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1. Streszczenie

Monitorowanie zakazen wirusowych w stadach $win jest kluczowe dla
zarzadzania zdrowiem zwierzat. Rutynowo stosowang probka diagnostyczng jest
surowica, jednak jej pobieranie wigze si¢ z ograniczeniami logistycznymi,
ekonomicznymi 1 dobrostanowymi, co wuzasadnia poszukiwanie alternatywnych
materiatdéw diagnostycznych, takich jak ptyn technologiczny pozyskiwany wytacznie z
jader (ang. testicular-only processing fluid, TOPF). W niniejszej pracy oceniono
przydatno$¢ TOPF w diagnostyce zakazen wirusem zespotu rozrodczo-oddechowego
swin (ang. porcine reproductive and respiratory syndrome virus, PRRSV) oraz
cirkowirusem §win typu 2 (ang. porcine circovirus type 2, PCV2) z wykorzystaniem
komercyjnych testow immunoenzymatycznych (ang. enzyme-linked immunosorbent
assay, ELISA) oraz iloSciowej reakcji lancuchowej polimerazy z odwrotng
transkrypcja/ilosciowej reakcji tancuchowej polimerazy (ang. reverse transcription
quantitative polymerase chain reaction/quantitative polymerase chain reaction, RT-
gPCR/gPCR) dedykowanych do innych rodzajow probek, analizujac probki TOPF oraz
odpowiadajace im probki surowicy. Dodatkowo oceniono wplyw pulowania prébek na
uzyskane wyniki oraz mozliwo$¢ wykorzystania tej probki do oceny statusu zdrowotnego
catych miotow.

W  probkach TOPF potwierdzono obecno$¢ przeciwcial oraz materiatu
genetycznego PRRSV 1 PCV2. Wykazano, ze TOPF moze stanowi¢ uzyteczng matryce
dla testow ELISA jednak wymaga to odpowiedniej modyfikacji punktéw odcigcia. W
badaniach molekularnych dla PRRSV wykazano umiarkowang czuto$¢ metody i ryzyko
uzyskania wynikow falszywie ujemnych, przy jednoczesne; wysokiej wiarygodnosci
wynikéw dodatnich po zastosowaniu optymalnego punktu odcigcia. W przypadku PCV2
zastosowanie TOPF w tescie qPCR wykazalo wysoka czuto$¢ 1 swoisto§¢ oraz bardzo
dobra zgodno$¢ z surowica, jednak nizsza czulo$¢ w pordwnaniu z surowicag moze
prowadzi¢ do niewykrycia probek o niskim mianie wirusa. Wykazano, ze pulowanie
probek wptywa na wyniki analiz, a brak istotnych r6znic migdzy TOPF i surowicg prosiat
obu pici wskazuje na mozliwo$¢ wykorzystania tej matrycy do oceny statusu
zdrowotnego catego miotu.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze TOPF moze by¢ alternatywg dla surowicy w

diagnostyce 1 monitorowaniu zakazenh PRRSV 1 PCV2 u $win. Jednoczes$nie konieczne



sg dalsze badania w celu pelnej walidacji tej matrycy oraz standaryzacji interpretacji
wynikow.

Stowa Kkluczowe: plyn technologiczny, plyn technologiczny pozyskiwany
wytacznie z jader, wirus zespotu rozrodczo-oddechowego §win, cirkowirus swin typu 2,

przeciwciala, material genetyczny wirusa, prosig¢ta, monitoring zakazen



2. Abstract

Monitoring of viral infections in pig herds is key for animal health management.
Serum is a routinely used diagnostic sample; however, its collection is associated with
logistical, economic, and welfare limitations, which justifies the search for alternative
diagnostic materials such as testicular-only processing fluid (TOPF). In the present study,
the usefulness of TOPF in the diagnosis of infections with porcine reproductive and
respiratory syndrome virus (PRRSV) and porcine circovirus type 2 (PCV2) was evaluated
using commercial enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and reverse
transcription quantitative polymerase chain reaction/quantitative polymerase chain
reaction (RT-qPCR/qPCR) tests dedicated to other types of samples, by analyzing TOPF
samples and their corresponding serum samples. Additionally, the effect of sample
pooling on the tests results and the possibility of using this sample to assess the health
status of entire litters were evaluated.

In TOPF samples, the presence of antibodies and genetic material of PRRSV and
PCV2 was confirmed. It was demonstrated that TOPF may constitute a useful matrix for
ELISA tests; however, this requires appropriate modification of cut-off points. In
molecular studies for PRRSV, moderate sensitivity of the method and a risk of obtaining
false-negative results were demonstrated, with simultaneously high reliability of positive
results after application of an optimal cut-off point. In the case of PCV2, the use of TOPF
in the qPCR test showed high sensitivity and specificity and very good agreement with
serum; however, lower sensitivity compared to serum may lead to failure to detect
samples with a low viral titer. It was demonstrated that sample pooling affects the results
of analyses, and the lack of significant differences between TOPF and serum from piglets
of both sexes indicates the possibility of using this matrix to assess the health status of
the entire litter.

The obtained results indicate that TOPF may be an alternative to serum in the
diagnosis and monitoring of PRRSV and PCV2 infections in pigs. At the same time,
further studies are necessary for full validation of this matrix and standardization of result

interpretation.

Keywords: processing fluid, testicular-only processing fluid, porcine reproductive and
respiratory syndrome virus, porcine circovirus type 2, antibodies, viral genetic material,

piglets, infection monitoring.



3. Wykaz skrétow

AASV — (ang. American Association of Swine Veterinarians) — Amerykanskie
Stowarzyszenie Lekarzy Weterynarii Specjalistow Chorob Swin

ACC — (ang. accuracy) — doktadno$¢

AUC — (ang. area under the curve) — pole powierzchni pod krzywa

Cap — (ang. capsid protein) — wirusowe biatko kapsydu

Ct — (ang. cycle threshold) — wartos¢ progowa cyklu

DPI — (ang. days post infection) — dni po zakazeniu

ELISA — (ang. enzyme-linked immunosorbent assay) — test immunoenzymatyczny
IgG — (ang. immunoglobulin G) — immunoglobuliny klasy G

IgM — (ang. immunoglobulin M) — immunoglobuliny klasy M

IHC — (ang. immunohistochemistry) — immunohistochemia

ISH — (ang. in situ hybridization) — hybrydyzacja in situ

K — (ang. Cohen’s kappa coefficient) — wspotczynnik Kappa Cohena

M. hyopneumoniae — Yac. Mycoplasma hyopneumoniae

mRNA — (ang. messenger ribonucleic acid) — matrycowy kwas rybonukleinowy
NPV — (ang. negative predictive value) — wartos$¢ predykcyjna ujemna

OF — (ang. oral fluid) — ptyn ustny

OD - (ang. optical density) — ggsto$¢ optyczna

ORF — (ang. open reading frame) — otwarta ramka odczytu

OT — (ang. optimal threshold) — warto$¢ optymalnego punktu odciecia



PAM — (ang. porcine alveolar macrophage) — makrofag pecherzykowy §wini
PCR — (ang. polymerase chain reaction) — reakcja tanhcuchowa polimerazy
PCV2 — (ang. porcine circovirus type 2) — cirkowirus $win typu 2

PCV2-RD — (ang. PCV2-associated reproductive disease) — zaburzenia rozrodu

zwigzane z cirkowirusem $win typu 2

PCV2-SD — (ang. PCV2-associated systemic disease) — zakazenie ogolnoustrojowe

zwigzane z cirkowirusem $win typu 2

PCV2-SI — (ang. PCV2-associated subclinical infection) — zakazenie subkliniczne

zwigzane z cirkowirusem $win typu 2

PCV2-AD — (ang. PCV2-associated diseases) — choroby zwigzane z cirkowirusem $win

typu 2

PDNS — (ang. porcine dermatitis and nephropathy syndrome) — zespot skérno-nerkowy

swin
PPV — (ang. positive predictive value) — wartos¢ predykcyjna dodatnia

PRRS — (ang. porcine reproductive and respiratory syndrome) — zesp6t rozrodczo-

oddechowy $win

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

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

gPCR - (ang. quantitative polymerase chain reaction) — iloSciowa reakcja fancuchowa

polimerazy
RNA — (ang. ribonucleic acid) — kwas rybonukleinowy

ROC — (ang. receiver operating characteristic curve) — krzywa charakterystyki

operacyjnej odbiornika

RP — punkt odciecia rekomendowany przez producenta testu



RT-qPCR - (ang. reverse transcription quantitative polymerase chain reaction) —

ilosciowa reakcja fancuchowa polimerazy z odwrotng transkrypcja

S/P — (ang. sample to positive control ratio) — stosunek sygnatlu probki do sygnatu

kontroli pozytywnej

SE — (ang. sensitivity) — czulo$¢

SP — (ang. specificity) — swoisto$¢

TMB — (ang. 3,3",5,5'-tetramethylbenzidine) — 3,3°,5,5’-tetrametylobenzydyna

TOPF — (ang. testicular-only processing fluid) — ptyn technologiczny pozyskany

wylacznie z jader
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4. Wstep

Zdrowie zwierzat stanowi kluczowy czynnik determinujacy efektywnos¢
produkc;ji trzody chlewnej. Intensyfikacja chowu, wzrost wielkos$ci stad oraz globalizacja
przemystu przyczynity si¢ do zwigkszenia presji zakaznej i pojawienia si¢ chordb o
ztozonej, wieloczynnikowej etiologii, ktoérych kontrola wymaga systematycznego
monitoringu opartego na badaniach laboratoryjnych (VanderWaal i in., 2018; Alarcon i
in., 2021).

Wsérod patogenow §win szczegdlne znaczenie majg wirusy o wiasciwosciach
immunosupresyjnych, w tym wirus zespotu rozrodczo-oddechowego $win (ang. porcine
reproductive and respiratory syndrome virus, PRRSV) oraz cirkowirus §win typu 2 (ang.
porcine circovirus type 2, PCV2), uznawane za jedne z najwazniejszych czynnikow
ograniczajacych optacalnos¢ produkceji trzody chlewnej (Ouyang i in., 2019; Zhao i in.,
2021). Pomimo rozwoju metod molekularnych i serologicznych, rutynowa diagnostyka
oparta na indywidualnych probkach krwi wigze si¢ z istotnymi ograniczeniami
logistycznymi i ekonomicznymi, szczegdlnie w duzych stadach (Fablet i in., 2017;
Trevisaniin., 2019). W zwiagzku z tym ro$nie zainteresowanie alternatywnymi matrycami
diagnostycznymi, takimi jak ptyn technologiczny (ang. processing fluid, PF), ktory moze
dostarcza¢ informacji o statusie zdrowotnym zwierzat przy mniejszych kosztach
pozyskania, wigkszej akceptacji ze strony hodowcow 1 bez negatywnego wplywu na
dobrostan zwierzat (Kikuti 1 in., 2022; Lopez 1 in., 2022; Cezar 1 in., 2024).

4.1 PRRSV i znaczenie jego wczesnego wykrywania

PRRSV jest czynnikiem etiologicznym zespolu rozrodczo-oddechowego $win
(ang. porcine reproductive and respiratory syndrome, PRRS), choroby o istotnym
znaczeniu ekonomicznym w produkcji trzody chlewnej (Chand i in., 2012; Lunney i in.,
2016). Wirus nalezy do rzedu Nidovirales, rodziny Arteriviridae i rodzaju Betaarterivirus
(Brinton 1 1in., 2021). Jest to otoczkowy wirus o genomie w postaci jednoniciowego RNA
o dodatniej polarnosci (Kappes i in., 2015). Wyrdznia si¢ dwa gatunki: Betaarterivirus
europensis (PRRSV-1), dominujagcy w Europie, oraz Betaarterivirus americense
(PRRSV-2), wystepujacy gtownie w Ameryce Potnocnej 1 Azji (Brinton 1 in., 2021;
Ruedas-Torres 1 in., 2021; Franzo i in., 2025). W niniejszej pracy oba gatunki okreslane
sg zbiorczo jako PRRSV, odnoszac si¢ do ich roli jako czynnikow etiologicznych PRRS
— choroby, ktdrej objawy moga obejmowaé zaburzenia ze strony ukladu oddechowego,

obnizone przyrosty masy ciata, wzrost $miertelnosci, a u loch 1 loszek stada
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podstawowego zaburzenia w rozrodzie. Nasilenie objawow klinicznych choroby 1 wplyw
ekonomiczny pojawienia si¢ PRRS w stadzie znaczaco rdznig si¢ w zaleznosci od
gatunku 1 szczepu wirusa, stanu odpornosci, wieku zakazonych $§win, obecno$ci
wspotzakazen innymi patogenami i stadium choroby. Choroba moze mie¢ takze przebieg
subkliniczny (Goyal i in., 1993; Zimmerman i in., 2019).

Komorki podatne na zakazenie in vivo obejmuja gldéwnie monocyty i makrofagi,
przy czym zakazenie wystepuje najczesciej w podgrupach makrofagéw obecnych w
phucach, tozysku i tkankach limfoidalnych (Van Breedam i in., 2010). Glownymi
komoérkami docelowymi replikacji wirusa w warunkach in vivo s3 makrofagi
pecherzykowe $win (ang. porcine alveolar macrophages, PAM) (Duan i in., 1998).
PRRSV replikuje takze w komorkach nablonka jader 1 makrofagach obecnych w jadrach
(Sur 1 in., 1997). PRRSV replikuje si¢ gléwnie w makrofagach i komorkach
dendrytycznych pluc oraz goérnych drég oddechowych, prowadzac do wiremii juz po 6—
12 godzinach od zakazenia (Delputte i in., 2007; Lunney i in. 2016). Material genetyczny
PRRSV mozna wykry¢ metodami molekularnymi we krwi i tkance ptucnej po 648
godzinach od zakazenia, a najwigksza jego ilos¢ wykrywana jest najczgsciej miedzy 4—
14 dniem od zakazenia (ang. days post infection, DPI), w zalezno$ci od szczepu i
istniejgcej wezesniej odpornosci (Zimmerman i in., 2019). Wigkszos¢ obserwowanych
objawow klinicznych PRRS wystepuje w fazie ostrej zakazenia, gdy miana wirusa
osiggaja szczyt. Pdzniej obserwuje si¢ szybki spadek miana wirusa w tkankach, a
wiekszo$¢ swin przestaje by¢ wiremiczna po 21-28 DPI (Zimmerman i in., 2019). U $win
zakazonych PRRSV moze by¢ obecny w organizmie przez miesigce po zaobserwowaniu
ostatnich objawéw klinicznych (Bierk 1 in., 2001; Wills 1 in., 1997). Replikacja wirusa
moze jednak trwaé¢ nawet 250 DPI, co oznacza, ze w przypadku konwencjonalnego
systemu produkcji zakazenie PRRSV moze utrzymywac si¢ przez caly okres tuczu
(Lunney 11in., 2016; Wills 1 in., 2003). Kinetyka produkcji przeciwciat podczas zakazenia
PRRSV rowniez zostata dokladnie zbadana. Immunoglobuliny klasy M (ang.
immunoglobulin M, 1gM) specyficzne dla PRRSV mozna wykry¢ w 7 DPI; osiagaja one
szczytowe miana w 14-21 DPI i szybko spadaja do niewykrywalnego poziomu w 40 DPI.
Immunoglobuliny klasy G (ang. immunoglobulin G, 1gG) specyficzne dla PRRSV mozna
wykry¢ miedzy 7 a 9 DPI; szczyt mian IgG przypada w 21-28 DPI. Przeciwciala tej klasy
moga utrzymywac sie¢ w surowicy przez kilka miesiecy (Dee 1 in., 1996; Desrosiers i in.,

2002; Labarque i in., 2000; Loemba i in., 1996; Lopez i Osorio 2004; Yoon i in., 1994).
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Wezesne wykrycie PRRSV jest niezwykle wazne. Dlatego tez w profesjonalnym
chowie i hodowli §win powinny by¢ prowadzone programy monitoringowe w tym
kierunku. Wirus PRRS charakteryzuje si¢ wysoka zmiennoscig genetyczng wynikajaca z
mutacji punktowych oraz rekombinacji, co sprzyja powstawaniu nowych wariantow
wirusa (Domingo i in., 1997; Martin-Valls i in., 2014). Zmienno$¢ ta moze prowadzi¢ do
obnizenia skuteczno$ci szczepien i utrudnia¢ kontrole zakazen w stadach (Clilverd i in.,
2023; Chand i in., 2012).

4.2 PCV2iznaczenie jego wczesnego wykrywania

PCV2 nalezy do rodzaju Circovirus, rodziny Circoviridae 1 jest jednym z
najmniejszych wiruséw, ktorych genom ma posta¢ kwasu deoksyrybonukleinowego
(ang. deoxyribonucleic acid, DNA) (Varsani i in., 2024). Obecnie rodzaj Circovirus
sktada si¢ z czterech gatunkow: cirkowirusa $win typu 1 (ang. porcine circovirus type 1,
PCV1), PCV2, cirkowirusa §win typu 3 (ang. porcine circovirus type 3, PCV3) i
cirkowirusa §win typu 4 (ang. porcine circovirus type 4, PCV4) (Tischer i in., 1982;
Harding i in., 2007; Palinski i in., 2017; Zhang i in., 2019; Tan i in., 2020). W ostatnim
czasie opisano nowy wirus $§win, nazwany cirkowirusem $win typu 5 (ang. porcine
circovirus type 5, PCVS5) (Liu 1 in., 2025). Zgodnie z obowigzujagcym systemem
klasyfikacji wyrdznia si¢ osiem genotypéw PCV2 (PCV2a do PCV2h) (Franzo i in.,
2018), jednak najnowsze badania wskazujg na istnienie dziewigtego genotypu — PCV24i,
ktorego status jako odrebnej jednostki taksonomicznej jest obecnie przedmiotem badan
(Wang 1 in., 2020; Franzo 1 in., 2024; Xiao 1 in., 2024). PCV2 jest szeroko
rozpowszechniony u §win domowych w Europie (Melegari i in., 2025; Rudovaiin., 2022;
Almeida 1 in., 2025; Piginka-Vjaceslavova i in., 2018) oraz na innych kontynentach
(Huang 1 in., 2021; Ciacci-Zanella 1 in., 2009). Wysoka czesto$¢ zakazen PCV2
stwierdzana jest rowniez u dzikow (tac. Sus scrofa) (Solaja i in., 2025; Almeida i in.,
2025; Rudova 1 in., 2022; Vicente i in., 2004; Melegari i in., 2025; Reiner i in., 2010;
Castro i in., 2012; Gong i in., 2023).

PCV2 jest uznawany za jeden z najwazniejszych patogendow $§win na Swiecie,
poniewaz choroby z nim zwigzane majg znaczacy, negatywny wpltyw na zdrowie $win,
oraz rentownos¢ produkceji trzody chlewnej (Rose i in., 2011). Wirus ma powinowactwo
przede wszystkim do komoérek immunokompetentnych, dlatego zakazenie tym wirusem
prowadzi do immunosupresji 1 zwigkszonej podatnosci na zakazenia wtorne (Fehér i in.,
2023). PCV2 powoduje zespdt chordb, ktore okresla si¢ zbiorczo, razem z wieloma

innymi stanami klinicznymi, w ktorych udzial moze mie¢ wspomniany patogen (takimi
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jak zesp6l oddechowy czy zaburzenia ze strony uktadu pokarmowego) jako choroby
zwigzane z cirkowirusem §win typu 2 (ang. porcine circovirus type 2-associated diseases,
PCV2-AD) (Segalés, 2012).

W 2022 roku Segalés i1 Sibila dokonali wyodrebnienia poszczegolnych zespotow
chorobowych wsrod PCV2-AD: zakazenie subkliniczne zwigzane z cirkowirusem $win
typu 2 (ang. porcine circovirus type 2 subclinical infection, PCV2-SI), zakazenie
ogolnoustrojowe zwigzane z cirkowirusem $§win typu 2 (ang. porcine circovirus type 2
systemic disease, PCV2-SD), zaburzenia rozrodu zwigzane z cirkowirusem $win typu 2
(ang. porcine circovirus type 2 reproductive disease, PCV2-RD) oraz zespdt skorno-
nerkowy $win (ang. porcine dermatitis and nephropathy syndrome, PDNS). W przypadku
postaci subklinicznej jedyna zauwazalng zmiang moze by¢ zmniejszenie przyrostow
masy ciata (Segalés 1 Sibila, 2022). Objawami zakazenia uogo6lnionego sa wyniszczenie
i staba kondycja zwierzat, utrata masy ciata i zmniejszenie jej przyrostow oraz ewentualne
pojawienie si¢ objawow patologicznych ze strony ukladu pokarmowego lub
oddechowego. W przypadku PCV2-RD moga pojawi¢ si¢ poronienia i rodzenie
zmumifikowanych prosiat oraz problemy z ptodnoscia. Z kolei dominujacym objawem
klinicznym PDNS sg ciemnoczerwone plamy, pojawiajace si¢ gtdéwnie na skorze konczyn
miednicznych i w pachwinach (Segalés i Sibila, 2022). Roznice w zjadliwosci pomigdzy
réznymi podtypami PCV2 nie zostaly jednoznacznie potwierdzone i nadal nie jest jasne,
czy cigzkos$¢ przebiegu chorob zwigzanych z PCV2 wynika z indywidualnych cech
poszczegbdlnych podtypdéw, czy tez z innych czynnikoéw, takich jak wspotzakazenia
innymi patogenami lub status immunologiczny gospodarza, ktore mogg nasila¢ kliniczng
manifestacje choroby (Carman i in., 2006; Timmusk i in., 2008; Guo i in., 2012;
Opriessnig i in., 2014; Cho 1 in., 2023; Oh i in., 2022; Suh i in., 2021).

Badania nad rozmieszczeniem PCV2 w organizmie $win potwierdzaja szeroki
zakres tkankowego tropizmu tego patogenu. PCV2 aktywnie replikuje si¢ w rdznych
narzadach 1 komorkach uktadu limfatycznego (Calsamiglia 1 in., 2002; Yu i in., 2007).
DNA PCV2 wykrywano takze w krwi pgpowinowej, tozysku i nasieniu (Fan 1 in., 2023).
W przypadku odpowiedzi humoralnej na zakazenie PCV2, u $win wolnych od
specyficznych gatunkowo patogendw (ang. specific pathogen free) zakazonych PCV2 w
warunkach eksperymentalnych, przeciwciala mozna wykry¢ juz w 10-15 DPL. W
badaniach eksperymentalnych wczes$niejsza serokonwersja oraz wyzsze poziomy
przeciwcial neutralizujacych byly zwigzane z ograniczeniem namnazania PCV2 (Meerts

1 in., 2005). Istotng role w ochronie prosiat przed zakazeniem odgrywajg przeciwciata
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siarowe, przekazywane przez loche w pierwszych godzinach zycia prosiat. Im wyzszy
poziom przeciwcial matczynych, tym nizsze ryzyko wystgpienia wiremii u prosiat
(McKeown 1 in., 2005; Ostanello i in., 2005; Saha i in., 2014), przy czym wykazano, ze
wyzsze miana przeciwciat przeciwko PCV2 u loch wigzg si¢ z wigkszym
prawdopodobienstwem ich wykrycia u prosigt (Kekarainen i Segalés, 2015). Wraz ze
spadkiem poziomu przeciwcial matczynych nabytych z siarg wzrasta podatno$¢ prosiat
na zakazenie PCV2 (Grau-Roma 1 in., 2009; Larochelle i in., 2003; Rodriguez-Arrioja i
in., 2002).

Obecnie glowng metoda zapobiegania i kontroli PCV2 jest szczepienie.
Szczepionki przeciwko PCV2 sa skuteczne w zapobieganiu klinicznej postaci choroby,
jednak nie chronig przed zakazeniem ani replikacja wirusa w organizmie (Franzo i
Segalés, 2020). Pomimo wysokiej skutecznosci szczepien, w warunkach terenowych
nadal obserwuje si¢ przypadki wystepowania choréb zwigzanych z PCV2, w tym
zachorowania 1 wupadki $win uprzednio szczepionych, co moze wynika¢ z
niewystarczajacej odpowiedzi poszczepiennej (Xiao 1 in., 2012). Zgodnie z
wczesniejszymi doniesieniami, zmiany genotypowe oraz pojawianie si¢ nowych
wariantéw PCV2 mogg by¢ zwigzane m.in. z presja immunologiczng wynikajaca ze
szczepien lub naturalnych infekcji, migdzynarodowym przemieszczaniem zwierzat i
materialu hodowlanego oraz ewolucjg wirusa (Franzo i in., 2015; Franzo i Segalés, 2020;
Karuppannan 1 in., 2017). Do innych, prawdopodobnie czgstszych, przyczyn
niepowodzen szczepien i1 przetamywania odpornosci u immunizowanych §win nalezg
btedy w technice szczepieh oraz niekorzystne warunki utrzymania, wpltywajace na
funkcjonowanie uktadu odpornosciowego zwierzat.

Choroby zwigzane z PCV2 powoduja istotne straty ekonomiczne w produkcji
trzody chlewnej, wynikajace ze zwigkszonej $miertelno$ci, zahamowania przyrostow
oraz zaburzen rozrodu. Dodatkowe koszty generuja diagnostyka, leczenie i dziatania
profilaktyczne. W obliczu zmiennosci genotypow PCV2 1 mozliwej redukcji skutecznosci
szczepien szczegdlnego znaczenia nabiera regularny monitoring laboratoryjny,

umozliwiajacy wezesne wykrycie zakazenia i dostosowanie strategii kontroli.

4.3 Diagnostyka laboratoryjna w monitorowaniu zakazen
PRRSV i PCV2
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Rutynowy nadzor przyzyciowy nad zakazeniami PRRSV i1 PCV2 opiera si¢
przede wszystkim na badaniu probek surowicy, ktora stanowi podstawowy materiat
zaré6wno do badan molekularnych, jak i1 serologicznych.

W przypadku PRRSV najczesciej stosuje si¢ test immunoenzymatyczny (ang.
enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA) wykrywajacy swoiste przeciwciata klasy
IgG oraz test ilosciowej reakcji fancuchowej polimerazy z odwrotng transkrypcja (ang.
reverse transcription quantitative polymerase chain reaction, RT-qPCR) umozliwiajacy
identyfikacj¢ materiatu genetycznego wirusa. Inne metody, takie jak izolacja wirusa w
hodowlach komoérkowych czy badania immunohistochemiczne wycinkéw tkanek, nie sg
powszechnie stosowane z uwagi na wysokie koszty, czasochtonno$¢ i koniecznosé
posiadania specjalistycznego wyposazenia laboratoriow (Pejsak i Podgoérska, 2021a).

Test ELISA jest relatywnie tanig i1 tatwo dostepng metoda, pozwalajaca na ocene
statusu serologicznego stada niezaleznie od wariantow krazacych w populacji (Pejsak i
Podgorska, 2021a). Alternatywnie materiatem do badan moga by¢ takze probki ptynu
ustnego (ang. oral fluid, OF). Z kolei RT-qPCR pozwala na szybka i wczesng detekcje
PRRSV, a wigkszo$¢ dostgpnych zestawow diagnostycznych umozliwia réznicowanie
gatunkow wirusa. Jako przyzyciowy material diagnostyczny mozna wykorzystaé
surowicg, nasienie, a takze OF (Pejsak 1 Podgorska, 2021a).

W praktyce terenowej monitoring PRRSV w stadach §win opiera si¢ na badaniach
przekrojowych, obejmujacych roézne grupy wiekowe $win, w ktorych zaleca sig
pobieranie co najmniej 6 probek w kazdej grupie, przy czym liczba ta powinna by¢
dostosowana do wielkos$ci stada (Pejsak 1 Podgorska, 2021a).

Zgodnie z  wytycznymi  Amerykanskiego  Stowarzyszenia  Lekarzy
Weterynarii Specjalistow Chorob Swin (ang. American Association of Swine
Veterinarians, AASV), stabilny status stada w odniesieniu do PRRSV stwierdza si¢ po
uzyskaniu czterech kolejnych negatywnych wynikéw badania RT-qPCR w kierunku
PRRSV w surowicy pobranej od reprezentatywnej liczby prosigt w wieku
okotodsadzeniowym, w odstgpach nie dtuzszych niz 30 dni, przez okres 90 dni przy
liczebnosci proby zapewniajacej 95% prawdopodobienstwo wykrycia zakazenia przy
oczekiwanej prewalencji co najmniej 10% (Holtkamp 1 in., 2011).

Réwniez w przypadku PCV2 podstawowa przyzyciowa matrycg diagnostyczng
pozostaje surowica, badana metodami ELISA oraz iloSciowej reakcji tancuchowe;j
polimerazy (ang. quantitative polymerase chain reaction, qPCR), ktore stuza do oceny

wystepowania odpowiednio przeciwciat lub obecnos$ci wirusa w stadzie.
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Materiat genetyczny PCV2 rutynowo wykrywa si¢ za pomocg qPCR w réznych
typach probek, m.in. w surowicy, krwi, ptynie ustnym, weztach chtonnych czy sercu
poronionych plodéw. Zaproponowano wartosci progowe zwigzane z ilosScig
wykrywanego w tych probkach wirusa, stuzace rozréznieniu zwierzat zakazonych
subklinicznie i1 klinicznie (Segalés i Sibila, 2022), jednak moga one roézni¢ si¢ w
zaleznos$ci od zastosowanego protokotu qPCR (Hjulsager i in., 2009). Co istotne, nie
zwalidowano ich dotychczas dla wszystkich potencjalnych matryc diagnostycznych, co
utrudnia interpretacje wynikéw u zwierzat w réoznym wieku w stadach objetych
programami kontroli PCV2 (Wozniak i in. 2019). Polaczenie wykrywania PCV2
metodami molekularnymi z sekwencjonowaniem Sangera lub sekwencjonowaniem
nowej generacji (ang. Next Generation Sequencing) umozliwia identyfikacj¢ genotypow
uczestniczacych w infekcji.

Diagnostyka histopatologiczna oraz techniki takie jak hybrydyzacja in situ (ang.
in situ hybridization, ISH) 1 immunohistochemia (ang. immunohistochemistry, THC)
moga by¢ wykorzystywane gltownie w przypadku badania narzadow pobranych
po$miertnie, jednak ze wzgledu na koszt oraz czasochtonno$¢ ich zastosowanie w
praktyce jest ograniczone (Pejsak i Podgoérska, 2021b). IHC 1 ISH stanowig jednak wazne
narzg¢dzia diagnostyczne w rozpoznawaniu PCV2-AD, zwlaszcza w polaczeniu z oceng
histopatologiczna, poniewaz umozliwiajg lokalizacj¢ antygenu PCV2 (IHC) oraz jego
genomu (ISH) w tkankach (Rosell 1 in., 1999). Informacje te dostarczaja cennych danych
dotyczacych tropizmu tkankowego 1 udzialu wirusa w patogenezie zmian. Pomimo, ze
narzedzia molekularne, takie jak qPCR, zapewniaja bardzo wysoka czulo$¢ (ang.
sensitivity, SE) oraz umozliwiaja oznaczenia ilosciowe, opieranie diagnozy wylacznie na
wynikach qPCR stanowi istotne ograniczenie w diagnostyce chorob zwigzanych z PCV2.
Technika ta nie pozwala bowiem na ocen¢ zwigzku migdzy obecno$cig wirusa, a
obserwowanymi zmianami tkankowymi 1 nie umozliwia identyfikacji komorek
docelowych wirusa (Segalés 1 Sibila, 2025). Ograniczenia te wskazuja na potrzebe
faczenia metod molekularnych z oceng histopatologiczng oraz technikami IHC/ISH, co
pozwala na uzyskanie pelniejszego obrazu proceséw patogenetycznych oraz
kompleksowa charakterystyke przypadkow PCV2-AD. Brak jest jednak jasno
sprecyzowanych wytycznych co do liczebnosci 1 czgstotliwosci pobierania probek, ktore
pozwalalyby na pelng standaryzacj¢ monitoringu. Przy interpretacji wynikow
serologicznych nalezy pamigta¢, ze nie ma mozliwosci rozrdéznienia przeciwciat

poszczepiennych od powstalych w wyniku kontaktu z wirusem terenowym (Pejsak 1
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Podgorska, 2021b). Rozpoznanie PCV2-SD opiera si¢ na wspotwystgpowaniu objawow
klinicznych, mikroskopowych zmian w narzadach limfatycznych (w szczegélnosci w
weztach chitonnych) oraz wykazaniu materiatu genetycznego lub antygenu PCV2 w
obregbie zmian histopatologicznych (Segalés i Sibila, 2025).

Pomimo wysokiej warto$ci diagnostycznej, pobieranie probek krwi w rutynowym
monitoringu jest czasochtonne, wymaga unieruchomienia zwierzat i zaangazowania
personelu, oraz wigze si¢ z ryzykiem powiklan, w tym $mierci. Przy duzych stadach
stanowi rowniez istotne obcigzenie ekonomiczne. Alternatywg jest OF bedacy
mieszaning §liny oraz sktadnikow pochodzacych z goérnych drog oddechowych, dzigset,
ran w jamie ustnej i resztek pokarmowych (Challacombe i in., 1978; Simer, 2005).
Jednak uzyskanie odpowiedniej ilosci OF do badan moze by¢ czasami trudne lub
niemozliwe ze wzgledu na wiek zwierzat czy stan kliniczny (apatia, bedaca czestym
objawem wielu chordb, ktéra moze prowadzi¢ u $win do braku checi do interakcji ze
sznurami). Czynniki $rodowiskowe, takie jak wysoka lub niska temperatura, moga
réwniez wptywacé na sktonnos$¢ do interakcji ze sznurami. Pobieranie OF jest najbardziej
efektywne u warchlakoéw 1 tucznikéw. Ponadto nie jest mozliwe pobieranie probek ta
metoda od bardzo mtodych prosiat, ktére nie umieja jeszcze zu¢ sznuréw i nie sg nimi
zainteresowane (Fablet i in., 2017, Turlewicz-Podbielska i in., 2020).

Klasyczna diagnostyka przyzyciowa oparta o badanie probek surowicy i OF
stanowi podstawe nadzoru nad PRRSV 1 PCV2, jednak jej ograniczenia techniczne i
ekonomiczne uzasadniajg poszukiwanie alternatywnych matryc. Jednym z obiecujacych
rozwigzan jest PF pozyskiwany podczas kastracji prosigt, omowiony w kolejnym
podrozdziale.

