roznity si¢ od Srednich wartosci tego BOF
zaobserwowanych w surowicy prosiagt w 9 godzin po urodzeniu (271 £+ 48,6 pg/ml) i byly
bardziej zblizone do wartosci odnotowanych w surowicy prosigt w 7 i 14 dniu zycia
(Hiss-Pesch i wsp., 2011; Pomorska-Mal i wsp., 2012a). Badania wskazuja, ze warto$ci
Hp w surowicy prosigt wzrastaja w ciggu pierwszego tygodnia zycia, a minimalne
i maksymalne jego stezenie w tym okresie przypada na odpowiednio ~1 i 7 dzien zZycia,
co moze tlumaczyé zaobserwowane rozbieznosci (Martin i wsp., 2005;
Llamas Moya i wsp., 2007). Niemniej, srednie wartosci stezen Hp w surowicy prosiat
odnotowane w naszych badaniach réznity sie od obserwacji Llamas Moya i wsp. (2007)
(0,6 ng/ml), ktorzy w swoich badaniach wykorzystali prosigta w zblizonym wieku. Co
istotne, badania te wskazuja, ze procedury takie jak skracanie ogonkow moga wptywaé
na wzrost stezenia Hp w surowicy prosiat (Llamas Moya i wsp., 2007). Jednakze stezenia
Hp w surowicy prosigt w 3 1 5 dniu zycia poddanych wyzej wymienionym procedurom
w dalszym ciggu pozostawaty duzo nizsze (0,7 ng/ml) w porownaniu do wartosci
uzyskanych przez nas (Llamas Moya i wsp., 2007). W dwoch kolejnych publikacjach,
wartos$ci stezen Hp w surowicy prosiagt utrzymywanych w warunkach terenowych,
w 6 1 7 dniu zycia wynosity odpowiednio 1,3 mg/ml i 0,63 mg/ml (Martin i wsp., 2005;
Pomorska-Mol i wsp., 2012a). Zaobserwowane rozbiezno$ci moga by¢ zatem wynikiem
prowadzenia badan w odmiennych warunkach. Probki wykorzystane w naszych
badaniach byty pobierane od zwierzat utrzymywanych w warunkach fermowych, ktore
sg bardziej podatne na rozwdj réznych standw zapalnych oraz przebywaja w mniej

kontrolowanych warunkach otoczenia. Przyktadowo, w doswiadczeniu Hennig-Pauka
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I wsp. (2019), mimo tego ze autorzy wskazuja, ze nie mozna jednoznacznie okresli¢ czy
poziom pylu w pomieszczeniach inwentarskich wptywa na wzrost Hp w surowicy
(ze wzgledu na jednoczesny wptyw innych czynnikow jak np. pora roku),
zaobserwowano wzrost stezenia Hp w surowicy prosigt utrzymywanych w wiekszym
zapyleniu. Mozna zatem zakladac, ze za wystgpowanie zaobserwowanych zmian mogg
odpowiada¢ warunki, w jakich zwierzeta wykorzystane w doswiadczeniach byty

utrzymywane.

Istotne statystycznie rdéznice pomig¢dzy st¢zeniami Pig-MAP w surowicach prosiat
obu plci, a PF, sugeruja brak przydatnosci PF pozyskanego wytacznie z jader do oceny
stezenia tego APP u prosiat ssacych bez wzgledu na ich ptec.

Istotna statystycznie, dodatnia korelacja pomigdzy stgzeniem Pig-MAP w PF i siarze
wskazuje na potencjalna przydatnos¢ PF pozyskanego wylacznie z jader do posredniej
oceny stezenia tego parametru w wydzielinie gruczolu mlekowego matek. Jednakze
nalezy podkresli¢ stabg sile tego zwigzku. Bioragc pod uwage powyzsze oraz niewielkg
liczbe loch uwzgledniong w eksperymencie, dalsze badania uwzgledniajace wigksza

liczbe loch sg konieczne, celem weryfikacji.

Umiarkowane, dodatnie korelacje pomiedzy st¢zeniem Pig-MAP w siarze
1 W surowicy prosigt sg zbiezne z doniesieniami sugerujgcym, ze to siara, przynajmniej
w pewnym stopniu, jest zrodtem tego BOF dla nowo narodzonych prosigt (Martin | wsp.,
2005). Stezenie Pig-MAP w surowicy prosigt po urodzeniu przed pobraniem siary jest na
minimalnym poziomie 1 zaczyna wzrasta¢ po pobraniu siary, przy czym maksymalne
stezenie w ciggu pierwszego tygodnia zycia jest osiggane w 4 dniu (Martin i wsp., 2005).
Analiza Western blot surowicy prosigt w 4 dniu zycia z wykorzystaniem specyficznych
przeciwcial skierowanych przeciwko Pig-MAP wykazata obecnos¢ prazkow o dlugosci
okoto 120, 110, 95 i 36 kDa, wigc analogicznych jak w przypadku siary (Martin i wsp.,
2005). Wszystkie te dane zdajg si¢ potwierdzaé, ze siara stanowi zrodto Pig-MAP dla

nowonarodzonych prosiat.

Wykrycie Pig-MAP w surowicy nowo narodzonych prosigt potwierdza wczesniejsze
doniesienia (Martin i wsp., 2005). Wyniki badan Martin i wsp. (2005) wskazuja wyzsze
$rednie wartosci stezen Pig-MAP w surowicy prosiat w analogicznym wieku od wartosci
zaobserwowanych w niniejszym doswiadczeniu. Wytlumaczeniem tego zjawiska moze

by¢ rozny status zdrowotny stad, z ktérych pochodzity badane prosigta, jako, ze stado
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wykorzystane w niniejszym doswiadczeniu charakteryzowato si¢ wyzszym statusem
zdrowotnym, w poréownaniu do stada wykorzystanego w cytowanej publikacji
(Martin i wsp., 2005). Na korzys¢ tego wyjasnienia moze $wiadczy¢ fakt, ze $rednie
wartosci stezen Pig-MAP u prosigt w wieku 7 dni, pochodzacych ze stada o podobnym
statusie zdrowotnym do tego wykorzystanego w niniejszym do$wiadczeniu (Pomorska-
Mol i wsp., 2011), byly porownywalne do wartoSci zaobserwowanych w pracy

doktorskiej.

Z uwagi na istotne réznice pomig¢dzy st¢zeniami CRP w surowicy loszek i knurkow
oraz miedzy surowicami prosigt a PF, PF uzyskany wylacznie z jader nie moze by¢

rozpatrywany jako obiecujgca alternatywa do oceny st¢zen tego APP w miocie.

Z uwagi na brak istotnych korelacji pomiedzy stgzeniami CRP w probkach pobranych
od loch i PF, PF nie stanowi takze obiecujacej alternatywy do oceny stezen tego BOF

u loch.

Istotna statystycznie, dodatnia korelacja pomigdzy probkami pobranymi od loch i od
prosiagt zostala zaobserwowana jedynie pomig¢dzy st¢zeniem CRP w surowicy loch
1 loszek, jednakze nalezy podkresli¢, ze byta ona staba. Brak korelacji pomiedzy
stezeniem CRP w siarze i surowicy prosiat jest zgodny z wezesniejszymi doniesieniami
(Werner i wsp., 2014). Brak jest danych dotyczacych stezeh CRP w surowicy nowo
narodzonych prosigt przed pobraniem siary. Werner i wsp. (2014) sugeruje, ze CRP
zawarte w surowicy prosigt w 4 dniu zycia pochodzi z siary. W badaniu Llamas Moya
1 wsp. (2007) stezenie CRP w ciggu pierwszego tygodnia zycia utrzymywato si¢ u prosiat
na relatywnie statym poziomie. U czlowieka, okres pottrwania CRP jest dosy¢ krotki
1 jest szacowany na okolo 19 godzin, po czym jego stezenie w surowicy zaczyna
gwaltownie si¢ obniza¢, chyba, Ze nastgpuje jego ciagla produkcja (Coventry i wsp.,
2009). U swin, CRP jest biatkiem, ktore gwaltownie wzrasta w skutek zadziatania bodzca
wywotujacego stan zapalny, przy czym jego stezenia roOwniez nie utrzymujg si¢ na
wysokich poziomach przez dluzszy czas. Brak korelacji pomiedzy stezeniami CRP
w probkach pobranych od loch i1 surowicy prosiat pobranej miedzy 3 a 7 dniem Zycia,
przy jednoczesnym relatywnie statym poziomie tego biatka w surowicy prosigt moze

sugerowac jego endogenng produkcje przez prosieta.
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8.2. Eksperyment 2

Pomimo tego, ze pierwsze doniesienia dotyczgce potencjalnego zastosowania PF
w diagnostyce i monitoringu chor6b swin pochodza z 2010 roku (Boettcher i wsp., 2010),
to w poréwnaniu do innych alternatywnych prébek, ktore mozna uzyskiwac¢ od swin
(np. OF, MJ), mozliwo$ci wykorzystywania PF w praktyce sg wcigz dosy¢ stabo zbadane,
m.in. wcigz brakuje dostepnych komercyjnych testow ELISA, ktore bytyby dedykowane
do badania PF. W takiej sytuacji, w przypadku checi wykorzystywania w laboratoriach
diagnostycznych PF jako materialu diagnostycznego, jedyna mozliwoscig jest
korzystanie z testow opracowanych i walidowanych dla innych typoéw probek (gtownie
krwi i surowicy). W przypadku komercyjnych testow ELISA, materialem
diagnostycznym rutynowo wykorzystywanym do przeprowadzenia tego typu badania,
jest surowica. Takie rozwigzanie moze mie¢ jednak pewne ograniczenia. Nalezy mie¢ na
uwadze, ze testy walidowane dla jednego typu materiatu diagnostycznego, moga by¢
niecodpowiednie do wykorzystywania innych typéw probek, co moze skutkowac
otrzymywaniem wynikow fatszywych. Moze to wynika¢ z odmiennego sktadu
poszczegolnych  typow  materiatdw  diagnostycznych,  wystgpowania  reakcji
niespecyficznych lub nieprzewidzianych interakcji na r6znym poziomie. Dla przyktadu,
MJ, uzyskiwany poprzez zamrozenie i rozmrozenie wycinka tkanki mig$niowej, zawiera
w swoim skladzie, poza krwig, dodatkowe komponenty, jak limf¢ i plyn
wewnatrzkomérkowy (Nielsen i wsp., 1998). W badaniu Nielsen i wsp. (1998)
zaobserwowano okoto 10 krotnie wigksze rozcienczenie specyficznych przeciwciat w MJ
w porownaniu do surowicy i zasugerowano, ze MJ moze stanowi¢ fizjologiczne
rozcienczenie surowicy. Jednakze w tym samym badaniu wykazano zgodno$¢ wynikow
otrzymywanych w badaniu ELISA, pomiedzy badanymi probkami surowicy 1 MJ, gdy
zastosowano w odniesieniu do MJ odpowiednie rozcienczenie (Nielsen i wsp., 1998).
Zasugerowano takze, ze trafno$¢ otrzymanych w niniejszym tescie wynikéw, moze by¢
poprawiona poprzez zmiane punktu odcigcia (Nielsen i wsp., 1998). Na podstawie
definicji PF, ktory jest opisywany jako surowiczo-krwisty ptyn pozyskany z tkanek
(jader/obcigtych ogonow) (Lopez i wsp., 2018; Magtoto i wsp., 2022), mozna zaktadac,
ze jego sktad jest do$¢ zblizony do skladu surowicy. Zatem nalezy przypuszczaé, ze
przynajmniej niektore z komercyjnie dostepnych testow ELISA walidowanych dla
surowicy, beda mogty by¢ zastosowane takze w badaniu probek PF. Jednakze nie mozna

wykluczy¢, podobnie jak w przypadku MJ, ze w sktad PF beda wchodzily takze inne
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komponenty, ktore moga interferowa¢ ze sktadnikami testu i prowadzi¢ do uzyskania
wynikow fatszywych (Nielsen i wsp., 1998; Di Bartolo i wsp., 2020). Stad, przy
wykorzystaniu do badan probek PF testow walidowanych dla innych rodzajéw probek,
wskazanym jest przeprowadzenie oceny ich przydatnosci i ewentualnie wprowadzenie
niezbednych modyfikacji do metodyki ich wykonania lub interpretacji np. dobranie
odpowiedniego rozcienczenia lub wyznaczenie optymalnego dla PF punkt odcigcia, aby

uzyskane wyniki odzwierciedlaty stan faktyczny probek.

Do oceny testow diagnostycznych stosuje si¢ Szereg parametrow walidacyjnych. Do
najpowszechniejszych zalicza si¢: czulo$¢, swoistos¢, PPV, NPV oraz dokladnos¢.
Idealny test diagnostyczny powinien wykazywa¢ wysokie wartosci wszystkich
parametrow walidacyjnych. Niestety w praktyce osiagnigcie takiej rownowagi moze by¢
trudne. Czutosc¢ i swoisto$¢ sg miarami, ktore wskazujg zdolnos¢ testu do prawidtowego
zaklasyfikowania zwierzecia jako chorego lub zdrowego (w szerszym ujeciu
posiadajacego lub nie dang cechg¢). Czutos$¢ opisuje zdolnos¢ testu do prawidtowego
sklasyfikowania zwierzecia chorego, jako dodatnie. Testy o wysokiej czutosci bedg si¢
charakteryzowaty niskim odsetkiem wynikow fatszywie ujemnych. Z kolei swoistos¢
opisuje zdolnos¢ testu diagnostycznego do prawidtowego sklasyfikowania zwierzecia
zdrowego, jako ujemne. Jesli dany test charakteryzuje si¢ wysokg swoisto$cia, to bedzie
dawat niski odsetek wynikéw falszywie dodatnich. Najlepszym rozwigzaniem jest
stosowanie testow, ktore posiadajg mozliwie wysokie oba te wskazniki. Niestety czesto
wzrost jednego z tych parametrow, bedzie skutkowat obnizeniem drugiego. W zaleznosci
od celu w jakim wykonywany jest dany test, testy diagnostyczne mozna podzieli¢ na trzy
kategorie: przesiewowe (ang. screening), potwierdzajace i wykluczajace (Feinstein,
1975). Do monitoringu stanu zdrowia stad $§win wybiera si¢ testy przesiewowe. Takie
testy, powinny cechowac¢ si¢ mozliwe wysokimi parametrami czutosci 1 swoistosci.
W przypadku testowania wzglednie zdrowej grupy zwierzat, do otrzymanych dodatnich
wynikow testow przesiewowych powinno podchodzi€ si¢ z pewna rezerwa i powinny one
zosta¢ zweryfikowane za pomocg testow potwierdzajgcych (Zeman, 1997; Maxim i wsp.,
2019). Wartosci predykcyjne testow, zaleza od czulosci, specyficznosci 1 od czestosci
wystgpowania  choroby/cechy w badanej grupie zwierzat. Swiadcza zatem
o ,,wiarygodnosci” dostarczanych przez test wynikow. W przypadku gdy PPV jest
wysoka, to dodatnie wyniki testu sg z reguly doktadne, ale wyniki ujemne mogg by¢

kwestionowane. Jezeli choroba/cecha w badanej grupie zwierzat wystgpuje rzadko, to
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warto$¢ predykcyjna testu bedzie niska, niezaleznie od doktadnosci testu. W przypadku
wysokiej NPV, ujmene wyniki testu bedg na ogét doktadne, podczas gdy wyniki dodatnie
mogg by¢ kwestionowane (Zeman, 1997; Monaghan i wsp., 2021).

Wykorzystane w niniejszym eksperymencie komercyjne testy ELISA, w odniesieniu
do PF charakteryzowaly si¢ wysokimi wartosciami swoisto$ci i PPV. Jednakze, gdy
otrzymane wyniki analiz PF byly interpretowane wedlug punktu odcigcia
rekomendowanego przez producenta testu, to czutos¢, NPV oraz wspotczynnik k byly
niezadawalajace. Wyznaczenie za pomocg krzywej ROC optymalnego dla PF punktu
odcigcia 1 interpretacja wynikdw zgodnie z nim, pozwolita w odniesieniu do czesci
wykorzystanych testow na poprawe w zakresie omawianych parametrow. W przypadku
testu stuzacego do wykrywania swoistych przeciwcial przeciwko Mhp, interpretacja
uzyskanych wynikow wedtug optymalnego dla PF punktu odcigcia, znaczaco poprawita
prawie wszystkie analizowane parametry walidacyjne testu, do blisko idealnych wartosci,
skutkujac znakomita doktadnoscia 1 zgodnos$cig. Powyzsze, w potaczniu z wyliczona dla
PF doskonata wartoscia AUC wskazuje na przydatno$¢ tego testu do wykrywania
swoistych przeciwcial w PF, po wyznaczeniu i wprowadzeniu modyfikacji w zakresie
punktu odcigcia. Podobng prawidlowos$¢ zaobserwowano w przypadku testu stuzacego
do wykrywania swoistych przeciwciat przeciwko IAV. Interpretacja wynikow analizy
probek PF wedtug OT skutkowata wzrostem niesatysfakcjonujacych uprzednio czutosci,
NPV i wspoélczynnika k, przy jednoczesnym tylko nieznacznym obnizeniu pozostatych
parametréw, co w rezultacie dato doskonata doktadnos¢ i zgodnos¢. W potaczeniu
z wyliczong dla PF warto$cia AUC, ktéra nie rdznila si¢ istotnie statystycznie od
standardu, wskazuje to na przydatno$¢ tego testu do wykrywania obecnosci swoistych
przeciwcial w PF, po wyznaczeniu 1 zastosowaniu optymalnego dla tej probki punktu
odcigcia. Test stuzagcy do wykrywania swoistych przeciwcial przeciwko PEDV
charakteryzowatl si¢ doskonala doktadno$cia, nawet w sytuacji gdy wyniki byly
analizowane w oparciu o punkt odcigcia rekomendowany przez producenta testu.
Jednakze nalezy podkresli¢, ze w tym przypadku odsetek probek sklasyfikowanych jako
dodatnie byl niski, bez wzgledu na rodzaj badanej probki, a wiadomo, ze doktadnos$¢ testu
diagnostycznego zalezy od prewalencji (Faizi i Alvi, 2023). Interpretacja uzyskanych
wynikow wedtug optymalnego dla PF punktu odcigcia spowodowata znaczaca poprawe
niesatysfakcjonujacej wczesniej czutosci oraz reklasyfikacje wspotczynnika «

z umiarkowanego do znaczacego, przy zauwazalnym obnizeniu PPV. Powyzsze dane,
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w polaczeniu z brakiem istotnej statystycznie rdéznicy pomigdzy AUC wyliczonym dla
PF a standardem, sugerujg, ze test ten moze by¢ uzyteczny do wykrywania swositych
przeciwciat w PF. W przypadku testu sluzacego do wykrywania przeciwciat
skierowanych przeciwko HEV, interpretacja wynikow w oparciu o optymalny dla PF
punkt odcigcia spowodowata znaczacy spadek swoistosci, co rodzi ryzyko uzyskiwania
wynikow falszywie dodatnich. Wzrost zgodnosci byl jedynie nieznaczny i nie
spowodowat zmiany jej klasyfikacji. Jednakze biorgc pod uwage doskonata czutos¢,
doktadnos¢ oraz akceptowalny poziom pozostatych parametrow walidacyjnych testu oraz
warto$¢ AUC, ktora pomimo tego, ze istotnie statystycznie rdznita si¢ od standardu, to
byla klasyfikowana jako doskonata, mozna uzna¢ ten test za przydatny do wykrywania
swoistych przeciwciat w PF. W przypadku testu stuzacego do wykrywania swoistych
przeciwcial przeciwko Ery, interpretacja wynikow w oparciu o optymalny dla PF punkt
odcigcia, spowodowata zmiany pozioméw poszczegdlnych parametrow walidacyjnych
testu, tak, ze wigkszo$¢ z nich byta akceptowalna, przy czym, podobnie jak w przypadku
testu stuzacego do wykrywania swoistych przeciwcial przeciwko HEV, znaczacemu
obnizeniu ulegta swoistos¢, co rodzi ryzyko uzyskiwania wynikéw fatszywie dodatnich.
Wartos¢ AUC istotnie roznita si¢ od standardu, ale pozostawata doskonata. Jednakze
Z uwagi na nieznaczny wzrost wspotczynnika k, wskazujacy jedynie na umiarkowang
zgodnos$¢, uzyteczno$é tego testu do wykrywania swositych przeciwcial moze byc¢
watpliwa. Najmniej obiecujace wyniki zostaty uzyskane w odniesieniu do ostatniego
z omawianych testow. W przypadku testu stuzgcego do wykrywania swoistych
przeciwciat skierowanych przeciwko App, interpretacja wynikow analiz PF w oparciu
0 OT spowodowata zmiany poziomow poszczegdlnych parametrow walidacyjnych testu.
Jednakze spos$rod wszystkich analizowanych testoéw, w tym przypadku uzyskano
najmniej satysfakcjonujgce wartosci czuto$ci, swoistosci i NPV. Dodatkowo, pomimo,
ze zastosowanie OT spowodowalo wzrost wspotczynnika k, to nie wptyneto to na zmiang
klasyfikacji zgodnos$ci i pozostata ona jedynie umiarkowana. Uzyskana wartos¢ AUC dla
PF byta istotnie statystycznie nizsza od standardu i pomimo, ze byta klasyfikowana jako
znaczaca, to byta najnizsza sposrod wszystkich analizowanych testow. Biorgc powyzsze
pod uwage, mozna zaktada¢ ograniczong przydatno$¢ tego testu do wykrywania
swoistych przeciwciat w PF, nawet po zastosowaniu optymalnego dla PF punktu

odcigcia.
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Otrzymane wyniki wskazuja, ze PF uzyskany wylacznie z jader moze stuzy¢ jako
alternatywna probka w badaniach nad wystepowaniem przeciwciat przeciwko wybranym
patogenom u prosiat, a wyniki mogg by¢ odnoszone do calego miotu. Jednakze nalezy
podkresli¢, ze przydatnos¢ PF do tego celu jest warunkowana w duzej mierze przez
wybrany do przeprowadzenia analizy test ELISA i zastosowany punkt odcigcia. Dla
przyktadu, w przypadku testu stuzagcego do wykrywania swoistych przeciwciat przeciwko
PEDV, nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic pomiedzy odsetkiem dodatnich
probek w surowicach prosiat a PF, bez wzgledu na zastosowany do interpretacji wynikow
PF punkt odcigcia. W przypadku testu stuzacego do wykrywania specyficznych
przeciwcial anty-HEV, istotna statystycznie r6znica w odsetku dodatnich probek zostata
zaobserwowana jedynie pomigdzy surowicg loszek a PF, kiedy wyniki analizy tej probki
byly interpretowane w oparciu o punkt odcigcia rekomendowany przez producenta testu.
W sytuacji, gdy wyniki analiz PF byty interpretowane na podstawie optymalnego dla PF
punktu odciecia, odsetek dodatnich probek w obrebie obu badanych materialow byt
porownywalny. W przypadku testow stuzacych do wykrywania swoistych przeciwciat
anty-Mhp, anty-Ery i anty-IAV, istotne statystycznie réznice w odsetku dodatnich probek
byly obserwowane pomiedzy surowicami prosigt obu pici a PF, jesli wyniki byly
interpretowane na podstawie punktéw odciecia rekomendowanych przez producentéw
testow. Gdy do interpretacji wynikow PF zastosowano OT, odsetki surowic prosiagt obu
plci oraz PF klasyfikowanych jako dodatnie byty poréwnywalne. Powyzsze wskazuje na
przydatnos¢ PF uzyskiwanego wylacznie z jader do oceny wystepowania Swositych
przeciwcial w obrebie grupy prosigt zawierajacej zarowno knurki jak 1 loszki, po
zastosowaniu optymalnego dla PF punktu odcigcia. Warto podkresli¢, ze w przypadku
testu stuzacego do wykrywania specyficznych przeciwciat anty-App, zastosowanie przy
interpretacji wynikéw analiz PF optymalnego dla niego punktu odcigcia nie przyczynito
si¢ do zniwelowania wystepujacych istotnych statystycznie roznic pomiedzy odsetkiem
probek surowic prosigt klasyfikowanych jako dodatnie a probkami PF, wskazujac na

ograniczong przydatnos¢ tego testu do omawianego celu.

