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1) OSSZEFOGLALAS

A Kklasszikus sertéspestis ellen uUjonnan kifejlesztett €16, attenualt markervakcina
hatékonysagat vizsgaltuk fert6zéses kisérletekben hathetes, pestivirusok elleni anyai
ellenanyagokkal rendelkezd, illetve azoktdl mentes malacokon. Mindkét kisérletet az Eurdpai
Gyogyszerkdnyv vonatkozd monografiaival 6sszhangban végeztink el, és azonos kisérleti

elrendezést alkalmaztunk.

A két, 15-15 egyedbdl allé vizsgalati csoport egyikét izomba oltva, a masikat szajon at
immunizaltuk a vakcinajelélttel. Az oltatlan kontroll csoportok 10-10 allatbél alltak. A
vakcinazast kdvetéen 14 nappal minden allatot oronasalisan fertéztilkk az er6sen virulens

Koslov-virustorzzsel.

Az intramuszkularisan alkalmazott vakcina a pestivirusok elleni anyai ellenanyagoktdl
mentes kezelt allatokban maximalis védettséget biztositott, mig a szajon at térténd
alkalmazas csupan részleges védettséget nyujtott. Megallapitottuk tovabba, hogy az anyai
ellenanyagok jelenléte negativan befolyasolta a vakcinajeldlt hatékonysagat, ugyanakkor a
hataselmaradas mértéke nagymértékben fliggétt a vakcina alkalmazasi modjatol.
Megfigyeléseink alapjan a klasszikus sertéspestis elleni védekezési programban a jobb

immunvalasz kialakitasa céljabdl az intramuszkularis alkalmazasi méd ajanlott.

A vakcinajeldlt megfelelt az Eurdpai Gyogyszerkényv ,Swine-fever vaccine (live,

prepared in cell cultures), classical” monografiaja altal tamasztott validitasi kritériumoknak,

« sy



2) SUMMARY

Classical swine fever (CSF) or hog cholera is a highly contagious and devastating
disease of Suidae caused by an enveloped single-stranded RNA virus called Pestivirus C
(classical swine fever virus) of the family Flaviviridae, genus Pestivirus. CSF has vast
economic and trade significance all over the world, and it has the massive potential to spread
rapidly from country to country. This is the reason why the World Organisation for Animal
Health has listed CSF as a Notifiable Disease and it is also considered a transboundary

animal disease.

The objective of the present studies was to determine the efficacy of a single dose of a
newly developed marker vaccine candidate against CSF administered intramuscularly or
orally in 6-week-old domestic piglets with and without maternally derived antibodies (MDAS)
against Pestiviruses, to provide protection against a challenge with the highly virulent CSFV

strain “Koslov” 14 days post vaccination.

In both experiments two test groups were formed with 15 animals each, one group for
intramuscular (im.), while another one for oral (p.0.) immunisation. The control groups
contained 10 animals as unvaccinated controls, respectively. All piglets were oronasally

challenged with the highly virulent CSFV strain “Koslov” 14 days post-vaccination.

The vaccine candidate when administered im. provided complete protection in MDA-
animals, while p.o. administration triggered only partial protection. Furthermore, we found
that the presence of the MDAs had negative effect on the efficacy of the vaccine candidate.
However, this was greatly influenced by the route of administration. Based on our
observations, im. administration is recommended to achieve better immune response during

the CSF control programs.
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3) BEVEZETES

A human és allatgyogyaszati vakcinak fejlesztésének egyik fontos lépését jelentik a
laboratériumi és célallatokon végzett allatkisérletek. A vakcinajelolt torzsek biologiai
tulajdonséagainak, artalmatlansaganak és hatékonysaganak vizsgalata mar a fejlesztés korai
fazisaban dontd jelentéséggel bir, és késébb a térzskdnyvi dokumentacié 6sszedllitasahoz is

szukség van a jogszabalyban meghatarozott allatkisérletek elvégzésére.

Jelen doktori értekezésem soran egy allategészségligyi szempontbdl jelentés
kérokozo, a klasszikus sertéspestis virusa elleni vakcinafejlesztés kulcskérdéseit vizsgalom

immunoldgiai, metodikai, mindségugyi, illetve hatdésagi szempontbal.

Az Ujgeneracids oltdbanyagok egyre fontosabb szerepet jatszanak mind a human, mind
pedig az allatbetegségek megel6zésében, kontrolldlasaban. Az értekezésemben a
klasszikus sertéspestis ellen kifejlesztett CP7_EZ2alf elnevezésii kiméra vakcinavirus-
torzsnek a hatékonysagaval kapcsolatos, az Eurdpai Gyogyszerkdnyvben leirtaknak

megfeleld vizsgalatokat mutatom be.
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4) IRODALMI ATTEKINTES

4.1) A Kklasszikus sertéspestis torténete, el6fordulasa

A klasszikus sertéspestis (classical swine fever, CSF) a hazisertés és a vaddiszné
ragalyos, nagy gazdasagi kartétellel jard, virus altal okozott betegsége. Az elsd jarvanyesetet
az Amerikai Egyesiilt Allamok (United States of America, USA) Ohio allamaban az 1830-as
években irtak le, napjainkban azonban mar vilagszerte el6fordulé betegségrél beszélhetink.
1885-ben a betegség kérokozdjanak még a ma Salmonella choleraesuisnak nevezett
baktériumot tekintették — erre utal a ,hog cholera” elnevezés, amelyet az USA-ban jelenleg is
a betegség hivatalos megnevezéseként hasznalnak. A CSF hazankban 1895-ben
hazisertésekben jelentkezett elészér a k8banyai sertéshizlaldakban, ahol tdmeges elhullast
okozott. Az 1960-as években inditott nagyszabasu mentesitési program hatasara
Magyarorszag hazisertés-allomanya 1972-re mentessé valt a betegségtdl, hasonldéan
szamos, mas eurdpai orszaghoz, ahol az 1970-es évek elejére sikerllt a fert6zéstél
megszabadulni (Mocsari és Molnar, 1994; Osz, 1978 és 1979).

Annak eredményeképpen azonban, hogy a sertésallomanyok létszama és slirlisége
egyre emelkedett, illetve a sertésszallitasok szamaban is ugrasszer(i ndvekedés volt
tapasztalhatd, az 1980-as évek elejétél elébb Nyugat-Eurépaban, majd az 1990-es évektdl
kezd8dbéen tobb kdzép-eurdpai orszagban a betegség ismét megjelent, és szamos orszag
vaddiszno-allomanyaban endémiassa valt (Mocsari és Molnar, 1994). Ezzel parhuzamosan a
betegség klinikai képe megvaltozott. Az utébbi évtizedekben megjelent egy joval enyhébb
lefolyasu forma, amelyet leginkabb a vaddisznék koérében terjedd virustérzsek okoznak.
Hazankban a vaddiszndkat érinté legutébbi jarvany 2007. januar 22-én kezdddoétt, az utolsé

esetet 2009. oktéber 30-an észlelték. Mentességlnket 2013. junius 14-én nyertuk vissza.
4.2) Koroktan

A klasszikus sertéspestis virus (classical swine fever virus, CSFV; species Pestivirus
C; genus Pestivirus; family Flaviviridae; rendbe nem besorolt) burkos, egyszall, pozitiv
iranyultsagu RNS genommal rendelkezé koérokozé (OIE, 2014; Edwards et al., 2000; Smith
et al.,, 2017; Wengler et al., 1995,). A genusba tartozik még a szarvasmarha virusos
hasmenésének 1-es és 2-es tipusu virusa (bovine viral diarrhoea virus, BVDV-1 és 2), a
juhok un. border betegségének virusa (border disease viruss, BDV), valamint tdbb, és egyre
novekvé szamu atipikus pestivirus, mint példaul bizonyos zsirafokban el&forduld
pestivirusok, vagy a nemrég felfedezett Bungowannah-virus, illetve egyéb atipikus sertés
pestivirusok (Blome et al., 2017a; Rossi et al., 2015; Smith et al., 2017).
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A genom egy, a 3’ és az 5 végeken nem-transzlalodd régiok (untranslated regions,
UTR) altal hatarolt dn. ,single open reading frame”-et (ORF) kodol, amelyrél elsésorban a
transzlacioban szerepet jatszo konzervativ szakaszok irodnak at (Fletcher és Jackson, 2002;
Sizova et al., 1998). A genom mérete jellemz8en korilbeltl 12,5 kb, amely az NH2-(Npro-C-
ERNS-E1-E2-p7-NS2/3-NS4A-NS4B-NS5A-NS5B)-COOH poliproteint kdédolja (Meyers et al.,
1989), ami a virus és a gazdasejt protedzainak révén ko- és poszttranszlaciés uton 13 érett
proteinre hasad (Rimenapf et al.,, 1993). A burkos viriont négy darab strukturalis fehérje
alkotja, ugy mint a nukleokapszidot alkotd core-protein (C), valamint a virion felszinének
kialakitdsaban résztvevé Erns (gp44/48), E1 (gp33) és E2 (gp55) fehérjék, amelyeket a
genom 5’ vége kodol (Konig et al., 1995; Rumenapf et al., 1991; Thiel et al., 1991; Weiland
et al., 1990 és 1992). Mindharom glikoprotein intermolekularis diszulfid komplexekként fordul

el: Erns és E2 homodimerek, illetve E1-E2 heterodimerek formajaban.

Habar eddig mar szamos fehérje szerepét vizsgaltak, nyolc nem-strukturalis (non
structural, NS) protein szerepe azonban még nem teljesen ismert. Ide tartozik az
N-terminalis proteindz (Npro), mely autokatalitkus uton hasitjia ki magat az éretlen
poliproteinbdl, valamint az NS2-3, az NS2, az NS3, az NS4A, az NS4B, az NS5A, illetve az
NS5B nem-strukturalis proteinek. Ez utébbi alkotja az RNS-fliggé RNS polimerazt, az NS3
pedig proteazként funkcional (Blome et al., 2017a; Tautz et al., 1997). A nem strukturalis p7
protein feltételezhetéen a virus érésében jatszik szerepet (Harada et al., 2000, Elbers et al.,
1996).

A virdlis RNS replikaciéja a receptor medialt endocitdzist kdvetben a gazdasejt
citoplazmajaban zajlik. A virus gazdasejthez vald kotédésében kulcsszerepe van a gazdasejt
CD46 receptoranak a proteoglikanokhoz tartozdé heparan-szulfattal, valamint a virus felszini
fehérjéivel egyutt (Blome et al., 2017a), hiszen az Erns I|ép kolcsOnhatasba a
glukézaminoglikanokkal, mig az E2-E1 heterodimer a receptorhoz vald kétbédésért, illetve a
késbbbi endocitozisért felel (Weiland et al., 1992; Hulst et al., 2001; Wang et al., 2004). A
virus szerkezeti fehérjéi k6zott az E2 glikoprotein a virus legimmunogénebb fehérjéje, mivel
az E2 glikoprotein ellen termel6dott ellenanyagok a virust neutralizaljak, azaz ezt a fehérjét

blokkolva a virus elvesziti fert6zOképességét.