4.4  Ptyn technologiczny

PF definiuje si¢ jako surowiczo-krwisty ptyn pozyskiwany z tkanek podczas
kastracji 1 obcinania ogondw prosiat (Lopez i in., 2018). W stadach, w ktorych rutynowo
wykonuje si¢ chirurgiczng kastracj¢ knurkdw, jego pobranie nie wymaga dodatkowych
procedur, co pozwala traktowac t¢ matryce jako niewymagajaca dodatkowych zabiegow
1 W tym znaczeniu mozna jg uzna¢ za nieinwazyjng. PF stanowi obiecujace narzedzie w
monitorowaniu zakazen w stadach o pelnym cyklu produkcji, gdyz moze by¢ tatwo
pozyskiwany od prosiat w wieku do 7 dni. Umozliwia to badanie duzej liczby zwierzat w
okresie, w ktorym pobieranie OF jest niemozliwe, a pobieranie krwi wigze si¢ z wigkszym

ryzykiem powiktlan.
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Obcinanie ogondéw jest wykonywane przede wszystkim w celu zapobiegania
kanibalizmowi, jednak przepisy europejskie stanowia, ze zabiegu tego nie nalezy
wykonywa¢ rutynowo, a jedynie w okreslnych sytuacjach (Dyrektywa Rady
2008/120/WE z dnia 18 grudnia 2008 r. ustanawiajgca minimalne normy ochrony swin).
Praktyki te pozwalaja na pobieranie probek, ktéore moga by¢ wykorzystane do
monitorowania statusu epidemiologicznego stada (Vilalta i in., 2019).

W powstatej w 2010 roku ,,Deklaracji Europejskiej na temat alternatyw dla
chirurgicznej kastracji §win" przewidziano, ze od 2018 chirurgiczna kastracja §win
powinna by¢ catkowicie wycofana (De Briyne i in., 2016). Wigkszo$¢ krajow
europejskich nie osiagngta jednak jeszcze celu wyznaczonego w deklaracji, a
chirurgiczna kastracja knurkow jest nadal powszechna w wiekszosci ferm trzody
chlewnej (Bonneau i in., 2019). Dostepnych jest kilka metod alternatywnych dla kastracji
chirurgicznej] w celu eliminacji zapachu piciowego: ubdj $win przed osiggnigciem
dojrzatosci ptciowej (Dunshea 1 in., 2001), produkcja niekastrowanych samcow,
immunokastracja, seksowanie nasienia w celu uzyskania potomstwa plci zenskie;j,
chemiczna destrukcja tkanki jader, podawanie hormonéw hamujacych 0§ podwzgdrze—
przysadka—gonady oraz chirurgiczna kastracja z zastosowaniem analgezji (Bonneau i in.,
2019). W przestrzeni publicznej pojawiajg si¢ obawy dotyczace alternatywnych metod
dla kastracji chirurgicznej knurkéw ze wzgledu na dodatkowe koszty dla rolnikow i
niepewno$¢ co do nastawienia konsumentdow do migsa pochodzacego od $win
kastrowanych farmakologicznie. W rezultacie mozna przyjaé, ze calkowity zakaz
kastracji chirurgicznej, niezaleznie od tego, czy jest ona przeprowadzana ze
znieczuleniem, czy bez, moze nie nastapi¢ w krotkim okresie. Kastracja chirurgiczna
prosiat prawdopodobnie bedzie nadal dozwolona w Europie przez nastepne kilka dekad.
Ponadto w innych krajach zajmujacych si¢ produkcja trzody chlewnej, takich jak Chiny,
USA 1 Brazylia, kwestia zakazu kastracji nie zostala jeszcze nawet podniesiona.
Wszystko to powoduje, ze badania nad wykorzystaniem w celach diagnostycznych,
zwlaszcza PF pozyskanego wylacznie z jader (ang. festicular-only processing fluid,
TOPF), moga dostarczy¢ cennych wynikow, z ktorych hodowcy bgda mogli korzysta¢
jeszcze przez wiele lat.

4.5 Zastosowanie PF w diagnostyce i monitoringu PRRSV

PF aktualnie znajduje najszersze zastosowanie w monitorowaniu zakazen PRRSV

w stadach o pelnym cyklu produkeji lub odchowujacych prosigta. Mimo licznych

doniesien potwierdzajacych jego wartos¢ diagnostyczna, konieczne sg dalsze badania w
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celu pelnej walidacji metod z wykorzystaniem tej matrycy i ustanowienia jej jako
standardu w rutynowej diagnostyce zakazen PRRSV. Patogeneza zakazenia dodatkowo
wspiera zasadnos$¢ stosowania PF w badaniach, poniewaz wykazano, ze PRRSV replikuje
nie tylko w makrofagach ptucnych, ale takze w komorkach nabtonka jader oraz w
makrofagach obecnych w tkance jadrowej (Sur i in., 1997). Co wigcej, niedawne badania
potwierdzity, ze wirus wykrywany jest w wielu strukturach meskiego uktadu
rozrodczego, w tym w jadrach, najadrzach, pegcherzykach nasiennych, gruczole
krokowym oraz gruczotach opuszkowo-cewkowych (Huang i1 in., 2024). Wyniki te
wskazuja, ze obecnos$¢ wirusa w materiale pozyskiwanym podczas kastracji jest wysoce
prawdopodobna, a wykorzystanie PF w monitoringu PRRSV moze stanowi¢ praktyczne
1 mniej inwazyjne uzupetnienie klasycznych metod diagnostycznych. W kilku badaniach
wykazano, ze PF moze by¢ czula i uzyteczng matryca do wykrywania materialu
genetycznego PRRSV u wiremicznych prosigt (Lopez i in., 2018; Lopez i in.,2020; Lopez
11n.,2021; Trevisan i in.,2019; Vilalta i in.,2018; Vilalta i in.,2019; Vilalta i in.,2021).
Nalezy w tym miejscu zaznaczy¢, ze dotychczasowe badania dotyczyly gtoéwnie probek
pulowanych, a brak jest danych na temat ewentualnych konsekwencji pulowania probek
PF w aspekcie uzyskanych wynikow.

Badania nad wykorzystaniem pulowanych probek PF jako matrycy
diagnostycznej w RT-qPCR wykazaly jego wysoka zgodnos$¢ z wynikami uzyskiwanymi
z surowicy oraz dobre parametry diagnostyczne, w tym wysoka SE i swoisto$¢ (ang.
specificity, SP) (Vilalta 1 1in., 2018). PF znalazt rowniez zastosowanie w
dtugoterminowym monitorowaniu zakazen PRRSV w stadach swin, wykazujac wysoka
zgodno$¢ wynikéw z badaniami serologicznymi oraz wigksza skuteczno$¢ wykrywania
materiatu genetycznego wirusa w poréwnaniu z tradycyjnym probkobraniem opartym na
surowicy (Lopez iin., 2018; Trevisan i in., 2019). Nowsze badania wskazuja ponadto, ze
TOPF moze charakteryzowac si¢ jeszcze wyzsza SE w pordwnaniu z innymi matrycami,
takimi jak PF pozyskiwany z ogonow czy wymazy z wymienia, co podkresla jego
potencjat w diagnostyce zakazen wirusowych u prosiat (Vilalta i in., 2021).

Weciaz niewiele wiadomo na temat wptywu pulowania probek PF i TOPF na
zdolnos¢ komercyjnych testoéw diagnostycznych dedykowanych do innych rodzajow
probek, zaréwno serologicznych jak 1 molekularnych, do prawidtowej klasyfikacji
probki. Badania dotyczace strategii pulowania probek PF odnosily si¢ dotychczas do
diagnostyki molekularnej PRRSV, natomiast brak jest danych dotyczacych pulowania

probek tej matrycy w badaniach ukierunkowanych na wykrywanie przeciwcial.
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Wykazano, ze skuteczno$¢ wykrywania RNA PRRSV zalezy przede wszystkim od
poziomu wiremii u zakazonych prosiat oraz ich udziatu w prébce zbiorczej (Vilalta i in.,
2019; Lopez i in., 2020). Przy wysokim poziomie wiremii mozliwe jest tgczenie wigkszej
liczby probek bez utraty zdolnosci detekcji wirusa, natomiast przy niskim poziomie
zakazenia SE metody ulega obnizeniu. Jednoczesnie sugeruje si¢, ze ograniczenie stopnia
pulowania pozwala utrzymaé¢ wysokie prawdopodobienstwo wykrycia PRRSV nawet
przy niskiej czestosci wystepowania zakazenia w populacji (Lépez i in., 2021).

4.6 Zastosowanie PF w wykrywaniu i monitoringu PCV2

Od momentu opisania pierwszych przypadkow klinicznych zakazen PCV2,
surowica byla powszechnie wykorzystywana do wykrywania wiremii oraz
monitorowania poziomu przeciwcial swoistych dla PCV2 u §win (Carasova i in., 2007).
W 2008 roku zidentyfikowano OF jako kolejng matryce diagnostyczng, ktora moze by¢
wykorzystana jako probka zbiorcza, umozliwiajgca wykrywanie obecnosci PCV2 w
populacji $win poprzez zastosowanie metody PCR (Henao-Diaz i in., 2020). Wciaz jest
niewiele danych dotyczacych wykorzystania PF do monitoringu i wykrywania PCV2.
Wykazano, ze w warunkach eksperymentalnego zakazenia knury mogg okresowo
wydala¢ PCV2 w nasieniu (Larochelle i in. 2000; Madson i in. 2009). W jednym z badan
powigzano takze obecno$¢ PCV2 ze zmianami w obrebie uktadu rozrodczego samcow
(Opriessnig 1 in., 2006). W zwigzku z tym matryce pozyskiwane z narzagdow rozrodczych
knurow, takie jak PF czy TOPF, moga potencjalnie stanowi¢ warto§ciowy materiat do
wykrywania PCV2.

Pierwsze doniesienia z 2019 roku dotyczace wykorzystania PF jako matrycy do
wykrywania DNA PCV2 metoda PCR u prosigt wskazaly na jego przydatno$¢ w
monitorowaniu statusu zakazenia w stadach (Castevens 1 in., 2019; Trevisan 1 in., 2020).
Wykazano, ze PF umozliwia klasyfikacje grup zwierzat jako PCV2-dodatnie 1 PCV2-
ujemne (Trevisan 1 in., 2020). Kolejne badania potwierdzity wysoka uzyteczno$¢
zarowno PF, jak 1 TOPF jako matryc do wykrywania PCV2, wskazujac na ich wigksza
SE w poréwnaniu z tradycyjnymi probkami, takimi jak surowica czy wymazy (Fan 1 in.,
2023; Fan 1 in., 2025). Wyniki te sugeruja, ze PF 1 TOPF mogg by¢ skutecznymi
narzgdziami do wczesnego wykrywania zakazen PCV2 oraz innych cirkowiruséw u
prosiat. Dodatkowo, analizy epidemiologiczne wskazuja, ze PF jest obecnie jedna z
najczesciej wykorzystywanych matryc do monitorowania obecnosci PCV2 w stadach

swin, a wartosci progowe cykli (ang. cycle threshold, Ct) uzyskiwane w badaniach
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molekularnych moga mie¢ znaczenie prognostyczne w ocenie ryzyka wystapienia
klinicznej postaci choroby (Cezar i in., 2024).

PCV2 moze by¢ przenoszony wertykalnie (Madson i in., 2011). Wysoka
wykrywalno$s¢ PCV2 w TOPF moze odzwierciedla¢ wczesne zakazenie prosigt lub
mozliwo$¢ transmisji wertykalnej, a wczesne zakazenie PCV2, szczegodlnie przed 7.
tygodniem zycia, wigzano z wigkszym ryzykiem wystapienia chorob zwigzanych z PCV2
po odsadzeniu (Rose i in., 2009). Biorgc pod uwage powyzsze, TOPF jest obiecujaca
matrycg do wykrywania materiatu genetycznego. Warto mie¢ na uwadze, ze dodatni
wynik testu PCR nie jest jednak wystarczajacy do potwierdzenia klinicznej postaci
choroby wywotywanej przez PCV2 bez przeprowadzenia dodatkowych badan
diagnostycznych, pozwala jednak zidentyfikowac¢ stado jako zakazone. Na rozw¢j PCV2-
AD wplywa wiele czynnikow, takich jak odporno$¢ prosiat, warunki utrzymania w
gospodarstwie oraz droga zakazenia (Segalés i Sibila, 2022). Do rozpoznania PCV2-AD
konieczne jest wspotistnienie trzech elementéw: objawdéw klinicznych (obnizonego
przyrostu masy ciala u zwierzat, zaburzen w rozrodzie), zmian histopatologicznych oraz
obecnos$ci wirusa, przede wszystkim w tkankach limfatycznych (Madson i in., 2011;
Segalés 1 Sibila, 2022). Obserwacje wskazuja, ze ryzyko wystapienia objawow
klinicznych ro$nie wraz ze spadkiem wartosci Ct w tescie PCR (Cezar i in., 2024).

Cho¢ dane na temat wykrywania przeciwciat przeciwko PCV2 w PF 1 TOPF sa
nadal ograniczone, doniesienia (Trevisan i in., 2020) sugeruja, ze wyniki badan uzyskane
z tych probek moga by¢ przydatne w ocenie statusu serologicznego prosiagt we wczesnym

okresie zycia.
4.7 Znaczenie probek zbiorczych

W ciagu ostatniej dekady wzrosto znaczenie probek zbiorczych w monitoringu stad
swin (Trevisan i in., 2019; Cezar i in., 2024). Alternatywne matryce, takie jak PF czy OF,
umozliwiajg efektywny nadzor przy nizszych kosztach. W stadach wykorzystujacych PF
do nadzoru nad PRRSV koszt diagnostyki obejmujacej 100% populacji prosigt
oszacowano na 0,077 EUR (0,086 USD) na odsadzong $§wini¢. Dla poréwnania, badanie
tej samej populacji przy uzyciu indywidualnych prébek surowicy wigzatoby si¢ z
kosztem 4,48 EUR (5,00 USD) na sztuke (Lopez i in., 2020). Jednak pobieranie krwi od
poszczegbdlnych zwierzat wcigz jest metoda najczescie] stosowang w praktyce

weterynaryjnej do monitorowania i badania stanu zdrowia stada, pomimo faktu, ze
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matryce alternatywne mozna uzyska¢ w tanszy, bezpieczniejszy i czgsto nieinwazyjny
sposob (De Lucia i Edwards 2019; Fablet i in., 2017).

Metody oparte na probkach zbiorczych moga przy odpowiednim podejsciu
zwieksza¢ prawdopodobienstwo wykrycia krazacego patogenu bez zwickszania kosztow
i nakladu pracy (Magalhaesiin., 2021; Lopez i in., 2018). W praktyce probki PF pobiera
si¢ zazwyczaj z catych kojcéw lub od wigkszych grup $win, co umozliwia przebadanie
wielu osobnikéw jednoczesnie. Ma to szczegdlne znaczenie przy niskiej czestosci
wystepowania patogenu, gdy w celu uzyskania reprezentatywnosci konieczne jest
zapewnienie co najmniej 95% prawdopodobienstwa wykrycia osobnikéw dodatnich w
badanej grupie. Nalezy jednak pamigtac, ze prawdopodobienstwo wykrycia patogenow
w probkach zbiorczych maleje wraz ze spadkiem prewalencji. W badaniu Romagosa i in.
(2012), prawdopodobienstwo wykrycia wirusa grypy §win (ang. swine influenza virus,
SIV) w OF wynosito 99%, jesli czgstos¢ wystepowania byta > 18% 1 spadato do 69%,
jesli czestos¢ wystepowania wynosita 9%. Powyzsze wskazuje, ze aby efektywnie
wykorzystywac probki zbiorcze nalezy w pierwszej kolejnosci wykaza¢, czy i w jaki
sposob pulowanie wptywa na uzyskane wyniki oraz jak duzg liczbe probek mozna

pulowac.
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5. Hipoteza i cele badan

Podczas gdy PF wydaje si¢ by¢ praktycznym i ekonomicznym materialem do
monitorowania stanu zdrowia §win, nie wykonano dotychczas badan, ktére ocenityby
przydatno$¢ PF uzyskanego wytacznie z jader (TOPF) jako matrycy dla komercyjnych
testow ELISA oraz PCR, wykorzystywanych do wykrywania waznych z ekonomicznego
punktu widzenia patogenow §win, jakimi sg PRRSV 1 PCV2 oraz swoistych wobec nich
przeciwcial. Ponadto biorac pod uwage, ze w przypadku wykorzystania probek
pulowanych, co obecnie najczesciej ma miejsce w praktyce terenowej, czes¢ probek
bedzie pochodzita od zwierzat PRRSV- lub PCV2-pozytywnych, a cze$¢ od zwierzat
PRRSV-1PCV2-negatywnych, nalezy sprawdzi¢, czy postegpowanie takie nie wptynie na
oceng rzeczywistej sytuacji epidemiologicznej w stadzie. Dotyczy to zaréwno badan
serologicznych, jak i molekularnych. Biorac pod uwage fakt, iz obcinanie ogondéw
prosietom nie moze by¢ obecnie zabiegiem rutynowym, w badaniach zdecydowano si¢
na model PF sktadajacy si¢ wylacznie z ptynu uzyskanego z jader (Dyrektywa Rady
2008/120/WE z dnia 18 grudnia 2008 r. ustanawiajgca minimalne normy ochrony $§win).
W zwiazku z takim podejsciem nalezy dodatkowo zweryfikowac, czy wyniki uzyskane z

TOPF sa reprezentatywne dla catego miotu (knurkéw i loszek).

5.1 Hipoteza

Na podstawie aktualnego stanu wiedzy postawiono cztery hipotezy badawcze:

1. TOPF moze stanowi¢ probke alternatywna dla surowicy w diagnostyce i
monitorowaniu zakazeh PRRSV oraz PCV2.

2. Wykorzystujac komercyjne testy diagnostyczne, mozliwe jest wykrycie materiatu
genetycznego PRRSV 1 PCV2 oraz przeciwcial przeciwko tym patogenom w
TOPF, a wyniki sg zgodne z wynikami uzyskanymi z surowicy.

3. Laczenie indywidualnych probek TOPF (tzw. pulowanie probek) 1 badanie jako
probki zbiorcze nie wplywa na uzyskane wyniki.

4. Wyniki uzyskane z analiz TOPF sg reprezentatywne dla calego miotu.
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5.2 Cel pracy

Szczegolowe cele pracy obejmowaly nastepujace elementy:

1. Oceng przydatnosci TOPF w diagnostyce oraz monitorowaniu zakazen PRRSV
1 PCV2 u $win z wykorzystaniem komercyjnych testow diagnostycznych
dedykowanych do innych rodzajow probek.

2. Analize wptywu pulowania probek TOPF na zdolno$¢ komercyjnych testow
diagnostycznych do prawidtowej klasyfikacji probek w badaniach
ukierunkowanych na wykrywanie swoistych przeciwciat.

3. Analiz¢ wplywu pulowania probek TOPF na zdolnos$¢ komercyjnych testow
diagnostycznych do prawidtowe;j klasyfikacji probek w badaniach
molekularnych.

4. Analize mozliwos$ci wykorzystania wynikow uzyskanych z TOPF w ocenie
statusu zdrowotnego catego miotu (knurkow i loszek) w odniesieniu do

badanych wirusow.
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6. Materiaty i metody
6.1 Probki

Badania przeprowadzono z wykorzystaniem probek pochodzacych z 18
komercyjnych ferm trzody chlewnej zlokalizowanych w 11 powiatach na terenie kraju
(rycina 1). Dwa stada zostaly wczes$niej zdiagnozowane jako pozytywne pod katem
PRRSV, a status pozostalych byt nieznany. W czterech z tych ferm nie wykonywano
szczepien przeciwko PRRSV. We wszystkich fermach wykonywano szczepienia
przeciwko PCV2, z wyjatkiem jednego gospodarstwa zlokalizowanego w wojewddztwie
lubelskim. We wszystkich gospodarstwach objetych badaniem, rutynowo wykonywano
kastracj¢ chirurgiczng oraz prowadzono serologiczny monitoring stanu zdrowia zwierzat.
Probki wykorzystane w badaniach byty pobierane z zyly szyjnej zewnetrznej lub zyty
jarzmowej do probowek do pozyskiwania surowicy krwi do badan z aktywatorem
krzepnigcia (MLVacuCol®, MEDLAB, Raszyn, Polska), przez lekarzy weterynarii
opiekujacych si¢ stadem, w ramach rutynowych dziatan lekarsko-weterynaryjnych i
praktyk hodowlanych, co znosi konieczno$¢ ubiegania si¢ o zgode Lokalnej Komisji
Etycznej (Uchwata nr 67/2020 z dnia 18.12.2020). W badaniach wykorzystano probki
(surowica, TOPF) pochodzace od 703 prosiat (342 loszki 1 361 knurkow) w wieku 3-5
dni, z 62 miotow (od 1 do 15 miotéw na stado). Jadra od poszczegdlnych knurkow
pobierano do probdéwek typu Falcon o pojemnosci 50 ml (Fisher Scientific, Hampton,
NH, USA). Wszystkie probki transportowano do laboratorium w opakowaniach z
wktadami chlodzacymi w temperaturze okoto 4°C. Krew wirowano przy 2500 x g przez
15 min w temperaturze 4°C, aby uzyska¢ surowicg. Aby uzyska¢ odpowiednig objetosé
TOPF, jadra zamrozono 1 rozmrozono dwukrotnie. Surowice 1 TOPF przechowywano

zamrozone w temperaturze —80°C do czasu dalszych analiz.
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B powiat choszczenski - | ferma || powiat piotrkowski - 3 fermy
[T powiat gostyrski - 1 ferma B powiat putawski - 6 ferm
B powiat gryficki - | ferma B powiat stawenski - 1 ferma

B powiat inowroctawski - 1 ferma B powiat éremski - 1 ferma
|| powiat tddzki wschodni - 1 ferma [ powiat zuromifski - 1 ferma
B powiat opolski - 1 ferma

Conaed WEn Maac hert nel

Ryec. 1. Rozmieszczenie geograficzne gospodarstw ujetych w badaniu.

6.2 Wykrywanie przeciwciat przeciwko PRRSV i symulacja

pulowania
Przebadano 312 par surowic i TOPF knurkéw oraz 263 surowice loszek pod katem

obecnosci IgG swoistych dla PRRSV, wykorzystujac komercyjny zestaw ELISA (PRRS
Ab 4.0; Bionote, Hwasung, Republika Korei Poludniowej), zgodnie z zaleceniami
producenta opracowanymi do badania surowicy. Probki i kontrole rozcienczano w
stosunku 1:39, dodajac 10 pl materiatu do 390 pl rozcienczalnika. Na ptytke optaszczona
rekombinowanymi antygenami PRRSV nanoszono po 100 pl przygotowanych
rozcienczen: kontroli pozytywnej, kontroli negatywnej oraz kazdej probki. Plytke
inkubowano 30 + 1 minut w 18-25 °C pod folig uszczelniajaca. Nastgpnie plukano 5-

krotnie, kazdorazowo dodajac ok. 350 pul rozcienczonego buforu pluczacego i usuwajac
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go poprzez dokladne energiczne strzasanie ptytki na podtozu chtonnym; nie dopuszczano
do wyschnigcia dotkow migdzy nastepujacymi po sobie etapami. Po dodaniu 100 pl
koniugatu enzymatycznego inkubowano 30 + 1 minut w 18-25 °C, ponownie ptukano 5-
krotnie, nastgpnie dodawano 100 ul 3,3’,5,5’-tetrametylobenzydyny (ang. 3,3°,5,5-
tetramethylbenzidine, TMB) 1 inkubowano 15 minut (18-25 °C, w ciemnosci). Reakcje
zatrzymywano, dodajac 100 pl roztworu stopu. Gestos¢ optyczng (ang. optical density,
OD) mierzono przy dhugosci fali 450 nm z referencjg 620 nm w czytniku mikroptytek
Infinite 200 PRO (Tecan, Ménnedorf, Szwajcaria) bezposrednio po zatrzymaniu reakcji.
Stosunek sygnatu préby do sygnatu kontroli pozytywnej (ang. sample to positive control

ratio, S/P) obliczono przy uzyciu nastepujacych rownan:

0D sample — 0D NCz

S/P =
f ()Dﬁﬁi - (}D_-"-.r{.".z
O Dy + OD age
0 D_-"'frf_,'.r: = Al Al
2
ODpe OD pr-
OD oy — Hi; ak

gdzie ODsample to OD probki, a ODncx 1 ODpcx to odpowiednio OD $redniej kontroli
negatywnej 1 OD $redniej kontroli pozytywnej. Probka byta uznawana za pozytywna dla
przeciwcial przeciwko PRRSV, jesli stosunek S/P byt wiekszy lub rowny 0,4 1 byta
uznawana za negatywna, jesli stosunek S/P byl mniejszy niz 0,4.

Biorac pod uwage, iz zastosowany test zostat opracowany i zwalidowany dla probek
innych niz TOPF w ramach badan wyznaczono optymalny punkt odcigcia dla probek
TOPF z zastosowaniem analizy krzywej charakterystyki operacyjnej odbiornika (ang.

Receiver Operating Characteristic, ROC).
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Aby oceni¢ wptyw pulowania probek TOPF o rdéznej pozytywnosci na wyniki
uzyskane w tescie ELISA, indywidualne probki TOPF na potrzeby zaplanowanych analiz
sklasyfikowano jako nisko-, §rednio- 1 wysoko-pozytywne (zakresy S/P odpowiednio:
0,40-1,13, 1,14-1,86 1 1,87-2,60). Dla kazdego zakresu do dalszych analiz losowo
wybrano po cztery probki. Nastepnie 10 ul TOPF (z grup prébek nisko-, $rednio- i
wysoko-pozytywnych) polaczono z odpowiednimi objetosciami negatywnych probek
TOPF w celu symulacji pulowania 1:5, 1:10, 1:20, 1:40 1 1:80. Kazda z uzyskanych w
ten sposob probek zbiorczych zawierata odpowiednio 1 pozytywna i1 4, 9, 19, 391 79
negatywnych probek (rycina 2). Probki zbiorcze zostaty nastgpnie zbadane serologicznie

W sposOb opisany powyzej.

A. Indywidualne badanie B. Symulacja tagczenia
probek TOPF probek
w w
1 4 probkifgrupa
&y | i
312 par surowic i TOPF Zrednio-pozytywne

3 —
i) ¥

Rozcienczenie
negatywnym TOPF

Wykrywanie przeciwciat
przeciwko PRRSY

metodg ELISA ‘

4 4

i i v s i
Wl i wl I ol ! i b L]

Klasyfikacja probek H1) M (M s M
(4] A3 A1 (439 47

nisko-pozytywne
155 1210 1220 1:40 1:80

srednic-pozytywne
Schemat tgczenia probek TOPF

(rozcienczenia 1:5-1:80)
+ (dodatnie)

i - {ujemne)
Ryc. 2. Schemat rozcienczania PRRSV-pozytywnych probek TOPF do badania
metoda ELISA.
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6.3 Wykrywanie przeciwciat przeciwko PCV2 i symulacja

pulowania
Do badania 358 probek surowic knurkow i1 odpowiadajacych im probek TOPF, a

takze 334 probki surowic loszek, wykorzystano komercyjny zestaw ELISA - Ingezim
Circo IgG 11.PCV.K1 (Ingenasa, Madryt, Hiszpania), ktory wg instrukcji jest
przeznaczony do badania probek surowicy. Dotki ptytki byly oplaszczone
rekombinowanym biatkiem cirkowirusa $§win. Surowice rozcienczano 1:200 w
dostarczonym buforze, po czym nanoszono po 100 pl do wyznaczonych dotkow.
Roéwnolegle aplikowano po 100 pl surowic kontrolnych: pozytywnej i negatywnej, kazda
w duplikacie. Ptytke przykrywano folig ochronng i inkubowano 1 godzing w temperaturze
18-25 °C. Nastegpnie ptukano 4-krotnie rozcienczonym buforem ptuczacym (300 pl
buforu ptuczacego na dotek), oprézniano dotki i usuwano nadmiar buforu pluczacego z
ptytki poprzez doktadne jej opukiwanie na podtozu chtonnym. Nie dopuszczano do
wyschniecia dotkow miedzy nastepujacymi po sobie etapami. Nastgpnie dodawano 100
ul koniugatu enzymatycznego, inkubowano 30 minut w temperaturze 18-25 °C i plukano
buforem 6-krotnie jak wyzej. Do kazdego dotka dodawano 100 ul TMB, inkubowano 10
minut w temperaturze 18-25 °C, po czym dodawano 100 pl roztworu stopu. OD mierzono
przy dlugosci fali rownej 450 nm z referencyjng dtugoscia fali 620 nm przy uzyciu
czytnika mikroplytek Infinite® 200 PRO (Tecan, Mannedorf, Szwajcaria) bezposrednio
po zatrzymaniu reakcji.

Punkt odcigcia (warto$¢ graniczng pozytywna testu) dla kazdej ptytki obliczano przy

pomocy ponizszych rownan:

ODpyc1 + ODyes
2

oD NCr —

Cut-off " = ODyey + 0,25

gdzie ODncx to $rednia warto$¢ OD kontroli negatywnej na danej ptytce, a Cut-off+ to
pozytywna warto$¢ graniczna testu wyznaczana osobno dla kazdej ptytki. Po wyliczeniu
wartos$ci granicznej oddzielnie dla kazdej ptytki ELISA, obliczono takze $rednig warto$¢
graniczng ze wszystkich plytek. Usrednienie to zastosowano w dalszych analizach

statystycznych, co pozwolito na ujednolicenie interpretacji wynikow.
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Biorac pod uwage, iz zastosowany test zostal opracowany i zwalidowany dla probek
innych niz TOPF w ramach badan wyznaczono optymalny punkt odcigcia dla probek
TOPF z zastosowaniem analizy krzywych ROC.

Aby oceni¢ wptyw pulowania probek TOPF o roznej pozytywnosci na wyniki
uzyskane w tescie ELISA, indywidualne probki TOPF sklasyfikowano jako nisko-,
srednio- 1 wysoko-pozytywne (zakresy OD odpowiednio: 0,30-1,00; 1,01-2,00; 2,01—
3,76). Dla kazdego zakresu do dalszych analiz losowo wybrano po cztery probki.
Nastepnie 10 pul TOPF (z grup prébek nisko-, srednio- 1 wysoko-pozytywnych) potagczono
z odpowiednimi obj¢tosciami negatywnych probek TOPF w celu symulacji pulowania
1:5, 1:10, 1:20, 1:40 i 1:80. Kazda z uzyskanych w ten sposob probek zbiorczych
zawierala odpowiednio 1 pozytywna i 4, 9, 19, 39 1 79 negatywnych probek (rycina 3).

Probki zbiorcze zostaty nastepnie zbadane serologicznie w sposdb opisany powyzej.

A. Indywidualne badanie B. Symulacja tgczenia
probek TOPF probek
L] m
f 1 4 probki/grupa
Y ‘ nisko-pozytywne
358 par surowic i TOPF srednio-pozytywne

3 S
i) ¥

Rozcienczenie

Wykrywanie przeciwciat
przeciwko PCV2 e
metodg ELISA ‘
L] . " v ’
- l. i lr ol '. ulf '|.ll "'
) . H1) (HY) (H1) (| | e
Klasyfikacja probek ) -8 {19 49 419
nisko-pozytywne

1:5 10 120 1:40 1:BD
srednio-pozyTywne
Schemat taczenia probek TOPF

(rozcienczenia 1:5-1:30)
+ (dodatnie)

i - (ujernne)
Ryc. 3. Schemat rozcienczania PCV2-pozytywnych probek TOPF do badania metoda
ELISA.
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6.4 Wykrywanie materiatu genetycznego PRRSV i

symulacja pulowania
Do analiz wykorzystano 348 par surowic i TOPF od knurkéw oraz 341 surowic

loszek. Materiat genetyczny wirusa z badanych probek izolowano przy uzyciu
komercyjnego zestawu Viral DNA/RNA (A&A Biotechnology, Gdansk, Polska) zgodnie
z instrukcjg producenta. Do 100 ul odwirowanej wczesniej surowicy lub TOPF dodawano
400 pl roztworu litycznego (R9F), intensywnie mieszano przez 10 sekund i inkubowano
przez 5 minut w temperaturze 18-25°C. Nastepnie do mieszaniny dodawano 250 pl
izopropanolu, probowke zamykano i kilkukrotnie odwracano w celu dokladnego
wymieszania. Calo$¢ nanoszono na minikolumne i wirowano przez 1 minute z predkoscia
14 000 obrotow na minut¢. Minikolumne przenoszono do nowej probéwki o objetosci 2
ml, dodawano 700 ul buforu ptuczacego (A1) i wirowano 1 minutg przy 14 000 obrotach
na minut¢. Kolumne przenoszono do kolejnej probéwki 2 ml, ponownie dodawano 700
ul buforu ptuczacego i wirowano 1 minute z tg sama predkos$cig. Filtrat odrzucano,
minikolumne odktadano do tej samej probowki, dodawano 300 pl buforu ptuczacego i
wirowano 2 minuty przy 14 000 obrotach na minute w celu osuszenia ztoza. Minikolumng
przenoszono do jatowej probowki o objetosci 1,5 ml. Na ztoze minikolumny nanoszono
60 pl czystej wody, inkubowano 3 minuty w temperaturze 18-25°C, a nastgpnie
eluowano kwasy nukleinowe przez wirowanie 1 minut¢ przy 14 000 obrotach na minutg.
Minikolumng usuwano, a oczyszczone RNA przechowywano w temperaturze —80°C do
czasu dalszych analiz.