Dostepna literatura w zakresie wynikéw prezentowanych w niniejszym rozdziale, ze
wzgledu na ich nowatorski charakter, jest mocno ograniczona. Jedna z opublikowanych
prac wskazuje na przydatnos¢ PF do monitorowania wystepowania Swoistych przeciwciat
anty-Mhp za pomoca komercyjnego testu ELISA walidowanego dla krwi w stadach
zarodowych (Magtoto i wsp., 2022). Test uzyty w cytowanym badaniu charakteryzowat
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si¢ znakomitg czulo$cia (97,6%) 1 swoistoscig (100%) w odniesieniu do PF, nawet gdy
wyniki analiz tego rodzaju probki byly interpretowane w oparciu o punkt odcigcia
rekomendowany przez producenta testu, a zastosowanie punkt odcigcia optymalnego dla
PF umozliwito dodatkowe zoptymalizowanie tych wartosci (Magtoto i wsp., 2022).
Kolejna z dostepnych prac wskazuje na przydatnos¢ PF do wykrywania swoistych
przeciwcial anty-PRRSV za pomoca komercyjnego testu ELISA (Lopez i wsp., 2022).
Wykazano, ze przyjecic optymalnego dla PF punktu odcigcia pozwala na
zoptymalizowanie czutosci i swoistosci testu w stosunku do tego typu materiatu do
odpowiednio 99,0% i 100% (Lopez i wsp., 2022). Nalezy jednak podkreslic, ze
w badaniach przywotywanych powyzej, dokonywano modyfikacji w procedurze analiz
laboratoryjnych, poprzez =zastosowanie mniejszych rozcienczen probek PF,
w porownaniu do tych, zalecanych dla surowicy (Lopez i wsp., 2022; Magtoto i wsp.,
2022) oraz modyfikowanie stosowanego koniugatu, czy czasu inkubacji (Lopez i wsp.,
2022), co niewatpliwie moglo wptywac na otrzymane wyniki. Zastosowanie tego typu
zmian wymaga bez watpienia wigkszej wiedzy i do$wiadczenia i moze by¢
problematyczne w laboratoriach terenowych. W naszym eksperymencie, sprawdziliSmy
przydatnos¢ PF do oceny wystepowania Swoistych przeciwciat za pomocg dost¢pnych na
rynku testow ELISA, bez zadnych modyfikacji w przeprowadzanej procedurze. Co
wigcej, w przywolywanych publikacjach, analizowane probki PF byly probkami
zbiorczymi (Lopez i wsp., 2022; Magtoto i wsp., 2022). W innej z prac, oceniono
przydatnos¢ indywidulanych probek PF do wykrywania swoistych przeciwciat anty-HEV
za pomoca komercyjnego testu ELISA (Di Bartolo i wsp., 2020), podobnie jak
w niniejszym eksperymencie, bez zadnych dodatkowych modyfikacji w obrebie
procedury laboratoryjnej. Wyniki tej pracy sa czeSciowo zbiezne z wynikami niniejszego
eksperymentu i wskazuja, ze wyznaczenie i zastosowanie optymalnego dla PF punktu
odciecia moze wplyna¢ na zmiang parametréw walidacyjnych testu diagnostycznego.
Gdy otrzymane przez Di Bartolo i wsp. (2020) wyniki byty interpretowane w oparciu o
punkt odcigcia rekomendowany przez producenta testu, uzyskano wzglednie dobra
swoisto$¢ (89%), przy niezadawalajacych czutoséci (47%) 1 stabej zgodnosci (0,19).
Zastosowanie optymalnego dla PF punktu odcigcia podwyzszyto czutos$¢ (77%) testu oraz
zgodnos¢ (0,27) przy jednoczesnym obnizeniu swoistosci (56%) (Di Bartolo i wsp.,
2020). Gorsze wartosci parametrow walidacyjnych testow w odniesieniu do PF
w doswiadczeniach, w ktérych dokonywano zmiany jedynie w odniesieniu do punktu

odciecia stosowanego do klasyfikacji wynikéw analiz, w porownaniu do doswiadczen,
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w ktorych dodatkowo dokonywano modyfikacji w obrebie rozcienczen probki PF (Lopez
I wsp., 2022; Magtoto i wsp., 2022) i/lub zmian metodycznych moze potwierdzac teorig,
ze PF stanowi ,,rozcienczong” probke surowicy. Nie wykluczone tez, ze w przypadku
wykorzystanych w naszym doswiadczeniu testow, ktorych parametry walidacyjne
w odniesieniu do PF pozostawaty niezadawalajace po zastosowaniu optymalnego dla PF
punktu odcigcia, moglyby ulec poprawie po dalszych modyfikacjach w obrgbie procedury
laboratoryjnej jak np. zastosowanie w odniesieniu do PF nizszych rozcienczen niz te

rekomendowane dla probek surowicy.

Wigkszo$¢ naukowcow oceniata przydatnos$¢ PF do celow diagnostycznej jako probki
zbiorczej, natomiast w literaturze brakuje badan oceniajacych wptyw takiego
postgpowania (pulowania) na wiarygodno$¢ uzyskiwanych wynikéw. W niektorych
sytuacjach, takich jak np. monitoring wystepowania patogenow W stadzie, badanie
pulowanych probek PF moze by¢ bardziej pozadane niz badanie indywidualnych probek,
glownie ze wzgledu ekonomicznych. Trzeba pamigtaé, ze pulowanie probek moze jednak
wplywaé na wynik testu, coO wykazano w obecnych badaniach. Nalezy zawsze mie¢ na
uwadze potencjalne rozcienczenia dodatnich probek przez probki ujemne w Sytuacji ich
pulowania, zwlaszcza w okresie rozwijajacego si¢ zakazenia lub w koncowym okresie
zwalczania choroby (mato zwierzat dodatnich). Pomimo tego, ze interpretacja
otrzymanych wynikow w oparciu o optymalny dla PF punkt odcigcia znaczaco
zwigkszyta liczbe zbiorczych probek prawidtowo sklasyfikowanych przez wykorzystane
testy, to w wiekszosci przypadkow pulowanie pojedynczych probek dodatnich
z probkami ujemnymi nie pozwolilo na wilasciwe zaklasyfikowanie puli 1 wykrycie
osobnika dodatniego. Maksymalne rozcienczenie w jakim probki zbiorcze byly
poprawnie klasyfikowane zalezalo takze od stopnia pozytywnosci probki wyjsciowe.
W przypadku wysoko-dodatnich probek, 4 z 5 ocenianych testow ELISA, prawidtowo
sklasyfikowaty wszystkie probki o rozcienczeniach do 1:40 wilacznie, a 2 z nich
prawidlowo sklasyfikowaly wszystkie probki, niezaleznie od poziomu rozcienczenia,
w sytuacji, gdy wyniki byly interpretowane w oparciu o optymalny dla PF punkt odcigcia.
W odniesieniu do umiarkowanie-dodatnich probek, jedynie 2 testy ELISA prawidlowo
sklasyfikowaly wszystkie probki o rozcienczeniach do 1:40 wiacznie, gdy wyniki byly
interpretowane w oparciu o optymalny dla PF punkt odcigcia. W przypadku nisko-
dodatnich probek, 3 sposrdd analizowanych testow ELISA niewlasciwie klasyfikowato

probki juz w rozcienczeniu 1:10. Jednakze, jeden z testow prawidlowo sklasytikowat
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wszystkie probki o rozcienczeniach do 1:20 wlacznie i dwie probki o rozcienczeniu 1:40,
w przypadku interpretacji wynikéw zgodnie z optymalnym dla PF punktem odcigcia.
Interpretacja wynikéw tych analiz w oparciu o punkt odciecia rekomendowany przed
producenta testu skutkowata nieprawidlowg klasyfikacjg wigkszosci nisko-dodatnich
I umiarkowanie-dodatnich probek, niezaleznie od ich rozcienczenia. Uzyskane wyniki sg
zgodne z wynikami Di Bartolo i wsp. (2020). W przywolywanym badaniu, dodatnie
probki PF zostaty zaklasyfikowane do 1 z 4 grup, w zaleznosci od stopnia pozytywnosci,
a nastepnie rozcienczone (1:4, 1:5, 1:6 1 1:7) 1 przebadane komercyjnym testem ELISA
walidowanym dla surowicy. Przy interpretacji wynikow zgodnie z punktem odcigcia
wyznaczonym dla PF, wszystkie z analizowanych probek zostaly prawidtowo
sklasyfikowane, natomiast gdy wyniki byly interpretowane w oparciu o punkt odcigcia
rekomendowany dla surowicy, to jedynie wysoko-dodatnie probki byty sklasyfikowane
jako dodatnie (Di Bartolo i wsp., 2020). Pulowanie indywidualnych probek PF i badanie
ich jako probki zbiorcze wpltywa zatem na wiarygodno$¢ otrzymywanych wynikow.
Dlatego, zwtaszcza w badaniu rozpoznawczym lub koncowym etapie zwalczania
choroby/eradykacji patogenéw, pulowanie probek PF nawet tylko w obrebie jednego
miotu nalezy uzna¢ za ryzykowne w aspekcie wlasciwej interpretacji sytuacji w stadzie.
W przypadku analizy probek zbiorczych PF za pomoca komercyjnych testow ELISA,
wyznaczanie 1 interpretacja wynikdw w oparciu o optymalny dla PF punkt odcigcia
zwigksza liczbe probek poprawnie sklasyfikowanych. Jednakze, w przypadku niektorych
testow, w celu uzyskania wiarygodnych wynikoéw, konieczne moga si¢ okaza¢ dodatkowe

modyfikacje w obrebie procedury laboratoryjne;.

9. Podsumowanie

Wedtug naszej wiedzy jest to pierwsze doniesienie, w ktorym potwierdzono obecnosé
Ig, cytokin 1 APP w PF. Ze wzgledu na brak istotnych roznic migdzy st¢zeniem IgG, IgA,
IL-1B, IL-4, IL-6 i IFN-y w surowicy prosiat i PF, nalezy stwierdzi¢, ze PF stanowi
obiecujacg alternatywe dla krwi do oceny tych parametrow u prosigt ssgcych. Ponadto,
ze wzgledu na korelacje miedzy stezeniami IgA, IL-1B, IL-4, IL-6, IL-8, IFN-y
w surowicy loch i PF oraz stezeniami IL-1, IL-4, IL-6, IL-8, IFN-y i Pig-MAP w siarze
1 PF, PF moze potencjalnie stanowi¢ cenng i istotng matryce do posredniej oceny

parametrow immunologicznych loch.
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Uzyskane wyniki potwierdzily obecno$¢ w PF wszystkich badanych przeciwcial oraz
wskazuja, ze niektore dostepne na rynku testy ELISA, zaprojektowane do wykrywania
swoistych przeciwcial w surowicy, moga by¢ réwniez stosowane do ich oznaczania
w PF, pod warunkiem zastosowania optymalnej wartosci granicznej (cut-off). Nalezy
jednak zaznaczy¢, ze wyniki sg specyficzne dla poszczegolnych, uzytych w badaniach
testow ELISA i nie mogg by¢ ekstrapolowane na inne dostepne testy. W przypadku
niektorych zestawoéw, parametry testu oraz miary zgodnos$ci, pozostawatly
niezadowalajgce, nawet po zastosowaniu optymalnej wartosci granicznej dla PF. Takie
testy moga wymaga¢ wprowadzenia wickszych modyfikacji procedury oznaczania przed
ich uzyciem do analiz PF. Dodatkowo, nalezy mie¢ na uwadze, ze bezkrytyczne
pulowanie probek PF moze prowadzi¢ do btednej interpretacji sytuacji epidemiologicznej
w stadzie. Brak istotnych roznic migdzy wynikami uzyskanymi z surowic samcow i samic
oraz migdzy surowicami prosigt obu pitci a PF wskazuje na mozliwos$¢ interpretacji

wynikow analiz PF dla catego miotu.
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10. Whioski

1. Plyn technologiczny uzyskiwany wylacznie z jader moze stanowi¢ probke
alternatywna dla surowicy do oceny stezen parametrow immunologicznych (IgG,
IgA, IL-1B, IL-4, IL-6, IFN-y) u prosiat, a wyniki moga by¢ interpretowane dla
catego miotu. Dodatnia korelacja pomiedzy stezeniami IgA, IL-1p, IL-4, IL-6,
IFN-y, w PF uzyskanym wylacznie z jader i surowicy loch oraz pomigdzy
stezeniami IL-1p, IL-4, IL-6, IL-8, IFN-y i Pig-MAP w PF i siarze wskazuje na
potencjalng mozliwosci wykorzystania PF do posredniej oceny tych parametréw
u loch - matek badanych prosiat.

2. Ptyn technologiczny uzyskany wylacznie z jader moze by¢ uzyteczng probka do
wykrywania swoistych przeciwciat przeciwko waznym patogenom §win, a wyniki
moga by¢ interpretowane dla catego miotu.

3. Komercyjne testy ELISA opracowane dla surowicy moga by¢ przydatne do
badania probek PF, w tym oceny stgzen parametréw immunologicznych oraz, po
zastosowaniu przy interpretacji wynikow optymalnego dla tej probki punktu
odciecia, wykrywania swoistych przeciwcial.

4. Pulowanie indywidualnych prébek PF i1 badanie jako probki zbiorcze moze
wplywac¢ na wyniki analiz laboratoryjnych w kierunku wystepowania swoistych

przeciwciat, niezaleznie od przyjetego dla danego testu ELISA punktu odcigcia.
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12. Spis rycin i tabel

Ryc. 1. Srednie (£SD) wartosci stezen (mg/ml) IgG, IgA oraz IgM w badanym

materiale.
Ryec. 2. Srednie (£SD) wartosci stezen (ng/ml) IFN-y w badanym materiale.

Ryc. 3. Srednie (+SD) wartosci stezen (pg/ml) IL-1p, IL-4, IL-6, IL-8 i TNF-o

w badanym materiale.

Ryec. 4. Srednie (£SD) wartosci stezen (mg/ml) Hp w badanym materiale.

Ryec. 5. Srednie (£SD) wartosci stezen Pig-MAP (ng/ml) w badanym materiale.
Ryc. 6. Srednie (+SD) wartosci stezen CRP (ug/ml) w badanym materiale.

Ryc. 7. Przebieg krzywych ROC dla wynikow testu ELISA do wykrywania przeciwciat
skierowanych przeciwko App, uzyskanych dla surowicy (sS/Pref) i PF (PTS/P).

Ryc. 8. Przebieg krzywych ROC dla wynikow testu ELISA do wykrywania przeciwciat
skierowanych przeciwko Ery, uzyskanych dla surowicy (sS/Pref) i PF (PTS/P).

Ryc. 9. Przebieg krzywych ROC dla wynikow testu ELISA do wykrywania przeciwciat
skierowanych przeciwko HEV, uzyskanych dla surowicy (sS/Pref) i PF (PTS/P).

Ryc. 10. Przebieg krzywych ROC dla wynikow testu ELISA do wykrywania przeciwcial
skierowanych przeciwko PEDV, uzyskanych dla surowicy (sS/Pref) i PF (PTS/P).

Ryc. 11. Przebieg krzywych ROC dla wynikéw testu ELISA do wykrywania przeciwciat
skierowanych przeciwko 1AV, uzyskanych dla surowicy (sS/Pref) i PF (PTS/P).

Ryc. 12. Przebieg krzywych ROC dla wynikéw testu ELISA do wykrywania przeciwciat
skierowanych przeciwko Mhp, uzyskanych dla surowicy (sS/Pref) i PF (PTS/P).

Tabela 1. Wybrane dane dotyczace komercyjnych testow ELISA wykorzystanych

w eksperymencie.

Tabela 2. Wykaz testow wykorzystanych w badaniach wraz z liczba probek

przebadanych w poszczego6lnych kierunkach.

Tabela 3. Zakresy kwalifikacji probek dodatnich do grup o niskim, §rednim i wysokim

wyniku dodatnim w zalezno$ci od zastosowanego testu.
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Tabela 4. Klasyfikacja doktadnosci testu w odniesieniu do PF w zaleznosci od

uzyskanej warto$ci AUC.
Tabela 5. Korelacje pomi¢dzy stezeniami 1gG, IgA i IgM w analizowanych probkach.

Tabela 6. Korelacje pomig¢dzy stezeniami IL-B, IL-4, IL-6, IL-8 i IFN-y w

analizowanych probkach.

Tabela 7. Korelacje pomi¢dzy stezeniami Hp, Pig-MAP i CRP w analizowanych
probkach.

Tabela 8. Wskaznik mocy diagnostycznej zastosowanej metody (AUC), doktadno$é
(ACC) oraz warto$¢ optymalnego punktu odciecia (ang. optimal treshold, OT) dla testu
przeznaczonego do wykrywania przeciwcial skierowanych przeciwko App, wyznaczone

przy pomocy analizy krzywych ROC dla r6znych klasyfikatorow.

Tabela 9. Porownanie parametrow walidacyjnych testu ELISA przeznaczonego do
wykrywania przeciwcial skierowanych przeciwko App dla PF, w zaleznosci od

przyjetych punktow odciecia.

Tabela 10. Porownanie odsetka probek zaklasyfikowanych jako dodatnie (zawierajace
przeciwciala przeciwko App), w zalezno$ci od analizowanego materiatu i przyjetego

punktu odcigcia.

Tabela 11. Klasyfikacja szeregu rozcienczen nisko-, umiarkowanie- i wysoko-dodatnich
probek (zawierajacych przeciwciata przeciwko App) w zalezno$ci od przyjetego punktu

odciecia.

Tabela 12. Wskaznik mocy diagnostycznej zastosowanej metody (AUC), doktadnosé
(ACC) oraz wartos¢ optymalnego punktu odcigcia (ang. optimal treshold, OT) dla testu
przeznaczonego do wykrywania przeciwciat skierowanych przeciwko Ery, wyznaczone

przy pomocy analizy krzywych ROC dla roznych klasyfikatorow.

Tabela 13. Poréwnanie parametrow walidacyjnych testu ELISA przeznaczonego do
wykrywania przeciwcial skierowanych przeciwko Ery dla PF, w zaleznos$ci od przyjetych

punktoéw odciecia.

Tabela 14. Poréwnanie odsetka probek zaklasyfikowanych jako dodatnie (zawierajace
przeciwciala przeciwko Ery), w zaleznosci od analizowanego materiatu i przyjetego

punktu odcigcia.
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Tabela 15. Klasyfikacja szeregu rozcienczen nisko-, umiarkowanie- i wysoko-dodatnich
probek (zawierajacych przeciwciata przeciwko Ery) w zaleznosci od przyje¢tego punktu

odciecia.

Tabela 16. Wskaznik mocy diagnostycznej zastosowanej metody (AUC), doktadno$é
(ACC) oraz warto$¢ optymalnego punktu odciecia (ang. optimal treshold, OT) dla testu
przeznaczonego do wykrywania przeciwcial skierowanych przeciwko HEV, wyznaczone

przy pomocy analizy krzywych ROC dla r6znych klasyfikatoréw.

Tabela 17. Poréwnanie parametrow walidacyjnych testu ELISA przeznaczonego do
wykrywania przeciwciat skierowanych przeciwko HEV dla PF, w zaleznosci od

przyjetych punktow odcigcia.

Tabela 18. Poréwnanie odsetka probek zaklasyfikowanych jako dodatnie (zawierajace
przeciwciala przeciwko HEV), w zalezno$ci od analizowanego materialu i przyjetego

punktu odcigcia.

Tabela 19. Klasyfikacja szeregu rozcienczen nisko-, umiarkowanie- i wysoko-dodatnich
probek (zawierajacych przeciwciata przeciwko HEV) w zalezno$ci od przyjetego

punktu odcigcia.

Tabela 20. Wskaznik mocy diagnostycznej zastosowanej metody (AUC), doktadnosé
(ACC) oraz wartos¢ optymalnego punktu odcigcia (ang. optimal treshold, OT) dla testu
przeznaczonego do wykrywania przeciwcial skierowanych przeciwko PEDV,

wyznaczone przy pomocy analizy krzywych ROC dla r6znych klasyfikatorow.

Tabela 21. Poréwnanie parametrow walidacyjnych testu ELISA przeznaczonego do
wykrywania przeciwcial skierowanych przeciwko PEDV dla PF, w zaleznosci od

przyjetych punktéw odcigcia.

Tabela 22. Porownanie odsetka probek zaklasyfikowanych jako dodatnie (zawierajace
przeciwciata przeciwko PEDV), w zaleznosci od analizowanego materiatu i przyjetego

punktu odcigcia.

Tabela 23. Wskaznik mocy diagnostycznej zastosowanej metody (AUC), doktadnos¢
(ACC) oraz warto$¢ optymalnego punktu odciecia (ang. optimal treshold, OT) dla testu
przeznaczonego do wykrywania przeciwcial skierowanych przeciwko IAV, wyznaczone

przy pomocy analizy krzywych ROC dla r6znych klasyfikatorow.
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Tabela 24. Poréwnanie parametrow walidacyjnych testu ELISA przeznaczonego do
wykrywania przeciwcial skierowanych przeciwko IAV dla PF, w zalezno$ci od

przyjetych punktéw odcigcia.

Tabela 25. Porownanie odsetka probek zaklasyfikowanych jako dodatnie (zawierajace
przeciwciala przeciwko IAV), w zalezno$ci od analizowanego materiatu i przyjetego

punktu odcigcia.

Tabela 26. Klasyfikacja szeregu rozcienczen nisko-, umiarkowanie- i wysoko-dodatnich
probek (zawierajacych przeciwciata dla IAV) w zaleznosci od przyjetego punktu

odciecia.

Tabela 27. Wskaznik mocy diagnostycznej zastosowanej metody (AUC), doktadno$é
(ACC) oraz wartos¢ optymalnego punktu odcigcia (ang. optimal treshold, OT) dla testu
przeznaczonego do wykrywania przeciwcial skierowanych przeciwko Mhp, wyznaczone

przy pomocy analizy krzywych ROC dla r6znych klasyfikatorow.

Tabela 28. Porownanie parametrow walidacyjnych testu ELISA przeznaczonego do
wykrywania przeciwcial skierowanych przeciwko Mhp dla PF, w zaleznosci od

przyjetych punktow odcigcia.

Tabela 29. Poréwnanie odsetka probek zaklasyfikowanych jako dodatnie (zawierajace
przeciwciala przeciwko Mhp), w zalezno$ci od analizowanego materiatu i przyjgtego

punktu odcigcia.

Tabela 30. Klasyfikacja szeregu rozcienczen nisko-, umiarkowanie- i wysoko-dodatnich
probek (zawierajacych przeciwciata przeciwko Mhp) w zaleznos$ci od przyjetego punktu

odciecia
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Abstract
The immune system of neonate piglets differs from adult pigs in structure and competence. Although piglets are born immunocompe-
tent, they are genuinely immunologically defenseless. To survive in the environment, piglets need passive protection provided by sow’s
colostrum and milk when constantly exposed to numerous pathogens. Early assessment of piglets’ immune status may enable rapid
intervention in case of detection of any deficiencies or disorders. Moreover, awareness of the piglets’ immunocompetence and the level
of maternally-derived antibodies (MDA) may allow the creation of a proper vaccine schedule. Hence, extending knowledge of prenatal
ontogeny of the porcine immune system, the immune status of neonate piglets’ and the immunological components of porcine colostrum
is crucial. Since animal welfare has become a more critical element of animal production, new, non-invasive sampling methodologies are

highly desirable for the evaluation of piglets’ immune status.

Key words: neonate, piglets, immune status

The piglet’s immune system begins to develop in the
carly stages of prenatal ontogeny, during the embryonic
period of embryogenesis (Sinkora and Butler, 2009).
However, neonate piglets’ immune systems differ from
those of adult pigs in both morphology and function. For
example, the mesenteric lymph nodes and Peyer’s patch-
es are smaller in piglets and have fewer Ig-secreting cells
than do those of adult pigs (Levast et al., 2014). Moreo-
ver, the jejunal lymph nodes of newborn piglets consist
of a chain of single lymph nodes parallel to the small
intestine on both sides of the mesentery; in contrast, in
two-week-old piglets the jejunal lymph nodes merge into
an almost confluent band of lymphatic tissue (Schnap-
per et al., 2003). The cellular components of the piglet’s
immune system are not fully operational by the end of
gestation (Stepanova et al., 2007; Pomorska-Mol and
Markowska-Daniel, 2011). They have limited external
antigen stimulation during the fetal period, which results
in a minimal number of peripheral double-positive aff T
cells (effector or memory T cells). Moreover, the lym-
phocyte B population consists of immature cells (Sinkora
and Butler, 2009). In addition, an epitheliochorial struc-
ture of the porcine placenta effectively precludes the
transfer of immunoglobulins or immune cells (Rooke
and Bland, 2002). Colostrum and milk thus constitute the
only sources of maternal immunity (Rooke and Bland,

2002). It has been confirmed that fetuses can produce
their own antibodies against antigens in the final third
of gestation (Martinez-Boixaderas et al., 2022); how-
ever, their ability to respond to antigen stimuli is feeble
(Martinez-Boixaderas et al., 2022). Therefore, although
piglets are born immunocompetent, they are immunolog-
ically vulnerable and rely on passive immunity early in
life (Pomorska-Mol and Markowska-Daniel, 2009). With
the beginning of extrauterine life, piglets are exposed to
various environmental antigens, unlike during prenatal
life. The development of primary immunity is too slow
to protect piglets from pathogens, and piglets’ adaptive
immunity is primitive compared to adults’ (Pomorska-
Mol and Markowska-Daniel, 2010 a). The acquisition
of appropriate amounts of high-quality colostrum is thus
significant. Colostrum, defined as the first secretion of
a mammary gland, usually released within 24 hours af-
ter farrowing, provides newborn piglets with energy and
passive immunity (Inoue and Tsukahara, 2021). Its early
ingestion by newborn piglets is crucial for their further
healthy development and growth (Inoue and Tsukahara,
2021). The immune components of the colostrum in-
clude highly concentrated immunoglobulins and many
other elements, such as cytokines, cellular components
(e.g., lymphocytes, and phagocytes), and various growth
factors (Inoue and Tsukahara, 2021). Piglets’ immune
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systems are of great interest to researchers, and gain-
ing knowledge of this subject would allow for improve-
ments in the immune status of piglets, as well their future
healthy growth and performance; this all brings measur-
able effects to the pig production sector (Sinkora et al.,
1998 a; Pomorska-Mol and Markowska-Daniel, 2010 b).
In addition, a piglet’s immunological status shortly after
birth is an important question for effective vaccination
management. Knowledge of the immune status of piglets
may also enable rapid intervention when a deficiency or
disorder is detected. The ideal situation is when all litters,
as well as all piglets in each litter within a herd, have
a similar immune status. Such similarities are desirable
both in immunocompetence as well as in the level of co-
lostrum (maternal) antibodies against pathogens that are
present in the herd.