Az egyes sertéspestis virustorzsek virulenciaja kozott jelentés kulonbségek is
el6fordulhatnak (Floegel-Niesmann et al., 2003 és 2009), ami jelenlegi tudasunk szerint
elengedhetetlen a CSFV alkalmazkodasanak megértése szempontjabol. Az E2 glikoprotein
kulcsszerepet jatszik a virus virulencidjanak fenntartasaban (Risatti et al., 2005). A
glikozilacié dontd fontossagu lehet az E2 helyes feltekeredésében, majd a fehérje késébbi

szekréciojaban (Risatti et al., 2007; Wu et al., 2010). Mindezeken kivil a kiméra pestivirusok
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fert6z6-, illetve szbvettenyészeten valoé szaporodasi képessége megegyezik az E2 gén donor

ilyen jellegl tulajdonsagaival (Liang et al., 2003; van Gennip et al., 2000).

ezdltal a virdlis RNS a sejtplazmaba jut, ahol kezdetét veszi a transzlacié. Az ennek
eredményeképpen létrejott viralis poliprotein prekurzor feldolgozasat a kordbban mar emlitett
maodon a virus és a gazdasejt proteazai végzik (Donis, 1995; Blome et al., 2017a; Riumenapf
et al.,, 1993). A replikacié soran negativ, szimpla szalu RNS keletkezik, amely sablonként
szolgal a pozitiv, szimpla szald RNS szintéziséhez, ami utdbbi ezutan a kapszidba
csomagolddik (Gong et al., 1996). A viruspartikuldk dsszeépllése, valamint az érés mar az
endoplazmatikus retikulumban és a Golgi-membranban zajlik. A virionok a gazdasejtbdl
exocitdzissal szabadulnak ki, jellemzéen a sejt morfologiai sérulése nélkul (Gray et al.,
1987).

A virus természetes mddon eléforduld torzsei szdvettenyészeten sejtkarositdé hatast
(cytopathogen effect, CPE) nem mutatnak (Gray et al., 1987). Emiatt sertésvese, vagy egyéb
sertés eredetli permanens sejtvonalakon tenyésztve a sejtekben jelen lévé virus csak
kllénbdz6 indirekt technikak segitségével, tdobbek kdzott immunfluoreszcens (IF) probaval,
vagy immunperoxidazon (IPX) alapul6 eljarassal mutathaté ki. A koérokozé szeroldgiailag
egységes, azonban monoklonalis ellenanyagok segitségével az egyes tdrzsek kozotti

finomabb antigenitasbeli kiilénbségek is kimutathatok (Pirtle és Mengeling, 1971).

A korokozé a kornyezeti hatasokkal szemben ellenallébb, mint a burkos virusok
legtobbje. A virus hideg, nedves, és fehérjedus kdrnyezetben hosszabb ideig fertéz6képes
marad (Blome et al.,, 2017a). Husban és vérben a virus 50°C-on 3 napig, 37°C-on 7-15
napig, hGtéhémérsékleten legalabb 30 napig, mig -70°C-on akar 4,5 évet is tulél (Farez és
Morley, 1997). Ugyanakkor érzékeny a gyors hdémérséklet-valtozasokra, mint példaul a
felolvasztasra, majd az ujra lefagyasztasra. A hdémérsékletnek a virus inaktivalasara
gyakorolt hatasat nagymértékben befolyasolja az a kbzeg, amiben a virus talalhato:
szovetfellluszoban 60°C-on 10 perc alatt vesziti el a virus a fert6z6képességét, azonban
alvadasgatolt vérben 68°C-on még 30 perc sem elég a teljes inaktivalédashoz (van Oirschot,
1992).

A feldolgozott husarukban, mint példaul a szalami, 90 napos tulélési ratardl szamoltak
be, mig az ibériai sonkaban még 252 nap utan is talaltak fertézéképes virionokat (Mebus et
al., 1993). A CSFV az 5 és 10 kozotti pH tartomanyban stabil, ugyanakkor az ennél
savanyubb kdérnyezetben az inaktivaciéja hémérsékletfliggbé (Depner et al., 1992): pH 3 alatt
és 60°C folott fél 6ra, 80°C-on 5 perc kell a teljes inaktivalédashoz. A virus a pH 10 feletti

lugos vegyhatassal szemben kulondsen érzékeny (Terpstra, 1991; Varga et al., 2018).
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4.3) Jarvanytan

A klasszikus sertéspestist az Allategészségligyi Vilagszervezet (World Organisation for
Animal Health, OIE) bejelentési kotelezettség ala tartozo fert6z6 betegségként tartja szamon
(Edwards et al., 2000). A betegség klasszikus, heveny formaja altalanos lazas tinetekben, a
hatuls6 végtagok gyengeségében, és a testszerte el6forduld, pontszerl vérzésekben

nyilvanul meg (Varga et al., 2018).

A virus irant természetes korllmények koézott a disznofélék csaladjanak tagijai,
leginkabb a hazisertés (Sus scrofa domestica) és a vaddiszné (Sus scrofa scrofa) fogékony
(Depner et al., 1995; Varga et al., 2018), azonban napjainkra mar a kdzonséges
varacskosdiszn6 (Phacochoerus africanus), és a folyami diszn6é (Potamochoerus larvatus)

érzékenysége is bizonyitott (Everett et al., 2011).

A CSFYV terjedése direkt vagy indirekt médon, illetve a méhlepényen keresztil térténik,
a virusnak gerinctelen kdztigazdaja nincsen. A legfontosabb indirekt utvonalak kbzé tartozik
példaul a fert6zoétt nyers sertéshisnak, vagy a sertés eredetli termékeknek, illetve az
ezekbdl keletkezd nyers hulladékoknak a hazisertésekkel vald feletetése, valamint a
mechanikai atvitel, azaz a ragalyfogd targyak és az ember altal kozvetitett (iatrogén)
fert6z6dés (van Oirschot, 1999; Varga et al., 2018). Mindezek mellett Weesendorp és
munkatarsai (2008 és 2009) kisérleti kérilmények kozott elbidézett aerogén uton vald
terjedésrél is beszamoltak, ami feltételezhetéen a virus kondak kozotti atvitelében is

szerepet jatszhat (Laevens et al., 1999).

A vaddisznd, mint a virus rezervoarja, szintén kozponti szerepet jatszik a CSFV
terjesztésében, veszélyeztetve ezzel az adott terlleten tartott hazisertés-allomanyokat.
Habar a sertés és a vaddiszné azonos mértékben fogékony a betegségre (Depner et al.,
1995; Laddomada, 2000), a kérkép tlinetmentes formaja a vaddiszndk esetében mégis
nagyobb szamban fordul el6 (Lange et al.,, 2012), ami miatt a hazisertés-allomany

folyamatos fertéz6dése elkerilhetetlen.

Jarvanytanilag nagyobb veszélyt a gyengébb virulencigju toérzsek jelentik, mert a
fert6z6dés allomany szinten nehezen ismerhetd fel, a vaddisznok pedig féleg ezt a valtozatot
tartjak fenn. Ennek kovetkeztében az Gjabb jarvanyesetek korai észlelése joval nehezebbé
valt, holott a multban lezajlott kitérések tapasztalatait 6sszegezve egy CSFV-vel fert6zott
allomany korai felderitése kritikus a jarvany késébbi mérete szempontjabdl (Elber et al.,
1999; Horst et al., 1997). igy hidba tettek mar eddig is oriasi eréfeszitéseket Eurdpaban a
betegség megfékezésére, a két faj érintkezése &llanddé CSF-fenyegetettséget jelent a

kontinensen.
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Ezzel parhuzamosan a virus az allomanyon belll ,csendben” terjed, mialtal
megndvekszik az allatok fakultativ patogénekkel szembeni érzékenysége. Ennek
kovetkeztében pedig megné a kulonféle antibiotikumok felhasznalasa, csdkken az
alomszam, romlanak a hizlalasi paraméterek, és emelkedik a selejtszam is. Ekkor a CSF
klasszikus tiunetei tehat nem, csak a fellilfert6zédésekbdl adodo klinikai tinetek észlelhetdk
(Dahle et al., 1992).

4.4) Korfejlédés

A CSFV felvétele tdbbnyire szajon at térténik. A virus elsédlegesen a mandulak
kriptainak epithel sejtieiben szaporodik el, majd ezt kévetéen a koérnyezd limfoid szdvetbe
szérodik. A regionalis nyirokcsomdkat a nyirokérrendszeren keresztll éri el, ahol tovabb
szaporodik. A vérben a virus a fert6zést kdveté 24 oran belll jelenik meg, s a véraram
segitségével jut el a masodlagos szaporodasi helyekre, azaz a |épbe, a csontvel6be, és a
zsigeri nyirokcsomokba (Liess, 1987; Varga et al., 2018). A kapillarisok falaban az endothel
sejtekben elszaporodva a virus azok elfajuldsat okozza, ami magyarazatul szolgal az egyik
legjellegzetesebb tlinetre, a testszerte a bdrben és a szervekben jelentkez8, pontszeri

vérzésekre.
4.5) Tunetek

A betegségnek az alabbi harom tipusat kulonithetjik el: i) az akut (atmeneti vagy
halalos), ii) az idult (kronikus), illetve iii) a perzisztens format, amely utébbi féleg a
vemhesség alatti fert6z6dés kovetkeztében alakul ki (Moennig et al., 2003). Mind a
hazisertések, mind pedig a vaddisznék esetében a betegség jellemzden ugyanazokat a
klinikai tineteket mutatja, amelyek a fert6zédést kdvetéen 4-7 (ritkan 10) nap lappangasi id6
utan jelentkeznek. A betegség kifejlédése esetenként nagymértékben eltérhet, fligg ugyanis

masodlagosan fellépd, bakterialis tarsfertézésektél is (Blome et al., 2011).