Do wykrywania RNA PRRSV uzyto komercyjnego zestawu ViroReal Kit PRRSV
Type 1 & 2 (Ingenetix, Wiedef, Austria) dedykowanego do wykrywania materiatu
genetycznego PRRSV-1 1 PRRSV-2. Mieszaning reakcyjng przygotowywano na lodzie.
Dla kazdej reakcji przygotowywano 10 pl tzw. ,,master mix”, zawierajacego: 2 pul wody
wolnej od nukleaz, 5 pl mieszaniny reakcyjnej do odwrotnej transkrypcji 1 PCR, 1 pl
mieszaniny starterow i sond specyficznych dla PRRSV 1 1 2 oraz 1 pl mieszaniny
reakcyjnej wewnetrznej kontroli pozytywnej RNA oraz 1,0 pl docelowego RNA dla
wewnetrznej kontroli pozytywnej. Do tak przygotowanego ,,master mixu” dodawano 10
ul probki RNA, uzyskujac 20 ul catkowitej objetosci reakeji. Amplifikacje prowadzono
w nastgpujacych warunkach: wstepna inkubacja 50°C przez 15 minut, nastepnie
denaturacja w 95°C przez 20 sekund; dalej 45 cykli sktadajacych si¢ z etapu denaturacji
(95°C przez 5 sekund) oraz przylaczania starterow 1 wydtuzania (60°C przez 1 minute).
Sygnat fluorescencji rejestrowano w kanatach: FAM — detekcja PRRSV-1, VIC/HEX —
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PRRSV-2, Cy5 — detekcja wewnetrznej kontroli pozytywnej RNA; jako barwnika
referencyjnego uzywano ROX. Reakcj¢ uznawano za prawidlowo przeprowadzona, gdy:
(1) kontrola negatywna reakcji nie wykazywata sygnatu w zadnym kanale; (ii) kontrola
pozytywna dawata wartosci Ct w przedziale 23—-26 w kanale FAM (PRRSV-1) oraz 23—
26 w kanale VIC/HEX (PRRSV-2), a wewngtrzna kontrola pozytywna wykazywata
prawidtowy sygnat (Ct 26-29 w kanale Cy5). Probke klasyfikowano jako pozytywng w
kierunku PRRSV-1, gdy sygnat byt obecny w kanale FAM przy braku sygnatu w kanale
VIC/HEX; jako pozytywna w kierunku PRRSV-2, gdy sygnal byt obecny w kanale
VIC/HEX przy braku sygnatu w kanale FAM. Zgodnie z instrukcja producenta probke
uznawano za pozytywna, gdy Ct wynosito <45. Prébke uznawano za negatywna, jezeli
Ct bylo > 45 lub nie obserwowano sygnalu w kanatach FAM 1 VIC/HEX przy
jednoczesnym prawidlowym sygnale wewnetrznej kontroli.

Biorac pod uwage, iz zastosowany test zostal opracowany i zwalidowany dla probek
innych niz TOPF w ramach badan przeanalizowano i w konsekwencji wyznaczono nowy
optymalny punkt odcigcia dla probek TOPF z zastosowaniem analizy krzywych ROC.
Analizy przeprowadzono z wykorzystaniem aparatu CFX96 (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, Kalifornia, USA) przeznaczonego do qPCR.

Aby oceni¢ wpltyw pulowania probek TOPF o rdéznej pozytywnosci na wyniki
uzyskane w teScie RT-qPCR, indywidualne probki TOPF sklasyfikowano jako nisko-,
srednio- lub wysoko-pozytywne, zgodnie z uzyskanymi warto§ciami Ct, sortujac je
wedlug zakreséw >35, 25,01-34,99 1 <25. Dla kazdego zakresu do dalszych analiz
losowo wybrano po trzy probki. Nastepnie 10 ul TOPF (z grup prébek nisko-, srednio- 1
wysoko-pozytywnych) potaczono z odpowiednimi objetosciami negatywnych probek
TOPF w celu symulacji pulowania 1:10, 1:20, 1:40, 1:80, 1:160 i 1:320. Kazda z

uzyskanych w ten sposob probek zbiorczych zawierala odpowiednio 1 pozytywnai9, 19,
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39, 79, 159 1 319 negatywnych probek (rycina 4). Probki zbiorcze zostaty nastepnie

zbadane molekularnie w sposodb opisany powyzej.

A. Indywidualne badanie B. Symulacja tgczenia
probek TOPF probek
m ™
‘_ 1 3 probkifgrupa
y ‘ nisko-pozytywne
348 par surowic i TOPF frednic-pozymywne

'r _—
> 3

Wykrywanie RMA Rozcieficzenie

TOPF
PRRSV metods A
RT-gPCR ‘
‘ o |J il l. uilf 1- vl ll.‘ 1‘:. l.
Klasyfikacja probek HA MO HD M WD WD
£ A1 {39 q79) q1se) 4319
nisko-pozyywne

110 1:20 1:40 1:20 1:160 1:320
Schemat dgczenia probek TOPF

{rozcienczenia 1:10-1:320%
+ [{dodatnie)

i - (ujemne)

Srednio-pozyiywne

Ryc. 4. Schemat rozcienczania PRRSV-pozytywnych probek TOPF do badania
metodg RT-qPCR.

6.5 Wykrywanie materiatu genetycznego PCV2 i symulacja

pulowania
361 par surowic knurkow i TOPF, wraz z surowicami od 242 loszek, poddano badaniu

przy uzyciu komercyjnego zestawu do qPCR 9ViroReal Kit PCV2 (Ingenetix GmbH,
Wieden, Austria). Materiat genetyczny PCV2 izolowano z kazdej probki surowicy lub
TOPF przy uzyciu zestawu Viral DNA/RNA (A&A Biotechnology, Gdansk, Polska)
zgodnie z instrukcjg producenta i metodyka przedstawiong w pkt. 3.4. .

Wykonanie testu qPCR: Mieszaning reakcyjng przygotowywano na lodzie. Dla

kazdej reakcji sporzadzano ,,master mix” o objetosci 11 ul, zawierajacy 10 pl buforu
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reakcyjnego do PCR oraz 1 pl mieszaniny starterow i sond dla PCV2 z wbudowang
kontrolag wewnetrzng. Do ,,master mixu” dodawano 9,0 ul wyizolowanego DNA probki,
osiggajac finalnie objetos¢ 20 ul. Amplifikacje prowadzono w nast¢pujacych warunkach:
wstepna inkubacja 50°C przez 2 minuty, nast¢pnie denaturacja 95°C przez 2 minuty; dalej
45 cykli obejmujacych denaturacje w 95°C przez 5 sekund oraz przyltaczanie starterow i
wydluzanie w 60°C przez 60 sekund z rejestracja sygnalu fluorescencji. Sygnat
fluorescencyjny rejestrowano w kanatach: FAM — detekcja PCV2, Cy5 — detekcja
wewnetrznej kontroli pozytywnej DNA; jako barwnika referencyjnego uzywano ROX.
Reakcje uznawano za prawidlowa, jezeli: (i) kontrola negatywna nie wykazywala
amplifikacji w zadnym kanale, (ii) kontrola pozytywna wykazywata amplifikacje w
kanale FAM, (iii)) wewng¢trzna kontrola dawata prawidlowy sygnal w kanale Cy5 (w
probkach negatywnych 1 w kontrolach). Probke klasyfikowano jako pozytywng w
kierunku PCV2, gdy obserwowano sygnat w kanale FAM (niezaleznie od obecnos$ci
sygnatu kontroli wewngtrznej). Zgodnie z instrukcja producenta, wynik uznawano za
dodatni, gdy Ct < 45. Probke uznawano za negatywna, gdy nie obserwowano sygnatu w
FAM przy prawidlowym sygnale wewnetrznej kontroli w Cy5. Biorge pod uwage, iz
zastosowany test zostal opracowany i zwalidowany dla probek innych niz TOPF w
ramach badan wyznaczono optymalny punkt odciecia dla probek TOPF (z zastosowaniem
analizy krzywych ROC). Analiz¢ przeprowadzono przy uzyciu urzadzenia Bio-Rad
CFX96 (Bio-Rad Laboratories, Inc., Kalifornia, USA).

Aby oceni¢ wplyw pulowania probek TOPF o rdznej pozytywnosci na wyniki
uzyskane w tescie qPCR, indywidualne probki TOPF sklasyfikowano jako nisko-, Srednio
1 wysoko-pozytywne na podstawie wartosci Ct (odpowiednio >36, 30,01-35,99 i1 <30).
Dla kazdego zakresu do dalszych analiz losowo wybrano po dwie probki. Nastgpnie 10
pl TOPF (z grup probek nisko-, $rednio- i wysoko-pozytywnych) potaczono z
odpowiednimi objetosciami negatywnych probek TOPF w celu symulacji pulowania
1:10, 1:20, 1:40, 1:80, 1:160 1 1:320. Kazda z uzyskanych w ten sposob probek zbiorczych
zawierala odpowiednio 1 pozytywna 1 9, 19, 39, 79, 159 i 319 negatywnych probek
(rycina 5). Probki zbiorcze zostaty nastgpnie zbadane molekularnie w sposob opisany

powyzej.
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A. Indywidualne badanie B. Symulacja tgczenia
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Ryc. 5. Schemat rozcieficzania PCV2-pozytywnych probek TOPF do badania metoda
qPCR.

6.6 Analiza statystyczna

Analizy statystyczne przeprowadzono przy uzyciu programu R (wersja 4.1.2) 1
Microsoft Excel (wersja 2016). Wyniki uzyskane z probek surowicy uznawano za
warto$ci referencyjne (ztoty standard). Do okreslenia roznic w odsetku wynikow
pozytywnych uzyskanych metodami ELISA Iub RT-qPCR i qPCR pomig¢dzy surowicami
knurkéw, loszek 1 TOPF zastosowano test niezalezno$ci chi-kwadrat z poprawka
Bonferroniego. Dla metody wykorzystujacej TOPF zamiast probek surowicy obliczono
SE, SP, warto$¢ predykcyjng ujemng (ang. negative predictive value, NPV), warto$¢
predykcyjna dodatnig (ang. positive predictive value, PPV) 1 wspotczynnik kappa Cohena
(ang. Cohen’s kappa coefficient, K). Do okreslenia optymalnej wartos$ci odciecia dla
TOPF, zapewniajacej najlepsze mozliwe SE 1 SP (blizej lewego gornego rogu ROC). W
czterech testach komercyjnych wykorzystano analize¢ krzywej ROC. Krzywa ROC
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zostala utworzona przy uzyciu Statistica 13.3 (Tibco, Palo Alto, CA, USA). Poziom
istotnosci wynosit o = 0,05, a wartosci p < 0,05 uznawano za statystycznie istotne.
Wykresy stworzono przy pomocy programéw Microsoft Excel (wersja 2016) 1 Canva
(https://www.canva.com/). Mape stworzono przy pomocy programu MapChart

(https://www.mapchart.net/).
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7. Wyniki
Przedstawione w ponizszym rozdziale wyniki szczegélowo opisano w artykutach:

1. Turlewicz-Podbielska H., Dors A., Pomorska-Mo6l M. Evaluation of the utility of

testicular-only processing fluid for PRRSV diagnostics and the effect of sample
pooling on the test results. Journal of Veterinary Research, 2025, 69(1):7-16
(w dalszej czesci cytowany jako ARTYKUL 1).

2. Turlewicz-Podbielska H., Dors A., Pomorska-Mol M: Testicular processing

fluid as a useful matrix for the detection of porcine circovirus type 2 DNA and
virus-specific antibodies. Frontiers in Veterinary Science, 2026, 13:1745725
(w dalszej czg$ci cytowany jako ARTYKUL 2).

7.1  Wykrywanie przeciwciat przeciwko PRRSV i symulacja

pulowania
Seroprewalencja PRRSV wsréd badanych prosigt wyniosta 71,83% (413/575;

95% CI: 67,96-75,47). Sposrdéd badanych surowic samcow 69,55% (217/312) bylto
pozytywnych pod wzgledem przeciwciat przeciwko PRRSV. Sposrod odpowiadajacych
im TOPF 54,49% (170/312) probek dato wynik pozytywny. W przypadku surowic loszek
wyniki pozytywne uzyskano w 74,52% probek (196/263). Po zastosowaniu do
interpretacji wynikéw punktu odcigcia rekomendowanego przez producenta testu (RP)
zaobserwowano statystycznie istotne réznice w odsetku probek pozytywnych pomiedzy
surowicami knurkow 1 TOPF (p < 0,05) oraz miedzy surowicami loszek 1 TOPF (p <
0,05). Nie odnotowano istotnych réznic w odsetku pozytywnych surowic knurkow i

surowic loszek (p = 0,187) (rycina 6).
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Ryc. 6. Odsetek probek pozytywnych pod wzgledem przeciwciat przeciwko PRRSV w

poszczeg6lnych grupach. Dla TOPF zastosowano rézne punkty odcigcia (RP i OT).

Wartos$ci oznaczone rdznymi literami (3, ®) r6znig si¢ istotnie statystycznie (p < 0,05).

Warto§ci minimalne, maksymalne i $rednie wspdtczynnikéw S/P wszystkich
zbadanych probek przedstawiono w ARTYKULE 1 jako tabela 1 (7able 1). Stwierdzono
statystycznie istotne rdéznice pomi¢dzy wartosciami S/P uzyskanymi z surowic knurkow
1 TOPF (p < 0,05) oraz pomigdzy wartosciami uzyskanymi z surowic loszek i TOPF (p <
0,05); nie stwierdzono jednak roznic pomiedzy warto$ciami S/P uzyskanymi z surowic
knurkow i surowic loszek (p = 0,235).

Analiza krzywej ROC wykazata, Ze punkt odcigcia dla probek TOPF wynoszacy
0,1 S/P pozwoli na uzyskanie wynikéw najbardziej zblizonych do tych uzyskanych dla
préobek surowicy, stanowigcych materiat referencyjny w tym badaniu (tzw. zloty
standard) i powinien by¢ uznany za optymalny punkt odci¢cia (ang. optimal threshold,
OT) dla TOPF. Przebieg krzywych ROC dla wynikéw testu ELISA w kierunku PRRSV
uzyskanych dla surowicy i TOPF przedstawiono na rycinie 1 (Figure 1) w ARTYKULE
1. Probki TOPF, dla ktérych uzyskano wartosci >0,1 S/P powinny by¢ uznane za
pozytywne. Natomiast te z nizszymi wartosciami OT reprezentuja probki negatywne.
Przy tej warto$ci punktu odcigcia, 219 (70,19%) probek TOPF sklasyfikowano jako
pozytywne pod katem przeciwcial specyficznych dla PRRSV i nie zaobserwowano
istotnych réznic w odsetku probek pozytywnych miedzy surowicami knurkéw, a TOPF
(p = 0,861) oraz miedzy surowicami loszek, a TOPF (p = 0,248). Dla wyznaczonego,
przy pomocy analizy krzywych ROC, OT oraz zastosowanego testu ELISA okreslono
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SE, SP, NPV, PPV i K. Szczegoétowe zestawienie wymienionych parametrow
walidacyjnych testu ELISA, uzyskanych dla réznych punktéw odcigcia (RP i OT),
przedstawiono w tabeli 2 (Table 2) w ARTYKULE 1. Wartosci SE, NPV i K dla TOPF
ulegly znacznej poprawie po zastosowaniu nowego, nizszego punktu odciecia. Wyniki
uzyskane w oparciu o interpretacje¢ OT cechuja si¢ najwigcksza dokladnoscia (ang.
accuracy, ACC) oraz najwyzsza wartoscig wskaznika AUC (pole pod krzywa, ang. area

under the curve): 96,34% (tabela 1).

Tabela 1. Wartosci AUC, ACC oraz OT wyznaczone przy pomocy analizy krzywych
ROC dla r6znych klasyfikatorow: sS/Pref — wyniki dla surowicy; TOPFS/P — wyniki dla
TOPF.

Klasyfikator AUC ACC OoT
sS/Pref 0,9999 0,9969 0,3540
TOPFS/P 0,9634 0,9444 0,0980

W dalszej kolejnosci przeanalizowano wptyw pulowania probek TOPF na
uzyskane wyniki, wykorzystujac do interpretacji wynikéw oba punkty odciecia, RP oraz
OT. Badania umozliwity okre§lenie maksymalnego rozcienczenia pozwalajacego na
wykrycie jednej probki dodatniej w puli probek ujemnych. W odniesieniu do probek
zbiorczych przygotowanych z probek nisko-pozytywnych, przy zastosowaniu RP do
interpretacji wynikow nie uzyskano wynikéw dodatnich juz przy rozcieficzeniu 1:5.
Niemniej jednak, wykryto je w 20% (4/20) tych probek po zastosowaniu OT. W pulach
przygotowanych na bazie probek srednio-pozytywnych, 35% (7/20) zostato prawidtowo
sklasyfikowanych jako pozytywne przy uzyciu RP, a 90% (18/20) przy uzyciu OT. W
probkach zbiorczych przygotowanych z probek wysoko-pozytywnych, odpowiednio
50% (10/20) 1 100% (20/20) probek zostato prawidlowo sklasyfikowanych jako
pozytywne przy uzyciu odpowiednio RP 1 OT. Szczegotowe wyniki dotyczace wptywu
pulowania prébek TOPF na klasyfikacj¢ probek oraz wartosci S/P przedstawiono w

ARTYKULE 1 jako tabela 3 (Table 3).
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7.2  Wykrywanie przeciwciat przeciwko PCV2 i symulacja

pulowania
Seroprewalencja PCV2 wsrod prosigt wyniosta 88,15% (610/652; 95% CI: 85,51-

90,46). Wyniki pozytywne dla przeciwciatl przeciwko PCV2 uzyskano w przypadku
89,94% (322/358) surowic samcow, i 87,43% (313/358) TOPF. Wsrod surowic loszek,
92,81% (310/334) probek byto pozytywnych. Zaobserwowano istotne rdéznice mi¢dzy
srednimi warto$ciami OD surowic knurkow 1 TOPF (p < 0,05) oraz migdzy surowicami
loszek 1 TOPF (p < 0,05); nie stwierdzono jednak r6znic w warto$ciach OD uzyskanych
z surowic knurkéw i loszek (p = 0,101). Minimalne, maksymalne i §rednie wartosci OD
z badanych probek zostaty przedstawione jako tabela 1 (7able 1) ARTYKULE 2.

Po zastosowaniu RP do interpretacji wynikow probek surowicy i TOPF odnotowano
istotne réznice w odsetku probek pozytywnych miedzy surowicami loszek i TOPF (p <
0,05). Nie stwierdzono istotnych r6znic w odsetku probek pozytywnych uzyskanych z
surowic knurkéw 1 TOPF (p = 0,288) oraz migdzy surowicami knurkow i loszek (p =
0,180) (rycina 7).
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Ryc. 7. Odsetek probek pozytywnych pod wzglegdem przeciwciat anty-PCV2 w
poszczeg6lnych grupach. Dla TOPF zastosowano rézne punkty odciecia (RP i OT); *
warto$¢ statystycznie istotna (p < 0,05).
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Analiza krzywej ROC wykazata, ze punkt odcigcia dla probek TOPF wynoszacy
0,23 OD pozwoli na uzyskanie wynikow najbardziej zblizonych do tych uzyskanych dla
probek surowicy, stanowigcych material referencyjny w tym badaniu (tzw. zioty
standard) i powinien by¢ uznany za OT dla TOPF. Przebieg krzywych ROC dla wynikow
testu ELISA w kierunku PCV2 uzyskanych dla surowicy i TOPF przedstawiono na
rycinie 2 (Figure 2) w ARTYKULE 2. Wyniki uzyskane w oparciu o interpretacje OT
cechujg sie najwicksza ACC oraz najwyzsza wartoscig wskaznika AUC: 98,87% (tabela
2).
Tabela 2. Wartosci AUC, ACC i OT wyznaczone przy pomocy analizy krzywych ROC
dla roznych klasyfikatorow: sODref — wyniki dla surowicy; TOPFOD — wyniki dla TOPF

Klasyfikator AUC ACC oT
sODref 1,0000 1,0000 0,2600
TOPFOD 0,9887 0,9693 0,2320

OT obliczony przy pomocy analizy ROC wynidst 0,23 OD. Probki TOPF, dla ktorych
uzyskano wartosci rowne lub powyzej tej warto$ci powinny by¢ uznane za pozytywne.
Natomiast te z nizszymi warto$ciami OT reprezentujg probki negatywne. Stosujac OT,
88,82% (318/358) probek TOPF zidentytikowano jako pozytywne pod katem przeciwciat
specyficznych dla PCV2 i nie wykazano istotnych rdznic w odsetku probek pozytywnych
migdzy surowicami knurkéw a TOPF (p = 0,627) i miedzy surowicami loszek a TOPF (p
=0,070). Po zastosowaniu do interpretacji wynikow obliczonego OT poprawie ulegly SE,
NPV 1 K, jednocze$nie nieznacznie obnizyly si¢ wartosci SP 1 PPV. Szczegélowe
zestawienie wymienionych parametréw walidacyjnych testu ELISA, uzyskanych dla
réznych punktéw odcigcia (RP 1 OT), przedstawiono w tabeli 2 (Table 2) w ARTYKULE
2.

W dalszej kolejnosci oznaczono wptyw pulowania na uzyskane wyniki. W tym celu
przygotowane w laboratorium probki zbiorcze TOPF przebadano testem ELISA w celu
okreslenia maksymalnego rozcienczenia pozwalajacego na wykrycie jednej pozytywne;j
probki w puli probek negatywnych. Stosujac RP, za pozytywne uznano dwie z czterech
nisko-pozytywnych probek przy rozcienczeniu 1:10. Po zastosowaniu OT, trzy z czterech
probek przy rozcienczeniu 1:10 i dwie z czterech probek przy rozcienczeniu 1:20 zostaty
prawidlowo sklasyfikowane jako pozytywne. Ogolnie, 25% (5/20) i 40% (8/20) nisko-
pozytywnych probek zostalo prawidtowo sklasyfikowanych jako pozytywne po
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zastosowaniu odpowiednio RP i OT. Stosujac RP, wszystkie $rednio-pozytywne probki
zostaty prawidtowo sklasyfikowane przy rozcienczeniu 1:10, trzy z czterech probek przy
rozcienczeniu 1:20, dwie z czterech probek przy rozcienczeniu 1:40 i jedna z czterech
probek przy rozcienczeniu 1:80. Przy uzyciu do interpretacji wynikéw OT, wszystkie
srednio-pozytywne probki zostaty prawidlowo sklasyfikowane przy rozcienczeniu 1:20,
trzy z nich przy rozcienczeniu 1:40, a jedna przy rozcienczeniu 1:80. Lacznie, 70%
(14/20) 1 80% (16/20) $rednio-pozytywnych probek zostalo prawidtowo
sklasyfikowanych jako pozytywne po zastosowaniu odpowiednio, RP i OT. Wszystkie
wysoko-pozytywne probki zostaty prawidlowo sklasyfikowane niezaleznie od uzytego
punktu odcigcia. Szczegdtowe informacje dotyczace klasyfikacji probek i wartosci OD
po pulowaniu jednej objetosci probki nisko-, srednio- lub wysoko-pozytywnej TOPF z
odpowiednig objetoscig probek negatywnych przedstawiono ARTYKULE 2 jako tabela
4 (Table 4).

7.3  Wykrywanie materiatu genetycznego PRRSV i symulacja
pulowania

Prewalencja PRRSV wsérod prosiat, na podstawie analizy probek surowicy,
wyniosta 19,16% (132/689; 95% CI: 16,28-22,30). Sposrdd 348 przebadanych surowic
samcow, 21,26% (74/348) byto pozytywnych pod wzgledem RNA PRRSV. Sposrod
odpowiadajacych im TOPF 53 (15,23%) probek dalo wynik pozytywny. W przypadku
surowic loszek, 17,00% (58/341) byto pozytywnych. Po zastosowaniu RP do interpretacji
wynikow nie stwierdzono istotnych roéznic w odsetku probek pozytywnych miedzy
surowicami knurkéw, TOPF i surowicami loszek (p = 0,102) (rycina 8). Minimalne,
maksymalne i1 $rednie warto$ci Ct przedstawiono jako tabela 4 (Table 4) w ARTYKULE
1.
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Ryc. 8. Odsetek probek pozytywnych pod wzgledem RNA PRRSV w poszczegolnych

grupach przy zastosowaniu dwoch punktow odciecia dla TOPF.

Analiza krzywej ROC wykazala, Ze zastosowanie punktu odcigcia wynoszacego
43,96 Ct dla probek TOPF pozwoli na uzyskanie wynikéw najbardziej zblizonych do tych
uzyskanych z surowicy, uznanej za tzw. zloty standard w niniejszych badaniach 1
powinno by¢ uznane za OT dla tego rodzaju probki. Przebieg krzywych ROC dla
wynikow testu RT-qPCR w kierunku PRRSV uzyskanych dla surowicy i TOPF
przedstawiono na rycinie 2 (Figure 2) w ARTYKULE 1. Wyniki uzyskane w oparciu o
interpretacje OT cechuja si¢ najwiekszag ACC oraz najwyzsza wartos$cig wskaznika AUC:
83,61% (tabela 3).

Tabela 3. Wartosci AUC, ACC oraz OT wyznaczone przy pomocy analizy krzywych
ROC dla réznych klasyfikatorow: sCtref — wyniki dla surowicy; TOPFCt — wyniki RT-
qPCR w kierunku RNA PRRSV dla TOPF.

Klasyfikator AUC ACC oT
sCtref 1,0000 1,0000 45,0000
TOPFCt 0,8361 0,9310 43,9600

OT obliczony przy pomocy analizy ROC wyniost 43,96 Ct. Probki TOPF, dla

ktérych uzyskano wartosci rowne lub ponizej tej wartosci, powinny by¢ uznane za
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pozytywne. Natomiast te z wyzszymi wartosciami niz OT reprezentujg probki negatywne.
Analiza wynikow z wykorzystaniem OT rowniez nie ujawnila istotnych réznic w odsetku
probek pozytywnych migdzy surowicami knurkéw, TOPF i1 surowicami loszek (p =
0,054) (rycina 8). Wartosci SP, PPV i K dla TOPF ulegly znacznej poprawie po
zastosowaniu nowego, nizszego OT. Jednak SE pozostata na tym samym poziomie.
Szczegdlowe zestawienie parametréw walidacyjnych testu RT-qPCR (SE, SP, PPV, NPV
1K), uzyskanych dla roznych punktéw odciecia (RP 1 OT), przedstawiono w tabeli 5 (ang.
Table 5) w ARTYKULE 1.

Nastepnie przygotowano probki zbiorcze TOPF, ktére przebadano komercyjnymi
testami diagnostycznymi w celu okre$lenia maksymalnego rozcienczenia pozwalajacego
na wykrycie jednej pozytywnej probki w puli probek negatywnych. W pulach
przygotowanych z probek nisko-pozytywnych wirusowe RNA wykryto tylko w 11,11%
(2/18) probek, niezaleznie od zastosowanego punktu odcigcia. W pulach przygotowanych
z probek $rednio-pozytywnych, 72,22% (13/18) uznano za pozytywne przy uzyciu RP, a
12/18 (66,66%) przy uzyciu OT. Wszystkie pule przygotowane z probek wysoko-
pozytywnych zostaly prawidlowo sklasyfikowane jako pozytywne (100%; 18/18),
niezaleznie od uzytego punktu odcigcia. Szczegdtowe informacje dotyczace efektu
pulowania probek TOPF z poszczegélnych kategorii (nisko-, $rednio- i wysoko-
pozytywnych) i ich badania komercyjnym testem RT-qPCR wykrywajacym RNA
PRRSV przedstawiono w ARTYKULE 1 jako tabela 6 (ang. Table 6).

7.4  Wykrywanie materiatu genetycznego PCV2 i symulacja

pulowania
Prewalencja PCV2 (materiat genetyczny) wsrdd prosigt wyniosta 11,24% (79/703;

95% CI: 9,00-13,81). Sposrdd 361 przebadanych surowic samcow, 13,02% (47/361) dato
wynik dodatni w tescie PCR. Sposréd TOPF uzyskanych od tych samych knurkow,
16,90% (61/361) probek dato wynik pozytywny. W przypadku surowic od loszek 9,36%
(32/342) probek bylo pozytywnych. Uzywajac RP, nie stwierdzono istotnych rdéznic w
odsetku probek pozytywnych migdzy surowicami knurkéw i TOPF (p = 0,144) oraz
surowicami knurkéw 1 surowicami loszek (p = 0,124). Stwierdzono natomiast istotng
réznice miedzy odsetkiem pozytywnych surowic loszek, a TOPF (p < 0,05) (rycina 9).
Minimalne, maksymalne 1 $rednie wartosci Ct przedstawiono w ARTYKULE 2 jako

tabela 5 (ang. Table 5).
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Ryc. 9. Odsetek probek pozytywnych pod wzgledem DNA PCV2 w poszczegolnych
grupach przy zastosowaniu dwoch punktéw odcigcia dla TOPF;

* warto$¢ statystycznie istotna (p < 0,05).

Analiza krzywej ROC wykazata, ze dla probek TOPF punkt odcigcia wynoszacy
36,50 Ct pozwoli na uzyskanie wynikdw najbardziej zblizonych do tych otrzymanych dla
surowicy (zlotego standardu) i powinien by¢ uznany za OT dla tego rodzaju probki.
Przebieg krzywych ROC dla wynikow testu qPCR w kierunku PCV2 uzyskanych dla
surowicy 1 TOPF w ARTYKULE 2 jako rysunek 3 (ang. Figure 3). Wyniki uzyskane w
oparciu o OT cechuja si¢ najwicksza ACC oraz najwyzszg wartoscig wskaznika AUC:

96,86% (tabela 4).

Tabela 4. Wartosci AUC, ACC oraz OT wyznaczone przy pomocy analizy krzywych
ROC dla réznych klasyfikatorow: sCtref — wyniki dla surowicy; TOPFCt — wyniki qPCR
w kierunku DNA PCV2 dla TOPF.

Klasyfikator AUC ACC oT
sCtref 1,0000 1,0000 45,1
TOPFCt 0,9686 0,9831 36,5

Korzystajac przy interpretacji wynikdw z wyznaczonego OT, 12,47% (45/361)
probek TOPF sklasyfikowano jako pozytywne pod katem DNA PCV2 i nie stwierdzono
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istotnych réznic w odsetku pozytywnych probek migdzy wynikami uzyskanymi z surowic
knurkéw, TOPF i surowic loszek (p = 0,267) (rycina 9). SE, SP, PPV, NPV i K obliczone
dla TOPF przy uzyciu RP i OT przedstawiono w ARTYKULE 2 jako tabela 6 (ang. Table
6). Wartosci SP, PPV, NPV 1 K dla TOPF poprawity si¢ po zastosowaniu nowego,
nizszego OT. SE pozostata jednak na tym samym poziomie.

Nastepnie, w celu okre$lenia maksymalnego rozcienczenia, ktore umozliwia
wykrycie jednej pozytywnej probki w puli proébek negatywnych, przebadano
przygotowane w laboratorium probki zbiorcze TOPF. Wirusowe DNA nie zostalo
wykryte w zadnej z pulowanych probek przygotowanych z wykorzystaniem probek
nisko-pozytywnych, niezaleznie od zastosowanego punktu odcigcia i rozcienczenia. W
pulach przygotowanych z prébek $rednio-pozytywnych material genetyczny wirusa
wykryto w jednej puli przy rozcienczeniu 1:80. Ogoélnie, 33,33% (4/12) 1 0% (0/12)
probek zbiorczych przygotowanych ze $rednio-pozytywnych TOPF zostato prawidtowo
sklasyfikowanych jako pozytywne, odpowiednio przy uzyciu RP i OT. Gdy do
interpretacji wynikdw probek zbiorczych przygotowanych z probek wysoko-
pozytywnych wykorzystano RP, DNA PCV2 wykryto we wszystkich rozcienczeniach
(100%; 12/12). Po zastosowaniu OT, materiat genetyczny wirusa byl juz wykrywalny
tylko w dwoch probkach przy rozcienczeniu 1:80 i jednej przy rozcienczeniu 1:320.
Ogotem 83,33% (10/12) probek zbiorczych z grupy wysoko-pozytywnych zostato
sklasyfikowanych prawidlowo po zastosowaniu OT. Szczegdétowe informacje dotyczace
pulowania probek TOPF w tescie qPCR wykrywajacym DNA PCV2 (w kategoriach
probek nisko-, §rednio- 1 wysoko-pozytywnych przedstawiono w ARTYKULE 2 jako
tabela 8 (ang. Table 8).
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8. Dyskusja

W przeprowadzonych badaniach skupiono si¢ na ocenie przydatnosci TOPF jako
matrycy do serologicznej i molekularnej diagnostyki laboratoryjnej zakazen PRRSV i
PCV2 przy wykorzystaniu komercyjnych testoéw diagnostycznych. Uzyto dostgpnych na
rynku zestawow diagnostycznych, ktore sg jednak dedykowane do innych niz TOPF
rodzajow materialu biologicznego. Aktualnie brak jest na rynku zestawow
dedykowanych do badania PF/TOPF. Wczesne wykrywanie oraz skuteczne
monitorowanie krazenia patogenéw, w tym PRRSV 1 PCV2 w stadach trzody chlewne;j
stanowi jeden z najwazniejszych elementow nowoczesnych strategii profilaktyki i
zwalczania chorob zakaznych $§win (VanderWaal i in., 2018; Alarcéniin., 2021). PRRSV
1 PCV2 sa czynnikami etiologicznymi odpowiednio PRRS i PCV2-AD; biorg takze udziat
w patogenezie innych zespotéw chorobowych, wywolujac immunosupresjg, pogorszenie
wskaznikow produkcyjnych oraz zwigkszong podatnos$¢ na zakazenia wtérne (Ouyang i
in., 2019; Zhao 1 in., 2021; Fehér i in., 2023). Obecno$¢ PRRSV i PCV2 w populacji
swin, nawet przy braku objawow klinicznych, moze skutkowaé istotnymi stratami
ekonomicznymi poprzez wzrost $miertelnosci, obnizenie tempa wzrostu, pogorszenie
wydajnosci rozrodu 1 zwigkszenie kosztow leczenia (Opriessnig i in., 2007; Chand i in.,
2012; Lunney i in., 2016). Kluczowym wyzwaniem dla lekarzy weterynarii pozostaje
wiec wybor odpowiedniej metody diagnostycznej, ktora zapewni nie tylko wysokie SE i
SP, ale rowniez bedzie praktyczna, tania 1 tatwa do wdrozenia w warunkach fermowych.
W tym kontekscie ro$nie znaczenie wdrazania metod diagnostycznych, ktore pozwalaja
nie tylko na szybkie i wiarygodne wykrycie materialu genetycznego patogendow lub
swoistych przeciwcial, ale takze sg praktyczne do zastosowania w warunkach terenowych
1 nie generujg dodatkowych kosztow.