In this paper, we review the early prenatal ontogeny
of the swine immune system, the immunological compo-
nents of porcine colostrum, and piglets’ immunological
status during the first week of life.

Prenatal ontogeny of swine immune system

Morphogenesis, hematopoiesis, and lymphopoiesis

Porcine gestation lasts about 114—116 days (Belt et
al., 1971). By the end of porcine organogenesis, on day
35 of gestation, the lymphatic system has already been
physiologically formed; nevertheless, when the bone
marrow starts its hematopoietic activity, lymphoid com-
ponents and lymphocytes are rare in the various organs
(Sinkora and Butler, 2009). Due to the expansion of pe-
ripheral lymphatic organs between days 60 and 90 of
gestation, the lymph nodes, including mesenteric lymph
nodes, are negligible up to day 70 of gestation. Porcine
lymphopoiesis is known as lymphoid hematopoiesis, as
the B cells develop in the primary hematopoietic organs
and the pro-T cell progenitors that settle the thymus are
derived from the same hematopoietic centers; the lym-
phopoiesis of lymphocytes B and T is thus closely as-
sociated (Sinkora and Butler, 2009). The yolk sac is the
first lymphopoietic organ. Hematopoiesis can be detected
here as soon as the day 16 of gestation (Trebichavsky et
al., 1996; Sinkora et al., 2002). Nevertheless, its contri-
bution to overall lymphocyte production is rather small,
since the yolk sac involutes early, around day 24 or 27 of
gestation. Subsequently, first the liver, and later (around
day 45 of gestation) the bone marrow, are responsible for
lymphopoietic activity and for the development of the
preimmune B cell receptor repertoire (Sinkora and But-
ler, 2009).

Development of individual adaptive immunity com-
ponents

Sinkora et al. (1998 a) investigated the surface phe-
notype of fetal lymphoid cells in the thymus, cord blood,
spleen and mesenteric lymph nodes at different stages
of gestation. This study indicates that the second trimes-
ter of gestation is the period when the major subpopu-
lations of lymphocytes begin to appear (Table 1). The

first leucocytes with CD45 phenotype were observed in
their research on day 35 of gestation in the fetal spleen
and cord blood, and at day 40 of gestation in the mes-
enterium. However, there was an absence of cells with
typical lymphocyte markers (CD3"). Among the lympho-
cyte population, B lymphocytes appeared at the earliest
in the periphery. Their presence was detected at day 40
of gestation and they remained the predominant lym-
phocyte population in lymph nodes, spleen, and blood
up to day 55 of gestation. The authors considered that
these findings, in combination with those of the study of
Cukrowska et al. (1996), indicate that sigM" B cells may
be one of the first functional lymphocyte subpopulations
in porcine fetuses (Sinkora et al., 1998 a). Cukrowska
et al. (1996) observed the presence of immunoglobulin
G (IgG), immunoglobulin A (IgA), and immunoglobulin
M (IgM) in fetus plasma and noted the ability of surface
immunoglobulin M" (sIgM") CD5- B cells isolated from
the fetal liver to secrete IgM. Every fetal sigM* B lym-
phocyte was similar to an adult sigM* B cell on account
of CD45RC and SLA-DR positivity. Furthermore, over
90% of sIgM" cells were CD2", and this marker was ex-
pressed as the B cells developing before sigM, which is
normally considered a B-cell precursor (Sinkora et al.,
1998 a). The development of thymic tissues was observed
as early as the day 21 of porcine gestation (Sinkora and
Butler, 2009). The thymus is a specialized lymphatic or-
gan in which T lymphocytes mature. Around day 40 of
gestation, the first T cells can be detected in this organ
(Sinkora and Butler, 2009). Subsequently, T cells have
been observed on day 45 of gestation in the spleen and
umbilical blood and, on day 50 in the mesenterium. In all
cases, their appearance was delayed relative to that of the
first sigM* lymphocytes (Sinkora et al., 1998 a). Among
the T lymphocytes, v T cells appeared first, developing
primarily in the thymus; five days later they were also
detectable in the periphery. The occurrence of yd T cells
remains relatively constant up to day 90 of gestation;
however, around farrowing, a sharp growth of yd T cells
in the blood and spleen was noted (Sinkora et al., 1998 a).
After that time, the blood and spleen selectively ac-
cumulated a great percentage of CD2'CD8- yd T cells
and CD2:CD8 v3 T cells, respectively (Sinkora et al.,
1998 a). The count of T-cell receptor af* (TCRof")
lymphocytes began to increase around day 55 of gesta-
tion, and soon after they outnumbered the T cells sub-
set in the thymus and periphery (Sinkora et al., 1998 a).
At about day 90 of gestation, the concentration of aff T
cells plateaued (Sinkora et al., 1998 a). A growth in the
number of B cells was also observed; hence sigM* and
TCRaf T lymphocytes are prominent cells in the fetal
periphery at this time (Sinkora et al., 1998 a). During
late gestation, the relative proportion of off T cells and B
cells varies between individual organs. However, they are
similar to those observed in neonate piglets (Sinkora et al.,
1998 a). CD4'CDS8" aff T helper cells were the first
prominent subset of af T lymphocytes. Moreover,
they also made up the greatest a3 T cell subpopulation
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within gestation (Sinkora et al., 1998 a). CD4 CD8"af
cytotoxic T cells were absent up to day 55 of gestation;
subsequently, their number increased until birth (Sinkora
et al., 1998 a). In the study of Cukrowska et al. (1996),
serum immunoglobulins of all isotypes were detected in
fetuses at day 44 of gestation. The predominant immuno-
globulin was IgM, and the overall immunoglobulin con-
centration was increased during ontogeny, independently
of external stimuli. Moreover, antibody activity against
autoantigens, phylogenetically conserved proteins, hap-
tens, and bacterial components was found in the sera of
fetuses at the end of embryonic life. Preimmune immu-
noglobulins can display a large spectrum of physiologi-
cal functions, and many remain unknown. With other
natural factors, they constitute the first line of defense
during gestation and the early extrauterine stage of life
(Cukrowska et al., 1996).

Development of individual innate immunity compo-
nents

Data on the development and maturation of porcine
innate immunity components is limited. Along with
the beginning of hematopoietic activity of the primary
lymphoid organs, cellular elements of the innate im-
munological system such as morphonuclear leukocytes,
macrophages, and dendritic cells begin to appear (Ta-
ble 1) (Sinkora and Butler, 2009). For example, mac-
rophages were detected as soon as day 25 of gestation
(Trebichavsky et al., 1996). Cells with the natural killer
(NK) phenotype also appeared early in the ontogeny,
and CD3¢ CD8'° CD2" lymphocytes were observed in
the umbilical blood and spleen around day 45 of ges-
tation (Sinkora et al., 1998 a). Their abundance varies
from 1% to 10%, with an upward tendency over time

(Sinkora and Butler, 2009). Subsequently, NK cells
were also detected in mesenteric lymph nodes (MLN)
at about day 50 of gestation. However, their concen-
tration was low (Sinkora et al., 1998 a). Later in the
ontogeny, at approximately day 70 of gestation, the NK
cell concentrations stabilize and then remain relatively
constant until birth (Sinkora and Butler, 2009). Previ-
ous studies have shown that fetal NK cells lack the abil-
ity to kill before birth, and killing was delayed in germ-
free piglets. This may suggest that colonization with
microflora may be crucial to the complete functional
development of these cells (Sinkora and Butler, 2009).
Interferon-a secreting cells (IFN-a SC) were found in
the fetal liver at a very early stage of fetal development,
at day 26 of gestation, when differentiated lymphocytes
were still not detectable (Splichal et al., 1994). After
that, they were also detected in other tissues such as
cord blood, spleen, and bone marrow. The authors sug-
gested that [FN-a SC may represent an early antiviral
defense mechanism (Splichal et al., 1994). An in vitro
study performed on pig fetus macrophages and lym-
phocytes showed high cytoplasmic expression of tumor
necrosis factor (TNF-a) when stimulated with bacterial
mitogens (Trebichavsky et al., 1995). The main pro-
ducers of TNF-a at a later stage of development were
macrophages. According to those authors, their findings
may suggest that lymphocytes and macrophages play a
pivotal role in the induction of inflammatory responses
in fetuses (Trebichavsky et al., 1995). Elevated inter-
feron y (IFN-y) and TNF-a. mRNA levels were observed
in the tissues from porcine fetuses infected with porcine
reproductive and respiratory syndrome virus (PRRSV),
and corresponded to elevated cytokine proteins in se-
rum (Rowland, 2010).

Table 1. The first appearance of the particular immune components in porcine fetuses during prenatal ontogeny

First appearance

Immune component (day of gestation) Location References
Macrophages 25 No data Trebichavsky et al., 1996
CD45+leukocytes 35 Spleen, cord blood Sinkora et al., 1998 a
40 Mesenterium Sinkora et al., 1998 a

sIgM+ cells 30 Liver Sinkora et Butler, 2009
40 Periphery Sinkora et al., 1998 a

v T cells 40 Thymus Sinkora and Butler, 2009
45 Liver, cord blood, spleen Sinkora and Butler, 2009
60 Bone marrow Sinkora and Butler, 2009

of T cells 55 Thymus Sinkora nad Butler, 2009
58 Liver, cord blood, spleen Sinkora and Butler, 2009
60 Mesenteric lymph nodes, bone Sinkora and Butler, 2009

marrow

NK cells 45 Spleen, umbilical cord Sinkora et al., 1998 a
~50 Mesenteric lymph nodes Sinkora et al., 1998 a

Immunoglobulins 44 Blood Cukrowska et al., 1996

Interferon o secreting cells 26 Liver Splichal et al., 1994
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Table 2. Characteristic of different classes immunoglobulins in sow’s colostrum

IgA

IgM References

40% derive from sow’s serum

Features 1gG
Origin Almost 100% derives from 60% produced locally in the
SOW’s serum mammary gland
Predominant immuno- Colostrum Milk

globulin

Influence of sow’s parity
on colostral concentration

Concentration significantly
higher in multiparous sows
than in gilts

in the lacteal sec

No significant impact on the
colostral concentration

Decreased concentration

85% derives from sow’s Maciag et al., 2022;
serum Pomorska-Mol and

15% produced locally in Markowska-Daniel, 2009

the mammary gland

Klobasa et al., 1987;
Markowska-Daniel et al.,
2010;
Markowska-Daniel and
Pomorska-Moél, 2010

Klobasa et al., 1986;
Cabrera et al., 2012;
Forner et al., 2021;
Maciag et al., 2022

No significant effect on
the colostral concentra-
tion

retions of

primiparous sows compared to
multiparous sows

Highest concentration in
sow’s colostrum

At farrowing At farrowing

The concentration of
immunoglobulins in
particular teats

Higher amounts in anterior
teats

Higher amounts
teats

At farrowing Klobasa et al., 1987,
Markowska-Daniel et al.,

2010

in anterior No data Ogawa et al., (2014 a)

Table 3. Changes in the concentration of immunoglobulins in the sow colostrum (mg/ml) within time according to different studies

Immunoglobulins concentration

Markowska-Daniel

Klobasa et al., 1987 Bland et al., 1999

etal., 2010
At farrowing I1gG 98.17 1gG 95.6 IgG 58.0
IgA 23.20 IgA 21.2
IgM 9.07 IegM 9.1
24 hours post parturition I1gG 19.74 1eG 14.2 I1gG 8.7
IgA 9.17 IgA 6.3
IgM 4.42 IeM 2.7

The significance of colostrum

In Suidae species, as mentioned previously, the epi-
theliochorial nature of the placenta prevents the sows’
immunoglobulins from being transferred. Colostrum
is thus the sole source of passive immunity for piglets.
Besides immunoglobulins, colostrum contains lympho-
cytes, cytokines, nucleotides, and essential growth fac-
tors that stimulate the postnatal development of the im-
mune system and the visceral organs, as well as protein
synthesis in skeletal muscles (Burrin et al., 1992).

Prior to the maturation of the piglets’ own immunity,
the maternally derived antibodies (MDA) confer protec-
tion against any infectious agents that the sows had been
naturally infected with or vaccinated against (Klobasa
et al., 1981; Inoue and Tsukahara, 2021). For example,
a previous study indicated that maternally derived ro-
tavirus-specific IgG significantly alleviates the clinical
symptoms following experimental rotaviral infection of
neonatal piglets (Ward et al., 1996). Another study con-
ducted under field conditions documented that antibod-
ies passively acquired by neonates through the colostrum
and milk of sows vaccinated against the Clostridium per-

fringens toxoid substantially reduced piglet losses caused
by C. perfringens type C (Springer and Selbitz, 1999).

Immunoglobulins

The most important element of the sows’ colostrum
from an immunological point of view are immunoglobu-
lins. These constitute the most abundant component of
whey protein (approximately 80%) (Inoue and Tsuka-
hara, 2021). Because piglets are born with almost no se-
rum antibodies, MDAs play a crucial role in protecting
them against infectious agents before they develop their
own adaptive immunity (Markowska-Daniel et al., 2010;
Forner et al., 2021). However, MDAs can only protect
piglets from infections caused by pathogens that the
sow’s immune system has faced.

To provide a sufficient level of passive immunity and
to significantly reduce the risk of early death, the pig-
let needs to ingest a minimum of 200 mg of colostrum
within the first 24 hours after birth; consumption of 250
mg per piglet should provide good future health (Quesnel
et al., 2012). Antibodies can pass to the colostrum from
sow serum or can be produced directly in the mammary
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gland (Table 2) (Pomorska-Mo6l and Markowska-Daniel,
2009). Almost 100% of colostral IgG derives from sow’s
serum; meanwhile, more than 50% of IgA is produced
locally in the mammary gland (Maciag et al., 2022).
A substantial majority (around 85%) of colostral IgM de-
rives from sow’s serum (Pomorska-Mol and Markowska-
Daniel, 2009). The predominant colostral immunoglobu-
lin is IgG (Klobasa et al., 1987; Markowska-Daniel et
al., 2010; Markowska-Daniel and Pomorska-M6l, 2010).
This is followed by IgA (the predominant immunoglobu-
lin of milk) and IgM (Klobasa et al., 1987; Markowska-
Daniel et al., 2010; Markowska-Daniel and Pomorska-
Mol, 2010). Immunoglobulin concentration in colostrum
is not constant, declining during the first 24 hours after
farrowing; however, the decrease in the level of IgG is
more drastic than in IgA or IgM (Table 3) (Klobasa et
al., 1987; Markowska-Daniel et al., 2010). For example,
in the research of Markowska-Daniel et al. (2010), the
highest level of immunoglobulin was noted in the first
colostrum, which is acquired at farrowing. The mean
initial concentration was 118.5 mg/ml, 23.8 mg/ml, and
12.1 mg/ml for IgG, IgA, and IgM, respectively. After
24 hours, the concentration of IgA and IgM had reduced
to 4.59 mg/ml and 4.29 mg/ml, respectively, and the level
of IgG decreased to 34% of its initial level (Markowska-
Daniel et al., 2010). This is partially consistent with the
findings of Klobasa et al. (1987), where the mean IgG
concentration was also highest at farrowing, at 95.6 mg/
ml; IgA was at 21.2 mg/ml and IgM was at 9.1 mg/ml.
These were subsequently reduced to 14.2 mg/ml,
.3 mg/ml, and 2.7 mg/ml, respectively, 24 hours after
birth (Klobasa et al., 1987). Bland et al. (1999) assessed
the mean IgG concentration at farrowing as 58.0 mg/ml;
24 hours later, the level had decreased to 8.7 mg/ml
(Bland et al., 1999). These studies also indicated that the
concentration of colostral immunoglobulins varies be-
tween sows. Kielland et al. (2015) noted that the concen-
tration of colostral IgG varies not only between particu-
lar sows, but also between herds (Kielland et al., 2015).
Several studies have indicated that the concentration of
IgG in the colostrum was significantly higher in multipa-
rous sows than in gilts (Cabrera et al., 2012; Forner et al.,
2021; Maciag et al., 2022). However, there was no such
relationship for IgA content (Forner et al., 2021). This
is consistent with Maciag et al. (2022), where the parity
order did not significantly affect the colostral concentra-
tion of IgA and IgM (Maciag et al., 2022). On the con-
trary, Klobasa et al. (1986) showed that the levels of IgA
in the lacteal secretions of primiparous sows were lower
than in multiparous sows (Klobasa et al., 1986). The
level of immunoglobulins in colostrum can also vary be-
tween individual teats (Table 2). According to Ogawa et
al. (2014 a), a higher amount of colostrum was obtained
from anterior teats. Furthermore, a positive correlation
between colostrum secretion volume (CSV) and IgG was
observed from 6 hours after farrowing and from 12 hours
after farrowing between CSV and both IgG and IgA.
This may suggest that the anterior teats contain greater

amounts of IgA and IgG than the posterior teats (Ogawa
et al., 2014 a). Other factors that can affect the final con-
centration of IgG in colostrum are the mother’s genotype,
age, and vaccination, as well as endocrine status, feeding,
and herd management (Kielland et al., 2015; Maciag et
al., 2022). The immunoglobulins ingested by piglets are
taken up by nonspecific pinocytosis into the enterocytes
(Rooke and Bland, 2002; Kielland et al., 2015). An im-
portant role in the absorption of immunoglobulin from
the guts is played by trypsin inhibitor, which inhibits the
enzymatic activity of trypsin and prevents denaturation
of the immunoglobulins; however, its level in colostrum
decreases within time (Jensen and Pedersen, 1979). The
concentration of IgG in the piglet’s serum depends on
several factors, such as the amount of available and in-
gested colostrum, IgG absorption in the piglet’s intestine,
and gut closure, which occurs 24 to 36 hours after birth
(Pomorska-Mél and Markowska-Daniel, 2009; Kielland
et al., 2015). The study of Kielland et al. (2015) indicates
a strong association between the concentration of colos-
trum IgG and piglet serum IgG (Kielland et al., 2015).
Interestingly, this is not consistent with some other stud-
ies, where a lack of correlation is demonstrated between
levels of colostral Ig and piglet’s serum Ig (Markows-
ka-Daniel et al., 2010). The concentration of piglet IgG
decreased with each piglet born. However, this was not
significantly associated with litter size, but was more de-
pendent on the time of birth relative to farrowing onset
(Kielland et al., 2015). Litter size affected colostrum in-
take but not the concentration of piglet IgG. This may be
due to the flattening of piglets’ plasma IgG concentration
above a certain level of colostrum IgG (Kielland et al.,
2015). Bland et al. (1999) have shown that, despite dif-
ferences in colostrum intake (and hence IgG) between
piglets, the total concentration of IgG in the piglet’s
plasma did not vary between litters. This may indicate
that piglets can regulate the quantity of plasma IgG inde-
pendently of the quantity of IgG obtained (Bland et al.,
1999). In Kielland et al. (2015), a significant association
was observed between body mass index (BMI) and pig-
lets’ IgG level on day 1. The authors further concluded
that piglets with BMIs of 17 kg/m? or lower may not be
strong enough to obtain sufficient amounts of IgG. (Kiel-
land et al., 2015). Bandrick et al. (2014) demonstrated
that levels of IgG and IgA in the serum of piglets that
ingested colostrum mimicked the distribution of these
immunoglobulins in the sow’s colostrum. Furthermore,
IgG and IgA were absent from piglet serum before colos-
trum intake. This may indicate nonselective absorption
of colostral immunoglobulins (Bandrick et al., 2014).
A positive correlation between IgG levels in the serum of
piglets at 7 days and 56 days of age may point to a posi-
tive relationship between initial antibody concentration
in the piglet’s serum and the development of their active
immunity (Markowska-Daniel et al., 2010). According
to Rooke et al. (2003), naturally suckling piglets start
to produce IgG at 7 days of age. Its quantity was posi-
tively correlated with the amount of absorbed colostral
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IgG (Rooke et al., 2003). Curtis and Bourne (1973) indi-
cate that active IgM production by piglets emerges from
10-12 days of age. Porter and Hill (1970) reported that
IgM in suckling piglets begins to increase from 7 days
of age. Active synthesis of IgA by suckling piglets up to
12 days of age does not contribute significantly to serum
IgA concentrations (Curtis and Bourne, 1973). This sug-
gests that piglets begin to effectively produce their own
IgA at a later age, but to date, there is no conclusive data
on this issue. Other investigation, with piglets weaned at
different times (7, 14, 21 or 28 days) showed that endog-
enous colostrum/milk factors may be critical to promote
IgA synthesis (Levast et al., 2010). Ultra-early weaned
piglets (at 7 and 14 days) showed lower serum IgA con-
centrations at 21 days proving a deficiency in the IgA gut
immune response development.

Cytokines

The presence has been noted in porcine colostrum
of granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
(GM-CSF), interferon y (IFN-y), interleukin 1 a (IL-1a),
interleukin 1 receptor antagonist (IL-1RA), interleukin
2 (IL-2), interleukin 4 (IL-4), interleukin 6 (IL-6), inter-
leukin 10 (IL-10), interleukin 12 (IL-12), interleukin 18
(IL-18), tumor necrosis factor-alpha (TNF-a), and trans-
forming growth factor B (TGF-B) (Table 4) (Nguyen et
al., 2007; Ogawa et al., 2014 b; Maciag et al., 2022).
Maternal cytokines contained in the colostrum may
play an instructive role in the maturation of the neona-
tal immune system (Nguyen et al., 2007). It is assumed
that colostrum is the only source of various cytokines
for newborn piglets (Nguyen et al., 2007). The study of
Nguyen et al. (2007) indicated that the moderate corre-
lation between sow blood and colostrum for IL-4, IL-6,
IL-10, IL-12, and IFN-y indicates that these cytokines
pass to the mammary gland from the sow’s bloodstream.
Given the lack of such a correlation between TNF-a and
TGF-B1 (the concentration of both in the colostrum being
higher than in the sow’s blood), they must be produced
directly in the mammary gland (Nguyen et al., 2007).
These cytokines were only present in the blood of piglets
that ingested colostrum (Nguyen et al., 2007). The pres-
ence of IL-6, TNF-a, INF-y, IL-4, and IL-10 was not de-
tected in the group of age-matched colostrum-deprived
gnotobiotic piglets. The authors thus assumed that these
cytokines do not pass through the placenta. However,
IL-12 and TGF-B1 were detected in the plasma of co-
lostrum-deprived gnotobiotic piglets. This may indicate
that piglets can produce the cytokines by themselves. In
the mentioned study, the authors did not detect TNF-a
in the plasma of piglets in either group. The lack of this
cytokine in the serum of sows and piglets is probably
due to some control mechanism that prevents prolonged
inflammatory responses, which could further damage
tissue (Nguyen et al., 2007). However, data concerning
this cytokine is inconsistent: its presence in piglet plas-
ma was observed in Maciag et al. (2022). Nguyen et al.
(2007) found the highest concentration of the cytokines

in the secretion of the mammary gland on the first and
second days after parturition; this correlated with the
time of their peak concentrations in the piglet’s serum.
The predominant cytokine in the sow’s colostrum was
IL-4, followed by TGF-B1. Other cytokines occurred
at lower levels, and the least concentrated were IL-12,
IL-10, and TNF-o (Nguyen et al., 2007). One in vitro
study evaluated the impact of various concentrations of
TGF-B1 and IL-4 on porcine neonatal B cell responses
(Nguyen et al., 2007). High TGF-B1 levels caused sup-
pressed immunoglobulin-secreting cell responses to
LPS and rotavirus, and low TGF-B1 levels led to iso-
type switching to IgA antibodies. IL-4 provoked inverse
dose-dependent isotype switching to IgA. Moreover, it
also improved IgM-secreting cell responses to LPS and
rotavirus. Furthermore, an elevated concentration of Th2
cytokines or TGF-PB in newborn piglets may be crucial
for their acquisition of normal commensal microflora in
the intestine, given the reduction of immune and inflam-
matory response in the gut (Nguyen et al., 2007). Ma-
ciag et al. (2022) found that concentrations of GM-CSF,
IFN-y, IL-1q, IL-1RA, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12,
IL-18, and TNF-a were significantly higher in serum and
colostrum of multiparous sows than in gilts (Maciag et
al., 2022). Moreover, these above cytokines occurred at
higher levels in the serum of piglets that received co-
lostrum from multiparous sows than in the serum of
piglets fed with gilt’s colostrum. The lowest concentra-
tion of these cytokines was observed in the piglets fed
with milk replacer. A greater tendency to innate inflam-
matory and anti-inflammatory responses, and a greater
propensity to specific Th1 and Th2 responses, during the
perinatal period was significantly correlated with pig-
lets that suckled sow colostrum (Maciag et al., 2022).
Ogawa et al. (2014 b) confirmed the presence of IL-18
in the colostrum, but not in the sow’s milk. This cytokine
is believed to regulate the immune system of newborn
piglets (Ogawa et al., 2014 b). Elahi et al. (2017), using
a pertussis model showed that immunization of pregnant
sows with heat-inactivated bacteria may lead to the in-
duction of various cytokines, such as TNF-a, IFN-y, IL-
6, IL-8, and IL-12/IL-23p40. Moreover, these cytokines
were detectable next to pertussis-specific antibodies, not
only in vaccinated sow serum and colostrum, but also
in their progeny’s serum and bronchoalveolar lavage
fluid. Interestingly, active vaccination of newborn pig-
lets with heat-inactivated bacteria led to high levels of
IgG and IgA specifically, but no cytokines. Even though
the concentration of antibodies in vaccinated piglets and
of passively obtained antibodies were similar, the au-
thors did not observe any protection against Bordetella
pertussis infection in the vaccinated individuals. Elahi
et al. (2017) hence conclude that the presence of pas-
sively transferred cytokines or antibodies affects new-
born piglets’ ability to secrete cytokines, and that this
may suggest that the vaccinating the sow can affect the
newborn’s cytokine milieu and impact immune cell dif-
ferentiation (Elahi et al., 2017).
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Table 4. Characteristic of cytokines present in sow’s colostrum and piglets’ serum