A betegség akut fazisaban a virusfert6zést kovetd 2 héten belil megjelené Kklinikai
tinetek aspecifikusak: a beteg sertéseken magas laz, anorexia, altalanos gyengeség, az
emésztérendszert érint6 tlnetek és kétdéhartya-gyulladas figyelheté meg (Dahle et al., 1992;
Petrov et al., 2014). Ujabb két hét elteltével mindezek sulyosbodnak, és megjelennek a
betegség mar jellemzd tinetei is: az idegrendszeri tinetek (egyensulyzavar, izomgorcsok,
remeges, részleges, majd telies bénulas), a kiterjedt pontszerll vérzések, valamint az
elhalasos terlletek a bérben — ez utébbiak féleg a fileken, a végtagokon, illetve az alhasi
részen figyelheték meg, és az elhullas rendszerint még a fertézést kdvetd negyedik hét elbtt

bekdvetkezik. Az olyan magas virulenciaju virustorzsekkel valé fertézést kdvetben, mint
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példaul a Margarita vagy a Koslov, amelyeket gyakran hasznalnak vakcinakisérletekben, a
mortalitasi rata akar a 100%-ot is elérheti, figgetlendl a fert6z6tt allat koratdl (Floegel-

Niesmann et al., 2003; Moennig et al., 2003).

A helyes diagnozis feldllitasakor nem szabad figyelmen kivil hagyni a CSF
immunszuppressziv hatasat sem, hiszen a 1égz6- és emésztérendszerrel kapcsolatos
komoly masodlagos fert6z6dések sulyosbithatjak a koérképet, és kdénnyen elfedhetik az

eredeti betegség tlneteit.

A CSF idult formaja abban az esetben alakulhat ki, amikor egy fert6zott sertés nem
képes megfelel6 immunvalasz kialakitdsara. A beteg egyedekben ilyenkor jellemz&en nem
specifikus klinikai tlineteket figyelhetlink meg: mint példaul visszatéré laz, letargia, sorvadas,
vagy akar kiterjedt bérgyulladas. A napjainkban elfogadott nézet szerint a CSF kronikus
formajaban szenvedd sertések a betegség kdvetkeztében végil mind elhullanak, de addig
akar hénapokat is tulélhetnek, ami alatt nagy mennyiségben Uritik a virust. Az érintett
allatokban a virusfert6zésre valaszul termel6dhet ugyan ellenanyag, ezek azonban bizonyos
esetekben csupan szdérvanyosan jelennek meg, és nem befolyasoljak a virusiritést (Blome
et al., 2017a). Jenckel és munkatarsai (2017) tanulmanyukban arra a kovetkeztetésre
jutottak, hogy a gazdaszervezetnek nagyobb szerepe van a kronikus betegség

fenntartasaban, mint a viralis faktoroknak.

A perzisztens fertézéssel egyutt mindezeknek komoly jelentéségiik van ott, ahol a
betegség érinti a vaddiszn6-populaciokat, vagy ahol a CSF az allandé viruskorforgas miatt

endémiasan fordul el6 (Depner et al., 1995; Kaden et al., 2005).

A betegség a vemhes kocakra és azok malacaira is komoly veszélyt jelent. Attol
fuggbéen, hogy a koca a vemhességének mely idészakaban, és milyen virulenciaju torzzsel
fert6z6dott meg, a magzatok karosodasa eltér6 mértékl lehet. A vemhesség elsé felében
lezajlott CSFV fert6z6dés kdvetkeztében felléphet vetélés, mumifikalodott vagy életképtelen
magzatok ellése, de néha latszolag tlinetmentes, szeroldgiailag nem felismerhetd, virusiritd
malac is szillethet. (Kaden et al., 2005; Stewart et al., 1972 és 1973) Az immuntolerancia
jelensége abban az esetben tapasztalhatd, ha a kérokozé a vemhesség 50. és 70. napja
kozott jut a fejl6édé magzatba, amikor annak immunrendszere a sajat-idegen felismerését
tanulja. Ezek a malacok szlletésukkor egészségesnek tlinnek, és tdbb honapot is tuléinek,
azonban a betegség un. késén kifejl6dd formaja miatt idejekoran elhullanak (Blome et al.,
2017a). Amennyiben a virus a gesztacio egy kés6bbi szakaszaban fert6zi meg a vemhes
kocat, a magzatok kevésbé karosodnak, hiszen addigra mar immunkompetenssé, azaz

megfelel6 immunvalaszra képesekké valtak.
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Friss kutatdsok igazoljak, hogy perzisztens fert6z6dés oly moédon is bekdvetkezhet,
hogy Ujszilétt malacok életik elsé nyolc 6rajaban, vagy akar az ellést kdvetd 48 oran belll
fert6z6dnek. Mindezek komolyan befolyasolhatjgk az alkalmazni kivant vakcinak
hatékonysagat, és megnehezithetik a jarvany felszamolasat az endemikusan fert6zott

régiokban (Cabezon et al., 2017; Munoz-Gonzalez et al., 2015).

4.6) Korbonctani, korszovettani elvaltozasok

A betegség akut formajatdl szenvedd allatokban testszerte kiterjedt vérzések
talalhaték, de el6fordulhat negativ bonclelet is, azonban az esetek dontd
tobbségében a savoshartyak alatt, illetve a vese kéregallomanyaban pontszeri
vérzések ekkor is megfigyelheték. A nyirokcsomoék vizsgalatakor csak a kérgi részen
vagy a szerv egész terjedelmében élénk- vagy feketevords metszéslapot figyelhetlink
meg a nyirokcsomok gyokérterlletén keletkezett vérzések mértékétél fuggden. A

Iépben lehetnek infarctusok.

Az idult vagy krénikus lefolyasu esetekben a gyomorban kruppos alhartyakat
figyelhetlink meg, és a vastagbélben ekkor kialakulhatnak a betegségre jellemzé un.
diphtheroid bélgombok (boutonok), amelyek kiemelkednek a nyalkahartya fellletére.
Ezeket a béltartalom a gydégyuld allatokban lekoptathatja. Bizonyos hulldkban
vérzéses jellegl kruppos tudégyulladast észlelhetlink, amit bakterialis felllfert6zédés

sulyosbithat.

Szdvettani vizsgalattal mar a betegség korai szakaszaban az agyvel6 fehér-,
illetve szurkeallomanyaban enyhe vizenyd, és tobbnyire 2-3 sejtsoros lymphocytas
érkopenyek figyelheték meg, ami a hajszalerek faldnak a virus okozta

karosodasanak a kdvetkezménye (Varga et al., 2018).
4.7) Eurdpai Uniés és hazai szabalyozas jarvanykitorés esetén

A vakcinazas a jarvany kezelésének hatékony és biztonsagos mddja, amivel kritikus
szint ala csdkkenthetd a virusfertézés gyakorisaga (Rossi et al., 2010). Ugyanakkor egyes, a
betegség altal érintett terlleteken (példaul Kina, Oroszorszag, Dél-Amerika, vagy a karibi
régié) a vakcinazas énmagaban nem eredményezte a jarvany felszamolasat (Moennig és
Becher, 2015). Mindez azt mutatja, hogy endémias helyzetben, illetve a fert6zétt allomany
szomszédsagaban talalhato telepeken az allandd és szisztematikus megel6z6 vakcinazasi
stratégia akkor lehet eredményes, ha elbtte igazgatasi eszkdzok kovetkezetes

alkalmazasaval (példaul intenziv monitoring, védd- és medgfigyelési korzetek kialakitasa,
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valamint a fert6zétt, illetve a fogékony allatok ledlése) a jarvany kontrollalhatéva valik (Postel
etal., 2017; Rossi et al., 2010).

Mindezek fényében az Eurdpai Unié (EU) a terlletén a klasszikus sertéspestis ellen
betiltotta a hazisertések vakcinazasat: az esetleges jarvanyhelyzetek felszamolasa jelenleg a
2001/89/EK iranyelvvel 0Osszhangban vakcinazas nélkidl, f6szabalyként igazgatasi
eszkozokkel torténhet (2001).

Postel és munkatarsai (2017) szerint a sertéstartas tipusanak fliggvényében a CSF
altal kivaltott tarsadalmi-gazdasagi hatéasokat két f6 csoportba lehet sorolni. A betegségtol
mentes orszagokban, ahol a sertéstartds nagymeértékben iparositott, a CSF behurcolasa
katasztrofalis kdvetkezményekkel jar mind a sertésagazat, mind pedig a gazdasag szamara
a nagyszamu allatledlések, a kereskedelmi és forgalmi korlatozasok, valamint az
exportlehetéségek beszlkilése kovetkeztében keletkezett bevételkiesés, illetve tébbek
kozott az allami kartalanitasra forditott hatalmas 6sszegek miatt. Raadasul a betegségtdl
mentes statusz ismételt megszerzése — akar a kereskedelmi partnerektél, akar pedig az OIE-
t6l — hosszu procedura, ami tovabb erdsiti egy esetleges jarvanykitérés hosszu tavu negativ
hatasait (Postel et al., 2017).

A masik csoportba a szegényebb, fejl6dé orszagokat soroltak: itt a mezbégazdasag
kevéssé iparosodott, ezért elterjedt a haztaji sertéstartas. Ezekben a régidkban a lakossag
szamara a sertéshus fontos fehérjeforrasnak szamit, ezért (bar a CSF-nek kozvetlenil
human egészségligyi kockazata nincsen) a ,one-health” koncepcié mentén a sertésallomany
klinikai statusza kdzvetlenil kihat a csaladok éleimezésére, illetve jbvedelmére (Gilbert et al.,
2015; Leslie et al., 2015). Az sem elhanyagolhaté tény, hogy az Elelmezésiigyi és
Mezbgazdasagi Vilagszervezet (FAO) adatai szerint ezekben az orszagokban a globalis
sertésallomany egy jelentés része, mintegy 60%-a valtozatos, nem strukturalt, kis Iétszamu
populaciokban van jelen, a haztaji sertéstartasnak ebbdl kifolydlag regionalisan és
vilagszerte is tarsadalmi-gazdasagi szinten komoly kihatasa van, illetve jelentésen
befolyasolja a jarvanyos Aallatbetegségek dinamikajat is. Hiszen annak ellenére, hogy
ezekben a gazdasagokban a sertésallomany meérete és sirlisége is kicsi, a biologiai
biztonsagi elbirasok alacsony szinvonala, valamint az allatorvosi szolgaltatasok
igénybevétele irant mutatott mérsékelt hajlanddsag a betegség megelézése és felszamolasa

soran kritikus szempontoknak szamitanak (Postel et al., 2017).

Mindezek mellett napjainkban mar nem hagyhaté figyelmen kivil az a trend sem,
miszerint az allatvédelem, az etikus allattartas a tarsadalom egyre szélesebb rétegei altal
megkovetelt viselkedési norma lett, emiatt az igazgatasi eszkozok alkalmazasa soran a

fogékony allatok a kézvélemény szamara feleslegesnek tiné tdmeges ledlése, valamint a
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kiirtasra forditott hatalmas 6sszegek mar nagymeértéki civil ellenallast ébresztenek (Report

from the scientific veterinary committee, 1994; Meuwissen et al., 2009).