TOPF, bedacy ,,produktem ubocznym™ kastracji prosiagt, stanowi obiecujaca,
niskokosztowa i1 tatwa do pozyskania alternatywe dla klasycznej matrycy diagnostyczne;j,
jaka jest krew. Wykorzystanie TOPF do badan serologicznych oraz molekularnych
wydaje si¢ szczegdlnie zasadne w $wietle faktu, ze w wielu krajach, w tym w Polsce,
kastracja chirurgiczna prosigt wciaz jest powszechnie stosowana. Tym samym TOPF,
moze zyska¢ nowe znaczenie jako uzyteczna probka pozwalajaca na oceng statusu
zdrowotnego S$win w gospodarstvach z pelnym cyklem produkcyjnym lub
odchowujacych prosieta bez koniecznosci dodatkowego pobierania probek i stresowania

zwierzat. TOPF jako matryca diagnostyczna posiada liczne atuty: jego pobranie nie
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wymaga dodatkowych zabiegdw na zwierzgtach, dostgpnos¢ materiatu jest regularna i
przewidywalna, a objetos¢ pozyskiwanego ptynu pozwala na przeprowadzenie zar6wno
badan serologicznych (np. ELISA), jak i molekularnych (np. qPCR). Jak wykazaty nasze
badania, TOPF umozliwia ocene¢ statusu zdrowotnego calych miotow w bardzo
wczesnym okresie zycia — juz w pierwszym tygodniu po urodzeniu — co jest istotne
zwlaszcza w kontek$cie patogenow przenoszonych drogg wertykalng. TOPF mozna
wykorzysta¢ takze jako uzupetienie probkobrania innymi metodami (np. pobieranie OF,
wymazow z nosa), szczegélnie w sytuacjach, gdy rutynowe pobieranie krwi jest
logistycznie trudne lub niepozadane ze wzgledow dobrostanowych.

W badaniach zastosowano komercyjne testy ELISA, pierwotnie przeznaczone do
badania probek surowicy, oraz komercyjne testy qPCR. Test RT-qPCR dedykowany do
wykrywania RNA PRRSV, zgodnie z wytycznymi producenta, jest przeznaczony do
wykrywania materiatlu genetycznego PRRSV we krwi, $linie, nasieniu, w kale,
wydzielinach z nozdrzy oraz w tkankach. Test qPCR przeznaczony do wykrywania DNA
PCV2 zostat zwalidowany do wykrywania materiatu genetycznego PCV2 w surowicy,
moczu, kale i wymazach tchawiczo-oskrzelowych. Zaden z wykorzystanych
komercyjnych testoéw serologicznych i molekularnych nie byt zwalidowany do uzycia z
TOPF. Do analiz, oproécz surowic knurkoéw i odpowiadajacych im TOPF, wiaczono
surowice od loszek, aby sprawdzi¢, czy istnieja roznice migdzy wynikami uzyskanymi z
surowic samic 1 samcOw, oraz surowic samic i samcow 1 TOPF.

W badaniach ukierunkowanych na wykrywanie przeciwciat przeciw PRRSV przy
zastosowaniu do interpretacji wynikow RP stwierdzono istotng roznice w odsetku probek
pozytywnych uzyskanych z surowic prosiat (knurkow i loszek) 1 TOPF. Stezenie
przeciwcial specyficznych dla PRRSV w TOPF pozyskanym od knurkéw w wieku 3—5
dni okazalo si¢ by¢ istotnie nizsze niz w ich surowicy (p<0,05). Badania nad innymi
ptynami biologicznymi, takimi jak OF czy sok migsny, rowniez wskazujg na istotnie
nizsze stezenia przeciwciatl w tych matrycach w poréwnaniu do surowicy (De Lucia i in.,
2019; Nielsen i in., 1998; Olsen i in., 2013). Zjawisko to mozna wyjasni¢ obecnoscig w
PF lub TOPF innych ptynéw (limfy i ptynu wewnatrzkomorkowego) oraz petnej krwi,
ktore rozcienczajg przeciwciata obecne w surowicy (Di Bartolo 1 in., 2020; Trevisan i in.,
2019; Vilaltaiin., 2018). Z tego wzgledu stosowanie testow przeznaczonych do surowicy
bez wczesniejszego eksperymentalnego okreslenia ich przydatnosci moze prowadzi¢ do
zwigkszonej liczby wynikow fatszywie ujemnych. Wczesniejsze badania wykazaly, ze

przeciwciata klasy IgG przeciwko PRRSV moga by¢ wykrywane w PF (Lopeziin., 2018;
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2022), a zastosowanie zmodyfikowanego testu ELISA umozliwia ich wiarygodna
detekcje przy odpowiednio dobranym punkcie odcigcia, zapewniajac wysoka zdolnosé
roznicowania wynikow dodatnich 1 ujemnych (Lopez i in., 2022). Wyniki badan
przeprowadzonych w ramach pracy doktorskiej, ukierunkowane na wykrywanie
przeciwcial przeciwko PRRSV wskazuja, ze dla TOPF nalezaloby zastosowac znacznie
nizszy punkt odcigcia niz ten rekomendowany dla surowicy. Po zastosowaniu do
interpretacji wynikéw OT, obliczonego metoda ROC, nie stwierdzono istotnych
statystycznie roznic w odsetku wynikow pozytywnych i negatywnych w surowicy
knurkow i loszek oraz w odpowiadajacym surowicom knurkéow probkach TOPF (p>0,05).
Zastosowanie OT w zakresie interpretacji TOPF znaczaco poprawilo takze parametry
walidacyjne testu — wartos¢ SE wzrosta z 76,95% do 86,47%, a NPV z 0,65 do 0,95.
Zwigkszyla si¢ rowniez zgodno$¢ miedzy badanymi matrycami (K = 0,65 vs. 0,86).
Parametry walidacyjne metody, w ktérej badano TOPF zamiast surowicy, wskazuja, ze
po zastosowaniu OT znaczaco zmniejszyto si¢ prawdopodobienstwo uzyskania wynikoéw
falszywie negatywnych bez istotnego wzrostu czgstosci wynikow falszywie dodatnich.
Brak roznic pomigdzy wynikami uzyskanymi z TOPF i surowic loszek wskazuje takze
na mozliwo$¢ interpretacji wynikow analiz TOPF w odniesieniu do catego miotu.

W warunkach terenowych PF jest najczesciej stosowany jako probka zbiorcza.
Jednak brakuje ostatecznych dowoddéw na wplyw takiego postgpowania na wyniki badan,
co uzasadnia potrzebg okreslenia bezpiecznych poziomoéw pulowania i adekwatnych
punktéw odcigcia dla TOPF. Jak wykazaly nasze badania, ostateczny wynik uzyskany z
probek zbiorczych zalezat od poczatkowego stezenia przeciwcial przeciwko PRRSV w
probce pozytywnej, ktora zostala rozcienczona odpowiednia objetoscia probki
negatywnej oraz od zastosowanego punktu odcigcia. Gdy do interpretacji wynikow
zastosowano OT, liczba probek zbiorczych zaklasyfikowanych fatszywie jako negatywne
zmniejszyta sie. Ponadto wigcej probek zbiorczych byto prawidlowo klasyfikowanych
jako pozytywne nawet w wyzszych rozcienczeniach. Rozcienczenie 1:5 lub wyzsze w
przypadku probek nisko-pozytywnych w kazdym przypadku skutkowalo uzyskaniem
wyniku falszywie ujemnego przy uzyciu do interpretacji RP. Natomiast przy
zastosowaniu OT wszystkie probki nisko-pozytywne przy rozcienczeniu 1:5 zostaty
prawidtowo sklasyfikowane. Jednak wyzZsze rozcieficzenia prowadzity do uzyskania
wynikow falszywie ujemnych. W préobkach zbiorczych przygotowanych ze $rednio-
pozytywnych TOPF, przy uzyciu do interpretacji RP, przeciwciala przeciwko PRRSV

wykryto we wszystkich pulach przy rozcienczeniu 1:5 oraz w trzech z czterech probek
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przy rozcienczeniu 1:10. Po zastosowaniu OT, wszystkie probki zbiorcze zostaly
prawidtowo sklasyfikowane jako pozytywne przy rozcienczeniu do 1:40, natomiast przy
rozcienczeniu 1:80 jedynie dwie z czterech. Po zastosowaniu OT catkowity odsetek
prawidtowo sklasyfikowanych, $rednio-pozytywnych probek zbiorczych wzrost z 35%
do 90%. Zastosowanie OT do interpretacji wynikodw probek zbiorczych przygotowanych
z probek wysoko-pozytywnych spowodowato, ze uzyskano pelng zgodnos¢ z wynikami
z probek niepulowanych, niezaleznie od zastosowanego rozcienczenia (100%
prawidtowo sklasyfikowanych prébek zbiorczych przy rozcienczeniach do 1:80).
Natomiast po zastosowaniu RP, odnotowano 100% prawidlowo sklasyfikowanych
prébek zbiorczych jedynie w rozcienczeniu 1:10. Przy zastosowaniu rozcienczenia 1:20
tylko dwie z czterech probek zostaty prawidlowo sklasyfikowane, a w wyzszych
rozcienczeniach nie wykryto juz przeciwcial przeciwko PRRSV. Nalezy mie¢ na uwadze,
ze pozadane jest, aby test ELISA byl wystarczajaco czuty, aby wykry¢ co najmniej jedno
pozytywne zwierzg przy rozcienczeniu 1:10, co odpowiada symulacji badania probek
zbiorczych pochodzacych z miotow liczacych okoto 20 prosiat, przy zatozeniu ze TOPF
pozyskiwany jest wylacznie od samcow i Ze stanowig one polowe miotu. Po zastosowaniu
OT pomyslnie wykryto jedng pozytywna probke zmieszang z 19 negatywnymi prébkami
we wszystkich pulach przygotowanych z probek umiarkowanie- i wysoko-pozytywnych.
Bioragc pod uwage wszystkie rozcienczane probki (facznie nisko-, $rednio- 1 wysoko-
pozytywne), po zastosowaniu OT prawidlowo sklasyfikowano 42 z 60 rozcienczonych
probek, wobec jedynie 17 z 60 przy uzyciu RP.

Badania dotyczace wykrywania przeciwcial przeciwko PCV2 takze wykazaty
nizsze $rednie wartosci OD w TOPF wzgledem surowic prosigt. Zaobserwowano réwniez
wyrazny kontrast w odsetku probek pozytywnych pomiedzy surowicg loszek, a TOPF
przy zastosowaniu RP. Nalezy mie¢ na uwadze, ze stosowanie wynikow uzyskanych z
TOPF do catej grupy badanych zwierzat, w tym loszek, moze prowadzi¢ do niedoktadne;j
oceny sytuacji epidemiologicznej w miocie/stadzie w odniesieniu do PCV2. Po obnizeniu
punktu odcigcia zgodnie z wynikami analizy ROC nie stwierdzono statystycznie
istotnych roéznic w odsetku probek pozytywnych miedzy wynikami uzyskanymi od
loszek, a tymi uzyskanymi z TOPF. Powyzsze wyniki wskazuja, ze po wprowadzeniu
odpowiednich zmian w interpretacji wynikow, tj. zastosowaniu OT, analizy
przeprowadzone z wykorzystaniem TOPF moga by¢ ekstrapolowane do oceny
seroprewalencji w calej badanej grupie zwierzat (miotu/miotéw), w tym loszek. Podobne

zjawiska obserwowano w badaniach wykorzystujacych inne alternatywne matryce
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biologiczne, takie jak sok migsny, w ktorych wykazano mozliwo$¢ wykrywania
przeciwcial przeciwko PCV2 metoda ELISA i podkreslono, Ze st¢zenie przeciwcial w
tego typu probkach jest nizsze niz w surowicy (Fabisiak 1 in. 2013). Wynika to z faktu,
7ze stanowig one mieszaning limfy, surowicy oraz plynu wewnatrzkomoérkowego,
prowadzaca do rozcienczenia przeciwcial. W konsekwencji konieczne jest dostosowanie
parametrow testu, w tym np.rozcienczen, w celu uzyskania wiarygodnych wynikow
(Nielsen 1 in., 1998; Davies 1 in., 2003; Fabisiak i in., 2013). W badaniach
przeprowadzonych w ramach niniejszej pracy doktorskiej zastosowanie OT poprawito
parametry walidacyjne uzytej w badaniach metody, takie jak SE, NPV i warto$¢ K
(odpowiednio 97,20% vs. 98,45%; 80,00 vs. 87,50% i 0,87 vs. 0,91), ale nieznacznie
zmniejszyto SP 1 PPV (100,00% vs. 97,22% 1 100% vs. 99,69%). Oznacza to, ze po
odpowiedniej modyfikacji punktu odcigcia mozemy oczekiwa¢ mniejszej liczby
wynikow falszywie ujemnych, a liczba potencjalnych wynikéow fatszywie dodatnich
ulegla jedynie nieznacznemu podwyzszeniu (do 2,78%). W sytuacji, gdy badania
monitoringowe chcemy wykorzysta¢ do oceny statusu epidemiologicznego stada czy
badan zwigzanych z eradykacja patogenéw ze stada, minimalnie podwyzszona szansa na
uzyskanie wynikow fatszywie dodatnich moze mie¢ mniejsze konsekwencje niz wyniki
falszywie ujemne, ktére moga wprowadzi¢ lekarza’hodowce w blad co do np.
zakonczenia etapu uwalniania stada czy tez co do posiadanego statusu zdrowotnego
utrzymywanych §win (stado ,,fatlszywie wolne”).

Po analizie wynikow uzyskanych z probek zbiorczych stwierdzono, ze wynik
koncowy byt zalezny od poczatkowego stezenia przeciwcial przeciwko PCV2 w probce
pozytywnej wykorzystanej do wykonania poszczegdlnych probek zbiorczych oraz
zastosowanego punktu odcigcia. Zastosowanie w interpretacji wynikow OT
spowodowato zmniejszenie liczby wynikoéw fatszywie ujemnych w probkach zbiorczych
nisko- 1 §rednio-pozytywnych. Wsrod pul przygotowanych z probek nisko-pozytywnych
odpowiednio 25% 1 40% probek zbiorczych zostato sklasyfikowanych jako pozytywne
przy zastosowaniu RP 1 OT. Wsrod pul przygotowanych z probek $rednio-pozytywnych,
60% 1 80% probek zostato poprawnie sklasyfikowanych, przy zastosowaniu odpowiednio
RP i1 OT. Zmiana punktu odcigcia nie miata wptywu na wyniki probek zbiorczych
przygotowanych z wysoko-pozytywnych probek TOPF. Po zastosowaniu nowego punktu
odcigcia we wszystkich pulach przygotowanych z probek $rednio- 1 wysoko-
pozytywnych prawidtowo wykryto jedng probke pozytywna zmieszang z 19 probkami

negatywnymi (rozcienczenie 1:20). Podsumowujac, 44 z 60 probek zbiorczych zostaly
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poprawnie sklasyfikowane przy zastosowaniu OT, w pordwnaniu do 37 probek
zbiorczych przy zastosowaniu RP. Uzyskane wyniki wskazuja, ze niezaleznie od
stosowanych w terenie praktyk polegajacych na badaniu probek zbiorczych uzyskanych
z wielu miotéw, zawsze nalezy wzig¢ pod uwage, ze wyniki uzyskane z probek
zbiorczych moga nie odzwierciedla¢ doktadnie rzeczywistego stanu stada w odniesieniu
do seroprewalencji PCV2. Moze to mie¢ szczegdlne znaczenie w przypadku stad w
poczatkowej lub koncowej fazie zakazenia, kiedy to w puli miotow negatywnych moze
zdarzy¢ si¢ pojedynczy miot dodatni, ktéry moze nie zosta¢ wykryty.

Zastosowanie niezmodyfikowanego protokotu testu ELISA przeznaczonego do
badan surowicy do analizy TOPF prowadzito do bfednej interpretacji sytuacji
epidemiologicznej w stadzie dotyczacej zarowno PRRSV jak i PCV2. Uzyskane wyniki
sg zgodne z wezesnie] wykonanym badaniem dotyczacym TOPF, w ktérym zastosowano
komercyjny test ELISA do wykrywania przeciwciat przeciwko wirusowi zapalenia
watroby typu E u prosigt (Di Bartolo i in., 2020). Podobnie jak w naszych badaniach,
zastosowanie przez Di Bartolo 1 in. (2020) nizszego, wyliczonego przez autorow punktu
odcigcia poprawito stopien zgodnosci pomiedzy wynikami uzyskanymi z surowicy i
TOPF oraz zwigkszyto liczbg probek zbiorczych prawidlowo zaklasyfikowanych jako
pozytywne lub negatywne (Di Bartolo i in., 2020).

Kilka wczes$niejszych badan podkreslito wiarygodno$¢ PF jako probki do
diagnostyki molekularnej PRRS (Lopez i in., 2018; 2021; Trevisan i in., 2019; Vilalta i
in., 2018). Juz w 2018 roku oceniono SE i SP metody wykorzystujacej test RT-qPCR na
pulowanych prébkach PF pochodzacych z 77 miotéw prosigt. Wykazano wysoka
zgodnos¢ wynikow z PF i surowicy (K = 0,81), a takze wysoka SE (87%) 1 SP (94%), co
potwierdzito przydatno$¢ PF jako matrycy diagnostycznej (Vilalta i in., 2018). W
kolejnym badaniu poréwnano wykrywalno§¢ RNA PRRSV w prébkach PF i1 pulowanych
probkach surowicy pochodzacych od tej samej populacji prosigt. Wszystkie probki
badano metoda RT-qPCR, wykazujac znacznie wyzszy odsetek wynikow dodatnich w PF
(83,3%; 10/12) niz w surowicy (15,3%; 11/72). Wyniki wykazaly, ze PF moze
charakteryzowa¢ si¢ wyzsza SE w wykrywaniu zakazeh PRRSV w poréwnaniu ze
standardowym schematem probkobrania opartym na surowicy (Lopez i in. 2018).
Pulowane probki PF wykorzystano roéwniez do dtugoterminowego monitorowania statusu
PRRSV w stadach objetych programem eliminacji wirusa. W badaniu przeprowadzonym
w 29 stadach wykazano, ze w 93% przypadkow uzyskanie dwoch kolejnych wynikow

ujemnych w PF odpowiadato réwniez ujemnym wynikom w surowicy prosiat z tej samej
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kohorty (Trevisan i in., 2019). W innym badaniu poréwnano przydatno$¢ diagnostyczng
TOPF, PF uzyskanego wylacznie z ogondéw oraz wymazoéw z wymienia w wykrywaniu
PRRSV, odnoszac wyniki do surowicy prosiagt. Wykazano, ze TOPF charakteryzowat si¢
najlepszymi parametrami walidacyjnymi, w tym najwyzsza SE (92%), podczas gdy PF z
ogondw 1 wymazy z wymienia cechowaty si¢ istotnie nizszymi SE: odpowiednio 62% i
23%. Wyniki te potwierdzity przewage TOPF jako matrycy diagnostycznej w
poroéwnaniu z innymi materiatlami pozyskiwanymi podczas zabiegoéw u prosiat (Vilalta i
in., 2021).

W badaniu stanowigcym przedmiot niniejszej pracy doktorskiej, skupiajacym si¢
na wykorzystaniu TOPF jako matrycy do diagnostyki PRRS, nawet przy zastosowaniu
RP nie wykazano istotnych réznic w odsetku probek pozytywnych migdzy surowica
prosiat (od knuréw i loszek), a TOPF oraz miedzy surowicami obu pici. Po analizie
wynikow RT-qPCR odnotowano bardzo wysoka SP (98,91%), umiarkowang SE
(67,57%) 1 wysoka zgodno$¢ miedzy wynikami uzyskanymi z TOPF 1 z surowicy
samcow (K =0,74). Po wprowadzeniu do interpretacji wynikéw nowego OT (Ct < 44,96)
zauwazono jednak wzrost SP (98,91 vs. 100%) 1 wzrost wartos$ci wspotczynnika K (0,74
vs. 0,77) miedzy badanymi matrycami (TOPF i surowicg knurkow). Zastosowanie OT
poprawito takze inne parametry walidacyjne metody (SP, PPV i K) wykorzystujacej
TOPF jako matryce diagnostyczng w badaniach molekularnych. Niemniej jednak warto
zauwazy¢, ze SE metody bylta stosunkowo niska i nie zmieniata si¢ niezaleznie od
wybranego punktu odcigcia. Biorgc pod uwage uzyskane wyniki, nalezy stwierdzi¢, ze
wyniki uzyskane z uzyciem komercyjnego zestawu RT-qPCR i1 TOPF jako probki
badanej do wykrywania materialu genetycznego PRRSV nalezy interpretowac ostroznie.
Wynika to z faktu niskiej wartosci SE wyznaczonej dla metody z uzyciem TOPF,
niezaleznie od przyjetego punktu odcigcia. Stosowanie TOPF jako matrycy
diagnostycznej niesie ze soba ryzyko niewykrycia wszystkich prosigt PRRSV-
pozytywnych, zwlaszcza tych z niskim mianem wirusa w surowicy (wyniki fatszywie
negatywne). Podczas gdy wynik dodatni moze by¢ uznany za wysoce wiarygodny,
ujemny wynik TOPF obarczony jest wigkszym ryzykiem uzyskania wyniku falszywie
negatywnego. SP, NPV i1 PPV uzyskane w pracy doktorskiej byly podobne do tych
uzyskanych przez Vilalta 1 in. (2021). OT wyliczone przez tych autorow dla TOPF
wyniosto >36 Ct. Zastosowanie bardziej rygorystycznego progu interpretacji dla TOPF
w niniejszej pracy doktorskiej (OT = 43,96 Ct) w porOwnaniu z progiem

rekomendowanym przez producenta (RP = 45,00 Ct) nieznacznie obnizylo SE metody
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zastosowanej do wykrywania RNA PRRSV z 67,57% do 64,86%, przy jednoczesnym
wzroscie SP z 98,91% do 100,00% oraz PPV z 0,92 do 1,00, kosztem niewielkiego
spadku NPV z 0,94 do 0,92. Prawdopodobne przyczyny dotycza wlasciwosci samego
TOPF i etapu przedanalitycznego, w tym degradacji RNA zwigzanej z cyklami mrozenia
1 rozmrazania zastosowanymi do pozyskania TOPF z probek indywidualnych w
niniejszych badaniach. Nie mozna tez wykluczy¢ zanieczyszczenia krzyzowego w
warunkach terenowych, jednak taki btagd zwykle zwiecksza odsetek wynikow falszywie
dodatnich (spadek SP), a nie zmniejsza SE. W niniejszym badaniu odnotowano jednak
trzy wyniki falszywie PRRSV-pozytywne interpretujac je w odniesieniu do wynikow
uzyskanych z surowicy, w ktorych uzyskano wysokie Ct w prébkach TOPF, ale nie
zaobserwowano obecno$ci wirusa w odpowiadajacych im probkach surowicy.
Pojawienie si¢ takich wynikow mogto by¢ spowodowane faktem, ze PRRSV moze by¢
przenoszony przez zanieczyszczone r¢ce obstugi fermy czy lekarza weterynarii lub sprzgt
uzywany podczas kastracji (Lugo Mesa i in., 2024). Pomimo ze wszyscy lekarze
wspotpracujacy przy badaniach zostali pouczeni co do procedury wlasciwego pobierania
probek (zmiana rekawiczek 1 narzedzi), nie mozna jednak z cata pewnos$cig wykluczy¢
zanieczyszczenia krzyzowego w tym przypadku. Powyzsze wskazuje, iz lekarze
weterynarii wykonujacy kastracj¢ prosigt powinni pamig¢ta¢ o zmianie rekawiczek i
sprzgtu mogacego ulec kontaminacji po kazdym prosigciu, chociaz moze to by¢ trudne w
warunkach terenowych. Zachowanie sterylno$ci moze zapobiec jatrogennemu szerzeniu
si¢ zakazen oraz falszywie dodatnim wynikom 1 zanieczyszczeniom krzyzowym,
szczegblnie miedzy poszczegdlnymi miotami i kojcami.

Jak wskazaty wyniki uzyskane w pracy doktorskiej, rozcienczenie probki TOPF
PRRSV-pozytywnej rdéznymi objetosciami probek PRRSV-negatywnych moze
doprowadzi¢ do nieprawidlowej klasyfikacji probki zbiorczej. Sposob pulowania
zastosowany w niniejszych badaniach zostal podyktowany m.in. dostgpnymi na etapie
planowania badan danymi literaturowymi. Lopez 1 in. (2018) odnotowali w swoich
badaniach, ze wsrod 22 miotéw z dodatnim wynikiem RT-qPCR na obecno$¢ PRRSV,
10 miotow zawierato tylko jedno prosi¢ PRRSV-pozytywne. Opierajac si¢ na tych
wynikach, w pracy zastosowano podejscie metodologiczne polegajace na taczeniu jednej
objetosci probki PRRSV- 1 PCV2-pozytywnej z wieloma objetosciami probek
negatywnych. Dodatkowo, nalezy mie¢ na uwadze, Zze ryzyko uzyskania wynikow
falszywie negatywnych pod katem obecnos$ci wirusowego materialu genetycznego

zwigksza sie, jesli liczba czastek wirusa w probce pozytywnej jest niska. Lopez 1 in.
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(2020) stwierdzili, ze uwzglednienie w probce dwoch lub wigcej prosigt wiremicznych
zwigksza prawdopodobienstwo wykrycia PRRSV. Laczenie probek z wielu miotéw moze
zatem zwigkszy¢ szanse na poprawng klasyfikacje probek zbiorczych. Nalezy jednak
zachowac¢ ostrozno$¢ przy tworzeniu probek zbiorczych TOPF. W sytuacji, gdy w
tworzonej puli znajdzie si¢ materiat od wielu prosigt PRRSV-negatywnych, co moze mie¢
miejsce np. w poczatkowej fazie zakazenia albo w koncowym etapie zwalczania, istnieje
ryzyko nadmiernego rozcienczenia TOPF i uzyskania wyniku fatszywie ujemnego.
Sytuacja taka moze rodzi¢ istotne konsekwencje ekonomiczne dla hodowcy i zdrowotne
dla zwierzat. W niniejszym badaniu wykazano, ze uzycie pulowanych prébek TOPF jako
matrycy diagnostycznej, ktora analizowano z zastosowaniem dostepnych na rynku testow
RT-qPCR w kierunku PRRSV, skutkowato uzyskaniem suboptymalnych parametrow
walidacyjnych metody. Nalezy jednak uwzgledni¢, ze sposob przygotowania probek w
niniejszym badaniu mogt mie¢ wplyw na uzyskane wyniki. W celu uzyskania
wystarczajacej objetosci TOPF do przeprowadzenia zarowno badan molekularnych, jak i
serologicznych, indywidualne probki jader poddawano dwukrotnemu procesowi
mrozenia i1 rozmrazania. W warunkach terenowych probki zbiorcze PF/TOPF sa
zazwyczaj pozyskiwane bezposrednio na fermie, bez konieczno$ci ich weze$niejszego
mrozenia, a uzyskiwana objeto$¢ pltynu jest wystarczajaca do przeprowadzenia analiz.
Moze to potencjalnie sprzyja¢ lepszej zachowalnosci RNA i tym samym zwigkszaé
wykrywalno$¢ materiatu genetycznego wirusa w probkach zbiorczych. Wsrod probek
nisko-pozytywnych RNA PRRSV wykryto jedynie w 2 z 18 przygotowanych pul
(11,11%), wylacznie przy rozcienczeniach 1:10 oraz 1:20; wynik ten byl taki sam
niezaleznie od zastosowanego punktu odcigcia. Sposrdd probek srednio-pozytywnych
tylko jedna sposrod trzech wybranych probek o najnizszym Ct zostala prawidlowo
sklasyfikowana przy rozciefczeniach do 1:320, niezaleznie od zastosowanego do
interpretacji wynikoOw punktu odcigcia. tacznie odsetek pul przygotowanych z probek
srednio dodatnich sklasyfikowanych jako dodatnie wynidst 72,22% (13/18) przy uzyciu
RP oraz 66,66% (12/18) po zastosowaniu OT. Co ciekawe, pomimo rozcienczenia jednej
probki PRRSV-pozytywnej 319 negatywnymi probkami, wszystkie wysoko-pozytywne
probki w tym badaniu zostaly prawidtowo sklasyfikowane jako pozytywne przy uzyciu
obu punktow odcigcia. Wysoka doktadnos¢ w zakresie prawidlowej klasyfikacji probki
jako dodatniej zalezata jednak od wyjsciowej, niskiej wartosci Ct w probce PRRSV-
pozytywnej przed wykonaniem rozcienczen odpowiednia objetoscia PRRSV-

negatywnego TOPF. Podobne wyniki zaobserwowano w badaniu przeprowadzonym
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przez Lopeza i in. (2021). Wspomniani badacze stwierdzili, ze prawdopodobienstwo
prawidtowej klasyfikacji probki PF jako pozytywnej wynosito 95%, gdy w probce
zbiorczej zawierajacej materiat od 323 prosigt z 28 miotéw PRRSV-negatywnych znalazt
si¢ tylko 1 miot PRRSV-pozytywny. Wywnioskowali oni réwniez, ze w przypadku
probek PF nalezy ograniczy¢ liczb¢ miotéw do 30 lub mniej (okoto 320 prosiat), aby
zapewni¢ 95% pewnos¢ wykrycia RNA PRRSV, nawet jesli czestos¢ wystepowania
wirusa u prosiat byta bliska zeru (Lopez i in., 2021).

Kilka badan podkreslito wiarygodnos¢ PF do molekularnego wykrywania PCV2
(Castevens 1 in., 2019; Trevisan i in., 2020; Fan i in., 2023; 2025). Pierwsze badania
wskazujace na przydatnos¢ PF jako matrycy do wykrywania DNA PCV metoda PCR u
prosiat ssgcych zaprezentowano na kongresie AASV w 2019 roku (Castevens i in., 2019).
W kolejnych badaniach, przedstawionych rok p6zniej, wykazano na czterech fermach, ze
PF umozliwia klasyfikacje¢ grup prosigt jako PCV2-pozytywne i PCV2-negatywne, przy
czym wykrywalno$¢ wirusa miata charakter fluktuacyjny, a tylko jedna ferma
pozostawata PCV2-ujemna przez ponad 5 tygodni. Wyniki te potwierdzity uzytecznos¢
PF w monitorowaniu statusu PCV2 u prosiat oraz klasyfikacji grup zwierzat przed
zasiedleniem chlewni (Trevisan i in., 2020). W 2023 r. Fan i in. ocenili przydatno$¢
réznych matryc biologicznych, w tym TOPF, do wykrywania DNA PCV2 na fermach
trzody chlewnej w Chinach. W badaniu obejmujacym 5075 probek z 131 ferm wykazano,
ze TOPF charakteryzowal si¢ najwyzszym odsetkiem wynikow dodatnich (25,7%;
118/459) w poroéwnaniu z surowicg (1,2%; 5/404) wymazami ustno-gardlowymi (9%;
85/944) oraz krwia pepowinow3 (3,0%; 40/1342) co wskazuje na wysoka przydatnosc tej
matrycy w monitorowaniu zakazen PCV2 u prosiat przed odsadzeniem (Fan i in., 2023).
Nowsze wyniki potwierdzity rowniez wyzsza wykrywalnos¢ cirkowiruséw (PCV1 i
PCV3) w TOPF w poréwnaniu z surowicg, co sugeruje wieksza SE tej matrycy (Faniin.,
2025).