Features

Cytokines References

Presence in sow’s colostrum
IL-18, TNF-a, TGF-B

Originating from sow’s serum
Production directly in the mammary gland TNF-a, TGF-B1
1L-4

IL-12, IL-10, TNF-a

Predominant cytokine of sow’s colostrum
Least concentrated in sow’s colostrum

Concentration higher in multiparous sow than

gilts IL-18, TNF-a

Likely production by neonate piglets IL-12, TGF-B1

IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, IFN-y

GM-CSF, IFN-y, IL-1a, IL-1RA, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12,

GM-CSF, IFN-y, IL-1a, IL-1RA, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, Nguyen et al., 2007;

Ogawa et al., 2014 b;
Maciag et al., 2022

Nguyen et al., 2007
Nguyen et al., 2007
Nguyen et al., 2007
Nguyen et al., 2007
Maciag et al., 2022

Nguyen et al., 2007

Cellular components

Porcine colostrum, apart from multiple proteins, also
contains several types of cells (Wagstrom et al., 2000). It
has been estimated that piglets ingest some 500—700 mil-
lion colostral cells daily (Nguyen et al., 2007), including
epithelial cells, lymphocytes (T and B cells), and phago-
cytes (neutrophils and macrophages) (Wagstrom et al.,
2000). In contrast to many mammal species, epithelial
cells constitute a great fraction of sow mammary gland
secretions, representing approximately 20%—40% of all
the colostral cells (Le Jan, 1996). Epithelial cells in the
colostrum are small in size and have little or no IgA (Le
Jan, 1996). They furthermore exhibit low expression lev-
els of secretory components (Le Jan, 1996). Small epi-
thelial cells can be propagated in vitro for at least three
passages. When cultured in the presence of the serum of
lactating sows, these cells differentiate and begin to pro-
duce a-lactoglobulin (Le Jan, 1996). Depending on their
differentiation level, they display the ability to express
major histocompatibility complex II (MHC II antigen)
(Wagstrom et al., 2000). Moreover, it is considered that
porcine colostral epithelial cells can produce cytokines
and can function as antigen-presenting cells (Wagastrom
et al., 2000). Macrophages constitute about 7%—11% of
cells (Maciag et al., 2022). 10%—-25% of all porcine co-
lostrum cells are lymphocytes, of which 70%—-80% are T
cells (Hlavova et al., 2014). According to Hlavova et al.,
(2014) the predominant cell types in colostrum are CD8*
single-positive T cells (53.6%), followed by CD4*CDS§*
double-positive T cells (21.1%), CD2*CD8* v6 T cells
(15.0%), and NK cells (13.5%). The CD4" single-positive
T cells (4.4%) and other yd T cell subpopulations were
less common. The proportion of individual lymphocytes
varies between colostrum and sow peripheral blood: the
proportion of cytotoxic and double-positive T cells was
significantly higher in colostrum than in peripheral blood
(Hlavova et al., 2014). On the contrary, the proportion of
helper T cells was higher in peripheral blood (Hlavova et
al., 2014). The greatest number of T cells are found in the
colostrum obtained around parturition, with their num-
ber significantly decreasing after the first eight hours of
lactation. Afterwards, the number of T cells remains con-
stant (Hlavova et al., 2014). Forner et al. (2021) assessed

the differences in the distribution of colostrum’s humoral
and cellular composition over 40 gilts and 40 sows (par-
ity orders 3—4). Their results show that parity does not
influence the total count of macrophages, granulocytes,
or T and B cells. Nevertheless, multiparous sow colos-
trum contained significantly larger T lymphocyte subsets
than gilts (i.e., central and effector memory CD4" T cells
or central memory CD8" T cells). The authors concluded
that parity order may influence the cell population and
piglet immune adaptive response, which induces neutral-
izing antibodies and cellular immune responses (Forner
etal., 2021). Williams (1993) demonstrated that the lym-
phocytes contained in colostrum could cross the intesti-
nal wall and migrate via the piglet’s bloodstream to vari-
ous organs (including the liver, lungs, lymph nodes, and
spleen). Moreover, Nechvatalova et al. (2011) demon-
strated that these cells possess functional abilities (they
can become activated) and display an antigen-specific ac-
tivity in organs (Nechvatalova et al., 2011). Goubier et al.
(2009) detected antigen-specific lymphocytes that were
able to produce IFNy and TNFa, after in vitro stimulation
with circoviral antigens vaccinated against PCV2 sow
colostrum (Goubier et al., 2009). Bandrick et al. (2008)
demonstrated that lymphocytes obtained by piglets from
vaccinated sow colostrum can proliferate and participate
in functional response to Mycoplasma hyopneumoniae
(Bandrick et al., 2008). Hlavova et al. (2014) assessed
the activation status of T and NK cells in colostrum using
the expression of CCR7, CDI11b, CD25, CD45RA, and
MHC class II receptors. They managed to observe the
expression of markers consistent with an effector mem-
ory phenotype on T cells; this might suggest that these
were antigen-experienced cells. Based on the phenotype
of colostrum-derived T lymphocytes and NK cells, those
authors concluded that these components may play a role
in mucosal immunity, and potentially in the transfer of
passive immunity (Hlavova et al., 2014). A study by Ban-
drick et al. (2014) demonstrated that colostral lympho-
cytes are selectively transferred into the suckling blood-
stream. These can then influence neonatal piglets’ innate
and adaptive immune responses (Bandrick et al., 2014).
B lymphocytes constitute about 20% of all lymphocytes
in mammary secretions (Pomorska-Mol et al., 2010), and
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the concentration of SWC7+ CD5+ cells turned out to be
significantly higher in multiparous sow colostrum than
in gilts (Forner et al., 2021). Maciag et al. (2022) indi-
cated that levels of activated B and T cells were higher in
piglets fed multiparous sow colostrum. Lymphocytes can
cross the intestinal wall of newborn piglets only when
they are viable and have derived from the dam of a par-
ticular piglet (Bandrick et al., 2011). This is not the case
with immunoglobulins, which can be absorbed across the
intestinal mucosa of neonatal piglets, regardless of the
maternal source or donor species (Bandrick et al., 2011).
As a result, fostered piglets that suckled colostrum from
another sow than their natural dam will have deficiencies
in maternal cell-mediated immunity (CMI) (Bandrick et
al., 2011). Bandrick et al. (2011) had demonstrated that
transfer of Mycoplasma hyopneumoniae-specific CMI to
piglets occurs only when piglets were maintained with
their biological dams for at least twelve hours after par-
turition (Bandrick et al., 2011). To conclude, maternal
antigen-specific leukocytes, delivered to piglets via co-
lostrum, may constitute an extra line of active defense
against infection for neonatal piglets (Goubier et al.,
2009).

Immunity of neonatal piglet

Mucosal immunity

After birth, neonatal piglets are exposed to plenty
of various antigens. Most of them enter a host via mu-
cosal membranes (Solano-Aguilar et al., 2001). Thus,
these structures are equipped with specialised protec-
tive elements called mucosa-associated lymphoid tis-
sue (MALT), distinct from remaining lymphatic tissue
(Solano-Aguilar et al., 2001). Based on its distribution
in the organism, several types of MALT were distin-
guished, i.e. gut-associated lymphoid tissue (GALT),
nasopharynx-associated lymphoid tissue (NALT) or
bronchus-associated lymphoid tissue (BALT) (Mazzoni
et al., 2011). Due to the risk related to numerous poten-
tial pathogens or food-borne antigens and the presence
of commensal microbiota, GALT is well developed and
consists of the following structures: the Peyer’s patches,
mesenteric lymph nodes and intraepithelial lymphocytes
and lamina propria lymphocytes (Solano-Aguilar et al.,
2001; Mazzoni et al., 2011). GALT of neonatal piglets
is a relatively developed structure with pre-existing Pe-
yer’s patches (Levast et al., 2014). However, shortly after
birth, the piglet’s gut is characterized by a small number
of lymphocytes T and antigen-presenting cells (Levast et
al., 2014). Given exposure to numerous external antigens
and commensal microorganisms, GALT enlarges in size
and lymphocyte subset content and reaches maturity in
conventionally-raised piglets within two months (Levast
et al., 2014). At that time, the GALT of conventionally-
raised piglets can respond to intestinal antigens with
good T and B lymphocyte activation and IgA production
(Levast et al., 2014). However, mesenteric lymph nodes
and Peyer’s patches are still smaller and have fewer
Ig-secreting cells than adult ones (Levast et al., 2014).

Solano-Aguilar et al. (2001) have described changes in
lymphocyte subsets in mucosal tissues with increasing
age. According to this study, the GALT of piglets varies
from the GALT of adult pigs in the presence or count
of the respective lymphocyte subsets. The authors also
pointed out that the majority of the phenotypes charac-
terized by increasing trends during the pre-weaning time
were located on lymphocytes isolated from mesenteric
lymph nodes and ileal Peyer’s patches, which can fur-
ther imply that these lymphocytes are key populations
in the early postnatal period during the development of
lymphoid cells (Solano-Agilar et al., 2001). Rothkéotter
et al. (1991) studied lamina propria (LP) of normal and
germ-free piglets in early postnatal period. According to
this study, the number of LP lymphocytes has increased
two-fold between the first and 29th day after farrowing.
Moreover, the authors observed that the distribution of
lymphocyte subsets exhibited an unusual pattern. Ap-
proximately 80% of T cells of piglets aged 1 to 5 days
belonged to CD2*CD4-CDS- subset. However, around 12
days post-parturition, this subset started to disappear. In-
terestingly, 49 days old germ-free piglets displayed simi-
lar T cell subset patterns as above mentioned convention-
ally raised piglets between 1 and 5 days. Ig-positive cells
were observed later than T cells. On the first-day post-
parturition, a minimal number of I[gM" was noted. Forty
days later, the number of IgA* was higher than I[gM". The
authors conclude that the results obtained in the germ-
free piglets may prove that the major changes in the LP
are caused by the appearance of microbial antigens in
the intestine (Rothkétter et al., 1991). Schnapper et al.
(2003) have observed rapid changes occurring in piglet’s
lymphoid tissue — the weight of Peyer’s patches, tonsil of
the soft palate, lymph nodes (cranial mesenteric lymph
center and bronchial lymph center), spleen and thymus
have grown faster than the body weight of piglets and had
been significantly enlarged during the first two weeks of
life (Schnapper et al., 2003). The mammalian intestine is
colonized with normal gut flora during the first few days
of life (Butler et al., 2000). This component is believed to
have an important role in providing health to its host, by
among others inhibiting intestine colonization with path-
ogenic bacteria (Butler et al., 2000). Colostrum and milk
constitute one of the sources that deliver gut microbes
to newborn piglets (Mardiaga et al., 2018). Maradiaga
et al. (2018) investigated gastrointestinal microflora and
mucosal immune gene expression in newborn piglets that
were reared in a cross-fostering model. Results of the
above study show that although cross-fostering does not
affect bacterial communities present in the neonate’s in-
testine, the mRNA expression of TLR and inflammatory
cytokines change within the location in the gastrointesti-
nal tract. The authors suggested that the results presented
in their study may indicate the influence of colostrum
and maternal microbial communities on microflora de-
velopment as well as mucosal immune gene expression
in newborn piglets (Maradiaga et al., 2018). The second-
ary function of the mucosal system is to discriminate be-
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tween pathogen-associated and non-pathogenic antigens.
This phenomenon is called mucosal tolerance (Bailey et
al., 2005). According to Bailey et al. (2005), data con-
cerning response to intestine microflora are still incon-
sistent. One of the mechanisms involved in maintaining
tolerance may be anergy or deletion of specific T-cells
clones. It is grounded on the recognition of antigen on
wrong presenting cells by antigen-naive T cells. It is
worth emphasizing here the role of dendritic cells, which
are responsible for the presentation of antigens to naive
T cells. These cells exhibit the ability to switch naive T
cells to active response or tolerance. Thus, the interaction
between these two types of cells is believed to determine
the reaction. However, there are reports showing that the
outcome of antigen recognition is determined by antigen-
non-specific signals arrived directly at mucosal regula-
tory T cells (Bailey et al., 2005). As mentioned earlier,
the mucosal system of neonates is immature after birth in
comparison to adult ones. This agent may be responsible
for the lack of active immune responses as well as the
development of tolerance (Bailey et al., 2005).

Innate immunity

The components of porcine innate immunity are simi-
lar to those in many other mammals (Sinkora and Butler,
2009). Innate immunity is based on two main mecha-
nisms: activation of cellular components, such as mac-
rophages, neutrophils, NK cells, or dendritic cells; and
the release of various extracellular mediators — such as
cytokines, chemokines, and complement or antimicrobial
peptides (Sinkora and Butler, 2009). The total number of
leukocytes increases during the first week of neonate life
(Talker et al., 2013). Pomorska-Mo¢l et al. (2011) indi-
cate that, on the first day of a piglet’s life, the number
of granulocytes is similar to the number of lymphocytes
(Pomorska-Mol and Markowska-Daniel, 2011). Howev-
er, the absolute granulocyte size and lymphocyte number
predominance decreases during the next three weeks. In
addition, a positive correlation between the mean number
and mean percentage of granulocytes and the piglet’s age
was observed (Pomorska-Moél and Markowska-Daniel,
2011). They also showed that piglet granulocytes have
decreased phagocytosis and weaker adhesive molecule
expression than adults (Pomorska-Mol and Markowska-
Daniel, 2010 a). The median value of NK-cell numbers in
piglets’ blood is lowest at birth and increases from there
(Talker et al., 2013). Talker et al. (2013) indicate that the
presence of perforin was noted in all NK cells as early
as the day of birth. This finding may imply that piglets’
NK cells exhibit immediate cytotoxic activity (Talker et
al., 2013). Nevertheless, it contrasts with previous re-
search, where NK cells were isolated from pigs for up to
two weeks after birth, and showed weak cytolytic activ-
ity against K562 target cells (Yang and Schultz, 1986).
Moreover, Talker et al. (2013) observed that pigs possess
CD3-CD8a'NKp46™ cells with entirely functional char-
acteristics of NK cells; this is interesting because NKp46
was believed to be a species-spanning marker for NK

cells. However, no evident changes in phenotype or quan-
tity caused by environmental changes or piglet ageing
were observed for NK cells (Talker et al., 2013). Llamas
Moya et al. (2007) investigated age-related changes in
proinflammatory cytokines, acute phase proteins (APP),
and cortisol concentrations during the first week of a pig-
let’s life (Llamas Moya et al., 2007). According to this
study, the concentration of TNF-a and haptoglobin (Hp)
increased with age, while the serum amyloid A (SAA)
level decreased. The lowest level of plasma TNF-a was
observed on the first day after birth. On day 5, the con-
centration of TNF-a achieved its peak, and remained el-
evated on day 7. Similarly, the level of Hp was lowest
on day 1, and after that increased with age. On the other
hand, the concentration of plasma SAA was elevated on
days 1, 3, and 5, but had significantly reduced by day 7.
There were no age-dependent changes in the plasma con-
centration of IL-1B or C-reactive protein (CRP). Inter-
estingly, husbandry practices such as ear notching, teeth
clipping, and tail docking did not affect other measured
parameters, other than Hp. The authors thus suggested
that such management practices did not result in systemic
inflammation in the early postnatal life of piglets (Llamas
Moya et al., 2007). Similarly, Martin et al. (2005) found
that the Hp concentration in neonatal piglets’ plasma was
also low on day 1 after birth and subsequently increased
(Martin et al., 2005). Moreover, an age-dependent in-
crease in the level of plasma major acute-phase protein
(Pig-MAP) from birth up to 4 days of age was observed.
After that, the concentration of Pig-MAP remained rela-
tively high. The authors suggested that the rapid increase
in the levels of proteins that were low at birth suggests
some variety of acute-phase response, and that this re-
sponse may be an evolutionary adaptation of the piglets
to managing during the first critical period of extrauterine
life (Martin et al., 2005).

Adaptive immunity

The development of the cellular components of the
pig immune system is not fully complete by the end of
gestation (Stepanova et al., 2007; Pomorska-Mol and
Markowska-Daniel, 2011). The T cells, B cells, and pe-
ripheral blood mononuclear cells (PMBC) of neonatal
piglets have a less developed ability to respond to mi-
togens and a lower number of antigen-presenting cells
(Maciag et al., 2022). The total number of lymphocytes
increases during the first week of a piglet’s life (Talker et
al., 2013). Some studies have indicated that CD4" lym-
phocytes form the predominant subpopulation of T cells
in neonate piglets at farrowing, while CD8* lymphocytes
are less common (Stepanova et al., 2007). On the other
hand, in Pomorska-Mdl and Markowska-Daniel (2011),
the number of CD8" cells was greater than the number
of CD4" cells. The ratio of CD4" to CD8" cells decreased
with age as the CD8" increased, which was accompanied
by a proportional decrease in CD4" lymphocyte numbers
(Stepanova et al., 2007; Pomorska-Mol and Markowska-
Daniel, 2011). Double-positive CD4'CD8" are less fre-
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quent in neonate piglets than in adults, and their popu-
lation increases with age, probably as a result of the
antigen-dependent maturation of naive CD4" T helper
lymphocytes into antigen-specific memory T helper lym-
phocytes (Saalmiiller et al., 2002; Stepanova et al., 2007).
However, there is some variance, depending on the lev-
els of double-positive CD4*CD8" lymphocytes in piglets.
According to Stepanova et al. (2007), these cells were
rare during the first month of piglets’ life, at 0.5%, while
Pomorska-Mo6l and Markowska-Daniel (2011) indicated
that the proportion of this subset on the first day of pig-
lets’ life was 6.63%. This discrepancy might result from
the animals’ conditions (experimental conditions versus
commercial breeding farm) (Stepanova et al., 2007; Po-
morska-Moél and Markowska-Daniel, 2011). Stepanova
et al. (2007) have noted changes in the subpopulations
of T lymphocytes in the peripheral blood and secondary
lymphoid tissue during the first month of the piglet’s life.
A significant age-dependent increase in the total concen-
tration of yo T cells was noted in the blood and spleen,
but not in the lymph nodes. However, there was signifi-
cant growth in the percentage of the yo TCR+CD8+ sub-
population (Stepanova et al., 2007). Strong growth in the
total number of yd T cells since birth was also confirmed
in Talker et al. (2013), who observed significant pheno-
typic changes only within the CD2* subset. Neverthe-
less, the increase in overall amounts was proportional
to the increase of the CD2-T-cell subset (Talker et al.,
2013). Due to the involvement of v lymphocytes in in-
nate immune efficiency, they are also considered to con-
stitute part of the innate immunity (Sinkora and Butler,
2009). The pool of B lymphocytes in neonatal piglets is
immature (Sinkora and Butler, 2009). The more signifi-
cant percentage of peripheral sigM* B cells consists of
slgM*CD2" B cells, and sIgM'CD2- are relatively rare
(Sinkora et al., 1998 b). This is interesting, as porcine B
cells were considered not to express CD2 (Sinkora et al.,
1998 a). According to Sinkora et al. (1998 b), after the
piglet’s gut has been colonized with a complex intestinal
microflora, this proportion changes, and the number of
CD2- B cells increases with age, reaching 15%—-35% of
slgM" peripheral blood lymphocytes in week-old piglets.
They suggested that the expression of CD2 may be re-
lated to the functional status of porcine B cells, but can
then be lost as a consequence of the maturation process
(Sinkora et al., 1998 b). Thus, the microflora-dependent
slgM*CD2" lymphocytes in pigs can be activated/mem-
ory B cells (Sinkora et al., 1998 b). Antigen stimulation
due to colonization of the intestinal duct, as well as con-
tact with the extrauterine environment, results in the acti-
vation of T and B cells (Pomorska-Mo6l and Markowska-
Daniel, 2010 a). Sinkora and Butler (2009) indicate that,
in germ-free piglets, the development of the immune
system is slower than in an age-matched control group,
and these piglets were also unable to perform a humoral
response (Sinkora and Butler, 2009). The maturation
of the elements of adaptive immunity thus arises from
several factors, such as whether maternal immunoglobu-

lins are obtained with the colostrum and whether there
is any interaction with environmental microorganisms.
These are essential for the appearance of primed T and
B cells that subsequently develop into their effector and
memory progeny (Sinkora and Butler, 2009). Primed T
lymphocytes with elevated expression levels of CD25
meanwhile become effector/memory cells with elevated
expression of MHC 1II and display a CD4'*CD8a" and
CD2°CDS8a” y3T phenotype (Sinkora and Butler, 2009).

Assessment of piglets’ immune status: current
possibilities and perspectives

Although piglets are born immunocompetent — i.e.
able to respond — they are at the same time immunologi-
cally defenseless. To survive in an environment where
they are exposed to pathogens, they need their mother’s
protection, which is provided as passive immunity that
comes with the colostrum and milk, in the form of anti-
bodies and other regulatory elements involved in the im-
mune response. Early assessment of a piglet’s immune
status may enable rapid intervention in case of deficien-
cies or disorders. In addition, knowledge of a piglet’s im-
munocompetence and MDA levels is crucial to design-
ing a proper vaccination schedule (Martinez-Boixaderas
et al., 2022). Piglet protection can be achieved either
passively, through the transfer of maternally derived
immunity, or actively through vaccination. However,
vaccinating piglets in the presence of remaining MDA
might interfere with vaccine efficacy. Most works in the
literature have dealt with the acquisition of passive hu-
moral immunity by newborns, although the transmission
of specific cellular immunity has also been reported (Le
Jan, 1996; Nguyen et al., 2007; Pravieux et al., 2007).
For example, it has been shown that colostrum-derived
T cells could cross the intestinal barrier and enter the
systemic circulation and lymphoid organs (Tuboly et al.,
1995). These lymphocytes are also a potential source of
cytokines and chemokines that may exert a regulatory
effect on antigen-presenting cells and specific antigen
responses. Mammary gland secretions thus also have
immunoregulatory properties. Besides, colostrum con-
tains numerous other components involved in the sys-
temic immune processes, such as cytokines, interferons,
lysozyme, lactoferrin, peroxidase, complement compo-
nents, hormones, and other compounds involved in the
mechanisms of innate immunity (Salmon, 1999; Schultz,
2006). These substances participate in the maturation
of both local and systemic defense processes, as well
as in the induction and orientation of the piglets’ active
response to the antigen (Salmon, 1999; Schultz, 2006).
After being absorbed in the first 24 to 36 hours of life, an-
tibodies and other colostrum components are transferred
into the blood, where they provide systemic resistance to
infectious agents in piglets (Inoue and Tsukahara, 2021).
It is known that Ig plasma concentrations in piglets
shortly after birth positively correlate with their chance
of surviving the critical perinatal period (Devillers et al.,
2011). Cytokines passed to piglets by their mother with



Immune status of neonatal piglet

401

colostrum can play the role of “teacher” in the matura-
tion of suckling piglets” immune system (Nguyen et al.,
2007). However, cytokine transmission with colostrum
or milk is not well documented.

Studies on the immunological status of piglets are
presently performed using blood samples. Blood collec-
tion from individual animals has been the method most
commonly used in veterinary practice to obtain samples
for monitoring and surveying herd health status, includ-
ing for pigs. However, the technique is time-consuming,
laborious, and stressful for both animals and collecting
staff. In addition, sampling piglet blood is relatively
difficult and carries a high mortality risk. For this rea-
son, farmers and veterinarians often refrain from car-
rying out such tests, or postpone monitoring until later
in production. This can significantly delay the detection
of important health problems in the herd, including the
identification of lactation problems in sows, irregulari-
ties in the vaccination of dams, or transmission of ma-
ternal immunity to piglets. A specimen that could be
collected noninvasively and without inducing stress in
the animal, while still offering accurate diagnostic in-
formation, would greatly benefit herd health status and
disease monitoring. In the EU, noninvasive sampling
methodologies for monitoring the health status of farm
animals must comply with the EU’s general objectives
on food safety policy (Regulation 652/2014), in which
animal welfare and wellbeing are major issues. In the
assessment of the immunological status of piglets, only
one component of the immune response is usually con-
sidered — namely, humoral immunity, including its level
and duration. It seems that a more detailed analysis of
immunological parameters in this period (taking into ac-
count specific antibodies, and also the types of particular
groups of immunoglobulins, cytokines, APP, and so on)
would shed more light on the significance of maternal
immunity and its level in piglets in the first days of life
for their further development. The duration of maternal
MDA refers to the age of the piglet at which their MDA
levels fall below the limit of detection of the test used for
evaluation (Opriessnig et al., 2004), or the rate of decay
(“half-life”) of MDA (the time required for a 50% de-
crease in MDA levels) (Fort et al., 2009). The amount
of antibodies and other immune factors transferred from
sows to offspring is determined by the sow’s immunity
level near parturition, the timing of colostrum intake,
and the volume of colostrum ingested (Klobasa et al.,
1981). Strengthening sow herd immunity through vac-
cination is an important management tool for preventing
clinical signs in piglets and for delaying infection until
the piglet immune system is fully developed (Poonsuk
and Zimmerman, 2018). Noninvasive sample collection
methods are thus desirable and of great research interest.
The usefulness of oral fluid (OF) specimens for detecting
antibody and pathogen genetic material in pig popula-
tion is already accepted and commercially used (Prickett
et al., 2008; Prickett and Zimmerman, 2010; Ramirez et
al., 2012; Kittawornrat et al., 2014; Sattler et al., 2015).