A fentieket mind figyelembe véve a jarvanyok elleni védekezésben nélkulozhetetlen
segitséget jelenthetnek az oltbanyagok. A jelenlegi vakcinak felhasznalhatésagat
ugyanakkor nagymértékben korlatozza az, hogy bar az él6, attenudlt virust tartalmazoé
oltdéanyagok az esetek tulnyomé tébbségében hatékony védelmet biztositanak, a klasszikus
sertéspestis ellen jelenleg elérhetd marker tipusu vakcinak (lasd késébb ,A vakcinafejlesztés
altalanos attekintése” c. fejezetben) kdre meglehetésen sziik. Raadasul a vakcinazott
allatokra, illetve a belblik szarmazd termékekre komoly kereskedelmi megszoritasok
érvényesek, mindez pedig hatassal van a vészhelyzeti vakcinazas soran alkalmazhato

vakcinak korére is (Blome et al., 2013; Greiser-Wilke és Moennig, 2004; Postel et al., 2017).

Az Eurdpai Unid korabban mar emlitett 2001/89/EK szamu iranyelvének (2001) 19.
szamu cikke ugyanis kivételes korulmények fennalldsakor lehetéséget biztosit a hazisertések
vészhelyzeti vakcindzdsara (Report from the scientific veterinary committee 1994;
Commission decision, 2002). Ez a cikk megengedi a marker tipusu vakcinak hasznalatat erre
a célra a kés6bbi kereskedelmi korlatozasok nélkll, ugyanakkor eddig még egyetlen

tagallam sem élt ezzel a lehetéséggel (Postel et al., 2017).

Egy vészvakcinazasi forgatékonyv esetében a célallatok immunizalasat a lehet6
leghamarabb el kell kezdeni. Bizonyos sertésbetegségek, mint példaul a sertésinfluenza, az
Aujeszky-betegség, vagy a sertésorbanc megfékezésére alkalmas eszkéz lehet a vemhes
kocak immunizalasa (Pomorska-Modl et al., 2010 és 2012; Pyo et al., 2015; Sandbulte et al.,
2014). A vakcinazott kocak utédai a szlletésik utani par hétben a kilénb6zé fert6zé
betegségekkel szemben az anyai ellenanyagok (maternally derived antibodies, MDA) altal
még védve vannak, ugyanakkor az MDA-k szintjének csdkkenésével ezekre a betegségekre
hamar fogékonyakka valnak. Az optimalis vakcinazasi stratégia mindezeket figyelembe
veszi, ami a gyakorlatban azonban egy rovid idére az anyai, és a vakcina altal indukalt
ellenanyagok egyuttes jelenlétét eredményezheti a malacokban, amelynek kdvetkeztében az
MDA-k gatolhatjadk a vakcina altal kivaltott immunvalaszt. Az ujszulott egyedek
immunizalasanak problematikaja tehat komoly kihivas elé allitia az allatgyogyaszati
vakcinafejlesztéssel foglalkoz6 kutatékat (Bouma et al., 1997; Pomorska-Mdl et al., 2010 és
2012; Pyo et al., 2015; Sandbulte et al., 2014; Siegrist, 2001).

Valamivel szofisztikaltabb, ugyanakkor koltségesebb megoldast jelenthet, ha az oltott
és a fert6zott allatok elkilonitésére olyan korszerli molekularis bioldgiai modszereket
alkalmaznak, mint példaul a hibrid genotipus-specifikus real-time RT-PCR modszer (Blome

et al., 2011). A szerz6k ebben a vizsgalatban részleges szekvenalassal kombinaltak a
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differenciald multiplex RT-qPCR prébat, amely mddszert a genetikai DIVA-stratégia (lasd
késbébb ,A vakcinafejlesztés altalanos aftekintése” c. fejezetben) soran nem csupan azokban
a régidkban lehet sikeresen alkalmazni, ahol vaddisznok szajon at térténé megel6z6
vakcinazasa folyik, hanem a konvencionalis vakcinakat alkalmaz6 immunizalasi kampanyok,

vagy akar a vészvakcinazasok soran is (Blome et al., 2011; Everett et al., 2014).
4.8) A vakcinafejlesztés altalanos attekintése

A CSF felszamolasara tobbféle vakcinadzasi stratégia érhetdé el, amelyek
megvaldsitasahoz kilénb6zd tipusu oltdbanyagokra van szikség (van Oirschot, 2003b) attél
fuggéen, hogy endemikus vagy mentes terlilet vészhelyzeti vakcinazasardl beszéllnk.
Endemikusan fert6zoétt régidoban az immunizalas célja a gazdasagi veszteségek mérséklése,
vagy megelézése, amihez megfelel§ és hatékony vakcinakat kell alkalmazni. Ezekben az
orszagokban a vakcinazast a nemzeti mentesitési programok részeként alkalmazzak. Ezek a
programok forrasigényesek, igénylik emellett az 6sszes érdekelt fél tamogatasat, illetve egy

j6l szervezett allategészségulgyi halézat meglétét is (Postel et al., 2017).

Jarvanykitoérés alatt a vészhelyzeti vakcinazasi kampanyok célja a betegség
tovaterjedésének megakadalyozasa, igy ilyen esetben gyorsan hatd, lehetbleg marker
potenciallal rendelkezé oltbanyagokat célszerl hasznalni (van Oirschot, 2003a). Kétségtelen,
hogy az él6, attenualt oltdbanyagok vilagszerte jelentésen hozzgjarultak a CSF
kontrollalasahoz (Vandeputte és Chappuis, 1999), ugyanakkor terepi korilmények kozott
még egy majdnem tokéletes vakcina is elbukhat, amennyiben a hozza kapcsoléddé kampany

€és menedzsment nem megfeleléen végrehaijtott (Blome et al., 2017b).

Minderre szemléletes példa lehet Kina, ahol a hosszan tartd kotelezd C-térzsodn
alapulé immunizalasi stratégiak mégsem eredményezték a betegség teljes eradikaciojat (Luo
et al.,, 2014).Abban a legtdbb szerzd egyetért, hogy mindezekhez leginkabb szervezési
hianyossagok vezettek. Az egyik f6 gond Kinaban a vakcinak minéség-ellenérzése: tobb,
mint 50 gyarté eltérd mindségli és tipusu készitménye van az orszagban kereskedelmi
forgalomban, és az idegenagens-szennyezettség (leginkabb BVDV) egy létezd, valds
probléma (Blome et al., 2017b). Egy masik jelentds tényez6, hogy az élé vakcinak nagyon
érzékenyek lehetnek, és zart hltési lancot igényelnek, ami Kina tavoli vidékein gyakran nem
megoldott. Mindezeken tul a nem jél id6zitett oltasi kampanyok, a vakcina indukalta
antitesteknek az anyai ellenanyagokkal valé kdlcsénhatasa, a kulénbdzé tarsfertézések,
amelyek befolyasolhatjdk az oltdbanyag hatékonysagat, valamint f6leg vidéken a hianyos
immunizalas, és a haztaji sertések mind fontos szerepet jatszanak a betegség elleni harcban
(Luo et al., 2014).
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Sokszor a gyarték javasolnak meglehetésen bizarr immunizalasi sémakat, amelyek az
immunologia terlletén elért eredményeket egyaltalan nem veszik figyelembe. Személetes
példa erre az ujszuldtt malacok vakcinazasara valo buzditas még a kolosztrum felvétele el6tt
— holott ismert és bizonyitott tény, hogy a nagyon fiatal egyedek immunvalasz kialakitasara
még nem képesek, és a kolosztrummal egyitt felvett ellenanyagok kiiktatjak a vakcinatérzs
szaporodasat (Blome et al., 2017b). Munoz-Gonzalez és munkatarsai (2015) pedig els6ként
itak le a vakcinazasra adott immunvalasz teljes hianyat a szlletés utan CSFV-vel

perzisztensen fert6z6dott malacokban.

A masodlagos fert6zések, és az egyéb betegségek elleni immunizalasnak a CSF
eradikacidjara gyakorolt hatasait Lim és munkatarsai (2016a) vizsgaltak. Kisérleteik soran
megallapitottak, hogy sem a sertések reprodukciés zavarokkal és légz6szervi tunetekkel jaro
szindromajanak virusa (porcine respiratory and reproductive syndrome virus; PRRS-virus),
sem pedig a 2-es tipusu sertés circovirus-fertézés nem befolyasoltak negativan a CSFV
elleni ellenanyagok mennyiségét, illetve a CSFV antigének detektalhatosaganak idétartamat

sem.

Ahogyan azt Luo és munkatarsai (2014) leirtak, a vakcinazas dnmagaban sosem elég
egy betegség felszamolasahoz: a teljes eradikaciohoz mindig szikség van a biologiai
biztonsagossag nodvelésére, a vakcinak szigoru mindség-ellenérzésére, a hasznalatuk
pontos nyomon kovetésére, megfeleld elbrejelzésre, és kompenzaciés programok
bevezetésére. Vidéken, illetve olyan terlleteken, ahol haztdji sertéstartas folyik, a szajon at
torténé alkalmazasi mod segithet elérni a megfelel6 vakcina-lefedettséget tobbek kdzott
azaltal, hogy nem igényel kézvetlen allatorvosi beavatkozast, és igy a farmerek is aktivabban
bevonhaték az immunizalasi kampanyokba (Dietze et al.,, 2013; Milicevic et al., 2013;
Monger et al., 2015).

A vakcinakat artalmatlansaguk és hatékonysaguk alapjan jellemzik: a modern vakcinak
esetében az elbny-kockazat ertékelés pozitiv, azokra az artalmatlansag és hatékonysag
optimalis aranya a jellemz6. A CSF-fel (de minden mas viralis betegséggel) szembeni
védekezésben felhasznalhaté idealis vakcinaknak az alabbi feltételeknek kellene

megfelelnitk:

- az adllatokban legalabb enyhitsék a betegség klinikai tineteit (a korszeri

oltéanyagok ugyanakkor ezeket mar meg is szintethetik),
- ideadlis esetben akadalyozzak meg a fert6zédést is,
- ne jelentsenek veszélyt a célallat fajokra,

- ne okozzanak se rovid, se hosszu tavd nem kivanatos mellékhatasokat,
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- valtsanak ki korai és erételjes immunvalaszt,

- az immunitastartdossag legyen élethosszig tarto,

- legyenek hatékonyak az ésszes virusvarianssal szemben.
Lényeges szempontoknak tekintheték mindezek mellett, hogy:

- az oltdbanyagok alacsony bioldgiai kockazattal rendelkezzenek,

- a vakcinatdérzs legyen genetikailag stabil,

- legyen kdénnyen alkalmazhaté a célallat fajon,

- indukaljon homogén allomanyszintll immunitast,

illetve hogy az oltott egyedekbdl se a kérokozo, se a vakcinavirus ne Grtljon.