W  niniejszym badaniu odnotowano istotng rdéznice w odsetku prébek
pozytywnych w PCR miedzy surowica loszek, a TOPF przy zastosowaniu RP, jednak
zastosowanie OT ja wyeliminowato. Zastosowany test QPCR z wykorzystaniem TOPF
jako matrycy wykazat wysoka SE (87,23%) 1 SP (93,63%) oraz znaczng zgodnos$¢
pomiedzy TOPF, a surowicg knurkéw (K=0,72). Jednakze po zastosowaniu OT
(Ct<36,50) zaobserwowano istotny wzrost SP (93,63% vs. 99,04%) oraz poprawe
wartosci K (0,72 vs. 0,90) dla metody wykorzystujacej TOPF jako matryce w tescie

gPCR. Zastosowanie OT wzmocnito zatem parametry walidacyjne metody
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wykorzystujacej TOPF jako materiat diagnostyczny (SP, PPV, NPV i K). Warto
zauwazy¢, ze SE metody pozostala niezmieniona niezaleznie od wybranego punktu
odciecia. Nalezy jednak podkresli¢, ze w niniejszym badaniu zastosowanie TOPF jako
materiatu diagnostycznego wigzalo si¢ z nizszg SE w poréwnaniu z surowicg, co
skutkowalo niewykryciem czesci probek dodatnich, zwtlaszcza tych o wysokich
warto$ciach Ct, odpowiadajacych niskiemu mianu PCV2. W zwigzku z tym wyniki gPCR
uzyskane z wykorzystaniem TOPF powinny by¢ interpretowane ostroznie. Co warte
podkreslenia, w badaniach prowadzonych w ramach pracy doktorskiej po zastosowaniu
RP do interpretacji wynikéw TOPF, zaobserwowano 20 wynikéw pozytywnych
knurkéw, u ktorych wynik uzyskany z surowicy byl ujemny. Liczba ta zostala
zmniejszona po zastosowaniu OT, jednakze takie przypadki dalej wystgpowaty. Co
ciekawe, inni badacze rowniez czgsciej wykrywali obecno$¢ PCV2 w innych probkach
niz w surowicy. W badaniach Wozniak i in. (2019) DNA PCV2 czg¢éciej niz w surowicy
wykrywano w OF. Naukowcy zauwazyli, ze obecno$¢ materiatu genetycznego PCV2 w
OF moze wskazywa¢ na zanieczyszczenie Srodowiskowe. Podobne wyniki uzyskali
Nielsen i in. (2018). Autorzy pobrali 310 probek zbiorczych surowicy i OF z dwoch stad,
gdzie z kazdego kojca pobierano krew od 4 do 5 §win, a w jednym kojcu przebywato od
5 do 33 $win. W pierwszym stadzie 80% pul surowicy i 86% probek OF bylo
pozytywnych w kierunku materiatu genetycznego PCV2. W drugim stadzie 91% probek
zbiorczych surowicy 1 100% probek OF byto pozytywnych. W obu stadach stwierdzano
takze wyzsze miano wirusa w OF niz w probkach zbiorczych surowic (Srednia rdznica:
2,10 1 1,83 logio kopit PCV2 na ml). Wedlug autorow, nieco wigkszy odsetek
pozytywnych probek OF w poréwnaniu z odsetkiem prébek surowicy moze wynika¢ z
zanieczyszczenia sznura stuzacego do pobierania OF materialem genetycznym PCV2
obecnym w kale. Co wigcej, prawdopodobienstwo uzyskania wyniku pozytywnego moze
by¢ wyzsze, gdy bada si¢ wigcej zwierzat (4 lub 5 swin w przypadku pobierania krwi vs.
do 33 swin wspottworzacych probke OF) (Nielsen i1 in., 2018). Igriczi 1 in. (2022)
przeprowadzili badania nad wykrywaniem PCV3, nalezacego podobnie jak PCV2 do
rodziny Circoviridae. Badacze zaobserwowali wyzszy odsetek probek pozytywnych
wsrdd probek PF niz w surowicy. Odsetek probek PF pozytywnych pod wzgledem PCV3
wynosit 61% (59/97). Odsetek probek pozytywnych byt nizszy w przypadku OF — PCV3
wykryto w 40% (71/176) probek. Z kolei najnizszy odsetek probek pozytywnych pod
wzgledem PCV3 odnotowano w probkach zbiorczych surowicy (23%; 85/371). Co

wiecej, wartosci Ct probek PF bytly istotnie nizsze niz w pozostatych dwdch matrycach
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diagnostycznych w poréwnaniu do surowicy — $rednia warto$¢ wynosita 30,18 (Igriczi i
in., 2022). Sugeruje to wyzsze miana cirkowirusOw w tych probkach. Nalezy mie¢ jednak
na uwadze, ze wspomniane badanie dotyczyto innego typu cirkowirusa §win, a probki PF
pobierano od duzej grupy zwierzat — pula pochodzaca od okoto 10 miotoéw. W badaniach
stanowigcych przedmiot niniejszej rozprawy doktorskiej analizowano indywidualne
probki TOPF. Z kolei Eddicks i in. (2022) wykazali wysoki odsetek probek PCV2-
pozytywnych w tkankach (wezly chtonne pachwinowe, §ledziona, grasica, ptuca, migsien
sercowy) pozyskanych od martwych prosiat przygniecionych przez maciory — 61,6% z
185 prosiat z 134 miotdw bylo pozytywnych pod katem DNA PCV2. Ten sam zespot
badawczy we wczesniejszych badaniach nie wykryl DNA PCV2 w zadnej z probek
surowicy prosiat pobieranej przed i po pobraniu siary. Wszystkie 590 probek krwi przed
pobraniem siary 1 581 po pobraniu siary bylo negatywnych pod katem DNA PCV2
(Eddicks i in., 2016). Takie same wyniki uzyskali Dieste-Perez i in. (2018). Zadna z 352
analizowanych prébek krwi zywourodzonych prosiat nie dala pozytywnego wyniku w
gPCR (Dieste-Perez i in., 2018). Wyniki przeprowadzonego w ramach niniejszej
rozprawy doktorskiej badania sg zgodne z wynikami uzyskanymi przez Fan 1 in. (2023),
w ktorych potwierdzono wyzszy odsetek probek pozytywnych pod katem materiatu
genetycznego PCV2 w probkach PF od prosiat przed odsadzeniem (25,7%; 118/459) niz
w surowicy (1,2%; 5/404). Fan i in. (2023) sugeruja, ze duza ilo$¢ pozytywnych probek
PF wskazuje, ze zakazenie nastgpuje u prosiat wezesnie, jeszcze przed odsadzeniem, a
ryzyko chorob zwigzanych z PCV2 jest wysokie po odsadzeniu. Wedlug autorow,
zastosowanie PF jako matrycy do wykrywania PCV2 moze by¢ nawet skuteczniejsza
metoda monitorowania krazenia wirusa niz zastosowanie innych probek (Fan i in., 2023).
Dostepne dane i uzyskane przez nas wyniki potwierdzaja, iz wykorzystanie PF lub TOPF
moze by¢ korzystniejsze w celu weryfikacji obecno$ci PCV2 w danym stadzie i
monitorowania zakazen u nowonarodzonych prosiat niz badania innych rodzajow probek
pobranych przyzyciowo. Niemniej jednak biorgc pod uwage dodatnie wyniki PF lub
TOPF w kontek$cie obecnos$ci materiatu genetycznego PCV2 u prosiagt z ujemnymi
wynikami z surowicy, nalezy interpretowa¢ ostroznie, dopdki nie zostang
przeprowadzone dalsze badania potwierdzajace np. obecnos¢ PCV2 w tkance jader przy
braku wiremii. Zawsze nalezy takze rozwazy¢ mozliwg kontaminacje
srodowiskowa/jatrogenng probek TOPF.

Podczas tworzenia probek zbiorczych i poddawania ich analizom molekularnym

pod katem obecnosci DNA PCV2 zaobserwowano, ze wartos¢ Ct wykorzystanej do
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uzyskania puli probki dodatniej wptywa na wynik analiz puli. Ponadto, mniejsza liczba
badanych probek zbiorczych zostala poprawnie zidentyfikowana jako pozytywna po
zastosowaniu OT.

Powyzsze moze wskazywaé, ze w przypadku metod molekularnych, w
szczegolnosci uzytego w naszych badaniach testu komercyjnego, punkt odciecia
wyznaczony na podstawie analiz probek indywidualnych moze nie by¢ optymalny dla
probek zbiorczych. Najwigcej danych literaturowych dotyczacych tego zagadnienia
odnosi si¢ do diagnostyki SARS-CoV-2. Volpato i in. (2021) wykazali r6znice mi¢dzy
wynikami RT-qPCR uzyskanymi z proébek badanych indywidualnie, a wynikami tych
samych probek analizowanych w puli z dziewigcioma innymi (Volpato i in., 2021). W
innych badaniach potwierdzono, ze zwigkszanie liczby probek w puli prowadzi do
wzrostu wartosci Ct w wyniku efektu rozcienczenia oraz do obnizenia
prawdopodobienstwa detekcji wirusa, szczegdlnie w przypadku probek o niskim mianie
(Praharaj i in., 2020; Yip i in., 2021). Wykazano réwniez, ze dostosowanie punktu
odcigcia dla probek zbiorczych moze istotnie poprawi¢ parametry diagnostyczne testu w
poréwnaniu z zastosowaniem progu ustalonego dla probek indywidualnych (Yip 1 in.,
2021).

Analogiczne zalezno$ci opisano w badaniach dotyczacych probek pobranych od
swin. Wykazano, ze taczenie probek wptywa na skuteczno$¢ wykrywania RNA PRRSV
metoda RT-qPCR, a prawdopodobienstwo detekcji RNA wirusowego maleje wraz ze
wzrostem liczby probek negatywnych w puli (Vilalta 1 in., 2019; Osemeke 1 in., 2022).
Podobng zaleznos¢ zaobserwowano w monitoringu SIV, gdzie wraz ze zmniejszaniem
prewalencji oraz zwigkszaniem udziatu probek negatywnych w puli odnotowano spadek
prawdopodobiefstwa detekcji materiatu genetycznego wirusa (Romagosa 1 in., 2012).
Zjawisko to pozostaje zgodne z zasada, ze przy 10-krotnym rozcienczeniu tej samej
probki warto$¢ Ct wzrasta $rednio o okoto 3,3 jednostki (Buckingham, 2019; Volpato i
in., 2021). Laczenie probek moze zatem prowadzi¢ do przesuni¢cia optymalnego progu
odcigcia w metodach molekularnych w celu zachowania optymalnej réwnowagi
pomiedzy SE, a SP testu, a strategia pulowania moze wymaga¢ zastosowania dla probek
pulowanych innych punktéw odcigcia niz dla probek indywidualnych.

Aktualnie w literaturze nie ma dostepnych informacji na temat wykrywalnos$ci
DNA PCV2 w TOPF, biorac pod uwage stopien rozcienczenia probki. Zgodnie z
cytowanym wczesniej badaniem Loépez 1 in. (2021) model regresji dla probki PF

rozcienczonej seryjnie sugeruje, ze ograniczenie tworzenia probki zbiorczej PF do
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materialu pochodzacego od 30 miotéw lub mniej (okoto 320 prosiagt) zapewni 95%
poziom ufnosci w wykryciu RNA PRRSV, nawet przy niskiej czgstosci wystgpowania
wirusa wsrdd prosigt. W naszym badaniu zadna pula przygotowana z probek nisko-
pozytywnych nie zostala poprawnie zaklasyfikowana, niezaleznie od zastosowanego
punktu odcigcia. W grupie pul przygotowanych z indywidualnych $rednio-pozytywnych
probek TOPF odsetek poprawnie sklasyfikowanych probek wahat si¢ od 0% do 33%, w
zaleznosci od zastosowanego punktu odcigcia. Wsréd probek  zbiorczych
przygotowanych z indywidualnych wysoko-pozytywnych TOPF, odsetek probek
poprawnie zidentyfikowanych jako pozytywne wahat si¢ od 83,33 do 100% odpowiednio
dla OT 1 punktu odcigcia zaproponowanego przez producenta. Nalezy zauwazy¢, ze
wigksza dokladno$¢ zwigzana byla z nizszymi wartosciami Ct w pozytywnej,
nierozcienczonej probce TOPF oraz ze prawdopodobiefistwo wykrycia materiatu
genetycznego PCV2 w probee zbiorczej zawierajacej jedng probke od prosiecia PCV2-
pozytywnego maleje wraz ze wzrostem rozcienczenia. Podobnie jak w przypadku
wynikow serologicznych, testy molekularne wykonywane z uzyciem pulowanych probek
TOPF nie dostarcza wiarygodnych informacji dotyczacych sytuacji epidemiologicznej

PCV2 w danym stadzie.
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9. Podsumowanie

Przeprowadzone badania pozwolity na realizacje wszystkich zatozonych celow
niniejszej pracy doktorskiej. W odniesieniu do pierwszego celu wykazano, ze probki
TOPF moga stanowi¢ warto§ciowa matryce w diagnostyce oraz monitorowaniu zakazen
PRRSV i PCV2 u prosiat (knurkéw i loszek) z wykorzystaniem komercyjnych testow
zastosowanych w niniejszym badaniu. Oznaczanie przeciwciat anty-PRRSV 1 anty-PCV2
oraz materiatlu genetycznego obu wirusow w TOPF umozliwia szybka i ekonomiczng
oceng sytuacji epizootycznej w stadzie bez koniecznosci pobierania dodatkowych probek.
Jednocze$nie parametry walidacyjne badan molekularnych ukierunkowanych na
wykrywanie PRRSV wykazaty ograniczong SE, niezaleznie od zastosowanego punktu
odcigcia, co wymaga ostroznej interpretacji wynikow 1 uwzglednienia ryzyka wynikow
falszywie negatywnych, szczegdlnie w przypadku probek o wysokich wartosciach Ct.
Nalezy takze bra¢ pod uwage mozliwos¢ wynikéw fatszywie pozytywnych zwigzanych
z potencjalng kontaminacja podczas kastracji. Analogiczna ostrozno$¢ jest wskazana w
przypadku badan molekularnych TOPF w kierunku PCV2. W celu poprawy wigkszosci
parametrow walidacyjnych testu qPCR, opracowanego pierwotnie dla surowicy, zasadne
jest zastosowanie innego punktu odcigcia przy analizie TOPF oraz rozwazenie
zastosowania innych wartosci punktow odcigcia dla probek indywidualnych 1
pulowanych.

Realizacja drugiego celu wykazata, ze pulowanie préobek TOPF w badaniach
serologicznych wpltywa na uzyskane wyniki i moze prowadzi¢ do obnizenia SE
wykrywania przeciwcial, szczeg6lnie w przypadku niskich mian. Odpowiednie
dostosowanie punktu odcigcia pozwala jednak na poprawe parametrow walidacyjnych 1
ograniczenie ryzyka wynikow fatszywie ujemnych. Jednocze$nie wyniki uzyskane z
probek zbiorczych w testach ELISA moga nie w pelni odzwierciedlac¢ rzeczywisty status
stada w odniesieniu do PRRSV 1 PCV2, zwlaszcza gdy w puli obecne sg probki o niskim
mianie przeciwciat.

W odniesieniu do trzeciego celu stwierdzono, ze wykorzystanie w badaniach
molekularnych pulowanych probek TOP moze wptywa¢ na uzyskane wyniki analiz
laboratoryjnych, w tym prowadzi¢ do btednej klasyfikacji prébek zbiorczych jako
dodatnie lub ujemne. Wraz ze wzrostem liczby probek negatywnych w puli obserwowano
spadek SE wykrywania materialu genetycznego, szczegdlnie w przypadku probek o

wysokich warto$ciach Ct (niskim mianie wirusa). Wyniki te potwierdzaja, ze efekt
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rozcienczenia moze prowadzi¢ do uzyskania wynikéw falszywie ujemnych oraz
wskazuja na zasadno$¢ korekty punktow odciecia dla probek zbiorczych.

W ramach realizacji czwartego celu wykazano brak istotnych roznic w odsetku
probek dodatnich migdzy surowicami prosigt obu pici oraz miedzy surowicami knurkow
i loszek oraz TOPF (przy czym w wigkszos$ci analiz wymagato to zastosowania
zoptymalizowanego punktu odci¢cia), co sugeruje mozliwos¢ wykorzystania tej matrycy
do oceny statusu epidemiologicznego catego miotu, ztozonego z knurkow jak i loszek.

Jednoczes$nie nalezy podkresli¢ ograniczenia stosowania TOPF jako materiatu
diagnostycznego. W badaniach serologicznych potencjalne rozcienczenie przeciwcial
obecnych w ptynie przez limfe i ptyn wewnatrzkomoérkowy moze wptywaé na SE testow.
W diagnostyce molekularnej istnieje ryzyko kontaminacji sSrodowiskowej, szczegodlnie w
warunkach terenowych. Ponadto w przypadku probek zbiorczych, zastosowanie tej
matrycy nie pozwala na okreslenie seroprewalencji/prewalencji tj. liczby prosigt
faktycznie dodatnich w danej prébce zbiorcze;j.

Wymagane sa dalsze badania w odniesieniu do optymalizacji procedur,
standaryzacji pobierania i przygotowania TOPF do badaf oraz rozszerzenia badan nad
jego wykorzystaniem w monitorowaniu innych choréb wirusowych swin. Uzyskane
wyniki wskazuja réwniez na potrzebe dalszych badan nad wystgpowaniem materiatu
genetycznego PCV2 w jadrach prosigt w przypadkach braku wiremii. Obserwowana
rozbiezno$¢ pomigdzy wynikami uzyskanymi z surowicy, a TOPF sugeruje mozliwos¢
utrzymywania si¢ wirusa w tkankach przy jednoczesnym braku jego wykrywalnosci we
krwi. Wyjasnienie znaczenia biologicznego tego zjawiska oraz jego wplywu na
interpretacj¢ wynikow badan molekularnych moze mie¢ istotne znaczenie dla
optymalizacji strategii monitorowania zakazen PCV2 w stadach $win. Pomimo
wskazanych ograniczen, uzyskane wyniki potwierdzaja, ze TOPF moze stanowi¢
praktyczne uzupehlienie klasycznych probek wykorzystywanych w diagnostyce
laboratoryjnej, wpisujac si¢ w potrzeby rozwoju ekonomicznych 1 efektywnych

systemow nadzoru epizootycznego w produkeji trzody chlewne;.
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10.

Whnioski

. W probkach TOPF potwierdzono obecnos¢ swoistych przeciwciat oraz materiatu

genetycznego PRRSV 1 PCV2, co wskazuje na mozliwo$¢ wykorzystania TOPF

w diagnostyce 1 monitorowaniu zakazen tymi patogenami.

Komercyjne testy ELISA moga by¢ uzyteczne do badania TOPF pod warunkiem
odpowiedniego dostosowania metodyki ich wykonania, na przyktad w postaci

modyfikacji punktow odcigcia dla tego rodzaju probki.

Parametry walidacyjne metody wykorzystujacej TOPF do badan molekularnych
z zastosowaniem uzytych w badaniach komercyjnych testow diagnostycznych nie
zawsze w petni korespondujg z wynikami uzyskanymi z surowicy, niezaleznie od
przyjetego punktu odcigcia, dlatego uzyskane wyniki nalezy interpretowaé

ostroznie.

W odniesieniu do PCV2, aby rzetelnie zweryfikowaé przydatnos¢ TOPF do
diagnostyki molekularnej, konieczne jest przeprowadzenie dalszych badan nad
wystepowaniem materiatu genetycznego tego wirusa w jadrach, przy braku
wiremii.

Badanie pulowanych probek TOPF (komercyjnymi testami ELISA 1 PCR
dedykowanymi do innych probek) moze prowadzi¢ do niewtlasciwej oceny
sytuacji epidemiologicznej w stadzie, zarowno w odniesieniu do PRRSV, jak i
PCV2.

Brak roznic miedzy wynikami uzyskanymi z surowicy knurkéw 1 loszek oraz
surowicy knurkow, surowicy loszek 1 TOPF wskazuje na mozliwos$¢ interpretacji

uzyskanych wynikéw w odniesieniu do catego miotu.
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12. Spis rycin i tabel

12.1 Spis rycin

Ryec. 1. Rozmieszczenie geograficzne gospodarstw ujetych w badaniu.

Ryc. 2. Schemat rozcienczania PRRSV-pozytywnych probek TOPF do badania metoda
ELISA.

Ryc. 3. Schemat rozcienczania PCV2-pozytywnych probek TOPF do badania metoda
ELISA.

Ryc. 4. Schemat rozcienczania PRRSV-pozytywnych probek TOPF do badania metoda
RT-qPCR.

Ryc. 5. Schemat rozcieficzania PCV2-pozytywnych probek TOPF do badania metoda
qPCR.

Ryc. 6. Odsetek probek pozytywnych pod wzgledem przeciwciat przeciwko PRRSV w
poszczegbdlnych grupach. Dla TOPF zastosowano rézne punkty odcigcia (RP i OT).

Wartos$ci oznaczone rdznymi literami (3, ®) r6znig si¢ istotnie statystycznie (p < 0,05).

Ryc. 7. Odsetek probek pozytywnych pod wzgledem przeciwciat anty-PCV2 w
poszczegolnych grupach. Dla TOPF zastosowano rdzne punkty odciecia (RP 1 OT); *

warto$¢ statystycznie istotna (p < 0,05).

Ryc. 8. Odsetek probek pozytywnych pod wzgledem RNA PRRSV w poszczegolnych

grupach przy zastosowaniu dwoch punktéw odcigcia dla TOPF.

Ryc. 9. Odsetek probek pozytywnych pod wzglegdem DNA PCV2 w poszczegdlnych
grupach przy zastosowaniu dwoch punktéw odciecia dla TOPF; * wartos$¢ statystycznie

istotna (p < 0,05).

12.2 Spis tabel
Tabela 1. Wartosci AUC, ACC oraz OT wyznaczone przy pomocy analizy krzywych

ROC dla r6znych klasyfikatorow: sS/Pref — wyniki dla surowicy; TOPFS/P — wyniki dla
TOPF.
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Tabela 2. Wartosci AUC, ACC i OT wyznaczone przy pomocy analizy krzywych ROC
dla roznych klasyfikatorow: sODref — wyniki dla surowicy; TOPFOD — wyniki dla TOPF

Tabela 3. Wartosci AUC, ACC oraz OT wyznaczone przy pomocy analizy krzywych
ROC dla réznych klasyfikatorow: sCtref — wyniki dla surowicy; TOPFCt — wyniki RT-
gPCR w kierunku RNA PRRSV dla TOPF.

Tabela 4. Wartosci AUC, ACC oraz OT wyznaczone przy pomocy analizy krzywych
ROC dla réznych klasyfikatorow: sCtref — wyniki dla surowicy; TOPFCt — wyniki
qPCR w kierunku DNA PCV2 dla TOPF.
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Noninvasive strategies for surveillance of
swine viral diseases: a review
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Jan Wlodarek,

Abstract. In view of the intensive development of the swine industry, monitoring and surveillance of infectious diseases
require low-cost, effective, and representative population sampling methods. We present herein the state of knowledge, to
date, in the use of alternative strategies in the monitoring of swine health. Blood sampling, the most commonly used method
in veterinary medicine to obtain samples for monitoring swine health, is labor-intensive and expensive, which has resulted in a
search for alternative sampling strategies. Oral fluid (OF) is a good alternative to serum for pooled sample analysis, especially
for low-prevalence pathogens. Detection of viral nucleic acids or antiviral antibodies in OF is used to detect numerous viruses
in the swine population. Meat juice is used as an alternative to serum in serologic testing. Processing fluid obtained during
processing of piglets (castration and tail-docking) may also be used to detect viruses. These matrices are simple, safe, cost-
effective, and allow testing of many individuals at the same time. The latest methods, such as snout swabs and udder skin

wipes, are also promising. These alternative samples are easy to acquire, and do not affect animal welfare negatively.

Key words: meat juice; oral fluid; processing fluid; surveillance; swine viral diseases.

Introduction

Since ~2000, there has been significant intensification of
swine husbandry, which has forced changes in the surveil-
lance of infectious pig diseases. The increase in herd size,
intensive production, and globalization of the pig industry
have led to the emergence of a new class of diseases charac-
terized as comprehensive and multifactorial. Health is a key
factor affecting the performance of any breeding system and
it has particular importance for the swine industry. Diagnosis
and surveillance of such diseases require a combination of
comprehensive laboratory testing, implementation of control
programs, and monitoring of their effectiveness.

Blood collection from individual animals has been the
method used most commonly in veterinary practice to obtain
samples for monitoring and surveying the health status of the
herd. It is a very labor-intensive method, as well as stressful
both for animals and the collecting personnel. Blood collec-
tion requires restraining of animals and impairs their welfare,
usually requires the involvement of at least 2 people, and
could be dangerous for staff taking samples, especially when
collecting blood from boars, sows, or animals kept in groups.
Routine surveillance based on blood sample testing is also
expensive. Alternative matrices, such as oral fluid, processing
fluid, meat juice, or even nasal wipes and udder skin wipes,
are achieving increasing importance in the management of
pig health. Unlike blood samples, such alternatives can be
taken in a simple, inexpensive, safe, and noninvasive way.'>"”

Oral fluid

Oral fluid (OF) is a mixture of secretions of salivary glands
and non-salivary components: gingival secretions, expecto-
rated bronchial and nostril secretions, blood and serum com-
ponents from wounds in the mouth, bacteria and their
products, viruses, fungi, exfoliated epithelial cells and other
cellular components, as well as food debris.®® The first men-
tion of antibodies in OF appeared as early as 1976, when
intranasal vaccination of pigs with the Thiverval strain of
classical swine fever virus (CSFV) was described. Vaccina-
tion resulted in the appearance of antibodies in secretory
fluids.® The first diagnostic use of OF was described in 2005;
researchers detected the porcine reproductive and respiratory
syndrome virus (PRRSV) in 20 of 24 (83%) OF samples and
in 17 of 24 (71%) serum samples from finishing pigs, using
reverse-transcription PCR (RT-PCR).%

OF contains antibodies from 2 sources: salivary glands
and serum. The dominant immunoglobulin in saliva is secre-
tory IgA, which is secreted by plasma cells in the salivary
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glands. It is the main immunologically active component of
saliva. IgM and IgA occur in saliva at lower concentrations.™®
Antiviral antibodies as well as elements of viruses can also
be detected in saliva and can be used to detect viral infec-
tions.”® In the 1970s and 1980s, local antibody production by
serum-derived plasma cells in salivary glands and DALT
(duct-associated lymphoid tissue) was reported.”* Evidence
for the passage of serum antibodies (IgG, IgM, and IgA) to
OF was found in an experiment conducted on rhesus mon-
keys; isotope-labeled IgG, IgM, and IgA introduced into the
circulatory system of monkeys were detected in the OF after
30min.® In human medicine, saliva is also an alternative to
serum, mainly used in the detection of hepatitis A virus and
human immunodeficiency virus.”’

Collection of OF can be done by a trained breeder or tech-
nician, not necessarily by a veterinarian. The fact that pigs
are naturally curious animals and show particular interest in
easily destructible, chewy, and pliable material, enable this
process.”>® OF can be collected from whole pens or from
larger groups of pigs with the help of ropes designed for this
purpose, or individual samples can be taken with the use of
cotton swabs. In 2014, a method called “pathogen sampling
wild animals with baits” was used to detect CSFV infection
in wild boars.”

OF is taken most often in the form of a pooled sample
from a group of animals. However, taking individual OF
samples requires the involvement of only one employee, at
least one fewer than in the case of blood collection. The vol-
ume of OF collected from one animal with a dry cotton swab
is sufficient to perform some laboratory tests and even to pre-
serve OF for further analysis.'” It is also a much less stressful
method for animals and is safer for the collector, especially
when sampling from sows kept in groups. An important dis-
advantage of this method is the time required for sampling
from one animal, which is twice as long as individual blood
collection.! Usually 100% cotton, 3-strand, ~12-cm ropes
are used for collecting OF from large groups of animals. It is
recommended to hang ropes at the pigs’ shoulder level. With
animals previously experienced with this type of sampling, it
is recommended to give the animals access to the rope for
~20min, and, if OF is taken for the first time, for ~60 min.”®
Given difficulties that sometimes occur (e.g., low interest in
the rope, small amounts of OF extracted from the rope), the
impact has been assessed of using different flavors on the
performance of OF collection; acidic or sweet supplements
do not affect the efficiency of OF collection from pens.''
Most often, the presence of only a rope is sufficient to attract
pigs’ attention and encourage chewing.®””

The type of material from which the ropes are made has
also been assessed. Synthetic ropes can more efficiently
accumulate IgA found in OF, and both synthetic and cotton
ropes ensure obtaining adequate amounts of IgG, the most
important class of antibodies used in tests of OF."> Other
studies have proved that raw cotton ropes are best for collect-
ing OF.* The highest amount of PRRSV RT-PCR—positive

samples and the highest correlation between serum and OF
results was obtained by using cotton for OF collection.’®**
IgM and IgA concentrations differed significantly in one
study, depending on the collection material: cotton, hemp, or
nylon rope; the lowest IgM and IgA concentrations were
found in cotton, but no difference in IgG concentration was
observed.*

The age of the animals influences the amount of fluid
obtained. Sows kept in groups were less interested in ropes
than growing—finishing pigs. In one study, it was not possible
to collect OF from 40% of pens in which sows were located.
Therefore, pen-based sampling seems to be better suited to
growing pigs; it was successful in all pens containing 16- and
22-wk-old pigs."” It is necessary to conduct further research
on the factors influencing the behavior of groups of animals
in respect to chewing ropes, which could support the collec-
tion of OF and the use of this medium in sows.'”

Although it is possible to test individual OF samples, the
main application of this matrix is the analysis of pooled sam-
ples representative for many individuals. This is particularly
important for monitoring the spread of low-prevalence
pathogens. Individual sampling (serum) significantly
increases the cost of effective surveillance, given that a rela-
tively large number of these samples must be taken to be
representative of the herd. Another important advantage of
OF sampling is the minimization of stress associated with
taking individual samples. However, there are some restric-
tions on the implementation of OF sampling. OF may con-
tain particles from the environment (feed, feces, inorganic
material) and this contamination can affect test procedures
(e.g., reducing the precision of reagent distribution using a
pipette).'” Apathy, a common sign of many diseases, can lead
to lack of willingness to interact with the OF collection
ropes. Older animals also are less inclined to chew on the
ropes. Environmental factors, such as high or low tempera-
ture, can also influence the tendency to interact with the
rope. Moreover, it is not possible to collect OF with this
method from very young piglets.

Oral fluid in the detection of swine viral
diseases

Porcine reproductive and respiratory
syndrome

Porcine reproductive and respiratory syndrome (PRRS),
caused by PRRSV (Betaarterivirus suid 1 and 2), is one of
the diseases causing the greatest losses in modern pig pro-
duction.”” Annual PRRS losses in Europe range from an
average of €75,724 on slightly affected farms during nursery
and fattening periods, to an average of €650,090 if the farm
was severely affected at all production stages.**®*
Surveillance of PRRS using OF may be based on the
detection of PRRSV nucleic acid or anti-PRRSV antibodies.
Most of the serum ELISAs can be modified and used to
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detect antibodies in OF. This may require, for example,
increasing the sample volume, extending the incubation
time, changing the conjugate concentration, or changing the
cutoff value.” PRRSV was the first virus detected in OF in
pigs.”® Since 2008, PCR and ELISAs have been specifically
adapted for the detection of many porcine pathogens in OF,
and since 2010, routine ELISAs have been offered for detec-
tion of anti-PRRSV antibodies in OF.*

Many studies indicate that OF is as good a matrix for
detecting and monitoring PRRSV infections as is serum.
Field studies, conducted in 2008, achieved 77% agreement
between RT-PCR and ELISA results obtained from serum
and OF.’® The same authors also detected PRRSV in serum
and OF from pigs experimentally infected with a PRRSV-2
isolate. Both serum and OF were positive in RT real-time
PCR (RT-rtPCR) from day 3 after inoculation to 4-5 wk after
inoculation.’® The kinetics of changes in the amount of virus
in serum and OF were similar during the experiment, but
with consistently lower virus concentration in OF. Other
studies were conducted on production farms in Poland;
authors tested the circulation of PRRSV in a pig herd by
detecting antibodies and PRRSV nucleic acid in serum and
OF using ELISA and RT-PCR. PRRSV antibodies were
detected in 58% of pooled serum samples and in 81% of OF
samples in farm one, and 75% and 93% on the other farm,
respectively.’ Other researchers examined the usefulness of
individual and pooled OF samples from growing—finishing
pigs and group-housed sows and assessed the performance of
commercial ELISAs using OF (OF-ELISA) and serum
(SER-ELISA) by conducting tests on individual and pooled
samples from 5-10 pigs. The experiment was carried out on
a group of 39 growing—finishing pigs and 1,598 sows from
42 herds infected with PRRSV and from 3 herds free from
PRRSV. The studies obtained a high level of OF-ELISA sen-
sitivity compared to SER-ELISA, carried out on individual
samples, pools of 5, or per pen-based samples. Individual
samples, especially for sows, showed low specificity. Pool-
ing 5 samples or using pooled samples from pens increased
specificity. The dilution effect caused by false-positive sam-
ples may explain the increased specificity.”

However, using either OF or serum, it is difficult to dif-
ferentiate maternal antibodies from those produced post-
infection or post-vaccination. Given the relatively high
concentration of IgG (which may be the result of passive
transfer, especially in young animals) compared to other Ig
isotypes, commercial ELISAs focus mainly on detecting
IgG.55 Inoculation with PRRSV-1, -2, or modified-live virus
(MLV) leads to the production of IgM and IgA antibodies
detectable in serum and OF.”’ Therefore later studies focused
on detecting both IgA and IgM in OF. According to the
authors, the use of ELISAs that simultaneously detect IgA
and IgM (PRRSV IgA-IgM ELISA) is a potentially useful
tool for monitoring PRRSYV, especially in groups of growing
piglets from PRRSV-positive or -vaccinated herds in which
maternal antibodies may be present for up to 10 wk.®

Swine influenza

Swine influenza is caused by influenza A virus (IAV; Ortho-
myxoviridae). Influenza, especially in the endemic form, is
associated with significant economic losses. In vivo direct
diagnosis of influenza is based on 3 methods: virus isolation
(VD), RT-PCR, or rapid point-of-care immunochromato-
graphic tests that capture antigen. Nasal swabs (NSs) are the
standard antemortem material used for these tests.”> NS col-
lection is a labor-intensive method; moreover, it requires
careful selection of animals and collecting in the first 7 d of
infection, when the virus is present in nasal secretions.’'

The feasibility of detecting IAV using the above 3 meth-
ods in NS and OF was evaluated, and these 2 types of sam-
ples were compared in previous studies.”> The probability of
IAV VI from OF and NS was very high at 4d post-infection
(dpi); however, it decreased significantly thereafter. VI was
much less successful from OF than from NS, which may be
associated with a large amount of anti-IAV (IgA and IgQ)
antibodies in OF. However, detection of the virus by RT-PCR
was possible much longer in OF than in NS; after 6 dpi, the
estimated PCR cycle threshold (Ct) decreased, indicating a
higher virus concentration. In these studies, Ct values in the
OF were usually equal to or even lower than in NS.** Higher
and longer detection of viral RNA in OF is likely a result of
TAV replication in bronchial epithelial cells and virus excre-
tion from the lungs by physiologic clearance mechanisms
such as coughing.®

The sensitivity of the PCR reaction used for the detection
of TAV in OF and NS has also been evaluated.*® The average
sensitivity of PCR in this evaluation was > 80% for OF. Less
agreement was observed between the results obtained from
OF and NS if the prevalence in the pen was < 10%. However,
the probability of detecting influenza virus was 99% if the
prevalence was > 18% and decreased to 69% if the preva-
lence was 9%. The kappa value between OF and NS results
was 0.82, which indicates that OF is quite a good medium for
testing the population.”

A commercial ELISA, originally designed to detect anti—
nucleoprotein A (NP) antibodies in avian serum, has also
been used to detect these antibodies in swine serum. The sen-
sitivity and specificity of this test, carried out on swine
serum, was estimated at 96.6% and 99.3%, respectively.” The
serum ELISA procedure was modified and adapted to test
182 OF samples taken from pigs infected with the HIN1 and
H3N2 subtypes of IAV. NP antibodies were detectable from
7 to 42 dpi (i.e., until the end of the experiment). Sample-to-
negative (S/N) ratios for OF and serum in the same pen
showed a correlation of 0.796 (Pearson correlation coeffi-
cient, p < 0.0001).” Detection of IAV NP antibodies in OF
was also described in 2016. The authors compared IAV-anti-
body prevalence in OF pairs and pooled serum samples from
pens of 3- to 20-wk-old piglets. The probability of detecting
[AV-positive samples in the pen for 3- to 9-wk-old piglets
was 40% and 61%, respectively, for OF and serum (p = 0.04);
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for 10- to 14-wk-old piglets 19% and 93%, respectively, for
OF and serum (p < 0.01); and for 18- to 20-wk-old piglets
67% and 81%, respectively, for OF and serum (p = 0.05).”