Several advantages of the use of such noninvasive sam-
pling have been reported: it allows efficient and low-cost
collection of large numbers of diagnostic samples, and it
permits repeated sampling without the risk of discomfort
or stress (Turlewicz-Podbielska et al., 2020). Recently,
processing fluid (PF) has become more widely used in
diagnostic practice (Trevisan et al., 2019; Lopez et al.,
2022). PF consists of blood and tissue fluids obtained
during castration and tail-docking, which are usually per-
formed during the first week of a piglet’s life (3—5 days)
(Turlewicz-Podbielska et al., 2020). As castration is still
performed on many farms, gaining PF does not require
additional procedures or animal restraint, and thus does
not generate additional stressful situations. PF is consid-
ered a promising, practical, and inexpensive specimen
that may improve the monitoring of some porcine dis-
eases, such as PRRS (Turlewicz-Podbielska et al., 2020).
The idea of using this type of specimen to monitor other
swine diseases, as well as immune parameters such as cy-
tokines, immunoglobulins, and APP shows some prom-
ise. An additional advantage of PF is that the specimen
comes from piglets less than one week old. Studies in-
dicate that collecting PF from such young piglets is very
difficult, if not impossible (Jabtoniski et al., 2011). Re-
placing traditional samples, such as blood or serum, with
PF has numerous benefits, saving time, work, and costs
while minimizing the stress associated with sampling,
which positively impacts animal welfare and immunity.
However, there is a lack of experimental data on its use
for assessing the immunological status of piglets, includ-
ing the correlation between the concentration of various
immunological parameters in PF and the corresponding
sera, which until now have been the material used in this
type of determination (the gold standard).
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Abstract

Background Blood sampling from neonatal piglets is related to multiple disadvantages. Therefore, a new, alternative
matrix is required to assess piglets'early immune status efficiently. The present study aimed to assess the usefulness
of processing fluid for determining selected piglets'immune parameters. 264 pigs —31 sows, 146 male piglets, and 87
female piglets from commercial indoor farrow-to-finish pig herd were included in this study. 264 serum, 31 colostrum,
and 146 processing fluid samples were collected. Serum was collected from all animals, colostrum was collected from
sows, and processing fluid was collected from male piglets only. Using commercial ELISA tests, the concentration of
various immunoglobulins, cytokines, and acute phase proteins was assessed in each matrix. Statistical analyses were
employed to determine differences in the concentration of measured indices between piglets'serum and processing
fluid and correlations in the concentration of tested indices between particular sets of matrices.

Results Statistical analyses did not reveal significant differences in the IgG, IgA, IL-13, IL-4, IL-6, and IFN-y
concentration between piglets’serum and processing fluid (p>0.05). A positive correlation (p < 0.05) regarding the
concentration of some indices between processing fluid and samples collected from sows was also observed.
Conclusions Processing fluid can be considered a promising alternative to blood for assessing some immunological
indices in piglets, such as IgG, IgA, IL-13, IL-4, IL-6, and IFN-y, and, possibly, in the indirect assessment of some indices
in lactating sows, including IgA, IL-18, IL-4, IL-6, IL-8, IFN-y, or Pig-MAP.
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Background

Blood and serum are the most common matrices for
monitoring the pigs’ health status. However, blood col-
lection from newborn piglets is a labour-intensive and
time-consuming method [1]. Moreover, it is stressful
for piglets and may negatively affect their welfare [1].
Importantly, blood sampling from piglets, especially dur-
ing their first days of life, carries a high mortality risk
[1]. Due to these reasons, early monitoring is often post-
poned until the later stages of piglet life. In consequence,
detecting possible disorders can be delayed. For example,
inadequate colostrum intake is one of the significant rea-
sons for neonatal piglets’ mortality and may negatively
influence piglets’ weight gain [2, 3].

Given the above and the importance of piglets’ immune
status for further development and health, identifying
samples that are easy to collect during the first day of life
and cost-effective is desirable. Examples of such alterna-
tive matrices are oral fluid (OF) and processing fluid (PF).
OF has already been approved for the detection of anti-
bodies and pathogen genetic material in swine [4]. How-
ever, its utility in piglets is doubtful, as OF collection from
pigs younger than one week is almost impossible. In this
case, PF seems to be a much more promising alternative.
PF usually consists of blood and tissue fluids recovered
from castrated testicles and docked tails during piglet
processing (3—5 days of age) [5]. The abovementioned
processing procedures are routinely performed on many
pig farms worldwide [6]. Thus, collecting such samples
does not require additional effort and does not generate
excessive stress for piglets. The available studies indicate
that PF can be a promising, practical, and inexpensive
sample that improves the herd monitoring of, among
others, PRRS or PCV2 [7, 8]. Therefore, it is reasonable to
assume that PF can be a practical tool for other purposes,
such as assessing piglets’ immune components.

It is hypothesised that PF can be used as an alterna-
tive sample to serum for the early assessment of porcine
immune status. There is no data concerning the utility of
PF as the matrix to evaluate immunological parameters
such as immunoglobulins (Ig), cytokines, or acute phase
proteins (APP). Therefore, the objective of the current
study was to evaluate the usefulness of PF compared to
serum for the detection of Ig (IgG, IgA, IgM), cytokines
(IL-1p, IL-4, IL-6, IL-8, INF-y, and TNF-a) and APP
(haptoglobin (Hp), C-reactive protein (CRP), pig major
acute phase protein (Pig-MAP) and serum amyloid A
(SAA)). In addition, the correlation between the concen-
tration of tested parameters in samples collected from
sows and their litters was investigated.
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Results

Immunoglobulins

All tested Ig classes were detected in analysed matri-
ces (concentration range for sows’ serum: 16.6-36.46,
4.29-12.64, and 0.89-2.65, for male piglets’ serum: 9.6-
32.84, 0.45-1.7, and 0.71-3.99, for female piglets’ serum:
10.02-29.66, 0.57-1.69, and 0.71-3.17, for PF: 2.56—
31.28, 0.39-1.94, and 0.61-4.35, for colostrum: 12.4-
39.27, 2.45-10.34, and 3.1-18.8, respectively for IgG, IgM
and IgA, all values in mg/mL). IgG reached the highest
concentration in all tested samples (Fig. 1). No signifi-
cant differences were found between IgG content in PF
and male piglets’ serum (p=0.77), PF and female pig-
lets’ serum (p=0.57), and male and female piglets’ serum
(p=0.78; Fig. 1). A weak positive correlation was detected
only between the IgG concentration in sows’ sera and
female piglets’ sera (Table 1).

The concentration of IgA in all tested matrices was
second to IgG, except for sows’ serum in which IgA was
the least concentrated one (Fig. 1). No significant differ-
ences between the concentration of IgA in the PF and
the sera of male (p=0.93) and female (p=0.15) piglets
were observed (Fig. 1C). No differences were identi-
fied between IgA levels in the serum of male and female
piglets (p=0.78; Fig. 1C). A weak but statistically signifi-
cant correlation between the IgA concentration in sows’
serum and colostrum was observed (Table 1). Moreover,
the concentration of IgA in sows’ serum was positively
correlated with its concentration in PF and female pig-
lets’ sera (Table 1). No statistically significant correlation
was observed regarding the IgA concentration in the rest
of the analysed matrices (Table 1).

The second most concentrated Ig in the sera collected
from sows was IgM (Fig. 1B). In the remaining matri-
ces, the concentration of IgM was, however, exceeded
not only by the level of IgG but also by IgA (Fig. 1). The
piglets’ serum of both genders showed similar amounts
of IgM (p=0.83). However, significant differences were
detected between PF and sera of male (p=0.00001) and
female (p=0.00001) piglets (Fig. 1B). No significant cor-
relations between concentrations of IgM in different
matrices were found (p>0.05; Table 1).

Cytokines

The presence of IL-1p, IL-4, IL-6, IL-8, and INF-y was
confirmed in all types of tested matrices (concentration
range of IL-1B (pg/mL) was as follows: for sows’” serum:
310.02-6895.00, for male piglets’ serum: 122.01-4674.00,
for female piglets’ serum: 127.3-5234.6, for PF: 192.73-
4691.2, for colostrum: 397.37-7976.00. The concen-
tration range of IL-4 (pg/mL) was as follows: for sows’
serum: 5.22-567.4, for male piglets’ serum: 1.5-578.00,
for female piglets’ serum: 1.5-601.4, for PF: 1.59-569.00,
for colostrum: 7.75-506.2. For IL-6 (pg/mL), the
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Fig. 1 (A-C) The mean concentration (+SD) (mg/ml) of immunoglobulins: IgG, IgM, IgA in tested samples. SS — sows serum, C — colostrum, MS — male

piglets'serum, PF — processing fluid, FS — female piglets'serum

minimum and maximum concertation were equal: for
sows’ serum 332.66-2310.7, for male piglets’ serum: 56.8-
2266.4, for female piglets’ serum 82.67-2378.4, for PF
67.5-2398.2 for colostrum 289.32-2247.4, IL-8 (pg/mL)
for sows’ serum 25.96-301.12, for male piglets’ serum:
23.24-319.33, for female piglets’ serum 21.07-316.83, for
PF 42.29-573.14, for colostrum 333.4-1964.98, for INF-
Yy (ng/mL) for sows’ serum 0.59-13.65, for male piglets’

serum: 0.5-11.18, for female piglets’ serum 0.5-10.57;
for PF 0.5-10.5; for colostrum 0.54-9.51. TNF-a was
detected only in sows’ serum (range: 28—210 pg/ml) and
colostrum (range 22-360 pg/ml). Out of all tested cyto-
kines, IL-1 was the most abundant cytokine in the PF
(Fig. 2A). In the remaining types of samples, IL-1 con-
centration was second to IFN-y only (Fig. 2). No signifi-
cant differences in the IL-1p concentration in PF and sera
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Table 1 The correlations (R-Spearman coefficient) between tested matrices in the IgG, IgM, and IgA concentrations. Brackets contain

p-values for each correlation

Immunoglobulins

I9G IgA IgM

Matrice Sows'serum Colostrum Sows'serum Colostrum Sows’serum Colostrum

Colostrum -0.13 (p=049) 1 0.39% (p=0.03) 1 0.04 (p=0.83) 1

Male piglets’'serum 0.02 (p=0.85) 0.14 (p=0.09) 0.14 (p=0.09) -0.12 (p=0.16) -0.00 (p=0.98) 0.05 (p=0.57)

Processing fluid -0.08 (p=0.35) -0.04 (p=0.62) 0.25% (p=0.00) -0.10 (p=0.23) -0.08 (p=0.31) 0.04
(p=0.59)

Female piglets’serum 0.23* (p=0.03) 0.16 (p=0.13) 0.54* (p=0.00) -0.12 (p=0.05) -0.06 (p=0.59) 0.04
(p=0.70)

*Correlation is significant (p<0.05)

Table 2 The correlations (R-Spearman coefficient) in the concentration of IL-13, IL-4, IL-6, IL-8, IFN-y, and TNF-a between tested

matrices. Brackets contain p-values for each correlation

Cytokines

IL-1B IL-4 IL-6 IL-8 INF-y
Matrices Sows'serum  Colostrum Sows' Colostrum Sows' Colostrum Sows' Colostrum Sows' Colos-

serum serum serum serum trum

Colostrum 0.89* 1 0.86* 1 0.78* 1 0.09 1 0.84* 1

(p=0.00) (p=0.00) (p=0.00) (p=0.62) (p=0.00)
Male piglets’ 0.75*% 0.80* 0.71* 0.79* 0.65* 0.67* 0.18* -0.23* 0.61* 0.81*
serum (p=0.00) (p=0.00) (p=0.00) (p=0.00) (p=0.00) (p=0.00) (p=0.03) (p=0.01) (p=0.00) (p=0.00)
Processing 0.76* 0.78* 0.74* 0.79*% 0.57* 0.62* 0.20* -0.10 0.57% 0.76*
fluid (p=0.00) (p=0.00) (p=000) (p=0.00) (p=000) (p=0.0) (p=002 (p=024) (p=000) (p=0.00)
Female piglets’ 0.70%* 0.76* 0.87* 0.91* 0.72% 0.69% 0.20 -0.42* 0.78* 0.89*
serum (p=0.00) (p=0.00) (p=0.00) (p=0.00) (p=0.00) (p=0.00) (p=0.07) (p=0.00) (p=0.00) (p=0.00)

*Correlation is significant (p<0.05)

of male (p=0.20) and female (p=0.73) piglets were dem-
onstrated (p>0.05; Fig. 2A). Differences were also not
identified between IL-1( concentrations in piglet sera of
both genders (p=0.19). IL-1P concentrations were corre-
lated across multiple matrices (Table 2).

The mean concentration of IL-4 prevailed over IL-8
in the sera of all analysed groups (Fig. 2). In the colos-
trum and PF, its concentration was lower compared to
IL-8 (Fig. 2). Similarly to the previously described param-
eter, no significant differences between the concentration
of IL-4 in PF and the sera of male (p=0.59) and female
(p=0.41) piglets were observed (Fig. 2B). IL-4 concentra-
tion was also similar in the male and female piglets’ sera
(p=0.73; Fig. 2B). Significant correlations between the
concentration of IL-4 were determined between all tested
sets of matrices (Table 2).

IL-6 was the third most concentrated cytokine in each
kind of matrix (Fig. 2). Its concentration in PF and sera of
male (p=0.55) and female (p=0.14) piglets did not differ
significantly (Fig. 2D). The level of IL-6 in the male and
female piglets’ sera was also similar (p=0.07). Significant
correlations in the concentration of IL-6 were deter-
mined between all sets of tested matrices (Table 2).

In colostrum and PF, the mean concentration of IL-8
exceeded IL-4 (Fig. 2). The concentrations of IL-8 sig-
nificantly differ between PF and sera of male (p=0.00)
and female (p=0.00) piglets (Fig. 2E). No significant

differences between IL-8 concentration in the sera of pig-
lets belonging to opposite genders (p=0.89; Fig. 2E) were
found. Several correlations regarding the concentration
of IL-8 in different matrices were identified (Table 2).
Detected correlations concerning IL-8 concentration
between different matrices were the weakest out of all
analysed cytokines (Table 2).

In each type of examined matrix, except for PF, INF-y
was the most abundant cytokine (Fig. 2C). No significant
differences between the concentration of INF-y in the PF
and the sera of male (p=0.12) and female (p=0.11) pig-
lets were observed (Fig. 2C). No differences were iden-
tified between INF-y levels in the serum of male and
female piglets (p=0.77; Fig. 2C). Significant, positive cor-
relations between every tested set of matrices were dem-
onstrated for this cytokine (Table 2).

Due to the undetectable concentration of TNF-a in
three out of five tested matrices, further statistical analy-
ses of this parameter were infeasible (Fig. 2F).

Acute phase proteins

The concentration range of tested acute phase proteins
(respectively for Hp (mg/mL), Pig-MAP (pg/ml) and
CRP (pg/ml ) was as follow: for sows” serum: 0.79-2.29,
484.71-1391.8, and 7.89-61.49, for male piglets’ serum:
0.29-1.56, 379.9-1471.00, and 4,69-29.62, for female pig-
lets’ serum: 0.25-8.81, 372.97-1537.3, and 5.25-38.11, for
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Fig. 2 (A-F) The mean concentration (+SD) (mg/ml) of cytokines: IL-1B, IL-4, IFN-y, IL-6, IL-8, TNF — a in tested samples. SS — sows serum, C — colostrum,

MS - male piglets'serum, PF — processing fluid, FS — female piglets’ serum

PF 0.06-1.41, 372.49-1060.6, and 4.72-25.59, for colos-
trum 1.56-3.89, 457.4-1265.2, and 8.97-66.41.

Among analysed APPs, CRP had the lowest abundance
in each tested matrix (Fig. 3). The concentration of CRP
reached the highest concentration in sows’ serum and
colostrum. In contrast, the lowest was in the PF (Fig. 3A).
Statistically significant differences concerning CRP con-
centration were detected between the PF and sera of
male (p=0.00) and female (p=0.00) piglets (Fig. 3A).
Such differences were also demonstrated between the
sera of male and female piglets (p=0.00; Fig. 3A). Statisti-
cally significant correlations in the level of this parameter
were only detected between sows’ serum and colostrum
and between sera collected from sows and female piglets
(Table 3).

Hp reached the highest concentration in each type of
tested matrices, except for male piglets’ sera (Fig. 3B).
There were no statistically significant differences between
the concentration of Hp in the sera collected from piglets
of different genders (p=0.32; Fig. 3B). Also, the concen-
tration of Hp in the sera of male piglets and PF did not
differ significantly (p=0.12; Fig. 3B). However, significant
differences were found in the case of sera obtained from
female piglets and PF (p=0.02; Fig. 3B). Several positive

correlations between Hp concentrations in different
matrices were found (Table 3).

Pig-MAP was the abundant APP of male piglets’ serum
(Fig. 3). In the remaining matrices, its mean concentra-
tion was second to the Hp (Fig. 3). The mean concentra-
tion of Pig-MAP in PF significantly differed from those
measured in male (p=0.00) and female (p=0.00) piglets’
serum (Fig. 3C). At the same time, differences were not
observed between the sera of piglets belonging to oppo-
site genders (p=0.06; Fig. 3C). A statistically signifi-
cant correlation between all tested sets of matrices was
observed (Table 3).

The concentration of SAA in most tested samples was
below the test’s detection limit (0.31 pg/ml). SAA levels
above the detection limit were found only in colostrum,
with a mean concentration of 13.17 pg/ml (+4.04). There-
fore, any statistical analyses of this parameter were infea-
sible to perform.

Discussion

Blood serum is the most routinely used sample to moni-
tor pig immune status. Due to some disadvantages in
its collection, alternative matrices are desirable. As cas-
tration is still routinely performed on numerous farms,
PF obtained during these procedures piqued scientists’
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Fig. 3 (A-C) The mean concentration (£ SD) (mg/ml) of particular acute phase proteins: CRP, Hp, Pig-MAP in tested samples. SS — sows serum, C — colos-
trum, MS — male piglets’serum, PF — processing fluid, FS — female piglets’serum; * - statistically significant differences

interest as a possible alternative. The results of sev-
eral studies indicate that PF can be implemented in the
monitoring of some pigs’ diseases. The usefulness of
PF regarding the surveillance of swine diseases was ini-
tially assessed for PRRS [5]. The results of several studies
showed that PF can be an efficient, cost- and work-sav-
ing alternative sample for PRRS monitoring in breeding

herds [5, 9, 10]. The available data indicate that PF can
also be applicable in PCV-2, PED, or Mhp monitoring [7,
8, 11]. Therefore, we hypothesised that the PF can be suc-
cessfully employed for more diagnostics purposes, such
as early assessment of porcine neonates’ immunological
status.
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Table 3 The correlations (R-Spearman coefficient) in CRP, haptoglobin, and Pig-MAP concentration between tested matrices. Brackets

contain p-values for each correlation

Acute phase proteins

CRP Hp Pig-MAP
Matrices Sows'serum Colostrum Sows'serum Colostrum Sows'serum Colostrum
Colostrum 0.78* (p=0.00) 1 0.45* (p=0.01) 1 0.4* (p=0.03) 1
Male piglets’'serum 0.02 (p=0.82) 0.04 (p=0.63) 0.02 (p=0.84) 0.17* (p=0.04) 0.36* (p=0.00) 0.57* (p=0.00)
Processing fluid 0.09 (p=0.26) 011 (p=0.2) 0.08 (p=0.32) 0.16* (p=0.047) 0.09 (p=0.23) 0.32* (p=0.00)
Female piglets’serum 0.26* (p=0.01) 0.11 (p=0.32) 0.05 (p=0.65) 0.37* (p=0.00) 0.23* (p=0.03) 0.42* (p=0.00)

*Correlation is significant (p<0.05)

Due to the epitheliochorial structure of the porcine
placenta, the colostrum represents the sole source of
passive immunity for piglets; the concentration of IgG
in the piglets’ plasma at the age of 24 h is strongly cor-
related with colostrum intake [2]. Ig are crucial in con-
ferring protection to piglets by the time they develop
their immunity, so from an immunological point of view,
they are the essential component of porcine colostrum.
In the present study, the concentration of IgG, IgM, and
IgA in various matrices, including PF, were evaluated,
and correlations and differences between these concen-
trations were analysed. The results were consistent with
previous studies in which IgG is the predominant Ig of
porcine colostrum. It was followed by IgA and IgM, the
least concentrated ones [3, 12—14]. The observed pat-
terns of the mean concentration of tested Ig in sows’ sera,
where IgG and IgA are the most and least concentrated,
are also consensual with previously obtained results
[15]. Consistent with previous studies, IgG was also the
dominant Ig of piglets’ sera [3, 14]. Bandrick et al. (2014)
showed that concentrations of IgG and IgA were higher
in colostrum than in sows’ serum [16]. In the present
study, colostrum contained a higher concentration of
IgA. However, a greater concentration of IgG was deter-
mined in sows’ serum. Such differences can result from
the timing of colostrum collection. In the present study,
colostrum was obtained from 12 to 24 h from the start
of parturition. In the study of Bandrick et al. (2014), it
was collected within 1 h from the beginning of farrowing
[16]. It is well documented that the concentration of Ig
in colostrum declines rapidly during the first 24 h after
farrowing, with the most marked decrease in the level of
IgG [12, 14]. The decrease in the level of IgA is less dras-
tic compared to IgG, and IgA is the predominant Ig of
porcine milk [12, 14]. Moreover, more than 50% of IgA
originates from the mammary gland; meanwhile, almost
100% of IgG is of serum origin [6]. The most prevalent Ig
of PF was IgG, which IgA followed. The present study did
not determine statistically significant differences regard-
ing the concentration of IgG and IgA in the sera collected
from piglets belonging to both genders and in PF. The
results suggest that PF can be a reliable alternative to pig-
let serum for assessing the level of IgG and IgA. A slight

positive correlation between the amount of IgA in the
PF and the sows’ serum implies that PF can potentially
be a helpful matrix in assessing the sows’ status regard-
ing this Ig (R-Spearman=0.25; p<0.05). This statement,
however, needs more studies on a larger population of
animals. No correlation between the level of IgA in the
PE, as well as serum collected from both genders of pig-
lets vs. colostrum, was observed, which is interesting
because most of the colostral IgA is produced locally in
the mammary gland, and a lesser part is of serum origin
[6]. This phenomenon may result from different times of
taking samples. The correlation between PF and sows’
serum was not detected for IgG, almost wholly derived
from sows’ serum [6]. We observed a moderate posi-
tive correlation between the level of IgA in the serum of
sows and their colostrum. On the other hand, a study by
Markowska-Daniel et al. (2010) did not show any correla-
tion between IgA levels in these matrices [14]. The men-
tioned differences can result from the timing of sample
collection. In the quoted research, the blood was sampled
from sows 10 and 3 days before parturition, while in the
present study, during 12—-24 h after start of parturition
[14]. No correlation between the concentration of IgG in
sows’ serum and colostrum was detected, which aligns
with previous results [14]. The lack of such correlation
regarding IgG could result from the transfer of IgG from
serum to colostrum, which depends not only on the IgG
concentration in sows’ serum but also on some other fac-
tors, including season, genotype, vaccination, or earlier
transfer of IgG from sows’ serum to colostrum, as the
tight junctions between mammary gland cells are already
open during the last month of gestation and enable the
extensive transfer of Ig [14, 17]. In the present study, we
observed high SD values concerning the mean concen-
tration of IgG in sows’ serum and colostrum and IgA in
colostrum, which resulted from high individual variabil-
ity and could also influence statistical results. According
to Bandrick et al. (2014), piglets’ serum concentration
of IgG and IgA after ingestion of colostrum mimicked
the distribution of these immunoglobulins in the sow’s
colostrum [16]. The results of our study did not show a
significant correlation between the concentration of IgG
and IgA in the sera of piglets and colostrum, which is
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consensual with some previous results [14, 18]. The lack
of such a relation is thought to be due to factors that can
affect Ig concentration in the piglets’ sera, including the
size of the litter, birth order, and gut closure timing [14].
On the other hand, another study showed a clear cor-
relation between IgG concentration in these two matri-
ces [19]. Nevertheless, this relationship was observed
between colostrum obtained after the expulsion of the
first piglet and before the first suckling and sera collected
from piglets one-day following farrowing [19]. Concern-
ing IgM, statistically significant differences were found
between its amount in PF and serum obtained from pig-
lets of both genders. The above implies that PF is unlikely
an alternative to serum in the early assessment of IgM
concentration in piglets. Of note, IgM is the least con-
centrated Ig of porcine colostrum. Therefore, in the early
assessment of porcine neonate immune status, IgG and
IgA seem of greater relevance. PF might be thus consid-
ered an alternative matrix for piglet IgG and IgA concen-
tration assessment.