Ez utdbbi annak ellenére sem kivanatos jelenség, hogy ezaltal az allomany tébbi tagja
is athangolédhatna, mert ebben az esetben a vakcinazas mar kontrollalhatatlanna valik. A
vakcinakkal kapcsolatos tovabbi fontos kritérium még, hogy megbizhatéan, olcsén és

egyszerlen lehessen azokat sztenderd koérilmények kdzott el6allitani.

A jarvanyvédelemben valé felhasznalhatésaguk miatt tovabbi kévetelményként jelent
meg, hogy az igazgatasi rendelkezéseket is szolgalva a vakcina altal biztositott védettség
szerologiailag megkullonbdztethetd legyen a természetes fertéz6déstdl. Ez az an. DIVA-
stratégia (DIVA = Differentiating Infected from Vaccinated Animals), amely jelentheti tébbek
ko6zott markervakcinak hasznalatat (ezen oltéanyagok altal indukalt ellenanyagok megfelelé
szerologiai proba segitségével megkilonbdztetheték a természetes fertéz8dés hatasara
termel6dott ellenanyagoktol), ugyanakkor a stratégia megvaldsithaté nem marker-jellegi
oltdbanyagokkal is, amennyiben a megfeleld diagnosztikai eszkdztar a rendelkezésre all
(Dong és Chen, 2007; Soo6s és Tuboly, 2009a).

Mai tudasunk szerint egyel6re egyik jelenleg forgalomban Iévé CSF elleni vakcina sem

teljesiti az 6sszes itt felsorolt feltételt (Blome et al., 2017b).
4.9) A klasszikus sertéspestis elleni vakcinazas torténete

A CSF ellen kezdetben passziv immunizalassal védekeztek. Az un. reconvaleszcens
vérsavo alkalmazasakor a fertézésen mar atesett sertésekbdl vett vérsavot hasznaltak, majd
kés6bb sorozatoltasokkal hiperimmunizalt szérumtermeld allatokbdl szarmazé immunszérum
alkalmazasaval kisérleteztek, ami 2-3 hétig tarté passziv védettséget biztositott az oltott
sertéseknek. Ezt a modszert az aktiv immunizalas egy korai formaja, a szimultan oltas
gyakorlata kdvette, amelynek soran hiperimmun szérummal és virulens virussal egyidejlleg

oltottak az allatokat. A fent emlitett mddokon térténé immunizalas azonban artalmatlansagi
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szempontbdl (példaul az un. szérumbetegség kialakuldsanak magas kockazata miatt) ma
mar teljességgel elfogadhatatlan, emellett pedig a virulens virus terjesztése nagymértékben

hatraltatta a mentesitési torekvéseket.

Az inaktivalt vakcinak koézll a legismertebb az un. kristalyibolya-vakcina, amit a CSF
virulens virusaval megfertézott sertések alvadasgatolt és kristalyibolya festékkel kezelt
vérébél 37°C-on 14 napig torténd inaktivalassal allitottak el6. Az inaktivalt oltéanyagok
artalmatlanok, hatékonysaguk azonban nem kielégitd, ezért a megfeleld6 mértéki
antigénhatds érdekében adjuvansokat is kell alkalmazni. Hatranyuk még, hogy viszonylag
nagy mennyiség szikséges bel6luk, emellett a virusszaporodast és -Uritést sem
akadalyozzak meg (Bird, 1947; Pehl, 1954).

A XX. szazad masodik felében az USA-ban sikerilt a virus virulenciajat hazinyulakon
végzett passzalassal csdkkenteni, és az igy eléallitott un. lapinizalt amerikai tdrzsekbdl (mint
példaul a Baker, a Koprowski, vagy akar a Hudson) hoztak létre az akkor kereskedelmi
forgalomban kaphaté oltéanyagokat (Baker, 1946 és 1947; Koprowski et al., 1946)
(Magyarorszagon példaul a Koprowski-torzset tartalmazé vakcina Rovac néven kerilt
kereskedelmi forgalomba). Az els§ tapasztalatok a lapinizalt vakcinakkal kapcsolatban
azonban nem voltak biztatok: a nyulakon végzett passzazs-szam fliggvényében a
vakcinatdrzsek tobb-kevesebb maradék virulenciaval rendelkeztek, emiatt pedig a vemhes
kocak immunizalasanak kovetkeztében esetenként eléfordult a magzatok intrauterin
fert6z6dése, illetve az oltott fiatal malacok megbetegedése (Overby és Eskildsen, 1977). Ez
igaznak bizonyult néhany napjainkban hasznalt, a C-t6rzsbél szarmazé moédositott, €16
vakcinatorzsre, mint példaul az LOM-térzsre is (Lim et al., 2016b), amelynek naiv
sertésekben torténé alkalmazasa Dél-Koreaban, Jeju-szigetén CSF jarvanykitorést okozott
(Je et al., 2018).

Az 1950-es években ezeket az amerikai gyengitett torzseket Kinaban passzaltak
tovabb, eléallitva ezaltal az un. kinai térzset (Chinese strain, C-torzs). A toérzsnek a pontos
eredete bizonytalan (Xia et al., 2011): jelenlegi tudasunk szerint azt 1956-ban a Kinai
Allatgyogyaszati Termékeket Ellenérzé Intézet és a Harbini Allatorvosi Kutatéintézet kdzdsen
fejlesztette ki (Luo et al., 2014). A C-térzs alapu oltdbanyagok hasznalata ezutan az iparilag
fejlett orszagokban vilagszerte altalanossa valt. Hazankba a kinai térzset 1959-ben a harbini
intézetb6l hozta be Mészaros Janos és Téth Béla, majd itthon Bognar Karollyal kardltve
széles korl allatkisérleteket kovetéen 1963-ban allitottak el6 bel6le a Suvac nevil vakcinat,

amit évtizedekig sikeresen alkalmaztak hazankban (Mészaros, 1983).

Az Eurdpa-szerte hasznalt C-tdrzs eredetl oltdbanyagokkal kapcsolatban kimutattak,

hogy megbizhaté védelmet biztositanak akar mar négy nap utan egy egyszeri adaggal
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torténé immunizalast kdvetéen (Dahle és Liess, 1995; Kaden és Lange, 2001; Terpstra et al.,
1990), tovabba igazoltak, hogy az immunitastartéssag legalabb 6-11 hdnapig, vagy akar
egész élethosszan fennall (Kaden és Lange, 2001; Terpstra et al., 1990; van Oirschot,
2003b). Jelenlegi tudasunk szerint a C-torzs alapu vakcinak megfelelé védelmet nyujtanak
barmelyik CSFV genotipus ellen (Graham et al., 2012). Arra vonatkozéan nem allnak
egyel6re rendelkezésinkre adatok, hogy ezen vakcinak intramuszkularis alkalmazasa
megakadalyozza-e a magzatok transzplacentaris fert6z6dését (Diagnostic techniques and
vaccines, 2003), ugyanakkor Kaden és munkatarsai (2008) vemhes vaddiszndk oralis
immunizalasat kdvetéen bizonyitottak az Ujszilott malacok passziv védettségét. Mindezek
mellett a C-tdrzsbdl szarmazd vakcinatdrzsek artalmatlannak bizonyultak mind a célallat,
mind pedig a nem célallat fajokban (Kaden et al., 2010) — s6t még az immunszuppresszalt
egyedekben is (Biront és Leunen, 1988). Végll pedig az ilyen tipusu oltéanyagoknak (az
imént targyalt artalmatlansagra és hatékonysagra vonatkozé jellemzéin kivil) az eléallitasa
is egyszerli és gazdasagos, alkalmazasukkor adjuvansok hasznalata nem szikséges,

valamint vaddiszndk szajon at torténé immunizalasara is alkalmasak (Kaden et al., 2002).

Az ALD és Alfort-tdérzsekb6l szarmazo, és tengerimalac szdvethez adaptalt japan
GPE , valamint a sertésvese eredet(i PK-15 sejtvonalon szaporitott francia Thiverval-térzsek
un. hidegmutansok, azaz szaporodasuk 30°C-on optimalis (Aynaud et al., 1971; Sasahara et
al.,, 1969). Az ezekbdl termelt vakcinak gazdasagi és allatjoléti szempontokbdl is
elénydsebbek voltak, mivel szOvettenyészeten szaporitva olcsdbban, él6 allat felhasznalasa
nélkul lehetett az oltdanyagot eléallitani. A hideg térzseken alapulé vakcinak hasznalata utan
az immunvalasz hozzavetdlegesen 5 nap alatt alakul ki, az immunitastartéssag pedig akar 2-
3 évis lehet (Aynaud et al., 1971; Sasahara et al., 1969).

Lathatjuk, hogy az idealis vakcinak jellemzdivel kapcsolatos korabban targyalt
megallapitasok egy kivétellel mind igazak a CSF ellen hasznalt él6, attenualt vakcinakra,
azaz egyetlen hatranyuk a marker-jelleg hianya (Beer et al., 2007), amely lehetévé tenné a
vakcinazott egyedek szerologiai elkulonitését a természetes modon fertézottektél. A
molekularis biolégiai modszerek fejlédésével azonban a DIVA-stratégia mar ebben az
esetben is megvaldsithatd: a vad és a C-térzs alapu vakcinatérzsek genetikai alapon torténé
megkulonboztetésere példaul sikerilt mar tobb reverz transzkripcidés polimeraz lancreakciés
moddszert is kidolgozni (Leifer et al., 2009a; Zhang et al., 2012; Zhao et al., 2008). Mivel
azonban a fent részletezett konvencionalis vakcinakkal immunizalt sertésekre és az azokbdl
szarmazo termékekre tovabbra is szigoru kereskedelmi Kkorlatozasok érvényesek, a
kutatasok az elmult par évtizedben egy idealis CSF elleni marker-jellegli oltéanyag

kifejlesztésére kezdtek fokuszalni (Blome et al., 2017b).
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4.9.1) EIs6 generacios markervakcinak

4.9.1.1) Alegységvakcinak

allatokban képes protektiv immunvalaszt kialakitani, két kutatécsoport is kifejlesztett él6
virust nem tartalmazd, E2 glikoproteinen alapulé kisérleti vakcinakat (Koénig et al., 1995; van
Rijn et al., 1996). Ezek az un. alegységvakcinak egy SF-21 jell rovar eredetli sejtvonalon
szaporitott baculovirus altal expresszalt rekombinans E2 fehérjét tartalmaztak (Hulst et al.,
1993). Ebben az esetben a marker-jelleg mar megvaldsul, hiszen a CSFV egy masik felszini
alapulé ellenanyag ELISA-val szerolégiailag ki lehet szlmi a pozitiv reakciot ado,
természetes modon fert6z6dott allatokat, mig az oltott egyedek csupan az E2 antigén ellen

termelnek antitesteket (Blome et al., 2017b).