Porcine circovirus 2—associated disease

Porcine circovirus 2 (PCV-2; Circoviridae) is another patho-
gen that is responsible for significant economic losses in the
global pig industry. Routine detection of PCV-2—associated
disease is based on the identification of PCV-2 antigen or
DNA in affected tissues in combination with the detection of
characteristic histologic lesions (in situ hybridization or
immunohistochemistry) in dead or killed diseased pigs.
Alternative methods such as serum RT-rtPCR can be used for
in vivo testing; the detection of PCV-2 and anti-PCV-2 anti-
bodies in OF has achieved increasing importance.***

In a study of 310 pairs of sera and OF, in which the virus
content in OF from PCV-2—positive pens was significantly
higher than in pooled serum samples, the authors concluded
that OF was well suited for detecting PCV-2 in a pen, but was
not useful for determining the virus load of individual pigs.*
Several studies confirmed the usefulness of OF in the detec-
tion of PCV-2 infections and for testing the prevalence of
PCV-2 in pens.”®** Research has also shown that the
amount of PCV-2 in saliva is higher, which means that detec-
tion of the virus is possible earlier and longer in OF than in
serum.'’ Interpretation of rtPCR reaction results and detected
amounts of PCV-2 must be carried out carefully, considering
the uncertain number of animals in contact with the OF col-
lection rope and the fact that individual animal shedding lev-
els may vary.** During another study, anti-PCV-2 antibodies
(IgG, IgA, and IgM isotypes) were detectable in OF from
experimentally inoculated pigs from 14 dpi, and IgG and IgA
isotypes were detectable at 98 dpi.”” Although no correlation
was observed between the severity of respiratory signs and
the detection of PCV-2 in OF, the data indicate the possible
use of pooled OF samples for additional diagnosis of porcine
circoviral disease at the population level. For effective sur-
veillance, it is recommended that the exposed population be
sampled every 2—4 wk.*®

Classical swine fever

Available data indicate that OF can also be used as a nonin-
vasive medium in the diagnosis of classical swine fever
(CSF).*” CSFV (Pestivirus C) causes one of the most impor-
tant transboundary swine viral diseases.

CSFV genetic material in OF has been detected in several
studies performed on experimentally infected pigs. In one
study, authors randomly divided a group of 8 pigs into 2 sub-
groups of 4 individuals. After inoculation with wild-type
Alfort/Ttibingen CSFV, oropharyngeal swabs (OS), blood,
and OF were collected from each of the 2 groups using sam-
pling baits containing raw cotton embedded in a cereal-based
bait matrix. Virus nucleic acid was detected from 7 dpi, which

coincided with the beginning of virus RNA detection in OS.
The probability of detecting CSFV RNA in cotton ropes was
identical or greater than in individual samples.'* In another
study, CSFV RNA was detected by multiplex RT-rtPCR (mRT-
rtPCR) in OF in experimentally infected pigs from 5 dpi.*’
Immune response in serum and OF against 2 CSFV pro-
teins, E2 and Erns, was compared in other studies. Pigs were
experimentally infected with moderately pathogenic field
strain (ALD, n = 30) and MLV virus (LOM strain; n = 30).
During the experiment, 1,391 OF samples and 591 serum sam-
ples, taken 14 d before infection to 28 dpi, were tested. The
ELISA revealed the simultaneous appearance of E22- and
Erns-specific IgG and IgA in serum and OF; IgG ELISA pro-
vided better performance. The authors concluded that the
results of OF samples were consistent with those obtained
using serum, and that OF can be used on a wide scale for
screening a population.*” However, cross-reactions of anti-
CSFV (E2, Erns) antibodies to other pestiviruses, especially
bovine viral diarrhea virus and border disease virus, are
known; hence, further research is needed to develop specific
antibody testing platforms that would allow proper interpreta-
tion of results.*”” The same authors compared the effectiveness
of various methods using OF as a medium for testing for
CSFV. Virus was detected in serum by RT-rtPCR as early as 2
dpi and as late as 28 dpi. Antigen ELISA-positive results were
observed as early as 6dpi and as late as 17 dpi. According to
above-mentioned studies, RT-rtPCR was the most effective
<10 dpi, whereas antibody detection in serum was most effec-
tive for identifying infection > 14 dpi.’' Other researchers
inoculated 8 pigs intranasally with the Alfort CSFV strain. No
neutralizing antibodies were found in OF during the study.
CSFV nucleic acid was detectable by RT-PCR in OF from
8dpi, which coincided with its initial detection in blood sam-
ples. The probability of detecting the virus in OF was equal or
even higher compared to the corresponding blood samples.”
The method based on OF analysis therefore requires the use of
a combination of methods based on the detection of virus and
antibodies to obtain the best results in monitoring herd health.

African swine fever

The causative agent of African swine fever (ASF) is the large,
double-stranded DNA, enveloped African swine fever virus
(ASFV; Asfivirus). An indirect, optimized ELISA, capable of
detecting antibodies to p30 protein in the serum and OF in
experimentally infected pigs was developed. Under experi-
mental conditions, detection of antibodies was possible at
8—12dpi. Serum (n = 200) and OF (n = 200) tests showed that
OF was as good as serum as a diagnostic medium for ELISA '
Other authors subjected 8 pigs experimentally infected with
ASFV to 2 serologic testing techniques: ELISA and immuno-
peroxidase test. Anti-ASFV antibodies were detectable by
both techniques in OF in all animals from the early post-inoc-
ulation period to the end of the experiment.** The detection of
ASFV genetic material by mRT-rtPCR from OF was described
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by other researchers. One of them described early detection of
ASFYV genetic material, which is crucial to limiting the impact
and spread of ASF. Genetic material of ASFV was detected as
early as 3 dpi, 2-3d before the onset of clinical disease.”
Other studies focused on ASFV DNA survival in excretions,
which is an important aspect of shedding of ASVF and infec-
tion by indirect contact with contaminated fomites. Accord-
ing to these studies, in OF, ASFV DNA could be detected for
35dat4°C, and 14d at 12°C and 21°C. No ASFV DNA could
be detected in OF after storage at 37°C."

Swine vesicular disease

Swine vesicular disease virus (SVDV; Enterovirus B) causes
highly contagious swine vesicular disease, which is clini-
cally indistinguishable from foot-and-mouth disease and can
cause huge economic losses in the swine industry.®*’® Detec-
tion of the SVDV genome in OF using RT-PCR has been
described at 1-21 dpi. The authors also isolated the virus
from OF, which was possible for 1-5 dpi. Detection of anti-
SVDYV antibodies using a competitive ELISA based on 5B7
monoclonal antibodies was possible from 5dpi. Moreover,
the studies evaluated the kinetics of IgM and IgA concentra-
tions in OF; IgM were detected from 6 dpi and significantly
decreased at 21 dpi, and IgA appeared at 7 dpi and remained
at high concentrations in OF until the end of the experiment
(28 dpi). The results confirm the potential use of OF as a
matrix for the detection of SVDV infection.®”

Meat juice

Meat juice (MJ) is a mixture of serum, lymph, and released
intracellular fluid. MJ can be obtained easily by thawing a
meat sample several times,”* and can be used as an alterna-
tive to serum in serologic testing. Sampling at the abattoir
avoids the risk of disease spread associated with farm vis-
its.”® The disadvantage of this method is the possibility of
detecting the disease only postmortem.”* Numerous factors
can affect the amount of antibodies contained in MJ: blood
content in muscle tissue, level of pre-slaughter stress related
to glycogen content and pH in muscles after slaughter, the
level of hydration of the animal, the degree of blood supply
to a given muscle, or the amount and presence of fascia in the
muscle.*””>”” The choice of muscle for obtaining MJ is sig-
nificant in terms of detection usefulness: IgG levels were
higher in the myocardium and tongue, lower in limb and dia-
phragm muscles.”>”” MJ can be considered as a matrix cor-
responding to diluted serum; therefore, there may be some
discrepancies when comparing the results of the serum and
MJ ELISAs. To minimize this discrepancy, a 10-fold lower
dilution of MJ than serum should be used for ELISA.*

M is used as a matrix to detect pathogens in the food chain
(Salmonella spp., Toxoplasma gondii).”” In several European
countries, MJ is also widely used for serologic surveillance of
Salmonella spp. in regulated control programs.'~**'

M]J can also be used as an appropriate matrix for detecting
porcine viral diseases.”® As early as 1998, studies were con-
ducted on the use of MJ in preventive plans for monitoring
pseudorabies in swine herds. A commercial ELISA for the
detection of pseudorabies glycoprotein E antibodies in MJ
samples was adapted for this purpose. The results obtained
after analyzing 389 pairs of sera and MJ were compared; con-
sidering serum samples as a reference, individual sensitivity
was 93.2% and specificity was 98.3%.' Satisfactory results
were also obtained using MJ to detect PRRSV infection in pig
herds with known PRRSYV status. The herds were classified as
seropositive or seronegative based on the results of a study of
10 MJ samples collected randomly in an abattoir over a period
of 3mo. The specificity of the indirect ELISA adapted to MJ
was 0.98; sensitivity depended on the PRRSV strain. The
authors concluded that the use of MJ can give an acceptable
level of herd status classification of PRRSV infection; how-
ever, veterinarians and farmers should be aware that false-
positive results may occur relatively frequently.*®

Detection of PRRSV and the first report of the detection
of PCV-2 in MJ from the shoulder muscles of wild boars
from various regions in Poland was described in 2013."
Only one MJ sample was PRRSV positive, whereas anti—
PCV-2 antibodies were found in 6 of 142 (4%) samples.'®
The sensitivity and specificity of an ELISA for PRRSV
detection in MJ samples collected under experimental condi-
tions were >95% and 100% at each dilution, respectively.’’
These studies confirmed the possibility of using MJ in
PRRSYV surveillance programs based on ELISAs.’

Use of MJ in the diagnosis of CSF in wild boars has been
described. A study was carried out on 56 pigs and 21 wild
boars infected or vaccinated, and 129 field samples from
wild boars. The authors concluded that MJ is a suitable
medium for the detection of CSFV, especially in wild
boars.” In other studies, MJ was used to detect IgG and IgA
antibodies against porcine epidemic diarrhea virus (PEDV).
Correlations between S/P ratio in serum and MIJ results
were significant for both IG and IgA. The experiment
proved the excellent performance of the PEDV IgA and
PEDV IgG ELISAs in the testing of MJ, and that MJ could
be used for routine surveillance of PEDV.* In 2019,
researchers used MJ obtained from wild boar muscles to
detect antibodies against Japanese encephalitis virus and
hepatitis E virus; the authors tested 46 MJ samples from the
diaphragm or myocardium, obtaining ELISA specificity
and sensitivity of almost 100%.”’

Processing fluid

Processing fluid (PF) consists of blood and serum obtained
during castration and tail-docking (piglet processing), which
is usually performed at 3—5d old. The use of PF for the sur-
veillance of viral diseases in breeding herds and in suckling
piglets is not well studied yet, and data regarding this matrix
are scarce.
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PRRSYV replicates in testicular epithelial cells and macro-
phages, which indicates that fluids obtained during process-
ing might be an appropriate medium for detecting PRRSV.”
Higher proportions in the presence of PRRSV-positive males
with a greater amount of virus in the samples compared to
females were observed. The reason for this may be the prop-
erties of this arterivirus, infection of various types of cells in
the reproductive tract, and asymptomatic carriage in males.
However, further research is needed on the role of sex in per-
sistent PRRSV infections.” By collecting tails and testicles
into separate containers, the visible amount of PF was
observed only in containers of tails. Testicular fluid most
likely behaves like a support medium and can wash out a
small amount of blood from the tails before it clots, so collect-
ing tails and testicles in one container is required. Dilution of
the sample by the testicular fluid of PRRSV-negative males
could present a risk of obtaining false-negative results when
only single PRRSV-positive females are present in a litter. In
this situation, there is a risk that the Ct value for RT-PCR may
increase and virus load may be below the detection level.”

The results from PF samples were compared with those
from serum in several studies. The probability of detecting
PRRSV RNA in PF by RT-PCR was greater than the detec-
tion of PRRSV RNA in serum samples.’* In other studies, the
sensitivity and specificity assessment were carried out on
serum and PF of seventy-seven 3-d-old piglets; the kappa
value was 0.81 between results obtained from both matrixes.
Sensitivity and specificity of PF results compared to serum
results were 87% and 94%, respectively.”” PF was also used
for longitudinal monitoring of PRRSV status in the herds,
which were subject to virus elimination. The experiment was
carried out in 29 breeding herds for 65 wk; 93% of farms that
had 2 consecutive negative PRRSV results in PFs using RT-
rtPCR also had negative PRRSV RT-rtPCR results in the
weaned piglets’ serum in the same cohort.”® The authors of
the above experiments claim that PF is a valuable, effective,
and economical tool for screening breeding flocks that are
attempting PRRSV elimination. In another experiment, sci-
entists compared the use of PF samples with the results
obtained using OF and serum. All samples from PRRSV-
negative herds were negative on RT-PCR. PRRSV was 100%
detected in PRRSV-positive herd samples in all 3 matrices.
The kappa value was 1, showing excellent agreement
between RT-PCR results with PF, OF, and serum.” The results
of other studies reporting the detection of PRRSV RNA in PF
indicated that the use of PF in monitoring disease provides
reliable results.”>*"%’

Not much is known about the impact of pooling PF sam-
ples on the ability of PCR to correctly classify a sample as
positive. Authors have estimated that aggregation of at least
50 litters was possible when the PCR Ct in the sample was
~ 22, and up to 40 litters if the Ct value was ~33. Pooling did
not affect the results of the PCR reaction if the initial Ct val-
ues were ~ 20 to ~ 25. For litters with baseline Ct > 30, the
number of samples in the pool should be limited. The results

of these tests provide a general framework that can help in
more detailed analysis and interpretation of the results of
monitoring tests carried out using PF—the study was con-
ducted only with 2 strains of PRRSV-2 from 2 farms recently
infected with PRRSV.”

PF is a promising, practical, and inexpensive matrix, the
use of which can improve the monitoring of PRRSV. It
allows the testing of more piglets more frequently, which
increases the likelihood of detecting the virus with a minimal
prevalence. This matrix is particularly easy to obtain in 3- to
5-d-old piglets, when it is not possible to collect OF. Collect-
ing blood samples from such young piglets is also fraught
with higher risk than in older animals. Moreover, testing PF
allows the rapid classification of piglets as PRRSV-negative
or -positive. However, this method does not reveal how
many piglets from the pooled sample are positive. There is
also the possibility of environmental contamination of sam-
ples during processing. The possibility of using PF in the
monitoring of other swine viral diseases requires more com-
prehensive research.

Nasal wipes and udder skin wipes

Implementation of new, cost-effective, and non-disturbing
animal welfare methods to collect representative samples of
the population is also resulting in the investigation of new
matrices: nasal wipes (NWs, also known as snout wipes).

NWs are collected using cotton gauze, which is wiped
across the snout, collecting secretions from the snout and
nares.”” The usefulness of cotton for this purpose is debat-
able: it is assumed that cotton contains PCR inhibitors, * but
cotton ropes are the gold standard for OF collection. There
are reports that although fewer viral particles are detected in
cotton by RT-rtPCR compared to polyester swabs, cotton
gauzes work very well for IAV detection in field studies.”’ As
mentioned earlier, NSs are the gold standard in IAV detec-
tion; however, collection of NSs requires animal restraining,
training, and at least 2 employees involved. In contrast, col-
lecting snout wipes requires no special training, is simple,
and minimizes the stress on animals, and requires fewer
employees involved than NS collection.” It is also highly
acceptable in public opinion."*” NW sampling allows for a
quick assessment of the individual pig’s health.

The possibility of IAV RNA detection and VI of IAV in
material obtained from NWs has been described, which gives
this matrix a certain advantage over OF, from which VI is
rarely possible. However, there are some restrictions that
should be kept in mind when using NWs. Given the contact
of the swine snout with the external environment, NS sam-
pling is often associated with the simultaneous collection of
many contaminants (litter, food, feces, etc.) that can inhibit
the PCR reaction or be toxic to cells when attempting to iso-
late the virus. Furthermore, the detection of IAV may be the
result of environmental pollution and may not always be the
result of active shedding by the animal. NW storage in a



Noninvasive surveillance methods for swine viral diseases 509

freezer or refrigerator for transport also requires 3—4 times
more space than NSs. Storing samples for a long time at
room temperature, refrigerated, or frozen and thawed, as
well as overheating the sample during thawing, results in
reduced virus viability."”

Several studies suggest concordance for IAV detection
using RT-rtPCR and VI from NW and NS. The first experi-
ment was conducted on 553 paired NWs and NSs, in which
517 of 553 (93.5%) RT-rtPCR results and 511 of 533 (92.4%)
VI results agreed. The estimated sensitivity of RT-rtPCR and
VI for NWs compared to NSs was 92.9% and 82.9%, respec-
tively."” In the second study, authors also used NWs; 49 of 90
(54%) and 51 of 90 (57%) positive NS and NW samples
were detected, respectively.'® The same authors later com-
pared the usefulness of different matrices, including NWs
among others; in fattening farms, the kappa coefficient (0.64)
showed significant agreement in the detection of IAV by RT-
rtPCR in pooled NS and NW samples.”

Udder skin wipes (USWs) allow assessment of the health
status of the litter before weaning. Secretions from the oral
and nasal cavities in suckling piglets are deposited on the
skin of the sow's udder.”” Information about the role of the
USW in monitoring viral diseases occurring in litters of
suckling piglets is very scarce. Researchers compared 8 dif-
ferent matrices (NSs; NWs, and oropharyngeal swabs; OF;
surface wipes, and USWs; airborne particles deposited on
surfaces, and air samples) among >1,300 samples from
breeding farms and wean-to-finish facilities, and found that
USWs together with oropharyngeal swabs were the best
matrices for isolation of IAV from suckling piglets. USWs
also proved to be suitable for virus detection by RT-rtPCR."®
Detection and monitoring of PRRSV in the breeding herd
using USWs was reported for the first time in 2019. The
authors obtained a sensitivity of 43% and a specificity of
98% in their studies on USWs, comparing the results obtained
from serum (gold standard). The kappa coefficient during
processing time was 0.49. The percentage agreement between
the results obtained from USWs and serum was 81.8%.
PRRSV was detected at processing in USWs, in environ-
mental wipes and airborne-deposited particle samples up to
14wk post-outbreak, and at weaning in USWs up to 17wk
post-outbreak.

Ease of collection, minimizing stress, and improved ani-
mal welfare support the use of NWs and USWs in commer-
cial herds for surveillance of viral diseases. NWs are a good
alternative to NSs. Both the use of NWs to detect other respi-
ratory pathogens in pigs and the use of SWs in the monitor-
ing and detection of infectious diseases require further study.

Conclusion

Serum, as well as NSs, tissue, and organ samples are used most
often in the diagnosis of swine viral diseases. However, these
methods are costly and labor-intensive. Moreover, they can be
hazardous for both animals and the collector and often require

the restraint of animals. Some of these samples can only be
obtained postmortem. These problems raise the need for new
strategies for sampling and monitoring animal health. Alterna-
tive matrices have many advantages over traditional sampling
methods. These matrices, in particular OF and PF, offer an
opportunity to simplify costly sampling procedures. In the era
of ever-increasing requirements for monitoring the health of
larger herds, alternative matrices allow for quick assessment of
the health status of the herd, and assessment of the effective-
ness of implemented eradication methods. Moreover, these
methods do not affect animal welfare negatively. The use of
alternative matrices requires validation and confirmation of the
results obtained in comparison with reference tests.
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Abstract

Introduction: The testicular-only processing fluid (TOPF) obtained from piglet testicles after castration could be an alternative
sample for porcine reproductive and respiratory syndrome (PRRS) laboratory diagnosis. If this matrix were proved useful, testing
it would spare piglets the stress of blood drawing and eliminate some labour required to take blood samples. The aim of the study
was to evaluate the utility of TOPF for this diagnostic purpose. Material and Methods: Serum-and-TOPF pairs from male piglets
and sera from female piglets were tested using commercial ELISA and real-time RT-PCR kits. For the pooling simulation, 10 pL
aliquots of TOPF separated into low-, moderately and highly positive were mixed with appropriate volumes of negative TOPF
samples. This simulated pools of 5, 10, 20, 40 and 80 samples containing 1 positive for serological analyses and pools of 10, 20,
40, 80, 160 and 320 samples containing 1 positive in molecular analyses. Results: The percentages of anti-porcine reproductive
and respiratory syndrome virus (PRRSV) antibodies were statistically significantly different (P-value < 0.05) between boar sera
(69.55%) and TOPF (54.49%), as well as between gilt sera (74.52%) and TOPF. However, after adjusting the cut-off value,
no significant differences were noted. The RNA of PRRSV was detected in 21.26% of male sera, 15.23% of TOPFs and 17.00%
of female sera. Pooled sample testing revealed discrepancies in positive results associated with the pool size and original sample
positivity strength. Conclusion: TOPF samples can be a valuable matrix for laboratory PRRS diagnosis in piglets. However, it is
important to be aware of the potential for false-negative results.

Keywords: diagnostic matrices, porcine reproductive and respiratory syndrome, processing fluid, testicular-only

processing fluid, pigs.

found that all 21 investigated farms experienced
significant losses attributable to the pathogen. The

Introduction

Porcine reproductive and respiratory syndrome
(PRRS) is a viral infectious disease that has a detrimental
impact on the pig farming industry globally, causing
significant economic losses (2, 19). The syndrome
inflicts severe damage on pigs at various stages of
growth (2). In the USA, PRRS outbreaks led to
estimated annual financial losses of around $560 million
in 2005. By 2013, productivity losses in the USA due to
PRRS were calculated to be as high as $664 million per
year (13, 20). A recent study in Germany focused on the
economic impact of PRRS virus (PRRSV) in the country

median total loss per farm per year due to PRRS was
€74,181, corresponding to a median total loss per sow
and year of €255. On average, the impact of PRRS on
farm profits was —19.1%, and in the worst case, it was
—41% (23). Porcine reproductive and respiratory
syndrome virus requires sustained and widespread
attention as a globally important swine pathogen (7).
The genome of PRRSV has revealed increasing
genetic differences over the years, leading to the
classification of the virus into two distinct species:
Betaarterivirus suid 1 (previously known as the European

© 2025 H. Turlewicz-Podbielska et al. This is an open access article distributed under the Creative Commons Attribution 4.0 License

(http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/)
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type or PRRSV-1) and Betaarterivirus suid 2 (previously
known as the American type or PRRSV-2) (3).
The syndrome caused by Betaarterivirus suid I and
Betaarterivirus suid 2 1is recognised for causing
respiratory symptoms, reduced average daily weight
gain, mortality in growing/fattening pigs and
reproductive problems in sows. The severity of the
disease’s clinical signs and financial impact varies
significantly depending on viral species and strain, host
immune status and age, co-infections, and disease stage.
The disease can also be subclinical (10, 30).

The use of non-invasive sampling or the use of
material that would usually be discarded (e.g., testicles
after castration) for diagnostic purposes can help not
only reduce the stress of blood collection, which is the
regular ex vivo diagnostic material from pigs, but also
increase the frequency of diagnostic testing in the herd.
Early diagnosis is crucial for effective control of
infection in swine herds. Using samples obtained during
routine procedures implemented on the farm can
significantly save time, labour and costs, improving
production profitability. Minimising the stress
associated with blood collection is also crucial for
animal welfare. Therefore, using non-invasive matrices
that could replace traditional samples is essential, and
should be standard policy for detecting economically
important pathogens commonly found on farms (26).

Processing fluid (PF) shows promise for monitoring
viral diseases in breeding herds and suckling piglets.
A serosanguinous exudate obtained during castration
and tail-docking of piglets, PF can be put to good use for
detecting PRRSV. Processing fluid has been previously
demonstrated to provide a practical and sensitive matrix
for PRRSV genetic material detection in viraemic
piglets (14-17, 25, 27, 28). In pig farming, there are
certain management practices that are carried out during
the first week of life, such as piglet processing (including
castration and tail docking). Swine castration is
performed to control aggressive behaviour and improve
pork taste by removing most boar taint. Tail docking is
primarily carried out to prevent cannibalism. These
practices facilitate the collection of samples which can
be used to monitor the epidemiological status of the
herd without causing significant inconvenience (27).
However, European legislation dictates that tail docking
should not be carried out routinely (Council Directive
2008/120/EC of December 18 2008, laying down
minimum standards for the protection of pigs); therefore,
in our research, we decided to use a model in which the
PF consisted only of fluid from testes: testicular-only
processing fluid (TOPF).

This study aimed to assess the utility of TOPF
collected during piglet castration for PRRSV serological
and molecular laboratory diagnosis and the effect of
sample pooling on the test results. In addition, whether
results obtained from TOPF differed from results
obtained from serum collected from male and female
piglets was investigated.

Material and Methods

Farms. The study was conducted on 18 Polish
commercial pig farms where surgical castration and
serological health status monitoring were routinely
performed. Two herds had previously been diagnosed as
PRRSV-positive, and the status of the remaining farm
was unknown.

Sample collection. Samples were collected from
697 3-5-day-old piglets from 62 litters, from 1 to 15
litters per herd. Not all samples were subjected to both
molecular and serological analyses because the amount
of blood available was limited. Blood samples were
collected from the vena cava cranialis into clot activator
tubes. Testes from individual male piglets were collected
into 50 mL Falcon Tubes (Fisher Scientific, Hampton,
NH, USA). Tail docking was not always performed on
the farms where the samples were collected. Besides
from male piglets, blood samples were also collected
from the 263 female piglets which were littermates of
the sampled males. All samples were transported to
a laboratory in packaging with cooling inserts. Blood
was centrifuged at 2,500 x g for 15 min at 4°C to obtain
serum. To obtain TOPF, the testes were frozen and
thawed twice. Serum and TOPF were kept frozen
at —80°C until further analysis.

All samples used in the present study were taken for
diagnostic purposes by the veterinarian in charge of
the herd and during routine castrations. Therefore, no
ethical approval was necessary. Individual oral informed
consent was obtained from the owners for the
participation of their animals in this study.

Detection of antibodies against PRRSV and
pooling simulation. A total of 312 serum-and-TOPF
pairs from male piglets and sera from 263 female piglets
were tested serologically. The presence of PRRSV-specific
immunoglobulin G antibodies (Ab) in the serum and
TOPF were evaluated using a commercial ELISA kit
(PRRS Ab 4.0; Bionote, Hwasung, Republic of Korea)
according to the manufacturer’s recommendations for
serum samples. The ELISA kit was initially validated for
detecting anti-RRSV antibodies in serum or plasma from
pigs but not for their detection in TOPF. The optical
density (OD) was measured at 450 nm with the reference
wavelength at 620 nm in an Infinite 200 PRO microplate
reader (Tecan, Ménnedorf, Switzerland) immediately
after the reaction was stopped. Signal-to-positive-
control (S/P) ratios were calculated using the following
equation: S/P = (ODsample - ODnegative control mean)/
(ODpositivc control mean — ODncgativc control mcan)- The Sample was
considered positive for PRRSV Ab if the S/P ratio was
greater than or equal to 0.4 and was regarded as negative
if the S/P ratio was less than 0.4.

To evaluate the pooling effect on the test results,
samples were classified as low, moderately or highly
positive (S/P ranges: 0.40-1.13, 1.14-1.86 and 1.87-2.60,
respectively). For each range, four positive samples
were randomly selected. Next, for pooling simulation,
10 pL aliquots of TOPF separated into low, moderately
and highly positive were mixed with appropriate
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volumes of negative TOPF sample to simulate pools of
5, 10, 20, 40 and 80 samples containing 1 positive and
4,9, 19, 39 and 79 negative samples, respectively. These
pooled samples were then tested as described above.

PRRSYV genetic material detection and pooling
simulation. This part of the study used 348 serum-and-
TOPF pairs from male piglets and sera from 341 female
piglets. Genetic material was isolated from 100 pL
of each serum or TOPF sample following the
manufacturer’s instructions using a Viral DNA/RNA kit
(A&A Biotechnology, Gdansk, Poland) and stored
at —80°C until further processing. A commercial real-
time reverse-transcription (RT)-PCR kit (ViroReal Kit
PRRSV Type 1 & 2; Ingenetix, Vienna, Austria) was
used for PRRSV RNA detection. The test detects strains
of both PRRSV-1 and PRRSV-2. According to the
manufacturer’s instructions, a sample was considered
positive when the threshold cycle (Ct) was <45.
A CFX96 PCR Detection System (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, USA) was used for the analysis. To
evaluate the pooling effect on the test results, samples
were first classified as low, moderately or highly
positive by Ct, sorting by the ranges >35, 25.01-34.99
and <25, respectively. Three positive samples were
randomly selected from each range. Next, for pooling
simulation, 10 pL aliquots of selected TOPF samples
separated by Ct range were mixed with appropriate
volumes of PRRSV-negative samples of TOPF to
simulate pools of 10, 20, 40, 80, 160 and 320 samples
containing 1 positive and 9, 19, 39, 79, 159 and 319
negative samples, respectively. Isolation of RNA
isolation and a real-time RT-PCR were then performed
on each diluted sample as described above.

Statistical analyses. The Chi-square test of
independence was used to determine whether there was
a significant difference between the frequency of
positive results obtained by the ELISA and the
frequency of them as indicated by real-time RT-PCR in
the male piglets, female piglets and TOPF with
Bonferroni correction for pairwise comparisons.
Differences in ELISA S/P values between results
obtained from male piglet sera, female piglet sera and
TOPF were tested by a nonparametric Kruskal-Wallis
test followed by post hoc pairwise comparisons using
Dunn’s test. The results from serum samples were used
as a gold standard. Sensitivity (SE), specificity (SP),
negative predictive value (NPV), positive predictive
value (PPV) and Cohen’s kappa coefficient (k) were
calculated for the methods using TOPF instead of serum
samples. Receiver operating curve (ROC) analysis was
used to determine the optimal cut-off value for TOPF in
both commercial tests. The cut-off that provided the best
possible SE and SP (closer to the top left corner of the
ROC) was selected. The analyses were performed using
RStudio (version 4.1.2), except for the ROC, which was
created using Statistica 13.3 (Tibco, Palo Alto, CA,
USA). The significance level was a=0.05, and P-values
< 0.05 were considered statistically significant.

Results

Detection of antibodies against PRRSV and
pooling simulation. Of the male sera tested, 69.55%
(217/312) were anti-PRRSV Ab positive. Among the
corresponding TOPFs, 54.49% (170/312) of samples
tested positive. Female piglet sera were positive for the
antibody 74.52% of the time (196/263). Statistically
significant differences were observed in the percentage
of positive samples between boar sera and TOPF
(P-value < 0.05) and between gilt sera and TOPF
(P-value < 0.05) after using the manufacturer’s cut-off
for both serum and TOPF samples. There were no
significant differences in the percentages of positive
samples obtained from boar sera and gilt sera
(P-value = 0.187). The minimum, maximum and mean
values of the samples’ S/P ratios are presented in Table 1.
Statistically significant differences between the S/P
values of boar sera and those of TOPF (P-value < 0.05)
and between these values of gilt sera and of TOPF
(P-value < 0.05) were found; however, there were no
differences between the S/P values obtained from boar
sera and those from gilt sera (P-value = 0.235).

Table 1. Minimum, maximum and mean sample-to-positive ratio (S/P)
values in the sera of female and male piglets and in testicular-only
processing fluid (TOPF)

Females Males
Parameter
Serum S/P Serum S/P TOPF S/P
Min. -0.018 -0.032 -0.030
Mean 1.412 1.279 0.694
Max. 3.500 3.220 2.610
1.0
0.8 |
% 0.6
E 0.4
0.2 b
0.0 I . I . I . I . I |
9.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

False pozitive rate

Fig. 1. Receiver operating curve for interpreting the sample-to-
positive-control (S/P) ELISA results in testicular-only processing fluid
(TOPF). Red line — male serum S/P (reference); green line — TOPF S/P

The ROC analysis (Fig. 1) showed that the best
accuracy (area under the curve (AUC): 96.34%) between
TOPF and serum ELISA results occurred when the
TOPF S/P threshold was >0.1. With this cut-off value,
219 (70.19%) TOPF samples were classified as positive
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for PRRSV-specific Ab, and no significant differences
in the percentage of positive samples between boar sera
and TOPF (P-value = 0.861) or between gilt sera and
TOPF (P-value = 0.248) were observed. The SE, SP,
NPV, PPV and « calculated for TOPF using the cut-off
recommended by the manufacturer of the ELISA assay
and the ROC-calculated cut-off are shown in Table 2.
The SE, NPV, and K values for TOPF improved
significantly after using the new, lower cut-off point.
Pooled TOPF samples were tested based on the
ELISA manufacturer’s cut-off value to determine the
maximum dilution to detect one positive sample in
a pool of negatives. Anti-PRRSV antibodies were not
detected at dilutions of 1:5 and higher in low-positive
samples. Nevertheless, they were found in 20% (4/20) of
these samples after applying the ROC-calculated cut-off.
In moderately positive samples, 35% (7/20) were
correctly classified as positive using the manufacturer’s
cut-off and 90% were (18/20) using the calculated
cut-off. In highly positive samples, 50% (10/20) and
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100% (20/20) of samples were correctly classified as
positive using the manufacturer’s and the ROC-
calculated cut-offs, respectively. Detailed information
regarding sample classification and S/P values after
pooling one TOPF sample with an appropriate number
of negative TOPF is presented in Table 3.

Table 2. Sensitivity (SE), specificity (SP), negative and positive
predictive values (NPV and PPV), and Cohen’s kappa coefficient (k)
obtained for testicular-only processing fluid using the ELISA
manufacturer’s and receiver operating curve (ROC)-calculated cut-off
values

ELISA cut-off

Parameter Manufacturer’s ROC-calculated
(S/P>04) (S/P>0.1)

SE (%) 76.96 86.47

SP (%) 96.84 96.31

NPV 0.65 0.95

PPV 0.98 091

K 0.65 0.86

S/P — sample-to-positive-control ratio

Table 3. The effect of pooling one low-, one moderately- and one highly-positive testicular-only processing fluid (TOPF) sample (classified
by sample-to-positive-control ratio (S/P)) with 4, 9, 19, 39 and 79 negative TOPF samples

Low-positive samples

Moderately-positive samples

Highly-positive samples

Dilution S/p? Cut-off S/P Cut-off S/P Cut-off
Manufacturer’s Calculated Manufacturer’s Calculated Manufacturer’s Calculated
S/P>0.4 S/P>0.1 S/P>04 S/P>0.1 S/P>04 S/P>0.1
Ndil 0.95 1.87 2.18
1:5 0.35 0 1 0.99 1 1 1.32 1 1
1:10 0.08 0 0 0.51 1 1 0.99 1 1
1:20 0.05 0 0 0.22 0 1 0.54 1 1
1:40 0.04 0 0 0.17 0 1 0.24 0 1
1:80 0.02 0 0 0.12 0 1 0.13 0 1
Ndil 0.71 1.76 2.17
1:5 0.13 0 1 0.96 1 1 1.16 1 1
1:10 0.08 0 0 0.48 1 1 1.01 1 1
1:20 0.04 0 0 0.26 0 1 0.52 1 1
1:40 0.02 0 0 0.16 0 1 0.31 0 1
1:80 0.01 0 0 0.11 0 1 0.22 0 1
Ndil 0.60 1.69 2.16
1:5 0.11 0 1 0.81 1 1 1.11 1 1
1:10 0.07 0 0 0.41 1 1 0.62 1 1
1:20 0.03 0 0 0.21 0 1 0.38 0 1
1:40 0.01 0 0 0.1 0 1 0.25 0 1
1:80 0.00 0 0 0.08 0 0 0.16 0 1
Ndil 0.53 1.56 1.95
1:5 0.14 0 1 0.75 1 1 1.01 1 1
1:10 0.07 0 0 0.24 0 1 0.65 1 1
1:20 0.03 0 0 0.19 0 1 0.15 0 1
1:40 0.00 0 0 0.12 0 1 0.2 0 1
1:80 0.00 0 0 0.09 0 0 0.14 0 1
Correctly
classified
1:5 0/4 4/4 4/4 4/4 4/4 4/4
1:10 0/4 0/4 3/4 4/4 4/4 4/4
1:20 0/4 0/4 0/4 4/4 2/4 4/4
1:40 0/4 0/4 0/4 4/4 0/4 4/4
1:80 0/4 0/4 0/4 2/4 0/4 4/4
Total 0/20 4/20 7/20 18/20 10/20 20/20

Ndil — not diluted
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PRRSYV genetic material detection and pooling
simulation. Of the 348 male sera tested, 74 (21.26%)
were PRRSV RNA positive. Among the corresponding
TOPFs, 53 (15.23%) samples tested positive. The quota
of female serum samples tested was 341, and of them,
58 (17.00%) were positive for PRRSV RNA. No
significant differences in the percentages of positive
samples between boar sera, TOPF and gilt sera were
found when using the manufacturer’s cut-off for serum
and TOPF samples (P-value = 0.102). The minimum,
maximum and mean Ct values are presented in Table 4.