Multiple cytokines were detected in the porcine colos-
trum (3, 20, 21]. Similarly to the Ig, most cytokines are
delivered for offspring via colostrum. It is thought that
they play an instructive role in the maturation process of
neonatal immunity [20]. Our results regarding the con-
centration of particular cytokines in the sows’ serum
and colostrum differ from previous research in which
the most abundant cytokine in the porcine colostrum
and sows’ serum was IL-4 [20]. In the present study, the
most abundant cytokines in these two matrices were
IEN-y, IL-1pB, and IL6; meanwhile, IL-4 was one of the
least concentrated ones in the tested matrices. As IFN-
Y, IL-1B, and IL6 are classified as pro-inflammatory
cytokines, such differences can indicate and result from
some ongoing inflammation processes. However, the dif-
ferences between the IL-6 amounts in these two studies
were not enormous, while in the study of Nguyen et al.
(2007), the concentration of IL-1p was not assessed [20].
Moreover, in the present research, TNF-a, also associ-
ated with inflammation, was detected in the sows’ serum
but was absent in the study of Nguyen et al. (2007) [20].
Nguyen et al. (2007) hypothesise that TNF-a present in
colostrum is produced locally in the mammary gland
and does not originate from sows’ circulation [20]. In the
study of Maciag et al. (2022), the predominant cytokine
of sows’ serum was INF-y, consistent with our results [3].
In the quoted study, the highest concentrated cytokine of
sows’ colostrum was IL-4, which, on the other hand, is
in line with the results obtained by Nguyen et al. (2007)
[3, 20]. The content of cytokines in piglets’ sera detected
in our study was also different compared to the study of
Nguyen et al. (2007). Contrary to our research, in which
IEN-y, IL-1f, and IL-6 reached the highest concentration
in piglets’ sera, in the quoted study, the most abundant
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cytokine of suckling piglets’ serum was IL-4, which was
followed by TGE-p [20]. Piglets do not produce endog-
enously other cytokines, except IL-12 and TGF-p1 [20].
Additionally, cytokines do not cross the placenta [20].
Therefore, observed differences seem understandable, as
colostrum constitutes the sole source of particular cyto-
kines [20]. In the study of Maciag et al. (2022), the most
concentrated cytokine of piglets’ sera was IFN-y, fol-
lowed by IL-4 [3]. The most significant differences com-
pared to our results were presented in the Llamas Moya
et al. (2007) study, in which the piglets’ plasma concen-
tration of IL-1p was much lower compared to our results
(<290 pg/ml) [22]. Moreover, the presence of TNF-a was
detected in the piglets’ sera [22]. The minimum and max-
imum concentrations of TNF-a were observed at one day
and five days of age, respectively [22]. Of note, neither the
present nor any other results detect TNF-a in the pig-
lets’ serum [20]. No significant differences regarding the
concentration of IL-1p, IL-4, IL-6, and IFN-y between
PF and piglets sera and between sera collected from pig-
lets of both genders were found in the present study. The
above implies that PF can represent a promising alterna-
tive for blood in assessing these cytokine concentrations
in neonatal piglets. Similar results were reported in the
previous study, where the correlation in the concentra-
tions of IFN-y, IL-4, and IL-6 in sows’ serum and colos-
trum has been noted [20]. Therefore, concerning these
cytokines, it can be assumed that its sows’ serum con-
centrations contribute to its level of mammary secretion
[20]. Regarding sows’ serum and colostrum, we have also
observed a positive correlation of IL-1B concentration.
Of note, its content was higher in colostrum compared to
serum. Such correlation was not found for IL-8 concen-
tration. Moreover, IL-8 content was higher in the colos-
trum compared to the sows’ serum, suggesting that this
cytokine does not originate solely from serum but can
be produced locally in the mammary gland [20]. These
findings, however, need further confirmation. Notably,
the observed lack of correlations may result from cyto-
kines’ relatively short half-life and instability [20, 23].
The concentration of IL-8 in colostrum was negatively
correlated with its level in piglet sera. The study per-
formed on human colostrum indicates that cytokines in
colostrum lose their stability depending on the combi-
nation of time and the temperature in which it is stored
[24]. Concerning INF-y, IL-f, IL-4, and IL-6 concentra-
tions, positive correlations were found between sera col-
lected from piglets and sows and between piglets’ sera
and colostrum. Therefore, according to Nguyen et al
(2007) results, it can be assumed that piglets’ serum con-
centration of these cytokines corresponds to the mother
pattern [20]. Significant, strong correlations were found
between the concentration of IL-1p, IL-4, IL-6, and IFN-y
in PF and sows’ serum and between IL-1f, IL-4, IL-6, and
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IFN-y in PF and colostrum. This indicates that PF can be
potentially useful in indirectly assessing mentioned cyto-
kines. However, it should be in mind that regarding the
concentrations of most tested cytokines, relatively high
SD values were observed, which could affect the results
of statistical analyses and influence the significance of
observed results (Fig. 2).

Hp, Pig-MAP, SAA, and CRP are classified as positive,
major pigs’ APP [25]. They are produced and released
due to pro-inflammatory cytokines activation in response
to inflammation, which can be caused by infections,
stress, or tissue injuries [26]. Therefore, APP can be a
valuable indicator of health status disruption. Available
data indicate an increased interest in APP as a health sta-
tus marker that can be routinely used in pig production
[26]. Concerning APP during the early stages of piglets’
life, the literature data is less abundant than that of Ig.
In line with several previous studies, the presence of Hp,
Pig-MAP, and CRP was confirmed in colostrum and pig-
lets’ sera [27-29].

The mean concentration of CRP in the serum of piglets
observed in the present study was similar to previously
observed (17.51 pg/ml in female piglets, 13.59 pg/ml in
male piglets vs. ~15 pg/ml) [22]. The amount of CRP in
the piglets’ serum does not vary with age within the first
week of life [22]. It is well documented that the plasma
CRP concentration increases rapidly after the inflamma-
tory stimulus [30]. Herein, significant differences were
determined between the concentration of CRP in pig-
lets’ serum of both genders and between piglets’ serum
and PF. Therefore, PF should not be considered a reliable
matrix for assessing piglets’ CRP concentration. Interest-
ingly, a positive correlation between the amount of CRP
was demonstrated for sera and saliva [31]. The present
study detected no significant correlation between the
amount of CRP in the colostrum and piglets’ sera, which
agrees with the previous results [29]. The amount of CRP
in both matrices observed in the present study was much
higher than the quoted one [29]. It is considered that the
piglets’ serum CRP content originates from colostrum at
the 4 days of life [29].

The concentration of Hp in particular matrices was
similar to those documented in the previous study, in
which its content in the colostrum and sows’ serum was
0.78-1.11 mg/ml and 2.58 mg/ml, respectively [28]. We
observed, however, more significant differences in the
concentration of Hp in the piglets’ serum compared to
a previous study, in which its concentration at 9 h post-
partum in the serum of piglets that ingested colostrum
was 271%+48.6 ug/ml [28]. Such differences can result
from blood collection timing. It was demonstrated that
the concentration of plasma Hp in piglets increases
within the first week of life [22, 27]. In the second experi-
ment described in the quoted research, Hp concentration
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was measured in the sera collected from piglets at 14
days and during weaning. The obtained results were
much more comparable to ours (0.58+0.04 mg/ml and
0.53%£0.04 mg/ml on the 14th day and at the weaning,
respectively) [28]. Concerning Hp piglets’ serum content,
our results were different from those presented by Lla-
mas Moya et al,, in which the Hp amount in the piglets’
plasma ranged from 0.6 to 1.2 ng/ml on the 3rd and 5th
day of life, respectively [22]. It is worth adding that the
observed differences may result from different designs of
both experiments (commercial farm vs. controlled con-
ditions), as environmental factors (dust, gases) influence
the level of Hp [32]. Hp is of colostral origin [28].

Moreover, colostrum increases its piglets’ endogenous
production [28]. A positive correlation between the Hp
amount in colostrum and piglets’ serum observed in
the present study is consistent with the above finding.
We also found a positive correlation between colostrum
and sows’ serum, which may indicate that the level of
Hp in the colostrum depends on its level in the sows’
blood. However, such a relationship was not determined
between the sera of sows and their offspring or sows’
serum and PF. Positive correlations of Hp levels were
also observed in other matrices, like serum and meat
juice, and between serum and saliva [26, 31]. Despite the
lack of statistically significant differences between the
amount of Hp in sera collected from piglets of both gen-
ders, we confirmed such differences concerning PF and
female piglets’ sera. These findings can result from more
pronounced inter-female piglet variability regarding Hp
content in female sera. Therefore, PF is unsuitable for
determining the Hp content in piglets.

The data concerning Pig-MAP during the perinatal
period of suckling piglets needs to be revised. Using a
Western blot technique, Martin et al. (2005) have deter-
mined, among others, the presence of 120 kD bands in
colostrum and piglets’ serum corresponding to the native
Pig-MAP/ITIH4 protein [27]. Based on these findings,
the authors suggested that colostrum could be, at least
in part, a source of piglets’ blood Pig-MAP [27]. We
have detected Pig-MAP’s presence in each tested speci-
men, including colostrum and piglets’ sera. Moreover, we
have determined a positive correlation between the Pig-
MAP amount in colostrum and piglets’ sera. Therefore,
the present results confirm the observation of Martin
et al. (2005). A positive correlation in the current study
between sows’ serum and colostrum may indicate that
colostrum Pig-MAP is of serum origin.

Furthermore, a significant relationship between sows’
and piglets’ serum suggests that the concentration of this
APP in the sows’ circulation influences its concentration
in piglets. Concerning other alternatives to serum matri-
ces, a positive correlation in the content of Pig-MAP was
found between meat juice and serum [26]. The Pig-MAP
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concentration in PF significantly differed from the con-
centration measured in the piglets’ serum of both gen-
ders. Of note, the SD values regarding Pig-MAP in this
study were high, which could affect the results of statisti-
cal analyses. Therefore, the utility of PF for assessing the
concentration of Pig-M AP requires further research.

Conclusion

To the authors’ knowledge, this is the first report in which
the presence of Ig, cytokines, and APP was confirmed
in PE. Due to the lack of significant differences between
the concentration of IgG, IgA, IL-1B, IL-4, IL-6, and
IFN-y in the serum of piglets and PF, it can be assumed
that PF represents a promising alternative to blood for
their assessment in suckling piglets. Moreover, due to
correlations between IgA, IL-1p, IL-4, IL-6, IL-8, IFN-y
concentrations in sows’ serum and PF and Pig-MAP
concentrations in colostrum and PF, PF can potentially
represent a valuable and relevant matrix for the indi-
rect assessment of sows’ immune parameters. Since this
is the first study evaluating the PF as a potential matrix
for evaluating piglets’ and sows’ immune status, further
analyses are desirable.

Methods

Animals

The study was conducted on a farrow-to-finish pig herd
of 100 sows (Danbred hybrid). The animals were privately
owned by the farmer. Samples were collected from 264
pigs (31 sows, 146 male piglets, and 87 female piglets).
Lots of 9-10 sows were formed every 21 d. Sows and
suckling piglets were kept in a well-prepared farrow-
ing room. There was no cross-fostering of piglets within

Table 4 Samples dilutions depending on the expected analyte
concentration and the manufacturer’s recommendation

Parameter Sample Dilution Factor

IgA Serum, PF No dilution
colostrum 1:100

[e]€} Serum, PF No dilution
colostrum 1:100

IgM Serum, PF No dilution
colostrum 1:100

IFN-y Serum, PF, colostrum 1:2

TNF -a Serum, PF, colostrum 1:2

IL-8 Serum, PF, colostrum 1:2

IL-6 Serum, PF, colostrum 1:2

=18 Serum, PF, colostrum 1:2

IL-4 Serum, PF, colostrum 1:2

Pig-MAP Serum, colostrum 1:1000
PF 1:100

Hp Serum, PF, colostrum 1:10 000

CRP Serum, PF, colostrum 1:2000

SAA Serum, PF, colostrum 1:400
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piglets in this study. An all-in/all-out swine produc-
tion system with thorough cleaning and disinfection in
between lots was implemented routinely on this farm.
Standard farm management included castration and tail
docking at 3-5 days and weaning at 4 weeks of age. Only
sows between 2 and 4 parities, weighed 150-200 kg, and
farrowing without assistance, at least 10 piglets were
included in this study. The herd’s routine health monitor-
ing program included serological profiling and colostrum
quality analysis.

Based on serology test results, the herd was confirmed
seronegative to pseudorabies virus (PRV), PRRSV, influ-
enza A virus (IAV), Actinobacilus pleuropneumoniae
(App), and Mycoplasma hyopneumoniae (Mhp). Clini-
cal, and anatomopathological examinations (regularly
performed ante-mortem inspection of carcass at slaugh-
terhouse) showed no evidence of streptococcosis, pleu-
ropneumonia, Glasser’s disease, or atrophic rhinitis. The
breeding sows were vaccinated against porcine parvoviral
infection, erysipelas, atrophic rhinitis and colibacillosis of
newborn piglets.

Samples collection and processing

Thirty-one colostrum samples, one from each sow, were
collected between 12 and 24 h after the start of farrow-
ing. Therefore, regarding sampling time, the analysed
colostrum was middle-late, which could influence the
concentration of measured indices and obtained results.
All samples were transported to a laboratory in a cooler
condition and then refrigerated until further analyses.
Blood was collected from the vena jugularis or vena cava
cranialis into clot activator tubes. Blood from sows was
collected simultaneously to colostrum (12-24 h after the
farrowing onset). Sampling of piglets took place 2-5 days
after farrowing (at the time of piglets processing). Sam-
ples were collected from at least seven piglets from each
litter. A total of 31 sows’ serum samples, 146 male serum
and PF samples, and 87 female serum samples were
included in the present study. Blood was centrifuged
(2500 x g, 15 min, 4°C) to obtain serum and kept frozen
(-80°C) until further analyses. After the experiment, the
pigs were released for rearing.

Laboratory analyses

IgA, IgG, and IgM concentrations in serum, colostrum,
and PF were analysed using species-specific commer-
cial ELISA Kkits (Porcine Immunoglobulin G, IgG ELISA
Kit, Porcine Immunoglobulin A, IgA ELISA Kit, Porcine
Immunoglobulin M, IgM ELISA Kit) from BT Labora-
tory (Jiaxing, Zhejiang, China). All tests were conducted
according to the manufacturer’s recommendations.
Table 4 presents the dilution of each sample type used in
the present study. The concentration of each parameter
was calculated based on a standard curve for each using
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Magellan v.7.2 software (Tecan). For all kits, the intra-
and interassay CV were <8% and <10%, respectively.
Detection limits were 0.022 mg/ml for IgM, 0.251 mg/ml
for IgG, and 10.25 pg/ml for IgA.

The concentration of the following cytokines: TNEF-q,
IFN-y, IL-1p, IL-4, IL-6, and IL-8 in serum, colostrum,
and PF was determined with the use of commercial
species-specific ELISA kits (RayBio® Porcine TNF-alpha
ELISA Kit, RayBio® Porcine IFN-gamma ELISA Kit, Ray-
Bio® Porcine IL-1 beta ELISA Kit, RayBio® Porcine IL-4
ELISA Kit, RayBio® Porcine IL-6 ELISA Kit, RayBio® Por-
cine IL-8 ELISA Kit) from RayBiotch Inc (Norcross, GA,
USA), following the manufacturer procedures. The con-
centration of analysed parameters was calculated based
on a standard curve for each using Magellan v.7.2 soft-
ware (Tecan). The intra- and interassay CV were <10%
and <12% respectively. The minimum detectable con-
centration of cytokines were 6pg/ml (IL-1beta); 1.5pg/ml
(IL-4), 45pg/ml (IL-6); 10pg/ml (IL-8), 20 pg/ml (TNF-«)
and 500pg/ml (INF-y).

The concentration of SAA, CRP, and Hp in serum,
colostrum, and PF was determined with the use of com-
mercial ELISA kits (Pig serum amyloid A ELISA, Pig
haptoglobin ELISA, Pig C-reactive protein (CRP) ELISA)
from Life Diagnostics Inc. (West Chester, PA, USA). Pig-
MAP concentration in all matrices was determined with
the ELISA kits (Acuvet ELISA PigMAP) from Acuvet
Biotech SL (Zaragoza, Spain). The intra- and interassay
CV for all Elisa assays used in this study were <10% and
<12% respectively. Detection limits of test used were:
4,68 pug/mL for CRP, 0,05 mg/mL for Hp, 0,31 pg/ml for
SAA and 0.18 pg/mL Pig-MAP. Inter and intra assays CV
of the kits used in the study are lower than 10%. All tests
were conducted according to the manufacturer’s recom-
mendations. The concentration of analysed parameters
was calculated based on a standard curve for each using
Magellan v.7.2 software (Tecan).

To ensure the precision of results, all samples were
run in duplicate, and results were considered acceptable
when the relative standard deviation was <10%. Repeat-
ability and reproducibility ELISA tests used in our study
performed at 3 concentration levels (if available) of ana-
lytes in PF and colostrum (negative samples, low and high
concentration) yielded values below 9.5% CV for repeat-
ability and below 11.5% CV for reproducibility. Accuracy
was investigated by linearity under dilution; in brief, two
PF and colostrum samples were diluted (1:2; 1:4; 1:8; 1:16,
1:32) with sample diluents. Dilution studies resulted in
linear regression equations with a correlation coefficient
ranged from 0.97 to 0.99 showing that the tests measures
the proteins in a linear manner.
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Statistical analysis

All the data were analysed using Statistica 13.3 (Tibco,
USA). The significance level was o=0.05, and a
p-value<0.05 was considered statistically significant. The
obtained data were subjected to the W. Shapiro-Wilk test
for normality and Levene’s test for equality of variances.
Due to the nonparametric distribution of the analysed
variables, Spearmans’ rank correlation coefficient test
was used to determine the correlation between various
matrices, i.e. sows’ serum and piglets’ serum, sows’ serum
and colostrum, piglets’ serum and colostrum, sows’
serum and PF, piglets’ serum and PF, or colostrum and
PFE. Differences between mean concentrations of inves-
tigated parameters in PF vs. piglets serum and serum of
females vs. serum of males were tested by a nonparamet-
ric U Mann-Whitney test.
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Field study on the utility of fluid
obtained from testicles as a sample
for detecting antibodies to selected
swine pathogens

Agata Augustyniak®, Ewelina Czyzewska-Dors? & Matgorzata Pomorska-MéI***

Processing fluid is a promising alternative to blood for monitoring porcine diseases, although certain
aspects of its routine use remain unclear. This study evaluated serum from females and males,

along with corresponding testicular only processing fluid, for antibodies against Actionbacillus
pleuropneumonie, hepatitis E virus, porcine epidemic diarrhea virus, influenza A virus, Erysipetothrix
rhusiopathie and Mycoplasma hyopneumoniae, using commercial ELISAs (ID Screen APP, Hepatitis

E, PEDV, Influenza A from ID Vet, France; Civtest suis SE/MR from Hipra, Spain; and Mycoplasma
hyopneumoniae from Idexx, USA). Differences in the proportion of positive results across sample types
were analysed to assess the utility of testis-derived processing fluid for litter-level health monitoring.
ROC analysis was used to establish optimal cut-offs for processing fluid, followed by evaluation of
diagnostic performance using both manufacturer-recommended and ROC-derived thresholds. A
pooling simulation was also performed. Results indicate that processing fluid collected exclusively from
testes can detect antibodies against selected pathogens effectively. Some ELISA kits validated for
serum may be applicable to processing fluid, provided that appropriate cut-off values are determined
for this sample type. However, pooling processing fluid samples may reduce sensitivity and increase
the risk of false-negative results. These findings highlight the potential of testis-derived processing
fluid for large-scale serological surveillance while underscoring the need for test-specific validation.

Keywords Processing fluid, Antibodies, Detection, ELISA

Swine health is one of the most important factors influencing the performance of pig husbandry. The
intensification of swine production during the last decades has increased the significance of multifactorial
diseases'. In addition, within the last few years, difficult-to-control porcine diseases, like African swine fever,
have emerged or re-emerged. This complicates herd health management since efficient control of such diseases
is often challenging and requires a complex approach. Among the most important strategies of herd health
management is farm biosecurity. It includes all efforts to minimise the pathogen introduction and spread within
the farm’. Biosecurity involves many aspects of farm management, like quarantine and acclimatisation, as
the arrival of new pigs creates the highest possibility of pathogen introduction®. During quarantine, pigs are
usually tested for various pathogens or specific antibodies, increasing farm biosecurity. Implementing control or
eradication programs is another strategy that increases the herd’s health status; applying surveillance is crucial
for monitoring its progress. Other approaches include, among others, the use of drugs and vaccines. Due to the
associated costs, decisions regarding these interventions should be made with caution; laboratory analyses may
support the decision-making process®. Consequently, porcine health management relies primarily on regular
health status monitoring using direct or indirect laboratory diagnostic methods. One of the most commonly
applied approaches is the analysis of specific antibodies against pathogens of interest to assess herd health status.
For this purpose, ELISA tests are among the most widely used methods. They are highly cost-effective and allow
for large-scale sample testing. ELISA assays are particularly valuable in naive populations or when the disease
status is unknown. In contrast to antibody detection, direct pathogen detection is often more challenging, as
antibodies usually persist longer in the host than the pathogen itself. The window of opportunity for direct
detection methods, such as PCR, is limited and depends on the stage of infection. ELISA facilitates broader
epidemiological assessments by assessing the proportion of seropositive individuals or monitoring changes in
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antibody levels over time. Numerous commercial ELISA kits are available to detect specific antibodies in porcine
serum.

Processing fluid (PF) consists of blood and tissue fluid recovered from castration and tail docking, usually
performed between 3 and 5 days of piglet life. These procedures are still routinely performed on many farms
worldwide. Therefore, PF’s collection does not require additional work and time and does not generate
additional cost or stress for animals. Due to these reasons, PF has gained scientists’ attention as a new, possible
alternative to blood, the most common sample type for diagnosing and monitoring pigs’ health status. The
search for alternative sample types stems from challenges associated with blood collection and increasing
emphasis on animal welfare. Blood collection is a labour- and time-intensive procedure that requires restraining
the pigs, poses risks to both animals and personnel and negatively affects animal welfare>®. Examples of already
described alternative matrices include oral fluid or meat juice (M]), which proved useful for important porcine
pathogens antibodies and/or genetic material detection. Regarding PE, many aspects of its potential diagnostic
utility remain unknown. Numerous studies confirmed the presence of porcine reproductive and respiratory
syndrome virus (PRRSV) genetic material in the PF samples tested via PCR, and available data indicate its
potential usefulness in improving the monitoring of this pathogen in breeding herds”®. The feasibility of using
PF for direct diagnostics by PCR has also been confirmed for Mycoplasma (M.) hyopneumoniae and porcine
circovirus type 2”1%. Except for the pathogens’ genetic material, PF could also be used to assess the presence
of piglets’ immunological indices by ELISA assay, including antibodies, cytokines, and acute phase proteins,
representing a promising alternative to blood in assessing piglets’ immune status at processing age!!. Antibodies
present in the blood of newborn piglets are of colostral origin, representing circulating maternal antibodies, and
are not proof of piglets’ infection or vaccination'2. Therefore, antibodies contained in the PF may provide insight
into indirect sow herd surveillance'?. The data indicate that PF represents a sample that can be used to detect
specific antibodies against various porcine pathogens®!%134 Tt is worth noting that in previous studies, ELISA
kits validated for serum were used to detect antibodies in PE. Until commercial ELISA kits validated for new
matrices, including PF, become available, it is necessary to use ELISA Kkits validated for serum when testing PF.

The present study aimed to evaluate the diagnostic utility of testicular-only processing fluid (tPF) for detecting
antibodies against selected three bacterial and three viral porcine pathogens: Actinobacillus pleuropneumoniae (A.
plueuropneumoniae), Erysipelothrix rhusiopathiae (E. rhusiopathiae), hepatitis E virus (HEV), porcine epidemic
diarrhoea virus (PEDV), influenza A virus (IAV), and Mycoplasma hyopneumoniae, using commercially available
ELISA kits validated for serum samples. Previous studies assessing processing fluid or diagnostic purposes
typically analysed mixed PF samples containing fluid from both testicles and tails. However, recent findings
by Gomes-Neves et al. (2024) showed that only 22% of 15,683 weaners examined had docked tails'®, reflecting
a broader downward trend in tail docking, also observed in Poland. Therefore, this study focused specifically
on evaluating the diagnostic performance of tPE Additionally, results obtained from tPF were compared with
those from serum samples collected from male and female piglets. Under field conditions, PF is typically tested
as a pooled sample, with tissues from multiple litters combined in one container. However, pooling may affect
diagnostic sensitivity by diluting target analytes, particularly in cases of low pathogen or antibody prevalence.
Due to the limited data on this topic, the present study also investigated the effects of sample pooling and initial
antibody levels on ELISA test outcomes.