A kezdeti vizsgalatokat kdvetéen nagy szamu kisérletet végeztek el annak érdekében,
hogy ezeknek az alegységvakcinaknak az artalmatlansagat és hatékonysagat egyértelmien
megismerhessék (Bouma et al., 1999; de Smit et al., 2001a; de Wulf et al., 2000; Dortmans
et al., 2008; Klinkenberg et al., 2002; Lipowski et al., 2000; Moormann et al., 2000; van
Aarle, 2003). Igazoltak tdbbek kozott, hogy ezek az E2 alegységvakcinak artalmatlanok,
azonban a hatékonysaguk nem dsszemérhetd a C-térzs alapu, illetve az egyéb él6, attenualt
oltdbanyagokéval, mivel a rafertézéses kisérletekb6l kapott eredmények nagy szoérast
mutattak (van Oirschot, 2003b). Hatranyuk tovabba, hogy a konvencionalis vakcinakhoz
képest hatasukra az immunitas kialakulasa késébb kovetkezik be, illetve ahhoz, hogy a
CSFV vertikalis és horizontalis terjedését megakadalyozzak, minimum kétszeri, parenteralis
oltas sziikséges (Diagnostic techniques and vaccines, 2003; de Smit et al., 2000; Ziegler és
Kaden, 2002). Mindezekbdl kdvetkezik, hogy ezek a vakcinak nem megfeleléek a szajon at

(Blome et al., 2017b).

Napjainkban az Unié teriletén kereskedelmi forgalomban mar csupan a CSFV Alfort-

Animal Health) néven.
4.9.2) Ujgeneraciés markervakcinak
4.9.2.1) Viralis vektorvakcinak

A vektorvakcinak esetében az adott betegséget okozo virus immunogenitasaért felelés

antigénjét egy, az érintett allatra nézve artalmatlan kérokoz6 genomja, mint vektor hordozza.
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Egy vektor kivalasztasanal fontos szempontok, hogy i) a hordozé kielégitdé mddon
szaporodjon, ii) az inszertet megfelelé mértékben expresszalja, valamint hogy iii) az ne
legyen artalmas a célallat fajra nézve. Nem szabad viszont figyelmen kivul hagyni ennek a
megoldasnak a veszélyeit sem, hiszen ezzel a génsebészeti eljarassal tulajdonképpen egy
genetikailag modositott szervezetet hozunk létre, amelynek az egész Okoszisztémara

gyakorolt lehetséges hatasait komolyan at kell gondolni.

Kezdetben Rimenapf és munkatarsai (1991b) a vaccinia virusvektorral egy, a CSFV
oltott allatokban neutralizalé ellenanyagok képz&dését indukalta, és megfelel6 védelmet

biztositott a kisérleti fert6zéssel szemben.

Hatékonynak tlintek még az Aujeszky-betegség genetikailag mddositott 783-as
jelzésl, a CSFV E2 és C glikoproteinjeinek kodolasaért felelés régidit hordozé térzse
segitségével elballitott vektorvakcinak: protektiv immunitas alakult ki mindkét betegséggel
szemben. Ugyanakkor az Aujeszky-betegség ellen termelddott anyai ellenanyagok gatlé
hatdsa miatt ezek a vektorvakcinak nem bizonyultak j6 megoldasnak (Peeters et al., 1997;
van Zijl et al., 1991).

Késébb tobb, egyéb viralis vektor rendszert is leirtak, és mint potencialis vakcinatorzs
vizsgaltak: mint példaul a sertés-, illetve humanadenovirus (Hammond et al., 2003;
Hammond és Johnson, 2005; Sun et al., 2011b), a sertéshimlé (Hahn et al., 2001), vagy akar
a baromfi- és kanarihiml6évirus vektor alapu jeldltek (Dong és Chen, 2007). A két utdbbi
madarhimlévirusnak megvan az az elényo6s tulajdonsaga is, hogy jelenlegi tudasunk szerint
eredményesen kizardlag madarakban képesek szaporodni. A Li és munkatarsai (2016) altal
leirt HAdV-5 (rAdV-EOQ-E2-IL2) jelli vakcinajel6lt egy CSFV E2-t, Erns-t és interleukin-2-t (IL-
2-t) expresszald rekombinans humanadenovirus vektoron alapul, ami két magas titer(
adagban, haromhetes id6kozzel intramuszkularisan alkalmazva teljes védelmet biztositott az
immunizalt allatokban kisérleti fertézés kovetéen. Ennél a rendszernél a marker tulajdonsag
a CSFV nem-strukturalis fehérjéje, az NS3 ellen termel6dott ellenanyagok kimutatasaval

valésul meg.

Annak fényében, hogy az encephalomyocarditis virusfert6z6dés (EMCV)
kovetkeztében a sertésekben szivizomgyulladas és szaporodasi zavarok, mig emberekben
akar lazroham is el6fordulhatnak, merész térekvésnek bizonyult Zhu és munkatarsai (2015)
részérél ennek a virusnak a rekombinans €16, attenualt formajat vektorként hasznalni, ami a
CSFV E2 (dlikoproteinjenek egy részét expresszalta. Kisérletesen egyelére csupan

ellenanyagvalaszt tudtak igazolni.
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Mivel a legtobb vektorvakcina-jeldlttel, és leginkdbb az azok ellen esetlegesen
kialakuld immunvalasszal kapcsolatban kisérletekkel alatamasztott adatok nem allnak
rendelkezésre, emiatt bizonyos vektorok alkalmazasa gondot jelenthet, mert megzavarhatjak
a szerologiai monitoring programokat — lasd PHV-1 vektor hasznalata Aujeszky-betegségtol
mentes régidkban. Napjainkban ezeket a megoldasokat csupan kisérleti jelleggel
alkalmazzak, egy esetleges vakcinajeldlt engedélyeztetése egyelére nincsen kilatasban
(Blome et al., 2017b).

4.9.2.2.) Szintetikus peptidvakcinak

antigéndoménjeinek (legtdébbszér a BC, illetve az A doméneket) megfeleld peptidekbdl
allnak, és vagy egy peptidet (monopeptid-vakcinak), vagy pedig tébb kilénb6zé peptid
keverékét (multipeptid-vakcindk) tartalmazzak (Dong et al., 2002; 2005 és 2006; Dong és
Chen, 2006; Liu et al., 2006a és 2006b). Az ilyen tipusu vakcinak teljesen artalmatlanok,
mivel nem talalhatdak benniik szaporodasra képes viruspartikulak, hatékonysag tekintetében
ugyanakkor fert6zéses kisérletekben a tébb adaggal, adjuvansok jelenlétében térténd

parenteralis alkalmazas mellett is csupan részleges védettséget nyujtottak.
4.9.2.3) DNS vakcinak

Eddig a CSF ellen kifejlesztett dsszes ismert és leirt DNS vakcina a virus E2
glikoproteinjét expressszald plazmid rendszereken alapult (Andrew et al., 2000 és 2006;
Ganges et al., 2005; Wienhold et al., 2005; Yu et al., 2001), tovabba ezen kivil kilénb6z8
citokineket (mint példaul az IL-3, az IL-12, vagy akar az IL-18), illetve felszini szabalyozo
molekulakat (példaul a CD154, vagy a tetraspanin CD81) kdédolé génszakaszokat is
belltettek, hogy a konstruktok immunogenitasat névelhessék (Andrew et al., 2006; Li et al.,
2015; Wienhold et al., 2005). A marker tulajdonsag ezeknél a jel6lteknél is az Erns, vagy az

NS3 ellen termelédott ellenanyagok kimutatasaval valésul meg.

Az, hogy a korabban a szintetikus peptidvakcinaknal targyaltakhoz hasonléan CSFV
fertézés elleni védelmet csupan magas adaggal torténé tobbszori oltas eredményezett, a
DNS vakcinaknak a sertésagazatban torténé alkalmazasat gazdasagilag életképtelenné
teszik (Sun et al., 2011a).

4.9.2.4) Transz-komplement delécios mutansok

A CSF elleni harcban leginkabb az Erns vagy E2 deléciés mutansok hasznalata terjedt

el (Frey et al., 2006; Maurer et al., 2005; van Gennip et al., 2002; Widjojoatmodjo et al.,
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2000). Az un. transz-komplement deléciés mutansok esetében nem kell szamolni a
virulencia visszatérésével, mivel a transz-komplementacié soran (amelyet Emns-t vagy E2-t
expresszalo rekombinans sejtvonalak RNS transzfekcidjaval értek el) keletkezett virionok a
masodik replikacios ciklusban mar szaporodasra képtelenek (Beer et al., 2007). Az elvegzett
kisérletek eredményeinek értékelésekor vildgossa valt, hogy az immunizalas sikere nagyban
fuggdétt a vakcindzas modjatél: az intradermalis alkalmazassal ellentétben az
intramuszkularis, illetve a szajon at térténé alkalmazas csupan részleges védettséget nyujtott
(Frey et al., 2006; van Gennip et al., 2002). Erdemes még megjegyezni, hogy az E2 delécios
mutansok kevésbé bizonyultak hatékonynak (Maurer et al., 2005; van Gennip et al., 2002).
Ezen replikonok esetében a DIVA tulajdonsag a vakcinazott allatokbdl hianyzé specifikus

ellenanyagok detektalasan alapul.
4.9.2.5) Kiméra pestivirusokon alapulo vakcinak

A C-tdrzs kordbban mar targyalt kivételes immunogén tulajdonsagai miatt kézenfekvd
megoldasnak tint bel6le egy marker-jellegli vektorvakcinat el6allitani. Moormann és
munkatarsai (1996) a C-térzs E2 glikoproteinjét koédold génszakaszat a Brescia CSF-
jelG hibridvirus legalabb olyan jél képes szaporodni, mint a C-tdrzs, illetve megdrizte annak
kivald immunogén jellemzdit is. A két kiinduld virustorzs felszini fehérjéire (Erns, E2)
specifikus monoklonalis ellenanyagok segitségével pedig a vektorvakcina altal indukalt

ellenanyagok megkulénboztethetdéek a nativ térzsek altal indukaltaktol.