Table 4. Minimum, maximum and mean threshold cycle (Ct) values
in the serum of female and male piglets and in testicular-only
processing fluid (TOPF)

Females Males
Parameter

Serum Ct Serum Ct TOPF Ct
Min. 19.74 19.36 21.27
Mean 34.39 34.16 31.78
Max. 44.52 44.93 44.93

Table 5. Sensitivity (SE), specificity (SP), negative and positive
predictive values (NPV and PPV), and Cohen’s kappa coefficient (k)
obtained in real-time reverse-transcription (RT)-PCR for testicular-
only processing fluid using the manufacturer’s and the receiver
operating curve (ROC)-calculated cut-off values

Real-time RT-PCR cut-off
ROC-calculated

Manufacturer’s
Parameter

(Ct<45) (Ct<43.96)
SE (%) 67.57 67.57
SP (%) 98.91 100.00
NPV 0.94 0.92
PPV 0.92 1.00
K 0.74 0.77
Ct — cycle threshold
1.0
0.8 |
% 06 |
E oal
vz
om0 . . . . |
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Falze positive rate

Fig. 2. Receiver operating curve for interpreting threshold cycle (Ct)
results in testicular-only processing fluid (TOPF). Red line — male
serum Ct (reference); green line — TOPF Ct

The ROC analysis (Fig. 2) showed that the best
accuracy (AUC: 83.61%) between TOPF and serum
real-time RT-PCR results occurred when the Ct
threshold for TOPF was established as <43.96. Using the
ROC-calculated cut-off, 14.37% (50/348) of the TOPF
samples were classified as positive for PRRSV RNA.
After applying the new cut-off for TOPF samples,
no significant differences in the percentage of positive
samples between boar sera, TOPF and gilt sera were
found (P-value = 0.054). The SE, SP, PPV, NPV and «
calculated for TOPF using the cut-off recommended by
the manufacturer of the real-time RT-PCR assay and the
ROC-calculated cut-off are shown in Table 5. The SP,
PPV, and « values for TOPF improved significantly after
using the new, lower cut-off point. However, the SE
stayed at the same level.

Based on the cut-off value recommended by the
manufacturer of the real-time RT-PCR test, TOPF pools
were tested to determine the maximum dilution for
detection to still be possible of one positive sample in
a pool of negatives. In low-positive samples, viral RNA
was detected in only 11.11% (2/18) of samples,
regardless of the cut-off. In moderately positive samples,
72.22% (13/18) were classified as positive using the
manufacturer’s cut-off, and 12/18 (66.66%) were using
the ROC-calculated cut-off. All highly positive samples
were classified correctly (100%; 18/18) regardless of the
applied cut-off. Detailed information regarding sample
classification and Ct values after pooling one positive
TOPF sample with an appropriate number of negative
TOPF samples is presented in Table 6.

Discussion

This study is focused on examining the potential of
TOPF obtained only from piglet testicles collected
during castration as an alternative matrix for a screening
method for identifying the presence of anti-PRRSV Ab
and PRRSV RNA in farrow-to-finish or farrow-to-
weaning farms. In 2010, a European Declaration on
alternatives to surgical castration aimed to end surgical
castration by 2018 (4). However, most European
countries have not yet met the target set by the
declaration. Surgical castration of male piglets is still
common on most commercial swine farms (1). There are
available several alternatives to surgical castration
which serve the same boar-taint-minimising purpose:
slaughtering pigs before they reach sexual maturity (8),
sperm sexing for the selection of female offspring,
genetic selection for pigs with low levels of boar taint
and immunocastration (23). Various concerns regarding
alternative boar taint mitigation methods are raised
because of the additional costs for farmers and
uncertainties about consumer attitudes toward meat
from pharmacologically castrated pigs. As a result, it is
reasonable to assume that a complete ban on surgical
castration, whether with or without anaesthesia, may not
happen in the short term.
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Table 6. The effect of pooling one low-, one moderately- and one highly-positive testicular-only processing fluid (TOPF) sample with 9, 19, 39,

79, 159 and 319 negative TOPF samples

Low-positive samples

Moderately-positive samples

Highly-positive samples

Dilution Cct Cut-off Ct Cut-off Ct Cut-off
Manufacturer’s  Calculated Manufacturer’s  Calculated Manufacturer’s Calculated
Ct<45 Ct<43.96 Ct<45 Ct<43.96 Ct<45 Ct<43.96
Ndil 38.34 - - 34.09 - - 21.9 - -
1:10 39.16 1 1 35.32 1 1 26.81 1 1
1:20 40.88 1 1 39.05 1 1 27.75 1 1
1:40 0 0 0 39.16 1 1 29.02 1 1
1:80 0 0 0 0 0 0 29.92 1
1:160 0 0 0 0 0 0 30.32 1 1
1:320 0 0 0 0 0 0 32.18 1 1
Ndil 43.7 - - 34.16 - - 22.62 - -
1:10 0 0 0 35.24 1 1 25.08 1 1
1:20 0 0 0 43.00 1 1 25.45 1 1
1:40 0 0 0 43.66 1 1 27.08 1 1
1:80 0 0 0 4471 1 0 27.85 1 1
1:160 0 0 0 0 0 0 28.04 1 1
1:320 0 0 0 0 0 0 29.43 1 1
Ndil 43.96 - - 27.7 - - 25.00 - -
1:10 0 0 0 29.48 1 1 26.59 1 1
1:20 0 0 0 30.95 1 1 28.38 1 1
1:40 0 0 0 33.36 1 1 29.94 1 1
1:80 0 0 0 33.66 1 1 30.63 1 1
1:160 0 0 0 43.47 1 1 31.28 1 1
1:320 0 0 0 43.78 1 1 33.05 1 1
Correctly classified
1:10 1/3 1/3 3/3 3/3 3/3 3/3
1:20 1/3 1/3 3/3 3/3 3/3 3/3
1:40 0/3 0/3 3/3 3/3 3/3 3/3
1:80 0/3 0/3 2/3 1/3 3/3 3/3
1:160 0/3 0/3 1/3 1/3 3/3 3/3
1:320 0/3 0/3 1/3 1/3 3/3 3/3
Total 2/18 2/18 13/18 12/18 18/18 18/18

Ct — threshold cycle; Ndil — not diluted

Piglet castration will likely continue to be
permissible in Europe for the next few decades. In other
major swine-producing countries such as China,
the USA and Brazil, the issue of a castration ban has not
yet been raised.

The commercial ELISA was initially dedicated to
serum samples, and real-time RT-PCR tests dedicated to
blood, saliva, semen, faeces, nasal secretions, milk and
tissues were used. In order to investigate whether the
results from PF obtained solely from boars (TOPF)
differed from those obtained from gilt serum, serum
taken from female piglets was also included in the
analyses. Regarding serological analyses, a significant
difference in the percentages of positive samples

between piglet sera (boars and gilts) and TOPF was
observed using the cut-off recommended by the
manufacturer of the ELISA assay. It indicated that using
an unmodified commercial ELISA protocol dedicated to
sera to test TOPF led to an incorrect interpretation of the
epidemiological situation in the herd. Our findings align
with another study on TOPF, which utilised a commercial
ELISA to identify antibodies against the hepatitis E virus
in piglets. In this study, the agreement between serum
and TOPF improved after recalculating the cut-off to
a lower value (6).

Our results revealed that the concentration of
antibodies specific to PRRSV in TOPF collected from
3-5-day-old boars was significantly lower than the
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concentration in their serum. Research on other
biological fluids such as oral fluid or meat juice
indicated that the antibody concentrations there were
significantly lower than in sera (5, 21, 22). This
phenomenon can be explained by the inclusion in PF or
TOPF of other fluids (lymph and intracellular liquid) and
blood which dilute the antibodies in the serum (6,
25, 28). Therefore, evaluating PF or TOPF with
tests dedicated to serum without an experimental
determination of the correct cut-off point may lead to
an increased number of false-negative results. Our
results suggested a considerably lower cut-off value is
expected for TOPF when using an ELISA initially
validated for serum samples.

Our study calculated the new cut-off value for
TOPF samples to adapt such an ELISA test to be used
with TOPF. After applying the ROC-calculated cut-off
value for serological result interpretation, there were no
statistically ~ significant differences between the
frequency of male piglet serum positive and negative
results, the frequencies of female piglet serum results
and their equivalents in TOPF results. Using the ROC-
calculated cut-off value to interpret the TOPF results
significantly improved the validation parameters of the
test. The SE value increased from 76.95% to 89.47% and
the NPV from 0.65 to 0.91. The two investigated
matrices also had a higher agreement (k = 0.65 vs 0.86)
(Table 2). The validation parameters of the method in
which TOPF was tested instead of serum in the ELISA
test indicated that after applying a new cut-off value for
TOPF, the probability of obtaining false-negative results
decreased considerably without any significant increase
in the frequency of false-positive results. Determining
accurate cut-off values is essential for correctly
interpreting the results when working with a new sample
type in an ELISA. For instance, Henao-Diaz ef al. (11)
performed a study on oral fluid and discovered that
changing the ELISA’s cut-off from S/P > 0.4 to S/P > 1.0
lowered diagnostic sensitivity slightly from 99.7% to
96.2%, but raised diagnostic specificity from 98.1% to
100% (11, 12).

There were no differences between sexes in the
serum ELISA results or between results obtained from
TOPF and from male and female serum. These results
suggested that testing TOPF may be acceptable for
assessing the health status of whole litters when only this
material is analysed and no material from female piglets
is tested. Validation of this claim requires further
research, including on fluid obtained from PRRSV-
positive gilts’ tails. However, considering the structure
of the 3—5-day-old piglet’s tail, it is unjustified to expect
it to yield a significant volume of fluid for serological
testing, even after several defrosting cycles. Moreover,
routine tail docking is not recommended, and more and
more farms are abandoning this practice (9).

Our pooled-sample findings revealed that the final
result depended on the initial concentration of antibodies
in the single positive sample which was pooled with
an appropriate number of negative samples. When the

ROC-calculated cut-off value was utilised, the number
of false-negative pooled samples decreased, and positive
samples with higher dilution were still detected.
A dilution of 1:5 or higher for low-positive samples
resulted in a false-negative outcome when using the
manufacturer’s cut-off. With the ROC-calculated cut-
off, all low-positive samples were correctly classified in
a dilution of 1:5. However, the higher dilutions were
linked with false-negative results. In the moderately
positive samples, antibodies were detected in all of them
at the 1:5 dilution and three out of four samplesata 1:10
dilution using the manufacturer’s cut-off. After applying
the new cut-off, all samples were correctly classified as
positive at dilutions of up to 1:40 and two out of four
were when at a dilution of 1:80. The overall percentage
of correctly classified samples increased from 35% to
90%. Using the ROC-calculated cut-off value for result
interpretation in the highly positive samples brought the
results into full agreement with the results obtained from
non-diluted samples, regardless of dilution (100%
correctly classified pooled samples at dilutions up to
1:80). In contrast, when the original cut-off value was
applied, 100% correctly classified pooled samples were
noted up to 1:10. At 1:20 dilution, only two out of four
samples were correctly classified, and higher dilutions
gave negative results. It is important to note that the
ELISA should be sensitive enough to detect at least one
positive animal at a dilution of 1:20 when testing
samples from farrowing pens containing as many as
20 piglets. After recalibrating the cut-off value, we
successfully detected one positive sample commingled
with 19 negative samples in all moderately and highly
positive pools. With the new threshold applied, we
accurately classified 42 diluted samples out of 60,
compared to 17 samples out of the same 60 diluted
samples using the manufacturer’s threshold. These
results align with a similar study by Di Bartolo et al. (6)
on detecting anti-hepatitis E antibodies in pooled TOPF
samples.

Several studies highlighted the reliability of PF as
a sample for molecular diagnosis of PRRS (15, 16,
25, 28). In our study, no significant differences in the
percentage of positive samples were shown between
piglet serum (from boars and gilts) and TOPF or
between sexes using the manufacturer’s cut-off. The
real-time RT-PCR assay performed on TOPF in our
study showed very high SP (98.91%), moderate SE
(67.57%) and high agreement between TOPF and male
sera results (k = 0.74). After applying the new cut-off
(Ct < 44.96), we noted an increase in SP (98.91 vs 100%),
and an increase in agreement (k = 0.77) between these
two matrices. The ROC-calculated cut-off point
improved the method’s parameters (SP, PPV and «) and
validation when using TOPF as a diagnostic sample.
Nevertheless, it is worth noting that the SE of the method
was relatively low and did not change regardless of the
selected cut-off. After implementing the new cut-off
point, noticeable discrepancies in the percentages of
positive samples between boar serum samples and TOPF
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were observed, indicating suboptimal validation
parameters for the method. Conversely, no disparities
were noted for gilts and TOPF, mainly because of the
lower overall number of positive gilts. Not all true-
positive cases may be detected when using TOPF as
a diagnostic sample, especially those piglets with low
positive Ct values in serum. The results of the real-time
RT-PCR using TOPF for PRRSV genetic material
detection should be interpreted cautiously. While a positive
result is reliable, a negative result from PF carries a high
risk of being a false negative. The utility of TOPF in PRRS
diagnosis was recently assessed by Vilalta et al. (29) in
24 litters of piglets 10 weeks after a PRRSV outbreak.
The results from TOPF, PF from tails only and udder
wipes were compared with the results from piglet serum
as a gold standard. Blood samples, tails and testicles
from each piglet in the litter and an udder skin swab from
the sow were collected at the time of castration and tail
docking (3—5 days after birth). The optimal cut-off
points in the real-time RT-PCR assay for classifying
a sample as negative were calculated based on statistical
analysis, and found to be >35 Ct for serum and >36 Ct
for pooled samples (testes, tails and udder swabs).
Adopting these cut-off points, the use of PF obtained
from testes alone gave the best validation parameters and
the highest SE (92%; SP = 82%, NPV = 90%, PPV = 85%
and overall agreement = 87%). The SE of the assay on
PF obtained from tails alone was moderate at 62% and
from udder swabs was only 23%, with both matrices
giving SP and PPV of 100% (29). Specificity, NPV and
PPV were similar in our study. However, we obtained
a lower SE. This could be attributed to different real-
time RT-PCR assays having been employed in the cited
research and in ours, to the aggregation of PF samples
from litters as contrasted with the individual piglets
tested in our study, or to possible cross-contamination
between litters in our research.

In serum analysis conducted by Lopez et al. (15), it
was found that among 22 litters testing positive for
PRRSV, 10 litters contained only a single PRRSV-
positive piglet. Consequently, this led to the decision for
the present research to take a methodological approach
involving diluting one positive sample with multiple
negative samples. However, there is a risk of obtaining
false-negative results if the number of virus particles in
the positive sample is low. Lopez et al. (17) stated that
including two or more viraemic piglets in a sample
increased the likelihood of detecting PRRSV. Combining
samples from multiple litters can improve the chances of
finding PRRSV-positive piglets. However, we must be
cautious when diluting the samples with TOPF from
numerous non-viraemic piglets. Our study found that using
TOPF as a diagnostic sample in a real-time RT-PCR
commercial kit resulted in suboptimal validation
parameters. At dilutions up to 1:20, only one out of three
low-positive samples was correctly classified as
positive, representing 11.11% of all correctly classified
samples in this group, regardless of the cut-off point
used. Among the moderately positive samples, only one

of the three selected samples with the highest Ct was
correctly classified at dilutions up to 1:320, when both
cut-off points were used for results interpretation.
Overall, even fewer samples were correctly classified as
positive after using the new ROC-cut-off in this group
(72.22% vs. 66.66%). Interestingly, despite dilution with
319 negative samples, all highly positive samples in our
study were still correctly identified with both cut-off
points, indicating high accuracy. However, it is important to
note that this high accuracy depends on having a high Ct
value in the positive TOPF sample. Similar results were
observed in a study by Lopez et al. (16). They found that
the probability of correctly classifying a sample as
positive was 95% in a 323-piglet sample containing
28 PRRSV-negative litters and 1 PRRSV-positive litter.
According to the regression analysis model proposed by
Lopez et al. (16) for the serially diluted processing fluid
sample, limiting the processing fluid sampling to 30 litters
or fewer (around 320 piglets) was expected to provide
95% confidence in detecting PRRSV RNA, even when
the prevalence within piglets was close to zero.

We also noted three false-positive results in our
study, where a high Ct was obtained in the PF samples
but no Ct was measured in the corresponding serum
samples. It is important to consider that the virus may be
transmitted through contaminated hands or equipment
used during castration (18). Collecting blood into
a sterile test tube differs from the lengthier and more
involved castration procedure for piglets; the longer
procedure could cause the contamination of TOPF
samples obtained from piglets castrated by veterinarians
who had had previous contact with an infected animal.
Veterinarians should be mindful of changing gloves and
other equipment after each piglet, although this can be
challenging in field conditions. Doing so can help
prevent false-positive results and cross-contamination,
particularly between individual litters or batches.

Our research has shown that TOPF samples can be
valuable for diagnosing PRRS and monitoring PRRSV
in piglets (boars and gilts). Testing for anti-PRRSV Ab
and PRRSV RNA in TOPF samples provides a quick,
reliable and economical way to assess the status of
PRRSV on pig farms without causing stress or harm to
the animals. However, it is important to establish the
appropriate cut-off point or dilution for this type of
sample and the specific ELISA test to maximise the
chances of obtaining the optimal validation parameters.
Another limitation is that pooled-sample results from
ELISAs and real-time RT-PCRs may not accurately
indicate the actual PRRSYV status of the herd, especially
when they contain TOPF samples with low levels of Ab
or viral load. Using an appropriate cut-off point or
sample dilution when testing pooled samples in
commercial ELISA kits is advisable to reduce the
probability of false negatives. The validation parameters
of the method using TOPF for molecular testing are not
satisfactory because of the low sensitivity, regardless of
the cut-off point used. Therefore, the results of TOPF
testing for the presence of PRRSV genetic material
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should be interpreted with caution, and it is crucial to be
aware of the potential for false-negative results,
especially from positive individuals with high Ct in
serum, as well as to be aware of the possibility of false-
positive results from cross-contamination during castration.
Nevertheless, the result concordance between TOPF and
samples collected from females indicates that TOPF
could be used for diagnostic purposes for a whole litter.

Conclusion

Testicular-only processing fluid samples can be
a valuable tool for laboratory PRRS diagnosis in piglets.
However, it is important to be aware of the potential for
false-negative results.
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Testicular processing fluid as a
useful matrix for the detection of
porcine circovirus type 2 DNA
and virus-specific antibodies

Hanna Turlewicz-Podbielska, Arkadiusz Dors and
Matgorzata Pomorska-Mol*

Department of Preclinical Sciences and Infectious Diseases, Faculty of Veterinary Medicine and Animal
Sciences, Poznan University of Life Sciences, Poznan, Poland

Introduction: Testicular processing fluid (PF) obtained during boar castration
may serve as a diagnostic matrix for monitoring porcine circovirus type 2 (PCV2)
presence.

Methods: Anti- PCV2 antibodies in PF were detected using an indirect ELISA,
and PCV2 DNA was detected by real-time PCR (qPCR), and the effects of sample
pooling were evaluated. Paired sera and PF from boars and sera from gilts were
tested with commercial ELISA and gPCR kits. PF-specific cut-offs were set by
ROC (ELISA OD; gPCR Ct). Pooling was simulated by diluting positive PF samples
with negative PF samples at predefined ratios.

Results: With manufacturers’ cut-offs, seropositivity was 89.94% (male sera),
8743% (PF), and 92.81% (qilt sera); differences were observed only between gilt
sera and PF. Using the ROC PF cut-off (OD > 0.23), 88.82% PF were positive, and
matrices did not differ; diagnostic agreement metrics for PF improved. In gPCR,
positivity was 13.02% (boar sera), 16.90% (PF), and 9.36% (gilt sera). A ROC-specific
PCR cut-off (Ct < 36.50) improved specificity, predictive values, and agreement
without affecting sensitivity; serum and PF Ct values were moderately correlated
(p = 0.53). Pooling reduced detection of weak positives (most notably in gPCR)
while high-positive PF remained detectable at higher dilutions.

Discussion and conclusion: These results demonstrate that PF provides a reliable,
cost effective alternative to serum for PCV2 surveillance and monitoring when
matrix-specific cut-offs are used; however, excessive pooling may lead to false-
negative results. This approach may facilitate large-scale herd monitoring while
reducing the need for invasive sampling.

KEYWORDS
laboratory diagnostics, non-invasive matrices, PCV2, pig welfare, testicular processing
fluid

1 Introduction

Advancements in sampling and diagnostic techniques have simplified the collection of
material for farm laboratory diagnostics. Using alternative diagnostic matrices or materials
previously discarded, such as testicles after castration, for diagnostic purposes can reduce the
need for additional invasive sampling (e.g., venipuncture) and increase the frequency of herd
testing for routine pathogen monitoring. Early diagnosis is crucial for effectively controlling
infections on farms. Utilizing samples obtained during routine farm procedures can save time,
labor, and costs, ultimately improving production profitability. Reducing the need for blood
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collection is relevant from both an animal-handling and a logistical
perspective, particularly when monitoring economically important
pathogens under field conditions (1). Processing fluid (PF) constitutes
a serosanguinous exudate obtained during castration and tail-docking
of piglets, allowing both antibody detection and molecular detection
of viral genetic material, as previously demonstrated for PRRSV (2).
It represents a diagnostic sample that can be collected without addi-
tional sampling procedures (1, 2). Importantly, the diagnostic applica-
tion of PF should not be interpreted as an endorsement of surgical
castration; rather, its use is confined to production systems where such
practices are already routinely implemented. This sample type is
promising for monitoring various pathogens circulating in breeding
herds and suckling piglets (2-7). Previous studies have reported the
detection of the genetic material of porcine circovirus type 2 (PCV2)
(7, 8) or other viruses, e.g., porcine reproductive and respiratory syn-
drome virus (PRRSV) (6), porcine deltacoronavirus (7), Seneca Valley
virus (3) or Atypical Porcine Pestivirus (4) as well as for the detection
of antibodies against PRRSV (6) or Hepatitis E virus (5). Piglet pro-
cessing involves several procedures, including castration and tail
docking, which are performed during the first week of life. European
Union legislation prohibits routine tail docking (Council of the
European Union, 2008, 2016), and measures to minimize the risk of
tail biting shall be taken before practicing tail docking, e.g., provision
of manipulable material (9). The exact number of pigs that undergo
tail docking in Europe is currently unknown. According to Walgreen
etal. (9), over 90% of pigs in the EU are tail-docked despite a ban on
routine docking. However, it is worth noting that this data originates
from several years ago. In the recent study by Gomes-Neves et al. (10)
in Portugal, only 22% of 15,683 weaners assessed had docked tails. A
decreasing trend in tail-docking is also observed in Poland. Therefore,
we use the PF obtained only from boar testes in the present study. The
European Declaration on alternatives to surgical castration set a goal
to prohibit surgical castration by 2018 (11). However, it seems unlikely
that a complete ban on surgical castration, whether with or without
anesthesia, will be implemented shortly, as most European countries
have not yet achieved the target outlined in the declaration. Surgical
castration of male piglets remains prevalent on most commercial
swine farms (12). Furthermore, concerns have been raised regarding
alternative methods to castration, such as slaughtering pigs before
they reach sexual maturity (13), using sperm sexing for the selection
of female offspring, genetic selection for pigs with low levels of boar
taint, and immunocastration (14). These concerns stem from the addi-
tional costs for farmers and uncertainties about consumer attitudes
toward meat from pharmacologically castrated pigs. Additionally, the
issue of a castration ban has not yet been raised in other major swine-
producing countries such as China, the USA, and Brazil.

PCV2 is prevalent in nearly all commercial swine herds globally
(15) and is the etiologic agent of porcine circovirus-associated diseases
(PCVAD). Current understanding of porcine circovirus diseases
(PCVD) caused by PCV-2 encompasses several forms, including sub-
clinical infection (PCV-2-SI), systemic disease (PCV-2-SD), reproduc-
tive disease (PCV-2-RD), and porcine dermatitis and nephropathy
syndrome (PDNYS) (16). PCV?2 infection commonly results in sub-
clinical infections, which impact production parameters and cause
economic losses for farmers, primarily due to reduced average daily
gain (17). Despite the availability of commercial vaccines for many
years, mass vaccination has not led to the eradication of the virus
(18-20). Understanding the prevalence and dynamics of PCV2 infec-
tion is crucial for effectively preventing and controlling its
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transmission in pig herds. It is known already that PF offers a practical
and cost-effective sample for PCV2 monitoring (7). However, little is
known about the impact of sample dilution by PF from PCV2-
negative males, which may increase the risk of obtaining false-negative
results in litters with only one PCV2 antibody-positive or low viral
load in only a few males. This could decrease antibody levels and viral
load in pooled samples (21). For PRRSV, the effect of pooling PF
samples on molecular detection has been previously evaluated and
shown to strongly depend on the initial viral load and dilution level,
which may substantially affect diagnostic sensitivity (22). Additionally,
no previous studies have evaluated the usefulness of PF obtained only
from testicles for PCV2 monitoring. Thus, the present study aimed to
assess the usefulness of PF obtained only from testicles collected
during male castration for PCV2 serological and molecular diagnos-
tics, as well as the effect of sample pooling on the test results. The study
also aimed to investigate the effect of sample pooling on the test results
and whether the results obtained from testicular PF differ from those
obtained from boar and gilt serum.

2 Materials and methods
2.1 Farms

The samples used in the study originated from 18 Polish commercial
pig farms where surgical castration without tail docking was routinely
performed (Council Directive 2008/120/EC). Samples from six farms in
the Lubelskie Voivodeship, four farms in the Lddzkie Voivodeship, four
farms in the West Pomeranian Voivodeship, and one farm each in the
Opolskie Voivodeship, Masovian Voivodeship, Pomeranian Voivodeship,
and Greater Poland Voivodeship were collected between August 2018
and December 2023. Only one farm in the Lubelskie Voivodeship did
not implement vaccination against PCV2, and the active infection in
piglets was confirmed on this farm by real-time PCR.

2.2 Sample collection

All samples used in this study were collected by veterinarians
caring for a specific herd during routine castrations for veterinary
diagnostic purposes. Samples originated from 703 piglets aged
3-5 days from 62 litters. From each litter, 1 to 15 piglets were sampled,
depending on availability and herd size. Serum and testis samples were
collected from each male piglet on the same day, during routine surgi-
cal castration. Blood was drawn before the procedure, and testes were
collected immediately afterwards. Blood samples were collected from
female piglets belonging to the same litters as the castrated males
during the same farm visit. Blood samples were drawn from the vena
cava cranialis into clot activator tubes (Medlab-products, Raszyn,
Poland). Testes from individual male piglets were collected into 50 mL
Falcon Tubes (Fisher Scientific, Hampton, USA). Prior to sample col-
lection, field veterinarians were provided with general instructions to
minimize cross- and environmental contamination during routine
piglet processing, including the use of separate scalpels and gloves for
each piglet. All samples were transported to a laboratory with cooling
inserts. The blood was centrifuged at 2500 x g for 15 min at 4 °C to
obtain serum. To obtain PE, the testes were defrosted twice at room
temperature (20-22 °C) for approximately 30-60 min, depending on
sample volume, until complete thawing. The serum and PF were kept
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frozen at —80 °C until further analysis. Individual oral informed con-
sent was obtained from the owners for their animals’ participation in
this study. Due to the limited volume of PF obtained from individual
piglets, not all samples could be analyzed using both ELISA and real-
time PCR. Samples with very low PF volumes were prioritized for
ELISA testing, whereas samples with higher volumes were preferen-
tially used for nucleic acid extraction and PCR analysis. Consequently,
not all samples were analyzed in paired assays, which resulted in dif-
ferences in sample numbers between ELISA and PCR analyses.

2.3 Detection of Ab against PCV2 and
pooling simulation

Three hundred fifty eight male serum samples and corresponding
PF samples, as well as 334 female serum samples, underwent testing
using the commercial indirect ELISA kit — Ingezim Circo IgG 11.
PCV. K1® (Ingenasa, Madrid, Spain). The kit is based on an indirect
ELISA format using a recombinant PCV2 antigen adsorbed to the
wells of microtiter plates. Samples (serum or PF) were diluted 1:200 in
the dilution buffer provided with the kit (5 pL of serum and 1 mL of
diluent). Then, 100 pL of each diluted sample was dispensed into indi-
vidual wells and incubated at room temperature (RT, approximately
24 + 2 °C) for 1 h. After washing three times with the supplied wash
buffer, 100 pL of peroxidase-conjugated anti-pig IgG antibody was
added to each well and incubated for 30 min at RT. The plates were
then washed again, and 100 puL of the TMB substrate solution was
added to each well. After a 10-min incubation in the dark at RT, the
enzymatic reaction was stopped with 100 pL of the stop solution. The
OD was measured at 450 nm with a reference wavelength of 620 nm
using the Infinite 200 PRO microplate reader (TECAN, Mannedorf,
Switzerland) immediately after the reaction was stopped. The manu-
facturer’s cut-off was calculated following the kit’s instructions (posi-
tive cut-off = OD of negative control + 0.25) for each plate. The term
ELISA manufacturer’s cut-off used in the text refers to the average
from individual plates. The ROC-calculated cut-off determined by
ROC curve analysis was set at 0.3. Although the ELISA kit was initially
validated for detecting anti-PCV2 antibodies in serum or plasma from
pigs, it was not validated for use with PE. To assess the impact of pool-
ing on the test results, the samples were categorized as low, moderate,
and high-positives (OD ranges: 0.30-1.00; 1.01-2.00; 2.01-3.76,
respectively). Four positive samples were randomly selected for each
range. Sample pools were prepared by combining specific volumes of
PCV2-positive and PCV2-negative PF to obtain pools with different
dilutions (1:5, 1:10, 1:20, 1:40, and 1:80). For example, to obtain a 1:5
dilution, 50 pL of positive PF was combined with 200 pL of negative
PE, resulting in a total of 250 pL of pooled sample. For a 1:10 dilution,
50 pL of positive PF was combined with 450 puL of negative PF. For
higher dilutions, at least 10 pL of the positive sample was combined
with an appropriate volume of the negative sample. Negative samples
were selected based on the results obtained in two different ELISA kits
(all samples were tested in triplicate) and subsequently used to dilute
PCV2-positive PF samples to create pooled samples of varying dilu-
tions. Pooled samples were then tested as described above.

2.4 PCV2 genetic material detection and
pooling simulation

Three hundred sixty one pairs of sera from male piglets and PFs,
along with sera from 242 female piglets, were subjected to commercial
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real-time PCR kit analyses. The genetic material of PCV2 was
extracted from 100 pL of each serum or PF sample using the Viral
DNA/RNA kit (A&A Biotechnology, Gdansk, Poland) according to
the manufacturer’s instructions and stored at —80 °C until further
processing. After initial centrifugation, 100 pL of supernatant was
mixed with lysis buffer and isopropanol, then applied to a spin
column. The column was washed three times with washing buffer and
centrifuged between each step. DNA was eluted in 60 pL of ultrapure
water. To detect PCV2 DNA, we employed the ViroReal Kit PCV2
(Ingenetix GmbH, Vienna, Austria), which targets a conserved region
within the ORF1 gene of the PCV2 genome. Each PCR reaction was
performed in a total volume of 20 pL, consisting of 11 pL of master
mix and 9 puL of DNA template. PCR amplification was performed on
a Bio-Rad CFX96 Real-Time PCR Detection System. Amplification
was performed under the following conditions: initial incubation at
50 °C for 2 min (Program 1), denaturation at 95°C for 2 min
(Program 2), followed by 45 cycles of denaturation at 95 °C for 5s,
annealing and extension at 60 °C for 60 s, with fluorescence data col-
lection. A no-template control and a positive control were included in
each run, provided with the kit. According to the manufacturer’s
instructions, a sample was considered positive when the Ct was <45.
To assess the impact of pooling on test results, we categorized samples
as low, moderate, and high positives based on Ct ranges (>36, 30.01-
35.99, and <30, respectively) and randomly selected two positive
samples from each range. Subsequently, pooled samples were prepared
by combining appropriate volumes of PCV2-positive PF with PCV2-
negative PF to obtain dilutions 1:10, 1:20, 1:40, 1:80, 1:160, and 1:320.
For instance, to obtain a 1:10 dilution, 50 pL of positive PF was mixed
with 450 pL of negative PE yielding a 500 pL total volume. Similarly,
a 1:20 dilution involved 50 pL of positive PF and 950 pL of negative
PE. For higher dilutions, at least 10 pL of the positive sample was com-
bined with an appropriate volume of the negative sample. This
approach ensured accurate dilution while providing enough volume
for nucleic acid extraction. DNA was extracted using the Viral DNA/
RNA kit (A&A Biotechnology, Poland), which yields 60 pL of eluate
per sample. PCV2-negative samples were selected based on the results
obtained from real-time PCR testing of individual samples (in tripli-
cate) and subsequently used to dilute PCV2-positive PF samples to
create pooled samples of varying sizes. DNA isolation and real-time
PCR were performed on each diluted sample as previously described.