Results

A. pleuropneumoniae

Using the cut-off reccommended by the ELISA test manufacturer (S/P%>27%), 93 out of 178 (52.25%) tPF
samples and 143 out of 178 (80.34%) corresponding male serum samples were classified as positive (Table 1).
No significant differences have been found between the number of positive results obtained from the serum of
males and females (p > 0.05; Table 1). The optimal cut-off for tPF samples has been established based on Receiver
Operating Characteristic (ROC) curve results at S/P%>15%. Using this value, 122 out of 178 (68.54%) tPT samples
were classified as positive (Table 1). However, the statistically significant difference in positive sample proportion
between piglets’ serum of both genders and tPF was observed, independently of the cut-off used (p < 0.05;
Table 1). The descriptive statistics regarding the test’s results are presented in Table 2. The AUC value determined
for tPF (0.897) was significantly lower when compared to the reference and was classified as considerable (p <
0.05; Fig. 1). Implementing a new cut-off improves the test’s sensitivity, NPV, and accuracy, although it slightly
reduces specificity and PPV. It also increased the kappa coefficient (from 0.42 to 0.55); however, the agreement
remained moderate. A detailed comparison of the selected test parameters and agreement measures depending
on the implemented cut-off values is presented in Table 3.

Sample type Positive/Total | Proportion of positive samples (%) | 95%CI

Male piglets’ serum 143/178 80.34* 73.88-85.51
Female piglets’ serum 132/159 83.02* 76.42-88.06
tPF (manufacturer’s cut-off) | 93/178 52.25Y 44.94-59.46
tPF (optimal cut-off) 122/178 68.54¢ 61.39-74.91

Table 1. The comparison of anti-A. Pleuropneumoniae antibody presence in different matrices. **“Different
letters represent a statistically significant difference between the analysed samples (p < 0.05); 95% CI — 95%
confidence interval.
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Mean | Min. | Max | SD
Male piglets’ serum S/P% 159.16 | 6.19 | 549.42 | 107.23
Female piglets’ serum S/P% | 159.73 | 10.34 | 370.49 | 95.52
tPF S/P% 53.60 |3.10 |284.12 | 51.02

Table 2. Mean (+ SD) and range (minimum and maximum) S/P% values obtained for A. pleuropneumoniae
ELISA for various samples. Min. - minimum value; Max. - maximum value; SD - standard deviation.
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Fig. 1. The ROC plots determined for the A.pleuropneumoniae ELISA test results obtained for serum (sS/Pref)
and tPF (PTS/P).

Cut-off (S/P%) 27 |15

Sensitivity 0.65 | 0.82
Specificity 1 0.86
Positive predictive values | 1 0.96

Negative predictive values | 0.41 | 0.54
Accuracy 0.72 1 0.83
Kappa coefficient 0.42 | 0.55

Table 3. The comparison of the selected A. pleuropneumoniae test parameters and measures of agreement
depending on the implemented cut-off values.

In the next step, tPF pools were tested to determine the maximum dilution to detect one positive sample
in a pool of negatives. Using the cut-off value recommended by the manufacturer, anti-A. pleuropneumoniae
antibodies were detected only in 1 out of three low-positive samples at dilutions of 1:10. Nevertheless, using the
ROC-calculated cut-off, all samples at dilution up to 1:20 and two out of three at dilution 1:40 were classified
as positive. In general, 8% (1/12) and 66% (8/12) of low-positive samples were correctly classified as positive
after applying the manufacturer’s and ROC-calculated cut-off, respectively. Using the manufacturer’s cut-off,
all moderate-positive samples were correctly classified at dilution 1:10, and one out of three samples at dilution
1:20. Using ROC-calculated cut-off, all moderate-positive samples were correctly classified at dilutions up to
1:40. In total, 33% (4/12) and 75% (9/12) of moderate-positive samples were correctly classified as positive
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Sample type Positive/Total | Proportion of positive samples (%) | 95% CI
Male piglets serum 127/160 79.38* 72.45-84.92
Female piglets serum 126/154 81.82% 74.98-87.11
tPF (manufacturer’s cut-off) | 89/160 55.62° 47.88-63.1
tPF (ROC’s cut-off) 127/160 79.38 ¢ 72.45-84.92

Table 4. The comparison of anti-E. Rhusiopathiae antibody presence in different matrices. **Different
letters represent a statistically significant difference between the analysed samples (p < 0.05); 95% CI — 95%
confidence interval.

Mean | Min. | Max. | SD

Male piglets’ serum IRPC 82.58 | -3.34 | 141.69 | 37.20
Female piglets’ serum IRPC | 85.67 | -3.03 | 145.63 | 35.03
tPF IRPC 57.77 |0.80 |147.97 | 41.36

Table 5. Mean (+ SD) and range (minimum and maximum) IRPC values obtained for E. rhusiopathiae ELISA
for various samples. Min. - minimum value; Max. - maximum value; SD - standard deviation.

after applying manufacturer’s and ROC-calculated cut-off, respectively. Using the cut-off value recommended
by the manufacturer regarding high-positive samples, antibodies were detected in all samples diluted 1:10 and
in 1 out of three at dilutions 1:20. When the ROC-calculated cut-off was applied, all samples at dilution up to
1:40 and two out of three at dilution 1:80 were classified as positive. In general, 33% (4/12) and 92% (11/12) of
high-positive samples were correctly classified as positive after applying the manufacturer’s and ROC-calculated
cut-off, respectively.

E. rhusiopathiae

Interpreting the results following the cut-off recommended by the ELISA kit manufacturer for serum (40 IRPC),
89 out of 160 (55.62%) tested tPF samples were classified as positive for E. rhusiopathiae antibodies (Table 4).
Among the corresponding male serum samples, 127 (79.38%) gave positive results (Table 4). No significant
differences have been found between the number of positive results obtained from the serum of males and
females (p > 0.05; Table 4). When using the cut-off reccommended for serum, the number of serum samples
positive for E. rhusiopathiae antibodies was significantly higher in both genders than in the tPF results (p < 0.05).
The ROC curve analyses determined an optimal tPF cut-off at 14.5 IRPC. According to the ROC-calculated cut-
off, the number of positive tPF samples increased and showed no significant difference compared to the results
of serum samples collected from piglets of either sex (p > 0.05; Table 4). The descriptive statistics regarding the
test’s results are presented in Table 5. The AUC value for tPF (0.920) was classified as excellent; however, it was
significantly lower compared to the reference (p < 0.05; Fig. 2). Implementing an optimal cut-off improved
the test’s sensitivity, NPV, and accuracy but decreased its PPV and specificity (Table 6). The kappa coeflicient
increased slightly (from 0.49 to 0.54), maintaining moderate agreement (Table 6).

Using the cut-off reccommended for serum, all low-positive pooled tPF samples, regardless of their dilution,
were negative for anti-E. rhusiopathiae antibody. However, when the ROC-calculated cut-off was used, all low-
positive samples at the dilution of 1:10 and one at the dilution of 1:20 were classified as positive. In total, 0%
(0/12) and 33.3% (4/12) of low-positive samples were correctly classified as positive following the manufacturer’s
and ROC-calculated cut-off, respectively. Among medium-positive samples, only two were positive for specific
antibodies, one at the dilution of 1:10 and one at the dilution of 1:20. Applying the ROC-calculated cut-off value,
specific antibodies were detected in all samples at the dilution up to 1:20, and in one sample at the dilution of
1:40. In general, 16.7% (2/12), and 58.3% (7/12) of medium-positive samples were correctly classified using
manufacturer’s and ROC-calculated cut-off, respectively. Using the cut-off recommended for serum, specific
antibodies were detected in all high-positive samples at the dilution of 1:10 and one sample at the dilution of
1:20. All samples, independently of their dilution, were classified positive when the ROC-calculated cut-off was
used; 33.3% (4/12), and 100% (12/12) of high-positive pooled PF samples were correctly classified after using
manufacturer’s and ROC-calculated cut-off, respectively.

HEV

Applying the cut-off value recommended for serum samples (S/P%>65%), 109 out of 160 (68.12%) tPF samples
were classified as positive (Table 7). From the corresponding male serum samples, 123 gave positive results
(76.88%; Table 7). The number of positive results obtained from female serum was comparable to that of male
serum (p > 0.05; Table 7). No statistically significant difference has been found between male serum and tPF (p
> 0.05); however, a significant difference was observed between tPF and female serum (p < 0.05; Table 7). Using
the ROC-calculated cut-off (S/P%>45%), the number of positive tPF samples for HEV antibodies increased from
109 to 126 (78.75%; Table 7) and was comparable to that of each sex piglet’s serum (p > 0.05). The descriptive
statistics regarding the test’s results are presented in Table 8. The AUC calculated for tPF (0.947) was classified
as excellent, although it was significantly lower than the reference (p < 0.05; Fig. 3). Applying the optimal cut-off
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determined for the E. rhusiopathiae ELISA test results obtained for serum (sS/Pref) and

Cut-off (IRPC) 40 | 14.5
Sensitivity 0.70 | 0.91
Specificity 1 0.64
Positive predictive values | 1 0.91
Negative predictive values | 0.46 | 0.64
Accuracy 0.76 | 0.85
Kappa coefficient 0.49 | 0.54

Table 6. The comparison of the selected E. rhusiopathiae test parameters and measures of agreement
depending on the implemented cut-off values.

Sample type Positive/Total | Proportion of positive samples (%) | 95% CI

Male piglets serum 123/160 76.88 " 69.76-82.73
Female piglets serum 116/144 80.56* 73.33-86.19
tPF (manufacturer’s cut-off) | 109/160 68.12° 60.55-74.85
tPF (ROC’s cut-off) 126/160 78.75% 71.78-84.38

Table 7. The comparison of anti-HEV antibody presence in different matrices. *Different letters represent a
statistically significant difference between the analysed samples (p < 0.05); 95% CI - 95% confidence interval.

value increased the test’s sensitivity, NPV, and slightly accuracy but decreased its specificity and PPV (Table 9).
The kappa coefficient increased slightly, from 0.75 to 0.76, maintaining the substantial agreement (Table 9).
Following the test manufacturer’s cut-off, all low-positive pooled tPF samples, independent of their dilution,
were negative for anti-HEV antibodies. Applying the ROC-calculated cut-off, specific antibodies were detected
in only one sample at the dilution of 1:10. Thus, none (0/12) and 8.33% (1/12) out of low-positive samples were
correctly classified as positive when the tests manufacturer and ROC-calculated cut-off values were applied,
respectively. Similarly, using the cut-off recommended by the test’s manufacturer, all moderate-positive samples,
independent of their dilution, were classified as negative. However, following the ROC-calculated cut-off,
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Mean | Min. | Max. |SD
Male piglets’ serum S/P% 144.35 | 9.00 | 270.00 | 68.03

Female piglets’ serum S/P% | 144.54 | -22.00 | 276.00 | 69.90
tPF S/P% 97.78 | 3.00 267.00 | 59.23

Table 8. Mean (+ SD) and range (minimum and maximum) S/P% values obtained for HEV ELISA for various
samples. Min. - minimum value; Max. - maximum value; SD - standard deviation.
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Fig. 3. The ROC plots determined for the HEV ELISA test results obtained for serum (sS/Pref) and tPF

(PTS/P).

Cut-off (S/P%) 65 |45
Sensitivity 0.88 | 0.96
Specificity 0.97 | 0.78

Positive predictive values | 0.99 | 0.94

Negative predictive values | 0.71 | 0.85

Accuracy 0.9 1092

Kappa coefficient 0.75 | 0.76

Table 9. The comparison of the selected HEV test parameters and measures of agreement depending on the
implemented cut-off values.

specific antibodies were detected in all samples at the dilution of 1:10 and one sample at the dilution of 1:20. In
general, none (0/12) and 33% (4/12) of moderate-positive samples were correctly classified, after applying the
test’s manufacturer and ROC-calculated cut-off, respectively. According to the cut-off recommended by the
test’s manufacturer, specific antibodies were detected in three high-positive samples, two at the dilution of 1:10
and one at the dilution of 1:20. Using the ROC-calculated cut-off, all samples at the dilution up to 1:20, two
samples at the dilution of 1:40, and one at the dilution of 1:80 were classified positive. In total, 25% (3/12) and
75% (9/12) of high-positive samples were classified as positive after implementing the test’s manufacturer and
ROC-calculated cut-off values, respectively.
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Sample type Positive/Total | Proportion of positive samples (%) | 95% CI
Male piglets’ serum 12/160 7.5% 4.34-12.65
Female piglets’ serum 12/146 8.22% 4.76-13.82
tPF (manufacturer’s cut-off) | 5/160 3.12% 1.34-7.11
tPF (ROC’s cut-off) 13/160 8.13% 4.81-13.4

Table 10. The comparison of anti-PEDV antibody presence in different matrices.

Mean | Min. | Max. |SD
Male piglets’ serum S/P% 17.94 | 1.00 | 114.00 | 24.01

Female piglets’ serum S/P% | 17.05 | 1.00 | 120.00 | 23.01
tPF S/P% 9.23 1.00 |81.00 |13.61

Table 11. Mean (+ SD) and range (minimum and maximum) S/P% values obtained for PEDV ELISA for
various samples. Min. - minimum value; Max. - maximum value; SD - standard deviation.
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Fig. 4. The ROC plots determined for the PEDV ELISA test results obtained for serum (sS/Pref) and tPF
(PTS/P).

PEDV
Following the cut-off recommended by the ELISA test's manufacturer (S/P%>=60%), 5 out of 160 tPF (3.12%)
samples and 12 (7.5%) out of the corresponding male serum samples were positive (Table 10). The number
of positive samples between each tested sample type was comparable (p > 0.05; Table 10). The ROC curve
determined a new cut-off at S/P%>24%, which increased the number of tPF-positive samples from 5 to 13
(8.13%; Table 10). The descriptive statistics regarding the test’s results are presented in Table 11. There was
no statistically significant difference between the referenced and tPF’s (0.984) AUC (p > 0.05; Fig. 4), which
was excellent. Applying the new cut-off increased the test’s sensitivity, NPV, and accuracy while decreasing its
specificity and PPV (Table 12). In addition, the increase in the kappa coeflicient from 0.57 to 0.78 allows for
reclassifying the agreement from moderate to substantial (Table 12).

Because of the low number of positive samples, categorisation regarding antibody presence was impossible;
therefore, the influence of the dilution on antibody detection in the pooled tPF sample was not evaluated for
PEDV.
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Cut-off (S/P%) 60 |24

Sensitivity 0.42 | 0.83
Specificity 1 0.97
Positive predictive values | 1 0.77

Negative predictive values | 0.95 | 0.99
Accuracy 0.96 | 0.97
Kappa coefficient 0.57 | 0.78

Table 12. The comparison of the selected PEDV test parameters and measures of agreement depending on the
implemented cut-off values.

Sample type Positive/Total | Proportion of positive samples (%) | 95% CI
Male piglets serum 124/160 77.5%* 70.43-83.28
Female piglets serum 129/163 79.14%* 72.27-84.67
tPF (manufacturer’s cut-off) | 82/160 51.25%P 43.57-58.87
tPF (ROC’s cut-off) 125/160 78.12%* 71.1-83.83

Table 13. The comparison of anti-IAV antibody presence in different matrices. *®Different letters represent a
statistically significant difference between the analysed samples (p < 0.05) 95% CI - 95% confidence interval.

Mean | Min. | Max. | SD

Male piglets’ serum S/N% 29.65 |2.97 |106.59 |32.71
Female piglets’ serum S/N% | 27.64 | 3.06 | 105.14 | 31.14
tPF S/N% 49.47 | 3.66 |104.86 | 31.88

Table 14. Mean (+ SD) and range (minimum and maximum ) S/N% values obtained for IAV ELISA for
various samples. Min. - minimum value; Max. - maximum value; SD - standard deviation.

IAV

Following the cut-off value recommended by the ELISA test manufacturer (S/N%<47%), 82 out of 160 PF
(51.25%) samples were classified as positive (Table 13). From the corresponding sera, 124 (77.5%) samples gave
positive results (Table 13). The number of positive samples was comparable between male and female serum (p
> 0.05; Table 13); however, the number of positive tPF was significantly lower than the positive number of each
sex piglet’s sera (p < 0.05; Table 13). Using the ROC curve, an optimal cut-off value at 83 S/N% was determined
for tPF and increased the number of tPF samples classified as positive to 125 (78.12%; Table 13), which was
comparable to the results obtained from serum samples of each sex piglet (p > 0.05; Table 13). The descriptive
statistics regarding the test’s results are presented in Table 14. There was no statistically significant difference
between the references and tPF’s (0.996) AUC (p > 0.05; Fig. 5), which was excellent. Applying the ROC-
calculated cut-off allowed for an increase in the test’s sensitivity, NPV, and accuracy. Meanwhile, the decrease in
its specificity and PPV was only slight (Table 15). Implementing a new cut-off resulted in considerable growth of
the kappa coeflicient from 0.47 to 0.93, improving the agreement from moderate to great (Table 15).

Applying the test manufacturer’s cut-off value, all low-positive samples, regardless of their dilution, were
classified as negative for the presence of anti-IAV antibodies. Respecting the ROC-calculated cut-off, two out of
three low-positive samples at the dilution 1:10 were classified as positive. Hence, none (0/12) and 16.7% (2/12) of
low-positive samples were correctly classified as positive, following the manufacturer’s and ROC-calculated cut-
off, respectively. All moderate-positive samples, independent of dilution, were negative to the specific antibody
when classified according to the test manufacturer’s cut-off. However, when the ROC-calculated cut-off was
applied, all moderate-positive samples at the dilution of 1:10, two at the dilution of 1:20, and two at the dilution
of 1:40 were classified as positive. None (0/12) and 58.3% (7/12) of moderate-positive samples were correctly
classified as positive after using the test's manufacturer or ROC-calculated cut-offs, respectively. Using the test’s
manufacturer cut-off, specific antibodies were detected in all high-positive samples at the dilution of 1:10.
Respecting the ROC-calculated cut-off value, all high-positive samples at the dilution of up to 1:40 and two at
the dilution of 1:80 were classified as positive. In general, 25% (3/12) and 91.7% (11/12) of high-positive samples
were correctly classified as positive after applying the manufacturer’s or ROC-calculated cut-off, respectively.

M. hyopneumoniae

Using the cut-off recommended for serum (S/P > 0.35), 105 out of 196 tPF (53.57%) samples and 154 (78.57%)
out of the corresponding male serum samples were classified as positive (Table 16). The number of positive
female piglet sera was comparable to that of positive male sera (p > 0.05; Table 16). The positive results from
the tPF samples were significantly lower than those obtained from male and female sera (p < 0.05; Table 16).
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Fig. 5. The ROC plots determined for the IAV ELISA test results obtained for serum (sS/Pref) and tPF

(PTS/P).
Cut-off (S/N%) 47 |83
Sensitivity 0.66 | 0.99
Specificity 1 0.92
Positive predictive values | 1 0.98

Negative predictive values | 0.46 | 0.97
Accuracy 0.74 1 0.98
Kappa coefficient 0.47 | 0.93

Table 15. The comparison of the selected IAV test parameters and measures of agreement depending on the
implemented cut-off values.

Sample type Positive/Total | Proportion of positive samples (%) | 95% CI

Male piglets serum 154/196 78.57%* 72.31-83.74
Female piglets serum 156/209 74.64%* 68.33-80.06
tPF (manufacturer’s cut-off) | 105/196 53.57%" 46.59-60.42
tPF (ROC’s cut-off) 159/196 81.12%* 75.07-85.98

Table 16. The comparison of anti-M. Hyopneumoniae antibody presence in different matrices. **Different
letters represent a statistically significant difference between the analysed samples (p < 0.05) 95% CI - 95%
confidence interval.

Using the ROC-calculated cut-off (S/P > 0.05), the number of positive tPF samples increased to 159 (81.12%;
Table 16), which was comparable to the positive sera number of piglets belonging to both genders (p > 0.05).
The descriptive statistics regarding the test’s results are presented in Table 17. The AUC determined for tPF
(0.986) was significantly lower compared to the reference (p < 0.05; Fig. 6); however, it was classified as excellent.
Implementing the new cut-off increased the values of almost all the test’s parameters, except specificity, which
was only slightly decreased, and the measure of agreement (kappa coefficient increased from 0.37 to 86), which
was reclassified from fair to great (Table 18).
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Mean | Min. | Max. | SD

Male piglets’ serum S/P [ 0.78 | -0.05 | 1.91 | 0.49
Female piglets’ serum S/P | 0.77 | -0.04 | 2.26 | 0.53
tPF S/P 0.40 -0.06 | 2.03 |0.40

Table 17. Mean (+ SD) and range (minimum and maximum) S/P values obtained for M. hyopenumoanie
ELISA for various samples. Min. - minimum value; Max. - maximum value; SD - standard deviation.

1.0

]
o0
LY

positive

o
$au
T

True

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.
False positive rate

=

Fig. 6. The ROC plots determined for the M. hyopneumoniae ELISA test results obtained for serum (sS/Pref)
and tPF (PTS/P).

Cut-off (S/P) 0.35 | 0.05
Sensitivity 0.65 | 0.99
Specificity 0.88 | 0.83

Positive predictive values | 0.95 | 0.96

Negative predictive values | 0.41 | 0.95
Accuracy 0.70 | 0.95
Kappa coefficient 0.37 | 0.86

Table 18. The comparison of the selected M. hyopneumoniae test parameters and measures of agreement
depending on the implemented cut-off values.

Applying the cut-off value recommended by the test’s manufacturer, all low-positive samples, regardless of
the dilution, were negative for the anti-M.hyopneumoniae antibodies. When samples were classified using ROC-
calculated cut-off, specific antibodies were detected in two out of three samples at the dilution of 1:10. Thus,
none (0/12), and 16.7% (2/12) of low-positive samples were correctly classified as positive, after using the test’s
manufacturer and ROC-calculated cut-off. Using the manufacturer’s cut-off, all moderate-positive samples were
classified as negative. However, when applying the ROC-calculated cut-off, specific antibodies were detected
in all samples at the dilutions up to 1:40. Thus, none (0/12) and 75% (9/12) of moderate-positive samples were
correctly classified as positive following the test's manufacturer’s ROC-calculated cut-off, respectively. Using
the test’s manufacturer’s cut-off, specific antibodies were detected in all high-positive samples at the dilution
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of 1:10; nevertheless, when applying an ROC-calculated cut-off, all high-positive samples were classified as
positive. In total, 25% (3/12) and 100% (12/12) of high-positive samples were correctly classified following the
test manufacturer’s or ROC-calculated cut-offs, respectively.

Discussion

Despite being recognised for approximately 15 years as a promising diagnostic matrix for surveillance and
disease monitoring in pigs, PF remains underexplored compared to other matrices. Consequently, there is a lack
of commercially dedicated and validated diagnostic tests for PE. This scarcity necessitates using kits designed for
other sample types, e.g., serum. Commercial ELISA kits are typically validated using serum samples collected
from animals with well-defined health status, such as those clinically infected or known to be seronegative.
Therefore, the cut-off values recommended by the manufacturers are usually specific to both the sample type and
the disease context applied during test development. Applying these cut-offs to alternative matrices, such as PF
or MJ, which may differ in composition and antibody concentration, may lead to suboptimal test performance.
Much like M]J, PF contains both serum, lymph, and intracellular fluid, which can dilute the serum content!®.
Available data suggest that antibody concentration in other biological fluids, such as mentioned MJ, is lower than
in serum!®. However, the referenced study also shows a high agreement between ELISA results of serum and
M]J samples when adequate dilutions were implemented and excellent sensitivity and specificity for MJ, which
increased upon implementing different cut-offs!®. As shown in the present study, several test parameters—such
as sensitivity, NPV, and the kappa coeflicient—were unsatisfactory when the manufacturer’s cut-off values were
used for tPF samples. However, calculating and implementing matrix-specific optimal cut-offs using ROC
analysis considerably improved the performance of most evaluated ELISA kits. These findings underscore the
importance of verifying and, if needed, recalibrating diagnostic thresholds when commercial ELISA kits are
applied to sample types or testing conditions different from those for which they were initially designed.

The ideal diagnostic test should exhibit high values across all performance parameters; however, achieving
this balance is often challenging. Sensitivity and specificity are measures of a diagnostic test’s ability to correctly
classify an animal as having or not having a disease. Sensitivity describes the ability to designate an animal with
a disease as positive; if the diagnostic test is highly sensitive, it has few false-negative results, so fewer positive
cases are missed. Specificity refers to the ability to identify an animal that does not have a disease as negative; if a
test has high specificity, there are fewer false-positive results. It is ideal to use a test with high sensitivity and high
specificity. Improving one parameter often leads to a decline in another. Depending on their purpose, diagnostic
tests can be classified into discovery (screening), confirmatory, and exclusion tests!”.