Jelenleg egyetlen, C-térzs alapu Uujgeneraciés markervakcina van kereskedelmi
forgalomban: a CP7_E2alf-torzset tartalmazé Suvaxyn® CSF Marker (Zoetis), amelynek
modszerek” c. fejezetben, a kapott eredményeket, és azok Kkiértékelését pedig az

.Eredmények’, illetve a ,Megbeszélés” c. fejezetekben fogom részletesen targyalini.

Ezt a pestivirus kimérat Reimann és munkatarsai (2004) fejlesztették ki, ami a CSFV
citopatogén hatassal rendelkezé CP7 jelii BVDV-térzs cDNS klonjaba, mint vektorba kédolva
(Meyers et al., 1997). A kiméra virussal oltott sertésekben csak a CSFV E2 glikoproteinje
ellen termelédnek specifikus ellenanyagok, mig a vad virussal fert6z6dott sertésekben az
E2, és az Erns is indukalja az ellenanyag-termel6dést, igy az Erns alkalmas lehet arra, hogy
megfelel6 diagnosztikai modszer segitségével szeroldgiailag elkilonitse a fertdézott
egyedeket a vakcinazottaktdl (Xia et al., 2015).
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A CP7_E2alf-tdrzs6n kivll id6 kézben tdbb mas kiméra pestivirust is leirtak mar,
amelyek koézll szamos konstrukcio (példaul az flc9 és flc11 jeli térzsek) igéretesnek
bizonyult (Blome et al., 2012; de Smit et al., 2001b; Eble et al., 2012). Egy masik jeldlt, a
CP7_E2qgif-torzs pedig megfeleld védelmet biztositott, mérsékelte a fert6zd virus
szaporodasat (Rasmussen et al., 2007), és j6 DIVA-potenciallal is rendelkezett (von Rosen
et al., 2014). Kifejlesztettek ezeken kivul még un. modositott epitdp mintaval rendelkezd
kiméra virusokat, azonban az ezekhez kapcsolodé megbizhaté DIVA diagnosztikai

lehetéségek megalkotdsa elmaradt (Blome et al., 2017b).
4.10) A vakcinak torzskdonyvezése

Az allatgyogyaszati gydgyszerek, és immunoldgiai készitmények tOrzskdnyvi
engedélyezése, majd a mar kereskedelmi forgalomban |évé termékek jogszabalyban
rogzitett hatdésagi ellenérzése garantalja, hogy a hazai piacra kerilé allatgydgyaszati
termékek hatékonyak, megfelelé6 mindségliek és mind a kezelt allatokra, mind az allatok
kezelését végzd személyre, mind pedig a fogyasztokra artalmatlanok legyenek. Ennek
értelmében tehat az allati eredetli élelmiszerek kbzegészségligyi biztonsagara kdzvetve az

alkalmazott allatgydgyaszati vakcinak is kihatnak (Sodés és Tuboly, 2009b).

Az Eurdpai Unié teriletén egységes a torzskdnyvezés jogszabalyi hattere: a vakcinak
forgalomba hozatali engedélyezése soran az elvégzett kisérleteknek meg kell felelnilk az
éppen érvényben |évd Eurdpai Gyogyszerkdnyv (Ph. Eur.) vonatkozé monografiainak
(Council of Europe, 2010a és 2010b), valamint az Eurépa Tanacs 2001/82/EK iranyelvének
(2001). Az eljaras alapjat a gyartd altal 6sszeallitott torzskonyvi dokumentacié (amelynek
koévetelményeit szintén ez az iranyelv hatarozza meg) képezi: ez részletesen és hitelesen
dokumentalja a készitménnyel kapcsolatosan elvégzett vizsgalatokat, valamint azok
eredmeényeit, igy ez a dosszié akar tobb ezer oldal terjedelm( is lehet. A dokumentacio a

jogszabalynak megfeleléen négy nagy részbdl all:

- az adminisztrativ részbdl, ahol a gyartéra vonatkozé adminisztrativ adatok, a
termékirodalom, és a szakértdi vélemények talalhatok,

- az analitikai részbdl, amely az adott készitmény gyartasanak és ellen6rzésének
részletes leirasat tartalmazza,

- az artalmatlansagi rész ismerteti a készitmény biztonsagossagat igazold 6sszes
elvégzett laboratoriumi és nagyuzemi vizsgalatot, illetve azok eredményeét,

- a hatékonysagi részben pedig a készitmény hatékonysagat bemutatoé kisérletek
részletes ismertetése szerepel.

Valamennyi tagallamban lehetéség van az allatgyogyaszati készitmények torzskonyvi

engedélyezését nemzeti eljarasban lefolytatni. A kérelmezd csak abban az esetben
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folyamodik ehhez az eljarashoz, ha az adott készitményt kizarélag egyetlen tagallamban
kivanja forgalmazni. Amennyiben egy adott készitmény az egyik tagallamban mar
rendelkezik forgalomba hozatali engedéllyel, akkor masik tagallamban mar nem lehet

nemzeti engedélyezési eljarast alkalmazni.

A tébb tagallamban érvényes, egységes forgalomba hozatali engedély kiadasara jelent
megoldast az un. kolcsonds elismerésen alapuld (mutual recognition procedure, MRP),
illetve az un. decentralizalt eljaras (decentralised procedure, DCP). Mindkét folyamatra igaz,
hogy a kérelmezd altal benyujtott térzskdnyvi dokumentacié értékelését a referens tagallam
(reference member state, RMS), és az érintett tagallamok (competent member state, CMS),

ahol a kérelmez6 forgalmazni kivanja a készitményt, k6zdsen végzik.

Az MRP soran az engedélyezés végeredményben egy nemzeti eljarassal indul, a
kérelmezd ugyanis el6szér a referens tagallam illetékes hatdésagahoz nyujtia be a
torzskoényvi dokumentaciét. Ez alapjan az RMS elkésziti, majd a CMS-ek és a kérelmezd
részére megkuldi az értékeld jelentését (assessment report, AR), amit az érintett tagallamok
vagy kolcsdndsen elismernek, vagy pedig kisebb médositasokkal fogadnak el, igy az érintett
felek kozott zajlo egyeztetések végén kialakul egy kd6zds allaspont. A decentralizalt eljaras
soran a kérelmezé altal megkuldott térzskonyvi dokumentaciéd értékelését az RMS és a
CMS-ek egyltt végzik. Az érintett tagallamok illetékes hatdsagai mindkét eljaras lezarulasat

koévetden azonos tartalmu nemzeti engedélyt adnak ki.

A fentiekben targyalt harom eljaras mellett Iétezik még az un. centralis vagy centralizalt
eljaras (centralised procedure, CP), amelyet a 726/2004/EK szamu rendelet (726/2004/EK
rendelet, 2004) szabalyoz. Ennek a kozpontositott engedélyezési eljarasnak a célja a
készitmények egyetlen eljarasban térténé engedélyezése, amelynek végén az adott
készitmény az Eurdpai Bizottsagtdl az EGK 0Osszes tagallamaban érvényes forgalomba
hozatali engedélyt kap. Az eljarast a korabban londoni, de 2019 marciusatél mar
amszterdami székhely(i Eurdpai Gyogyszerigynokség (European Medicines Agency, EMA)
koordinalja, az allatgydgyaszati készitmények engedélyezésével kapcsolatos szakérti és
értékelési feladatokat pedig a tagallamok altal delegalt résztvevokbél allo Allatgydgyaszati
Készitmények Bizottsaga (Committee for Medicinal products for Veterinary Use, CVMP)
végzi (Sods és Tuboly, 2009b).

Centralizalt eljarast kotelez6 lefolytatni tobbek k6z6tt minden olyan esetben, amikor az
allatgyogyaszati készitményt biotechnoldgiai, példaul génsebészeti eljarast alkalmazva
allitjiak el6 — ez az oka annak, hogy a jelen doktori értekezésemben targyalt CP7_E2alf-
térzset tartalmazé Suvaxyn® CSF Marker vakcina is CP soran kapott forgalomba hozatali

engedelyt.
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5) CELKITUZESEK

A tudomanyos értekezésemben bemutatott laboratoriumi és Aallatkisérletek céljai

0sszhangban voltak a munka alapjaul szolgalé Eurdpai Unids projekt célkitlizéseivel.

A 2004. és 2013. kozott zajlott, ,CSF VACCINE & WILD BOAR”, valamint
»=Epidemiology and control of classical swine fever (CSF) in wild boar and potential use of a
newly developed live marker vaccine” elnevezésil, az Europai Kozbsség 6. és 7.
keretprogramja altal tamogatott, egymasra épulé nemzetkézi tudomanyos projektek

(amelyben Igazgatdésagunk kilenc kutatéintézettel egyitt vett részt) célja volt, hogy:

i) a CSF vaddiszno-populaciokbdl torténd sikeres eradikaciojara alkalmas jarvanytani

és gazdasagi modellek kidolgozasa,

i) vaddiszndk oralis immunizalasara alkalmas csali kifejlesztése, amely biztonsaggal

felveheté minden korosztaly szamara (kilénds tekintettel a fiatal egyedekre),
iif) egy markervakcina, és a hozza kapcsolodé diagnosztikai rendszer kifejlesztése.

Ezen célkitlizések eléréséhez az ATI a regisztracidhoz sziikséges laboratériumi és

allathazi munkak lebonyolitasaért felelés munkacsoporthoz csatlakozott. Célunk volt, hogy:

i) fert6zéses kisérletekben igazoljuk az egy adag CP7_E2alf markervakcina-jel6lt

hatékonysagat,
i) megallapitsuk az immunitas kialakulasanak idejét (onset of immunity, OOI)

ii) 6sszehasonlitsuk a vakcinajelolt kilénb6zd alkalmazasi moédok altal kivaltott
hatasait 6 hetes, pestivirusok elleni anyai ellenanyagoktdl mentes, ill. anyai
ellenanyagokkal rendelkezé malacokban,

iv) megvizsgaljuk az immunizalas eredményességét az anyai ellenanyagok arnyékaban

is.
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6) ANYAGOK ES MODSZEREK

6.1) Kisérleti allatok és elrendezés

Az értekezésemben targyalt két vizsgalatot azonos korulmények kozott, azonos
kisérleti elrendezés mellett a Nemzeti Elelmiszerlanc-biztonsagi Hivatal (Nébih)
Allatgyogyaszati Termékek lgazgatdsaganak (ATI) godollsi zart allattartd telepén végeztitk
el. Az egyetlen eltérés a kisérleti allatok immunoldgiai statuszdban volt: az egyik kisérlethez
pestivirusok elleni anyai ellenanyagoktél mentes (Maternally Derived Antibody negative,
MDA-), mig a masikhoz pestivirusok elleni anyai ellenanyagokkal rendelkezd (Maternally
Derived Antibody positive, MDA+) malacokat hasznaltunk fel. A kisérletben résztvevd
sertéseket mindkét esetben a brucelldzistdl, leptospirdzistdl, PRRS-t61, valamint Aujeszky-
betegségtél mentes telepet Uzemelteté Pietkert Kft.-t6l vasaroltuk. Az MDA+ malacok
el6allitasahoz a beszallitétél 6 db KAHYB vemhes kocat vasaroltunk, amelyeket a
vemhességuk 75. napjan helyeztiink el a zart istalléban. A kocakat a fialast megeléz6 4.
héten Thiverval-torzset tartalmazé CSF elleni vakcinaval (Ceva-Phylaxia Zrt.) oltottuk. A
vakcinazott kocak malacai kozul a szlletésiiket kovetd masodik, illetve 6todik héten vett

szérummintaik alapjan a szeroldgiailag pozitiv egyedeket vontuk be a kisérletbe.