2.5 Statistical analyses

Statistical analyses were performed between individual PF sam-
ples obtained from male piglets and paired serum samples collected
from the same animals, and not at the litter or batch level. Although
samples originated from 62 litters, each was treated as independent,
reflecting the study’s aim to assess diagnostic performance on a popu-
lation scale rather than model within-litter variation. For evaluating
diagnostic agreement, serum samples were treated as the reference
standard. The Chi-square test of independence was utilized to deter-
mine if there is a significant difference in the frequency of positive
results in the ELISA and real-time PCR between male piglets, female
piglets, and PF, with Bonferroni correction for pairwise comparisons.
Due to the non-normal distribution of ELISA OD values in all tested
sample types (as determined by the Shapiro-Wilk test), pairwise dif-
ferences between serum from male piglets, serum from female piglets,
and PF were evaluated using the Mann-Whitney U test (Wilcoxon
rank-sum test). Sensitivity (SE), specificity (SP), negative predictive
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value (NPV), negative predictive value (PPV), and Cohen’s kappa
coefficient (K) were computed for the method using PF instead of
serum samples in commercial ELISA and real-time PCR tests.
Receiver operating characteristic (ROC) analysis was used to deter-
mine the optimal cut-off value for PF in both tests. The cut-off that
yielded the best possible SE and SP (closer to the top left corner of the
ROC curve) was chosen. Due to the non-normal distribution of Ct
values observed in both serum and processing fluid (Shapiro-Wilk
test, p < 0.001), the relationship between paired values was assessed
using Spearman’s rank correlation coefficient. The analysis included
samples in which PCV2 DNA was detectable in serum, PE or both
(n = 67). For statistical consistency and appropriate ranking, samples
with undetectable PCV2 DNA were assigned a Ct value of 45.1 (fol-
lowing the PCR kit manufacturer’s instruction, indicating that Ct
values above 45 should be considered negative). The analyses were
conducted using RStudio (version 4.5.1.) with the following packages:
stats for Shapiro-Wilk normality tests, Wilcoxon rank sum tests,
Spearman’s rank correlation coefficient, and Chi-squared tests; caret
and epiR for generating confusion matrices and estimating diagnostic
accuracy measures (SE, SP, NPV, PPV, K, and confidence intervals);
ggplot2 for data visualization. The ROC curve was generated using
Statistica 13.3 (Tibco, USA). The significance level was set at a = 0.05,
and a p-value <0.05 was considered statistically significant.

3 Results

3.1 Detection of Ab against PCV2 and
pooling simulation

Out of the male sera tested, 89.94% (322/358) showed positive
results for anti-PCV2 antibodies. Among the corresponding PFs,
87.43% (313/358) of samples tested positive. 92.81% (310/334) of the
sera tested from gilts were positive. After applying the manufacturer’s
cut-off for both serum and PF samples, significant differences were
observed in the percentage of positive samples between gilt sera and
PF (p < 0.05). However, there were no significant differences in the
percentage of positive samples obtained from boar sera and PF
(p = 0.288) and between boar and gilt sera (p = 0.180). Table 1 pres-
ents the minimum, maximum, and average optical density values
(OD). Significant differences between mean OD values of boar sera
and PF (p <0.05) and between gilt sera and PF (p < 0.05) were
observed; however, no differences in OD values obtained from boar
and gilt sera were found (p = 0.101) (Figure 1). The analysis of the
ROC curve (Figure 2) indicated that the highest accuracy [area under
the curve (AUC): 98.87%] in comparing PF and serum ELISA results
was achieved when the cut-off for PF OD was >0.23. Using this

TABLE 1 Minimum (min.), maximum (max.), and average OD (optical density) in the serum of

females, males, and PF.

Parameter Female sera Male sera PF OD
oD oD

Min. 0.087 0.011 0.057

Mean 1.405° 1.280° 0.987°

Max 3.951 3.946 3.761

Different letters indicate statistical differences.
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threshold, 88.82% (318/358) of PF samples were identified as positive
for PCV2-specific antibodies, and there were no significant differences
in the percentage of positive samples between boar sera and PF
(p = 0.63) and between gilt sera and PF (p = 0.07). Table 2 shows SE,
SP, NPV, PPV, and K calculated for PF using both the manufacturer-
recommended ELISA assay cut-off and the ROC-calculated cut-oft
values. SE, NPV, and K values for PF notably improved after the imple-
mentation of the ROC-calculated cut-off value. The contingency table
presents the true positive, true negative, false positive, and false nega-
tive results of ELISA after applying the manufacturer’s cut-oft and the
ROC-calculated cut-off (Table 3).

In the next step, PF pools were tested to determine the maximum
dilution and detect a single positive sample among a pool of negatives.
Using the cut-off value recommended by the manufacturer, anti-
PCV2 antibodies were detected in 2 out of four low-positive samples
at dilutions of 1:10. Nevertheless, using the calculated cut-oft, three
out of four samples at dilution 1:10 and in two out of four samples at
dilution 1:20 were classified as positive. In general, 25% (5/20) and
40% (8/20) of low-positive samples were correctly classified as positive
after applying the manufacturer’s and ROC-calculated cut-off, respec-
tively. Using the manufacturer’s cut-off, all moderate-positive samples
were correctly classified at dilution 1:10, three out of four samples at
dilution 1:20, two out of four samples at dilution 1:40 and one out of
four samples at dilution 1:80. Using ROC-calculated cut-off, all mod-
erate-positive samples were correctly classified at dilution 1:20, three
out of them at dilution 1:40 and one of the at dilution 1:80. In total,
70% (14/20) and 80% (16/20) of moderate-positive samples were cor-
rectly classified as positive after applying manufacturer’s and ROC-
calculated cut-off, respectively. All high-positive samples were
classified correctly regardless of the cut-off used. The detailed infor-
mation regarding sample classification and OD values after pooling
one PF sample with an appropriate number of negative PF is presented
in Table 4.

3.2 Detection of PCV2 genetic material and
pooling simulation

Of the 361 male sera tested, 13.02% (47/361) were PCV2-positive.
Among the corresponding PFs, 16.90% (61/361) of the samples tested
positive. 9.36% (32/342) of the sera tested from gilts were positive. No
significant differences in the percentage of positive samples between
boar sera and PF (p = 0.144) and boar sera and gilt sera (p = 0.124)
were found when using the manufacturer’s cut-off. However, a signifi-
cant difference was found between gilt sera and PF (p < 0.05). The
minimum, maximum, and average values of Ct are presented in
Table 5. The ROC curve analysis (Figure 3) revealed that the best accu-
racy (AUC: 98.31%) between PF and serum real-time PCR results was
achieved when the Ct threshold for PF was set at <36.50. Using the
ROC-calculated cut-off, 12.47% (45/361) of the PF samples were clas-
sified as positive for PCV2 DNA, and no significant differences in the
percentage of positive samples between boar sera, PE, and gilt sera
were found (p = 0.267). The SE, SP, PPV, NPV, and K values calculated
for PF using the cut-off recommended by the assay manufacturer and
the ROC-calculated cut-off are shown in Table 6. The SP, PPV, NPV
and K values for PF improved after using the new, lower cut-off point.
However, the SE stayed at the same level. The contingency table pres-
ents true positive and true negative, as well as false positive and false
negative results of real-time PCR after applying the manufacturer’s
cut-off and the ROC-calculated cut-off (Table 7). Among 67 samples
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FIGURE 1
Distribution of OD values of PCV2 ELISA by sample type.

with detectable Ct values in at least one matrix (serum or PF;
Supplementary material), we found a moderate and statistically sig-
nificant positive correlation between serum and PF Ct values (p = 0.53,
P <0.05). The correlation between Ct values and serum and PF is pre-
sented in Figure 4. Samples in which PCV2 DNA was undetectable in
one of the matrices were included by assigning a Ct value of 45.1, as
described in the Methods.

Then, PF pools were tested to determine the maximum dilution
that allows for the detection of one positive sample in a pool of nega-
tives. Viral DNA was not detected in any low-positive samples, regard-
less of the applied cut-off after dilution. In moderate-positive samples,
viral DNA was detected in one sample at a dilution of 1:80. Overall,
33.33% (4/12) and 0% (0/12) of diluted moderate-positive samples
were correctly classified as positive using the manufacturer’s and
ROC-calculated cut-off, respectively. PCV2 DNA was detected in all
dilutions (100%; 12/12) when the manufacturer’s cut-off was used in
high-positive samples. After applying the ROC-calculated cut-off, the
virus’s genetic material was detectable in two samples at a dilution of
1:80 and one at a dilution of 1:320. 83.33% (10/12) of the dilutions in
high-positive samples were classified correctly after using the ROC-
calculated threshold. Detailed information regarding sample classifi-
cation and Ct values after pooling one PF sample with an appropriate
number of negative PF samples is presented in Table 8.

4 Discussion

This study assessed the suitability of testicular PF as a valuable
sample for detecting anti-PCV2 antibodies and PCV2 genetic mate-
rial. The study utilized a commercially available ELISA, initially
designed for serum samples, and a commercial real-time PCR assay,
originally developed for serum, urine, feces, and tracheobronchial
swabs, to identify anti-PCV2 antibodies and PCV2 DNA, respectively,
in PF samples. Serum samples from female piglets were included in
the analyses to determine whether there were differences between
boar and gilt serum results, as well as PF and serum female results.
Most previously published studies on PF have analyzed samples col-
lected during piglet processing that included both castration and tail
docking. Consequently, such PF represents a composite sample
derived from testes and tails. In contrast, the present study focused
exclusively on processing fluid obtained from testes during male cas-
tration. This distinction may influence sample composition and rep-
resentativeness and should be considered when comparing results
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across studies and extrapolating findings from testicular processing
fluid to conventional processing fluid collected at the litter or
batch level.

In the case of PCV2, most commercial swine herds are seroposi-
tive, resulting in efficient transfer of PCV2-specific antibodies from
vaccinated or naturally exposed sows to their offspring via colostrum
(23). Moreover, once the fetus becomes immunocompetent, from
approximately day 70 of gestation, in utero exposure to PCV2 may
result in the birth of healthy seropositive piglets (24, 25). Most sam-
ples, both from porcine serum and PF, originated from herds that had
undergone vaccinations. Hence, these samples tested positive for
anti-PCV2 antibodies, likely due to the passive transfer of maternal
antibodies via colostrum. The serological analyses revealed a signifi-
cant difference in the OD values between PF and the serum. We
found a notable contrast in the percentage of positive samples
between gilt sera and PF when using the manufacturer’s cut-off. It is
important to consider that applying the results obtained from the
testicular PF to the entire group of tested animals, including gilts,
could lead to an inaccurate epidemiological assessment of the herd
regarding PCV2. Upon reducing the cut-off from 0.30 to 0.23, no
statistically significant difference in the percentage of positive sam-
ples was found between gilts and PE. It implies the potential accept-
ability testing of PF derived only from boar testicles to evaluate the
health status of the entire sampled animal cohort, including gilts.
This adjustment improved the method’s validation parameters, such
as SP, NPV, and K value, but slightly decreased SE. This means that
while applying an ROC-optimized lower cut-off may improve sensi-
tivity and reduce the number of false negatives, it may also slightly
increase the risk of false positives, depending on the characteristics
of the ELISA. Our findings align with another study on PE, which
utilized a commercial ELISA to detect antibodies against the
Hepeatitis E virus in piglets. This study also found that recalculating
the cut-off to a lower value improved the agreement between serum
and PF (5).

Pooling experiments were performed as a proof-of-concept to
illustrate the effect of dilution on PF-based ELISA and real-time
PCR detection and were not intended as a quantitative population-
level assessment. Upon examination of pooled samples, it was found
that the final result was influenced by the initial concentration of
antibodies in a single positive sample. The utilization of the ROC-
calculated cut-off value reduced the number of false-negative pooled
samples within low- and moderate-positive samples. In the low-
positive category, 25 and 40% of samples were classified as positive
using the manufacturer’s and ROC-calculated cut-off, respectively.
In the moderate-positive category, 60 and 80% of samples were accu-
rately classified using the manufacturer’s and ROC-calculated cut-
off, respectively. Altering the cut-off did not influence the outcomes
within the high-positive group. The ELISA must exhibit sufficient
sensitivity to identify at least one positive animal in a dilution of
around 1:20 when testing samples from farrowing pens, usually con-
taining up to 20 piglets. Following the recalibration of the cut-off
value, one positive sample was successfully detected amidst 19 nega-
tive samples within all moderate and high-positive pools in our
study. Overall, 44 diluted samples were accurately classified using
the new threshold, compared to 37 samples classified using the man-
ufacturer’s threshold, out of the 60 diluted samples. These outcomes
are consistent with a similar study by Di Bartolo et al. (5) about
detecting anti-Hepatitis E antibodies in PF pooled samples. Based
on the results of the present study, it is worth noting that pooling PF
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TABLE 2 Sensitivity (SE), specificity (SP), negative and positive predictive values (NPV, PPV), and Cohen'’s Kappa coefficient (K) obtained for PF using ELISA manufacturer’'s and ROC-calculated cut-off

values.

Parameter Manufacturer’s cut-off 95% CI°P ROC-calculated 95% ClI
(OD? > 0.30) cut-off (OD > 0.23)

SE (%) 97.20 (313/322) 94.76-98.71 98.45 (317/322) 96.41-99.93

SP (%) 100.00 (36/36) 90.26-100.00 97.22 (35/36) 85.47-99.93

PPV (%) 100.00 (313/313) 98.83-100.00 99.69 (317/318) 97.87-99.95

NPV (%) 80.00 (36/45) 67.75-88.40 87.50 (35/40) 74.54-94.36

K 0.87 0.79-0.96 091 0.84-0.98

Crude numbers are shown as numerator/denominator. SE was calculated as true positives/(true positives + false negatives), SP as true negatives/(true negatives + false positives), PPV as true
positives/(true positives + false positives), and NPV as true negatives/(true negatives + false negatives). All metrics were calculated for individual male PF samples using male serum as the

reference method. *Optical Density; "Confidence interval.

TABLE 3 2 x 2 contingency table comparing ELISA results (positive/negative) from PF and male

piglet serum samples using two different cut-off values: the manufacturer-recommended
cut-off and the ROC-calculated cut-off.

PF Manufacturer’s cut- ROC-based cut-off
ELISA off
result
Male Male Male Male
serum serum serum serum
positive negative positive negative
PF positive 313 0 317 1 ‘
PF negative 9 36 5 35 ‘

Serum was used as the reference method.

samples may lead to an underestimation of herd-level seropreva-
lence of PCV2, particularly in cases with low or moderate antibody
levels, due to dilution effects.
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Several studies have highlighted the reliability of PFs for molecu-
lar detection of PCV2 or other porcine viruses (3, 4, 6, 8). The present
study noted a significant disparity in the percentage of PCR-positive
samples between female serum and PF when employing the manufac-
turer’s cut-off. However, as these samples originate from different
animal populations, this comparison should be interpreted with cau-
tion. Importantly, no significant differences were observed between
PCR results obtained from male serum and corresponding PF sam-
ples. In addition, the proportion of PCR-positive animals did not
differ significantly between male and female piglets across the PCV2-
positive farms included in this study. The application of the ROC-
optimized threshold reduced the discrepancy observed between
female serum samples and PF results, indicating that this difference
was primarily related to matrix-specific diagnostic performance rather
than true population-level variation. The analysis also revealed that
the real-time PCR test conducted on PF exhibited a high sensitivity
(SE) of 87.23% and specificity (SP) of 93.63%, with a substantial
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TABLE 4 Impact of pooling and dilution (1:5, 1:10, 1:20, 1:40 and 1:80) on ELISA detection of processing fluid (PF) samples with low, moderate and high optical density (OD) values.

Dilution Low-positive samples Moderate-positive samples High-positive samples
Cut-off Cut-off Cut-off
Manufacturer’s Calculated Manufacturer’s Calculated Manufacturer’s Calculated
OD > 0.30 OD > 0.23 OD > 0.30 OD > 0.23 OD > 0.30 OD > 0.23
Ndil® 0.88 1.88 2.24
1:5 0.65 + + 0.99 + + 1.85 + +
1:10 0.54 + + 0.86 + + 0.86 + +
1:20 0.29 - + 0.70 + + 0.74 + +
1:40 0.22 - - 0.62 + + 0.61 + +
1:80 0.17 - — 0.46 + + 0.45 + +
Ndil 0.80 1.74 2.21
1:5 0.61 + + 0.96 + + 1.68 + +
1:10 0.39 + + 0.78 + + 1.18 + +
1:20 0.30 + + 0.44 + + 0.93 + +
1:40 0.14 - - 0.30 + + 0.81 + +
1:80 0.12 - - 0.20 - - 0.61 + +
Ndil 0.48 1.16 2.02
1:5 0.26 - + 0.74 + + 1.48 + +
1:10 0.23 - + 0.67 + + 1.16 + +
1:20 0.22 - — 0.48 + + 0.85 + +
1:40 0.17 - - 0.28 - + 0.77 + +
1:80 0.11 - - 0.21 - - 0.39 + +
Ndil 0.39 1.13 2.01
1:5 0.14 - - 0.68 + + 1.43 + +
1:10 0.14 - - 0.42 + + 1.06 + +
1:20 0.10 - - 0.29 - + 0.74 + +
1:40 0.11 - - 0.18 - - 0.66 + +
1:80 0.00 - - 0.12 - - 0.41 + +
Correctly classified 5/20 8/20 14/20 16/20 20/20 20/20

Cut-off classification is shown as “+

(positive) and “~” (negative) according to the manufacturer’s and ROC-calculated cut-off values. *Optical density; "Not diluted; Low-, moderate- and high-positive samples were defined based on initial ELISA OD values as follows:
low-positive, OD 0.30-1.00; moderate-positive, OD 1.01-2.00; high-positive, OD 2.01-3.76.
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TABLE 5 Minimum (min.), maximum (max.), and average Ct (Cycle threshold) values in the

positive samples of female sera, male sera, and PF.

Parameter Females Males
Serum Ct Serum Ct PF Ct
Min. 26.02 26.38 24.38
Mean 31.53 31.84 32.96
Max 38.56 42.07 42.98

agreement between PF and male sera (K = 0.72). Upon implementing
the new threshold (Ct < 36.50), we observed an enhancement in SE
(93.63 to 98.04%) and an improvement in K value (0.72 to 0.90)
between these two sample types. The threshold point determined by
the ROC curve bolstered the validation parameters of the method
utilizing PF as a diagnostic sample (SE, PPV, NPV, and K). Notably,
the SE of the method remained unchanged, irrespective of the chosen
threshold. It is worth mentioning that using PF as a diagnostic sample
may not identify all true positive samples, particularly from piglets
with high Ct values in serum. Therefore, the outcomes of real-time
PCR utilizing PF for PCV2 genetic material identification should be
carefully interpreted. Using the manufacturer’s cut-off, we observed
20 positive PF from pigs with negative results in serum. These differ-
ences were reduced after applying the ROC-calculated cut-off. We
assessed the correlation between Ct values in serum and PF to explore
the relationship between viral loads in the two matrices. This analysis
revealed a moderate, statistically significant positive correlation
between Ct values in serum and PF, suggesting a consistent relation-
ship across matrices despite some variability. Notably, PF samples
generally exhibited lower Ct values than paired serum samples, indi-
cating higher viral loads and reinforcing the potential of PF as a more
sensitive diagnostic matrix for PCV2 detection at the individual or
herd level.

Other studies have also detected PCV2 more frequently in matri-
ces other than serum. WozZniak et al. (26) detected PCV2 DNA more
often in oral fluid in 46.1% (82/178) of the samples from animal farms
and 64.5% (20/31) from non-vaccinated farms. For comparison, the
detection rate of PCV2 in serum was 17.6% (54/307) in vaccinated
farms and 63.5% (33/52) in non-vaccinated farms. Researchers point
out that PCV2 genetic material in oral fluid may indicate environmen-
tal contamination. Therefore, the oral fluid captures environmental
PCV2 contamination within the pen and the contribution of multiple
animals, which may partly explain higher detection rates compared
with serum and limit its direct interpretation as an indicator of indi-
vidual infection status. Similar results were observed by Nielsen et al.
(27). The authors collected 310 serum pools and oral fluid sample
pairs from two herds, where 4-5 pigs were bled per pen, and where
5-33 pigs lived per pen. In the first herd, 80% of serum pools and 86%
of oral fluid samples were positive for PCV2. In the second herd, 91%
of serum pools and 100% of oral fluid samples were positive for PCV2.
According to the author’s assumptions, a slightly higher proportion of
viral DNA-positive oral fluid samples compared to viral DNA-positive
serum could be found due to contamination of the rope with PCV2
present in feces. Moreover, the likelihood of a positive result is prob-
ably higher when more animals are tested (4 or 5 pigs were bled versus
up to 33 pigs contributing to the oral fluid sample (27)). Recently,
Igriczi et al. (28) observed the highest detection rates of PCV3 in the
PF samples compared to those in serum. However, the mentioned
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study focused on different types of porcine circovirus, and the samples
of PF were collected from a large group of animals - one plastic bag
contained testicles and fluids of approximately 10 litters. In contrast,
our study tested individual PF samples. In the study by Igriczi et al.
(28), the overall proportion of PCV3-positive samples was 61%
(59/97) in the positive farms. The detection frequencies were lower in
the oral fluid samples, as the PCV3 was detected in 40% (71/176) of
the samples. What is aligned with the above studies is that the lowest
PCV3 detection rate was observed in the serum pools (23%; 85/371).
The Ct values of the PF samples in the mentioned study were signifi-
cantly lower than in the sera and oral fluid samples, with a mean value
of 30.18 (28). Finally, Eddicks et al. (29) reported a high PCV2 detec-
tion rate in tissues (inguinal lymph node, spleen, thymus, lung, and
myocardium) obtained from piglets crushed by their dams, with
61.6% of the 185 crushed piglets from 134 litters being PCV2 DNA-
positive. However, the same research team, in earlier studies, did not
detect PCV2 DNA in any of the serum samples from piglets before or
after colostrum intake. All 590 pre-suckling and 581 post-suckling
blood samples were PCV2 DNA-negative (30). The same results were
obtained by Diste-Perez et al. (31). None of the 352 blood samples
from the live-borne piglets analyzed resulted positively in the real-
time PCR (31). Finally, our study aligns with the results obtained by
Fan et al. (8), who found a higher detection rate of PCV2 genetic
material in PF samples from pre-weaning piglets (25.7%; 118/459)
compared to serum (1.2%; 5/404). Fan et al. (8) suggest that high posi-
tivity of testicular fluids indicates that infection occurs early in piglets,
and the risk of PCV2-associated diseases is high after weaning.
Additional support for the diagnostic relevance of testicle-derived
matrices comes from a recent study by Fan et al. (29). In that study,
testicles from approximately 20 litters were pooled, resulting in 415
pooled samples, of which 31.1% were positive for PCV2 DNA by real-
time PCR. Unlike the present work, studies by Fan et al. (8, 32) were
performed at litter-level. These findings suggest that testicular PF may
be a more effective means of monitoring PCV2 than other matrices
(8). The higher frequency of PCV2 DNA detection in PF samples
compared with serum observed in the present study may be related to
differences in matrix sensitivity and to the temporal and anatomical
distribution of PCV2 early after birth. PF-positive/serum-negative
pairs may therefore reflect matrix-specific detection characteristics
rather than true disagreement in infection status. After birth, PCV2
replication occurs mainly in lymphoid tissues, although viral DNA has
also been detected in epithelial and endothelial cells (33-35). In addi-
tion, cells of the monocytic lineage may accumulate PCV2 genetic
material for prolonged periods without productive infection (36, 37),
which may result in detection of viral DNA in tissue-associated matri-
ces in the absence of detectable viremia. PCV2 DNA has previously
been detected in tissues of neonatal piglets despite negative serum
results (29, 30), and intermittent shedding in the male reproductive
tract has also been reported (38-40). Evidence supporting the pres-
ence of PCV2 in reproductive tissues has also been reported outside
commercial pig production. In a recent study conducted in southern
Italy, PCV2 DNA was detected in 5 out of 37 reproductive tissue sam-
ples collected from wild boars, including testes from males and uterine
tissues from females, using molecular methods (41). In addition,
detection of PCV2 DNA in PF samples in this study may partly reflect
environmental contamination. Although measures were taken to
minimize cross-contamination during sampling, this possibility
cannot be fully excluded. Conversely, serum-positive/PF-negative
results may occur when viremia is present at low levels near the assay
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FIGURE 3
ROC curve for interpreting Ct results in PF. PFCt: Processing fluid Ct. sCtRef: Male serum Ct (reference).

TABLE 6 Sensitivity (SE), specificity (SP), negative and positive predictive values (NPV, PPV), and Cohen'’s Kappa coefficient (K) obtained in real-time PCR for PF using the manufacturer’s and ROC-
calculated cut-off values.

Parameter Manufacturer’s 95% CIP ROC-calculated 95% ClI
cut-off (Ct® < 45) cut -off (Ct < 36.50)

SE (%) 87.23 (41/47) 74.26-95.17 87.23 (42/47) 74.26-95.17

SP (%) 93.63 (294/314) 90.33-96.07 99.04 (311/314) 97.23-99.80

PPV (%) 67.21 (41/61) 56.95-76.06 93.33 (42/45) 81.88-97.75

NPV (%) 98.00 (294/300) 95.86-99.04 98.42 (311/316) 96.45-99.30

K 0.72 0.62-0.82 0.90 0.83-0.97

Crude numbers are shown as numerator/denominator. SE was calculated as true positives/(true positives + false negatives), SP as true negatives/(true negatives + false positives), PPV as true
positives/(true positives + false positives), and NPV as true negatives/(true negatives + false negatives). All metrics were calculated for individual male PF samples using male serum as the
reference method. *Cycle threshold; *Confidence interval.

TABLE 7 2 x 2 contingency table comparing real-time PCR results (positive/negative) from PF

and male piglet serum samples using two different cut-off values: the manufacturer-

recommended cut-off and the ROC-calculated cut-off. 45 " b x4
e
PF real- Manufacturer's cut- ROC-based cut-off B
time off
w
PCR a
result Male Male Male Male GE’ s
serum serum serum serum =
positive negative positive negative g
PF positive 41 20 42 3 ‘ 30
PF negative 6 294 5 311 ‘
Serum was used as the reference method. 25 °
30 35 40 45
Ct value in serum
FIGURE 4

Correlation of Ct values between serum and PF. Only paired samples
with detectable PCV2 DNA in at least one matrix were included in the
correlation analysis.
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TABLE 8 Impact of pooling and dilution (1:5, 1:10, 1:20, 1:40, 1:80, 1:160, and 1:320) on real-time PCR detection of processing fluid (PF) samples with low, moderate and high viral load.

Dilution Low-positive samples Moderate-positive samples High-positive samples
Cut-off Cut-off Cut-off
Manufacturer’s Calculated Manufacturer’s Calculated Manufacturer’s Calculated
Ct<45 Ct < 36.50 Ct<45 Ct < 36.50 Ct<45 Ct< 36.50
Ndil® 38.29 35.46 23.04
1:10 - - - — - - 26.98 + +
1:20 - - - — - - 27.69 + +
1:40 - - - - - - 28.62 + +
1:80 - - - - - - 31.13 + +
1:160 - - - - - - 31.00 + +
1:320 - - - - - - 33.97 + +
Ndil 37.85 35.17 30.00
1:10 - - - 37.51 + - 32.82 + +
1:20 - - - 37.80 + - 33.15 + +
1:40 - - - 38.14 + - 35.95 + +
1:80 - - - 38.77 + - 36.10 + +
1:160 - - - 0 - - 37.11 + -
1:320 - - - 0 - - 38.19 + -
Correctly classified 0/12 0/12 4/12 0/12 12/12 10/12

Cut-off classification is shown as “+” (positive) and “~” (negative) according to the manufacturer’s and ROC-calculated cut-off values. *Ct - Cycle threshold; "Not diluted; Low-, moderate- and high-positive samples were defined based on initial Ct values as follows: low-

positive, >36; moderate-positive, 30.01-35.99; high-positive, <30.
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detection limit. Further studies are needed to clarify the biological
basis of discordant PF and serum results. Using PF may be a conve-
nient way to verify the presence of PCV2 in a given herd and to assess
PCV?2 occurrence in newborn piglets, where the virus is implicated in
various pathologies. Nevertheless, the results from PF in the context
of the presence of PCV2 genetic material should be interpreted with
caution until further research using other techniques confirms the
presence of PCV2 in testis tissue. It is important to note that PF was
collected after two freeze-thaw cycles in this study, which differs from
typical field practice. The second thawing was necessary to obtain suf-
ficient fluid volume for analysis at the individual sample level. While
PCV2 DNA is considered stable under frozen conditions (42),
repeated freeze-thawing may compromise nucleic acid quality, and
this procedural difference should be taken into account when inter-
preting the results.

When pooling samples and subjecting them to molecular analy-
ses, we noted that the initial Ct of the diluted sample influences the
outcome. Additionally, fewer tested samples were accurately identi-
fied as positive after implementing the ROC-calculated cut-off. In
a study conducted by Lopez et al. (22), it was observed that the
accuracy in correctly classifying a sample as positive was 95%
within a cohort comprising 28 PRRSV-negative litters and one
PRRSV-positive litter, which included 323 piglets. The authors’
regression analysis model for the serially diluted processing fluid
sample suggests that confining the processing fluid sampling to 30
litters or fewer (approximately 320 piglets) is anticipated to yield a
95% confidence level in detecting PRRSV RNA, even when the
prevalence within piglets is minimal (22). In contrast to PRRSYV,
extrapolating pooled PF results to estimate herd-level epidemiologi-
cal status for PCV2 warrants careful consideration, especially in
scenarios characterized by low viral loads and elevated dilution
ratios, where the accuracy of such inferences may be significantly
compromised. In our study, none of the diluted samples in the low-
positive group were correctly identified, regardless of the threshold.
In the moderate-positive group, the percentage of correctly identi-
fied samples ranged from 0 to 33%, depending on the cut-off value
used. Among the high-positive samples, the percentage of samples
correctly identified as positive ranged from 83.33 to 100% for the
ROC-calculated and standard cut-off, respectively. It is important
to note that higher accuracy depends on having a low Ct value in
the initial positive PF sample. The probability of PCV2 RNA detec-
tion in a pooled sample containing one sample from a PCV2-
positive piglet decreases with increasing dilution. As with
serological results, molecular testing of pooled PF samples will not
provide reliable information regarding the PCV2 epidemiologic
situation in a given herd.

This study has several limitations that should be acknowledged.
PF sampling is inherently linked to routine piglet processing proce-
dures and is therefore applicable only in production systems that per-
form castration. Moreover, PF provides a single early-life sampling
point and does not allow longitudinal monitoring of individual ani-
mals, which limits its use as a stand-alone tool for dynamic follow-up
diagnostics. Consequently, PF-based testing should be interpreted
primarily as a tool for early-life and herd-level surveillance rather than
repeated individual diagnostics. In addition, the biological mecha-
nisms underlying PCV2 presence in testicular-derived PE, including
tissue distribution and viral kinetics in neonatal piglets, remain
incompletely understood and require further experimental investiga-
tion. Finally, serum was used as the reference matrix in this study;
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however, biological compartmentalization between blood and tissue-
derived fluids may inherently influence diagnostic concordance.
Therefore, PF should be regarded as a complementary, context-specific
diagnostic matrix rather than a universal surveillance tool. Another
limitation of this study is the lack of complete farm-level metadata,
including detailed PCV2 vaccination protocols, sow parity, and infor-
mation on repeated farm visits. Samples were collected by field veteri-
narians during routine piglet processing procedures. Due to strict
biosecurity measures related to African swine fever in Poland and the
retrospective nature of sample submission, comprehensive production
and management data could not be consistently obtained for all herds.
Therefore, the potential impact of these factors on PCV2 detection in
PF could not be evaluated and should be addressed in future prospec-
tive studies.

Although PF is intrinsically limited to male piglets, comparison
with serum samples from females allowed to evaluate whether testicu-
lar PF-based results reflect PCV2 circulation at the population level,
rather than to imply biological equivalence of male and female repro-
ductive tissues. Lack of discernible differences between boars and gilts
in the tests conducted on serum samples from both genders, and PF
obtained exclusively from the testes may serve as a practical biological
material for PCV2 circulation within breeding herds. A lower cut-oft
point should be applied to enhance the validation parameters of the
ELISA and PCR tests dedicated to serum, but used for PE It is impor-
tant to note that the findings regarding the suboptimal performance
of PF as a diagnostic matrix are based on results from a single com-
mercial ELISA and PCR kit. Therefore, any recommendation for cut-
off revision should be treated with caution and may not be
generalizable across different test kits. Caution should be taken in
interpreting the results of PF concerning the presence of PCV2 DNA,
and further research is required in this field. Moreover, testing of
pooled PF samples may lead to an inaccurate assessment of the herd’s
epidemiological situation. One potential limitation of this study is that
some samples originated from the same litters, which could introduce
intra-litter correlation. However, our analysis was conducted at the
individual-sample level, and the aim was not to assess within-litter
infection dynamics, but rather to evaluate whether PF could serve as
a reliable alternative to serum for population-level PCV2 detection.
Therefore, although the litter effect may exist, it was not accounted for
in the statistical models, which aligns with the study’s conceptual
framework.

5 Conclusion

This study demonstrated that PF obtained from testicles can
serve as a valuable alternative diagnostic matrix for detection of
PCV2 at the herd level. Adjusting the diagnostic cut-off improved
the agreement between ELISA and real-time PCR results obtained
from PF and serum, suggesting that PF may provide reliable infor-
mation on herd exposure status when properly validated. However,
pooling PF samples can significantly underestimate the true preva-
lence of PCV2 due to dilution effects, especially in samples with low
antibody titers or viral loads. Therefore, pooled PF testing should
be interpreted with caution, and individual PF testing is preferable
for accurate PCV2 detection. The findings also indicate no signifi-
cant differences between results obtained from boar and gilt serum,
supporting the feasibility of using testicular PF as a representative
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sample for herd-level monitoring. Nevertheless, the current conclu-
sions are based on a single commercial ELISA and PCR kit, and
further validation with other diagnostic systems is necessary before
routine implementation. Overall, PF provides an alternative diag-
nostic matrix obtained without additional sampling procedures.
That may complement existing diagnostic tools for PCV2 surveil-
lance and contribute to improving biosecurity and monitoring prac-
tices within pig production systems.
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