A good screening test should provide accurate results, so choosing tests with high sensitivity and specificity is
reasonable. Positive results should be interpreted cautiously when a screening test is used in a generally healthy
population. Confirmatory testing is often necessary to distinguish between true positive and false positive
results obtained on initial screening!®!°. Understanding the predictive value when interpreting results obtained
with a particular test in a specific population is important. PPV and NPV values depend on the sensitivity and
specificity of the test being used and on the prevalence of the disease in the population. Predictive values can
be regarded as ‘reliable’ results of individual tests. If the PPV is high, positive test results are generally accurate,
whereas negative results may be questioned. If the disease is rare in the population, the positive predictive value
will be low, regardless of the accuracy of the test. If there is a high NPV, negative test results are generally
accurate, while positive results may be questioned!®#?°. Determining and applying the optimal cut-off for tPF
indicates the potential utility of some commercial ELISA tests for this sample.

For example, regarding the M. hyopneumoniae ELISA kit, implementing the optimal tPF’s cut-off considerably
improved almost all analysed performance parameters to near-perfect values, resulting in excellent accuracy
and great agreement. The AUC value calculated for tPF, despite being significantly lower than for serum, was
excellent, indicating collectively that the evaluated kit represents a useful tool for detecting specific antibodies
in tPE.

A similar scenario was observed with the IAV kit. Implementing the ROC-calculated tPF cut-off improved
previously unsatisfactory performance parameters, only slightly decreasing others, which gave excellent
accuracy and great agreement. Alongside the comparable AUC for these matrices, this indicates the usefulness
of the evaluated test for assessing the presence of specific antibodies in tPF after determining the optimal cut-off.

The PEDV kit displayed excellent accuracy regarding tPF even when respecting the cut-off recommended
by the test’s manufacturer; however, the proportion of anti-PEDV positive samples independent of the sample
type was low, and it is known that diagnostic accuracy depends on prevalence?!. The new cut-off considerably
increased previously unsatisfactory sensitivity and the agreement, which was still acceptable despite being lower
than in the case of the two above-described kits. These data, collectively with the comparable AUC values for tPF
and the reference, indicate this kit’s utility in detecting specific antibodies in tPF following the implementation
of optimal cut-off.

Regarding the HEV ELISA kit, implementing the optimal tPF cut-off drove only a slight increase in the
agreement, which did not change its classification and caused a considerable decrease in specificity, indicating
the possibility of giving false positive results. Despite the AUC for tPF being significantly lower than the
reference, it was classified as excellent, collectively with excellent sensitivity, accuracy, and acceptable remaining
performance parameters, indicating this kit’s possible utility in specific antibody detection in tPF following the
new cut-off implementation.

Less promising results were obtained regarding the two remaining kits. The AUC value for tPF in the E.
rhusiopathiae kit was classified as excellent despite being significantly lower than the reference. The optimal cut-
off increased some of the analysed performance parameters of the E. rhusiopathiae kit, considerably decreasing
specificity and indicating the risk of false-positive results. What is more, the increase in NPV was insufficient.
Therefore, some performance parameters remained unsatisfactory despite the implementation of the optimal
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cut-off for the tPE Collectively, with a fair agreement, this questioned the kit’s utility in assessing the presence
of specific antibodies in tPE.

Although the optimal cut-off improved some of the A. pleuropneumoniae kits parameters, the obtained
sensitivity and NPV were the lowest among all kits evaluated in the present study. Moreover, it decreased
specificity considerably and did not change the agreement classification, leaving it moderate only. Alongside the
considerable AUC, this suggests the limited utility of this kit for detecting specific antibodies in tPE.

As mentioned previously, a decreasing trend in piglets’ tail docking is observed in some countries'”. In the
European Union, the routine performance of this procedure is prohibited by the law restrictions*’. Under such
conditions, PF samples are collected from male piglets only. This may raise questions about the suitability of
tPF for detecting specific indices in piglets of both genders. Thus, in the present study, the utility of PF obtained
exclusively from testicles for detecting the presence of specific antibodies in male and female piglets was assessed.
For this purpose, the differences in the proportion of positive samples between the serum of male piglets, female
piglets, and tPF were determined. The present results indicate that the frequency of detected antibodies in tPF
can be extrapolated to females. Thus, tPF can serve as an alternative sample to the serum of piglets belonging to
both genders for detecting antibodies against major pig pathogens circulating in the herd.

However, this utility depends mainly on the ELISA kit used and the applied cut-off. For example, concerning
the PEDV ELISA kit, there was no statistically significant difference in the proportion of positive samples among
all tested matrices, regardless of the applied cut-off. In the case of the HEV ELISA Kkit, significant differences in
the number of positive samples were observed between the serum of female piglets and tPF only; however, after
implementing the ROC-calculated cut-off for tPF, these values were comparable.

On the other hand, regarding the M. hyopneumoniae, E. rhusiopathiae, and IAV ELISA Kkits, such differences
were demonstrated between the serum of piglets belonging to both genders and tPF classified according to
the test manufacturer’s cut-off. When the ROC-calculated cut-oft was used, these differences disappeared. It
highlights the utility of tPF for specific antibody detection when using the optimal cut-off for tPE. However,
regarding the APP ELISA kit, establishing and applying the optimal tPF cut-off did not eliminate the differences
in the number of positive samples between piglets’ serum and tPFE, thereby limiting the utility of tPF for this
ELISA kit.

Existing literature on the topic addressed in this study is scarce. One of the studies highlighted the potential
utility of a commercial ELISA kit for monitoring anti-M. hyopneumoniae antibodies in breeding herds!2. The
test used in the abovementioned study demonstrated excellent diagnostic sensitivity and specificity, at 97.6% and
100%, respectively; additionally, implementing an optimal cut-off for PF increased the first of the parameters!?.
Another study demonstrated the suitability of a commercial ELISA kit, with slight procedural modifications,
for detecting specific anti-PRRSV IgG in PE. Depending on the cut-off value applied, the kit achieved up to
99.0% sensitivity and 100% specificity®. The study’s authors considered PF a cost-saving material for PRRSV
monitoring in the negative or naive breeding herds®. In both studies, lower dilutions of PF were used than those
recommended for serum, and the tested PF represented pooled samples®!. In addition, in the study by Lopez
et al. (2022), selected test components, like conjugate or incubation time, were modified, which could influence
the obtained results®. Such an approach generates additional work and costs. Herein, our results provide the data
regarding the utility of commercial ELISA kits to detect the presence of specific antibodies in tPF without any
modification in the test procedure and the usefulness of individual tPF sample testing. In the study conducted
by Di Bartolo et al. that aimed to assess individual PF samples’ utility for specific anti-HEV antibody detection,
respecting the cut-off recommended for serum samples, next to the good specificity (89%), the unsatisfying
sensitivity (0.47) and slight agreement (0.19) were observed!*. Applying the cut-off determined by ROC analysis
results in 77% sensitivity and 56% specificity, with an increase in agreement to a fair level (0.27). Interestingly, the
sensitivity and specificity were 88% and 67% at the litter level, respectively, and the agreement was moderated'*.

Most available studies evaluating PF utility used aggregate PF samples rather than individual PE Under field
conditions, pooled sample testing can sometimes be more favourable than testing individual samples, such as
in pathogen surveillance. However, pooling can affect the test results by diluting the sample. The obtained data
emphasise the importance of calculating and applying an optimal cut-off for matrices other than those evaluated.
Applying the ROC-calculated cut-off considerably increased the number of correctly classified pooled samples
regarding each test. The present results showed, however, that pooling can influence the obtained results. The
maximum dilution in which the samples were correctly classified depended on the sample positivity level.
Regarding high-positive samples, 4 out of 5 evaluated ELISA kits correctly classified 100% of positive samples
of the dilution up to 1:40, and 2 of them correctly classified all positive samples in each evaluated dilution
when the ROC-calculated cut-off was applied. Among moderate-positive samples, only 2 ELISA Kkits correctly
classified all samples in the dilution up to 1:40, when the ROC-calculated cut-off was applied. In the case of low-
positive samples, 3 out of the evaluated ELISA kits failed to distinguish all positive samples at the dilution of 1:10.
However, one ELISA kit correctly classified all samples in the dilution up to 1:20, and one sample in the dilution
of 1:40, using the ROC-calculated cut-off. Using the tests’ manufacturers’ cut-offs, most tests did not correctly
classify any low-positive and/or moderate-positive samples, regardless of the dilution. Our results align with the
findings of the study by Di Bartolo et al. (2020), who also evaluated the effect of dilution on different PF samples’
positivity levels'. Strong, medium, medium-weak, and weak ELISA samples diluted to 1:4, 1:5, 1:6, and 1:7
were tested with the commercial ELISA kit dedicated to serum. Using the ROC-calculated cut-off, samples of all
levels, independent of dilution, were correctly classified. When applying the cut-off reccommended by the test’s
manufacturer, only strong positive samples at all dilutions were correctly classified. Meanwhile, the test failed to
classify weak samples correctly*.

In summary, the results of the current study suggest that specific commercially available ELISA Kkits, initially
designed for detecting specific antibodies in serum, can also be used to identify these antibodies in tPF, provided
that the optimal cut-off is applied. However, this highly depends on the specific ELISA kit used; thus, individual
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analysis is necessary to determine the optimal cut-off value for each sample type. Additionally, each test’s
performance parameters and measures of agreement should be assessed. The test’s parameters and agreement
measures remained unsatisfactory for some kits, even when the optimal tPF cut-off was applied. These tests
may require procedural modifications before being used for tPF analysis. When tPF was tested as a pooled
sample, applying the modified cut-oft provided significantly better discrimination of positive samples than the
serum-specific cut-off. However, some samples, particularly those with high dilution, were still misclassified.
The lack of significant differences between the number of positive samples detected in male and female serum
and between the serum of both sexes and tPF indicates the potential utility of tPF for assessing the presence of
specific antibodies in whole litters.

Methods

Samples

Samples used in the present study were collected from 6 commercial herds across Poland, though accurate health
status data were not available for most of them. The samples were collected by veterinarians for various diagnostic
purposes. tPF was obtained from testes removed by veterinarians during routine castrations of boars, which
were carried out as part of standard animal husbandry practices in these herds. Consequently, no additional
experimental procedures were implemented for animal sample collection. Blood was taken from males and
females from the vena cava cranialis into clot activator tubes. tPF was recovered from testicles collected into
falcon tubes during boar castration. All samples were transported to a laboratory in cooling conditions. Blood
was centrifuged at 2500 x g for 15 min at 4 °C. Subsequently, all obtained serum samples were kept at -70 °C
until analyses.

Laboratory analyses

Applying commercially available ELISA kits validated for serum, collected samples were evaluated for the
presence of antibodies against six pathogens: A. pleuropneumoniae (ID Screen APP Screening Indirect
(serotypes 1 through 12), ID vet, Grables, France), E. rhusiopathiae (Civtest suis SE/MR, Hipra, Amer, Spain),
HEV (ID Screen Hepatitis E Indirect Multi-species, ID vet, Grables, France), PEDV (ID Screen PEDV Indirect;
ID vet, Grables, France), IAV (ID Screen Influenza A Antibody Competition Multi-Speecies; ID vet, Grables,
France), and M. hyopneumonaie (Mycoplasma hyopneumoniae Antibody Test Kit, Idexx, Westbrook, USA). The
number of samples subjected to each analysis is presented in Table 19. Each test was performed, and the results
were expressed according to the manufacturer’s recommendations. The optical density (OD) was measured via
Magellan v.7.2 software (Tecan), and the results were calculated according to the formulas recommended by the
manufacturers of the kits. For A. pleuropneumoniae and PEDV kits, OD values were transformed to sample to
positive (S/P) ratio calculated upon the following formula: S/P% = (sample’s OD - negative control’s OD)/(positive
control’s OD - negative control’s OD) x 100. For the M. hyopneumoniae kit, OD values were transformed to S/P
ratio according to this formula: S/P = (sample’s OD - negative control's OD)/(positive control's OD - negative
control's OD). For the E. rhusiopathiae kit, the OD values were transformed to IRPC (Relative Index x 100),
calculated as follows: IRPC = (sample’s OD - negative controls OD)/(positive control's OD-negative control’s
OD) x 10. The HEV kit was a bi-well test, meaning each sample and control must be deposited in duplicate. For
each sample, a ned OD value had to be determined by calculating the difference between even wells’ OD and odd
wells’ OD. Subsequently, the results were transformed to S/P% upon the following formula: S/P% = sample’s ned
OD/positive control’s net OD x 100. For the IAV kit, OD values were transformed to a sample-to-negative (S/N)
ratio calculated as follows: S/N% = sample’s OD/negative control's OD x 100.

To assess the impact of pooling on the test results, the samples were categorised as low, moderate, and high-
positives, according to the ranges presented in Table 20. The ranges provided are based on the distribution
of results observed in this study and should be interpreted with caution, as they may not precisely reflect the
antibody concentrations in individual samples.

Three positive samples were randomly selected for each range. Subsequently, for the pooling simulation, 10 pl
of tPF from each range (low, moderate, and high-positive) were combined with appropriate volumes of negative
tPF sample to mimic pools of 10, 20, 40, and 80 samples, each containing 1 positive sample and 9, 19, 39, and 79
negative samples, respectively. In total, 9 samples for each ELISA kit were assessed in four dilutions. The pooled
samples were then tested according to the kit’s instructions.

Statistical analyses
In the present study, the results of serum sample analysis represent a reference method. A commercial software
package was used to calculate the proportion of positive samples for each tested matrix type (Statistica 13.3,

Assay direction Male piglets serum | Female piglets serum | tPF | Total
A. pleuropneumoniae | 178 159 178 | 515
E. rhusiopathiae 160 154 160 | 474
M. hyopneumoniae 196 209 196 | 601
1AV 160 163 160 | 483
HEV 160 144 160 | 464
PEDV 160 146 160 | 466

Table 19. The number of samples subjected to each laboratory analysis.
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Assay direction Ranges | Low-positive | Moderate-positive | High-positive
A. pleuropneumoniae | S/P% <70 >70<180 > 180

E. rhusiopathiae IRPC | <60 > 60 <100 > 100

M. hyopneumoanie | S/P >1.0 <1.0205 <0.5

1AV S/N% =40 <40 =15 <15

HEV S/P% <100 >100 < 150 =150

PEDV S/P% Not performed

Table 20. The classification ranges used for grouping samples as low-, intermediate-, or high-positive.

TIBCO). The Wilson score method was used to calculate 95% confidence intervals. Differences in the proportion
of antibody presence between the tested matrices were assessed using a chi-square test. The StAR software was
used to generate and analyse the ROC curves to calculate the optimal tPF cut-offs and compare the area under
the curve (AUC) for tPF and serum. Obtained AUC values were classified as follows: 0.9 < AUC - excellent;
0.8 < AUC < 0.9 - considerable; 0.7 < AUC < 0.8 - fair; 0.6 < AUC < 0.7 - poor; 0.5 < AUC < 0.6 - fail®.
The tests’ performance parameters, including sensitivity, specificity, positive predictive value (PPV), negative
predictive value (NPV), and accuracy, were calculated for both, recommended by the tests’ manufacturers and
ROC-calculated cut-offs. The agreement between the results obtained from serum samples and tPF was assessed
with the kappa coeflicient and was evaluated according to the following classification: < 0.2 - poor; 0.2-0.4 - fair;
0.41-0.6 — moderate; 0.61-0.8-substantial; >0.8 — great“. For all tests, the p-value was considered significant at
<0.05.

Ethics declarations: According to the Act on the Protection of Animals Used for Scientific or Educational
Purposes in Poland adopted on 15th January 2015 and according to earlier regulations (Act on the Protection
of Animals Used for Scientific or Educational Purposes in Poland adopted on 21st January 2005), the study
described in this manuscript did not require the permission of the Local Ethical Commission for Investigations
on Animals as all samples were collected during standard healthcare procedures implemented by veterinarians
caring for the herds to routinely monitor the health status of the herds selected for this study (i.e. serological
profiles). The testicular-only processing fluid was obtained from the testis removed during routine boar
castrations implemented in those herds. Thus, no extra experimental procedures were applied to collect samples
from animals. Informed consent was obtained from the owner to use the animals in the study. All methods
were carried out by relevant guidelines and regulations. All methods are reported in accordance with ARRIVE
guidelines.

Data availability
The datasets used and/or analysed during the current study available from the corresponding author on reason-
able request.

Received: 17 December 2024; Accepted: 2 June 2025
Published online: 01 July 2025

References

1. Niewold, T. A., van Essen, G. J., Nabuurs, M. J., Stockhofe-Zurwieden, N. & van der Meulen J. A review of porcine pathophysiology:
A different approach to disease. Vet. Q. 22, 209-212 (2000).

2. Maes, D. G. D., Dewulf, ]., Pineiro, C., Edwards, S. & Kyriazakis, I. A critical reflection on intensive pork production with an
emphasis on animal health and welfare. J. Anim. Sci. 98(Suppl 1), S15-S26 (2020).

3. Alarcén, L. V., Allepuz, A. & Mateu, E. Biosecurity in pig farms: A review. Porcine Health Manag.. https://doi.org/10.1186/s40813-0
21-00202-5 (2021).

4. Friendship, R. Surveillance and decision-making in swine health management. In Production Diseases in Farm Animals (ed. Gross,
J.J.) 587-598 (Springer, 2024).

5. Merlot, E., Mounier, A. M. & Prunier, A. Endocrine response of gilts to various common stressors: A comparison of indicators and
analysis methods. Physiol. Behav. 102, 259-265 (2011).

6. Roozen, A. W,, Tsuma, V. T. & Magnusson, U. Effects of short-term restraint stress on plasma concentrations of catecholamines,
beta-endorphin, and cortisol in gilts. Am. J. Vet. Res. 56, 1225-1227 (1995).

7. Lopez, W., Angulo, J., Zimmerman, J. & Linhares, D. Porcine reproductive and respiratory syndrome monitoring in breeding herds
using processing fluids. J. Swine Health Prod. 26, 146-150 (2018).

8. Lopez, W. et al. Considerations in the use of processing fluids for the detection of PRRSV RNA and antibody. J. Vet. Diagn. Invest.
34, 859-863 (2022).

9. Vilalta, C,, Sanhueza, ]. M., Murray, D., Johnson, L. & Pieters, M. Detection of Mycoplasma hyopneumoniae in piglet processing
fluids. Vet. Rec. 85, 510. https://doi.org/10.1136/vr.105475 (2019).

10. Fan, M. et al. Infection characteristics of Porcine circovirus type 2 in different herds from intensive farms in china, 2022. Front. Vet.
Sci. 10, 1187753 https://doi.org/10.3389/fvets.2023.1187753 (2023).

11. Augustyniak, A., Czyzewska-Dors, E. & Pomorska-Mol, M. Concentrations of selected immunological parameters in the serum
and processing fluid of suckling piglets and the serum and colostrum of their mothers. BMC Vet. Res. 20, 170. https://doi.org/10.1
186/512917-024-04024-9 (2024).

12. Magtoto, R. et al. Performance of a Mycoplasma hyopneumoniae serum ELISA for antibody detection in processing fluids. . Swine
Health Prod. 30, 165-170 (2022).

13. Boettcher, J. et al. Testicles of castrated piglets an anachronism-but a powerful sample for disease surveillance in sow herds. In
Proceedings of the 21st IPVS Congress, Vancouver, Canada—]July 18-21, 2010 (2010).

14. Di Bartolo, I. et al. Pilot investigation on the presence of Anti-Hepatitis E virus (HEV) antibodies in piglet processing fluids.
Animals 10, 1168. https://doi.org/10.3390/ani10071168 (2020).

Scientific Reports |

(2025) 15:22402

| https://doi.org/10.1038/s41598-025-05380-8 nature portfolio


https://doi.org/10.1186/s40813-021-00202-5
https://doi.org/10.1186/s40813-021-00202-5
https://doi.org/10.1136/vr.105475
https://doi.org/10.3389/fvets.2023.1187753
https://doi.org/10.1186/s12917-024-04024-9
https://doi.org/10.1186/s12917-024-04024-9
https://doi.org/10.3390/ani10071168
http://www.nature.com/scientificreports

www.nature.com/scientificreports/

15. Gomes-Neves, E., Teixeira, M. E. & Cardoso, M. E. Occurrence of tail Docking and tail biting in weaner pigs—A preliminary study
in Portuguese abattoirs. Livest. Sci. 287, 105533. https://doi.org/10.1016/j.1ivsci.2024.105533 (2024).

16. Nielsen, B., Ekeroth, L., Bager, E & Lind, P. Use of muscle fluid as a source of antibodies for serologic detection of Salmonella
infection in slaughter pig herds. J. Vet. Diagn. Invest. 10, 158-163 (1998).

17. Feinstein, A. R. XXXI. On the sensitivity, specificity, and discrimination of diagnostic tests. Clin. Pharmacol. Ther. 17, 104-116
(1975).

18. Zeman, D. H. The best diagnostic test. J. Swine Health Prod. 5, 159-160 (1997).

19. Maxim, L. D., Niebo, R. & &Utell, M. J. Screening tests: A review with examples. Inhal. Toxicol. 31, 298. https://doi.org/10.1080/0
8958378.2019.1674481 (2019).

20. Monaghan, T. E et al. Foundational statistical principles in medical research: Sensitivity, specificity, positive predictive value, and
negative predictive value. Medicina 57, 503. https://doi.org/10.3390/medicina57050503 (2021).

21. Faizi, N. & Alvi, Y. Validity. In Biostatistics Manual for Health Research: A Practical Guide to Data Analysis (eds Faizi, N. & Alvi, Y.)
149-169 (Elsevier, 2023).

22. Commission Recommendation (EU) 2016/336 of 8 March 2016 on the application of Council Directive 2008/120/EC laying down
minimum standards for the protection of pigs as regards measures to reduce the need for tail-docking. https://eur-lex.europa.eu/l
egal-content/EN/TXT/?uri=CELEX%3A32016H0336.

23. Corbacioglu, $. K. & Aksel, G. Receiver operating characteristic curve analysis in diagnostic accuracy studies: A guide to
interpreting the area under the curve value. Turk. . Emerg. Med. 23, 195-198 (2023).

24. Landis, J. R. & Koch, G. G. The measurement of observer agreement for categorical data. Biometrics 33, 159-174 (1977).

Acknowledgements
The study was supported by the National Science Centre (DEC- 2020/37/B/NZ7/00021).

Author contributions

A.A.—designing of the study, research on available knowledge about the topic, sample collection, laboratory
analyses, interpretation of data, writing—original draft, writing - review & editing. E.C.D.—research on avail-
able knowledge about the topic, sample collection, interpretation of data, writing—review & editing, M.P.M.—
designing of the study, coordination of the study, funding acquisition, writing—review & editing. All authors
reviewed the manuscript. All authors read and approved the final manuscript.

Declarations

Competing interests
The authors declare no competing interests.

Additional information
Correspondence and requests for materials should be addressed to M.P.-M.

Reprints and permissions information is available at www.nature.com/reprints.

Publisher’s note Springer Nature remains neutral with regard to jurisdictional claims in published maps and
institutional affiliations.

Open Access This article is licensed under a Creative Commons Attribution 4.0 International License, which
permits use, sharing, adaptation, distribution and reproduction in any medium or format, as long as you give
appropriate credit to the original author(s) and the source, provide a link to the Creative Commons licence, and
indicate if changes were made. The images or other third party material in this article are included in the article’s
Creative Commons licence, unless indicated otherwise in a credit line to the material. If material is not included
in the article’s Creative Commons licence and your intended use is not permitted by statutory regulation or
exceeds the permitted use, you will need to obtain permission directly from the copyright holder. To view a copy
of this licence, visit http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/.

© The Author(s) 2025

Scientific Reports |

(2025) 15:22402 | https://doi.org/10.1038/s41598-025-05380-8 nature portfolio


https://doi.org/10.1016/j.livsci.2024.105533
https://doi.org/10.1080/08958378.2019.1674481
https://doi.org/10.1080/08958378.2019.1674481
https://doi.org/10.3390/medicina57050503
https://eur-lex.europa.eu/legal-content/EN/TXT/?uri=CELEX%3A32016H0336
https://eur-lex.europa.eu/legal-content/EN/TXT/?uri=CELEX%3A32016H0336
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://www.nature.com/scientificreports

	Praca doktorska 7.07 oswiadczenia
	Praca doktorska 7.07
	Oswiadczenie MPM
	Oswiadczenie ECD
	Oswiadczenie AA

	Immune-status-of-piglets-during-the-first-week-of-life-Current-knowledge,-significance-and-assessment-–-a-review (4)
	Concentrations of selected
	﻿Concentrations of selected immunological parameters in the serum and processing fluid of suckling piglets and the serum and colostrum of their mothers
	﻿Abstract
	﻿Background
	﻿Results
	﻿Immunoglobulins
	﻿Cytokines
	﻿Acute phase proteins

	﻿Discussion
	﻿Conclusion
	﻿Methods
	﻿Animals
	﻿Samples collection and processing
	﻿Laboratory analyses
	﻿Statistical analysis

	﻿References


	Field study of..
	﻿Field study on the utility of fluid obtained from testicles as a sample for detecting antibodies to selected swine pathogens
	﻿Results
	﻿﻿A. pleuropneumoniae﻿
	﻿﻿E. rhusiopathiae﻿
	﻿HEV
	﻿PEDV
	﻿IAV
	﻿﻿M. hyopneumoniae﻿

	﻿Discussion
	﻿Methods
	﻿Samples
	﻿Laboratory analyses
	﻿Statistical analyses

	﻿References