Mindkét kisérletbe vizsgalatonként 40 db 6 hetes malacot allitottunk be. A kisérlet

id6tartama alatt a malacok takarmanyhoz és vizhez ad libitum jutottak.

Az allatok testtdmege és a karamok elhelyezkedése alapjan (generalized randomized
block design, GRBD) mind az MDA-, mind pedig az MDA+ kisérletben harom kisérleti
csoportot hoztunk létre: két, egyenként 15 egyedbdl allé vakcinazott (izomba oltott csoport:
TG1, szajon at vakcinazott csoport: TG2), valamint egy 10 egyedet szamlald, oltatlan kontroll
csoportot (CG). A TG csoport egyedeit a ksiérlet nulladik napjan immunizaltuk, majd
valamennyi malacot 14 nappal a vakcinazast kovetéen oronasalisan fertéztik a magas

virulenciaju Koslov CSF-virustorzzsel.

Az allatokat a kisérletek alatt a 2010/63/EU rendelet allatjoléti elbirasaival (2010), és az
ATI belsé allatkisérleti szabalyzataval ésszhangban kezeltiik. A kisérlet lezarasat kdvetéen a

jogszabalyoknak megfelel6 mddon az allatokat végleg elaltattuk.

e’y

6.2) A vakcina és a fert6zé6 CSF virustorzs

A vakcinajelolt két kulonboz6 gyartasi tételét a Zoetis Manufacturing & Research
Spain, S.L. (akkori nevén Pfizer Olot S.L.U.) bocsatotta rendelkezéstinkre. A spanyolorszagi

gyartdohelyen a Helyes Laboratériumi Gyakorlatnak (Good Laboratory Practice, GLP)
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megdfeleld korulmények kozott, 75% CP7_E2alf antigén és 25% L2 stabilizator aranyban
el6allitott vakcina hatéértéke minimum 100 PDs, (50% Protective Dose; 50%-os védd adag)

volt adagonként.

Immunizalaskor mindkét kisérletben a célallaton végzett hatékonysagi vizsgalatok
kovetelményének megfeleléen a vizsgalt vakcina minimum titerét alkalmaztuk. A kisérlet
soran a TG1 csoport egyedeit a 19101 szamu tétel 1:10-es, és a VMRD-12-005 szamu tétel
1:100-as higitasanak 1 ml adagjaval izomba (im.) oltottuk, mig a TG2 csoport egyedeit a
081010 és 191211 szamu tételek 1:3-as higitdsanak 1,6 ml adagjaval szajon at (p.o.)

immunizaltuk (1. tablazat).

1. tablazat. A kisérletekben hasznalt vakcinatbrzsek alkalmazott adagja, és higitasa.

MDA- MDA+

Vakcina 191010 081010 VMRD-12-005 191211
Immunizalas . L . . . e

- intramuszkuléris szajon at intramuszkularis szajon at
maddja
Alkalmazott  m 1,6ml 1 mi 1,6m
adag
Higitas 1:10 1:3 1:100 1:3

A fert6zéshez hasznalt magas virulenciaju Koslov CSF-virustérzset a Friedrich-Loeffler
Intézet (Insel Riems, Németorszag) bocsatotta a rendelkezéslinkre. A vakcinazas utan 14
nappal a felhasznalasra kész izolatum 2 ml adagjaval egy 5 ml-es egyszer hasznalatos
mianyag fecskend6vel minden allatot oronasalisan az alabbi mddon fertéztiink: az

inokulumbal 0,5-0,5 ml-t adagoltunk a malacok mindkét orrlyukaba, illetve 1 ml-t a szajukba.
6.3) Klinikai megfigyelések, testhoémérséklet-mérés

A malacok klinikai tlineteit a médositott Mittelholzer-féle pontrendszer segitségével a
vakcinazast megel6z6 3. naptél az azt kdvetd 7. napig, valamint a fertézést megel6z6 3.
naptél a kisérlet lezarasaig naponta rogzitettik, és egy 0-t6l 3-ig terjedd skalan értékeltik
(Mittelholzer et al., 2000). A cikkben leirtakhoz képest az eltérés a vizsgalt paraméterek
meghatarozasaban volt: tobb kategoriat 6sszevontunk, és egyutt értékeltiink (2. tablazat).
Ennek megfeleléen az alabbi nyolc paramétert kulonitettik el: i) életképesség, ii) testtartas,

i) 1égzés, iv) jaras, v) bér, vi) szemek, vii) bélsar, valamint viii) takarmany-felvétel.
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2. tablazat. A kisérleti allatok klinikai tiineteinek régzitésére szolgalé, a modositott Mittelholzer-féle
pontrendszer alapjan kialakitott tablazat.

A Klinikai tiinetek értékelése _ .
Allat Pont- Vizsgalt Wi | LS
\ Vizsgalt > . Pontszamok séklet (°C) zések
szama ) szamok paraméter
paraméter | — 112 + [ 2+ [ 3+
életképesség bér
testtartas szemek
légzés bélsar
Ards takarmany-
) felvétel
életképesség b6r
testtartas szemek
légzés bélsar
Ars takarmany-
J felvétel
életképesség bér
testtartas szemek
légzés bélsar
Ards takarmany-
: felvétel

Az allatok testh6mérsékletét a vakcinazast megelé6zé 3. naptél az azt kdvetd 7. napig
(kivéve a kontroll csoport egyedeinek testhBmérsékletét), valamint a fertézést megelézé 3.
naptol a kisérlet lezarasaig digitalis hémérd segitségével naponta mértik. Lazasnak
tekintettlk a kisérleti allatot, ha a testhdmeérséklete két egymast kdvetd napon is meghaladta
a 40,0°C-ot.

6.4) Mintavétel

Az MDA- kisérletben a vakcinazast megel6zd 3. napon, mig az MDA+ kisérletben a
szuletés utani 2 és 5 hetes korban térténd mintavételeken kivil még mindkét kisérlet esetén
a vakcinazas utani 14., 18., 21., 24., 28. és 35. napokon az allatok vena jugularisabdl (illetve
ennek meghiusulasa esetén a sinus vena ophtalmica externa ventralisabol) a BD
Vacutainer® rendszer segitségével preparalt, illetve kezeletlen vakuumos vérvételi csdvekbe
(Vacuette®, Greiner Bio-One) megkézelitéleg 6sszesen 10 ml mennyiségli vértmintat

vettink.
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A szérum elballitasahoz a nativ vérmintakat 4°C-on 10 percig 2000 rpm fordulaton
centrifugaltuk, majd a savokat felcimkézett, 2 ml-es eldobhat6 cryocsdvekbe (Greiner Bio-
One) mértuk szét, és felhasznalasig -20°C-on taroltuk azokat. Minden mintat tartalmazé
csOvet a kisérleti allat sorszamaval, a vizsgalat azonositéjaval és a mintavétel datumaval

jeloltink meg.

A litium-heparinnal alvadasgatolt teljes vérmintdkat -20°C-ra lefagyasztottuk. A
virusizolalashoz hasznalt mintakat a vizsgalat el6tt felolvasztottuk (hemolizaltuk), és 4°C-on
30 percig 6000xg fordulaton centrifugaltuk, majd azt 1:10 aranyban antibiotikumot tartalmazé
foszfat pufferes sooldattal (PBS) higitottuk.

6.5) Sejtek és konjugatum

A virusneutralizacios teszthez és a virusizolalashoz SK-6 sejtvonalat hasznaltunk,
amelyet a Nébih Allat-egészségiigyi Diagnosztikai lgazgatésaga (ADI) bocsatott a
rendelkezéslinkre. A titralasokhoz sziikséges PK-15-sejtvonal az American Type Culture
Collection (ATCC) nevl nonprofit szervezettél (kataldgus szam: CCL-33) szarmazott.
Mindkét sejtvonalat Hanks-sokat, L-glutamint és natrium-hidrogén-karbonatot tartalmazo,
7%-0s magzati borjusavoval kiegészitett minimalis esszencialis médium (MEM)
tapfolyadékban (Sigma-Aldrich, katalégus szam: RNBC2884) tenyésztettik. Az emlitett
tesztekhez gyari poliklonalis fluoreszcein-izotiocianattal (FITC) jelélt CSFV-konjugatumot

(Prionics AH, katalégus szam: 7610035) hasznaltunk.
6.6) A vakcina- és a fert6zé torzs titralasa

A pontos titerértékek megallapitasa céljabél mind a vakcinavirust, mind pedig a
fertézéshez hasznalt CSF-virustérzset az alkalmazast kovetéen PK-15 sejtvonalon
megtitraltuk. Ehhez a vizsgalando virusszuszpenzidkbdl tapfolyadékban 10-es alapu higitasi
sort készitettink, majd a higitadsokbdl 100 ul mennyiséget PK-15 sejtszuszpenziéval benétt
96 lyuku sejttenyésztdé mikrolemezre mértunk. A lemezeket ezutan 72 éran at széndioxidos
termosztatban 37°C-on inkubaltuk, és a pontos titer-értékeket direkt immunfluoreszcens

festéses modszer segitségével TCIDso/ml egységben fejeztiuk ki.
6.7) Ellenanyag detektalas

A malacok pestivirusok elleni ellenanyagoktél mentes (szeronegativ) statuszat,
valamint a vakcinazas kovetkeztében kialakuld6 immunvalaszt ellenanyag kimutatasra
alkalmas enzimhez kotoétt immunoszorbens vizsgalattal (ELISA) és virusneutralizaciés
teszttel (VNT) vizsgaltuk.
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A virusneutralizacios tesztet az OIE Kézikbnyv 2008-as kiadasanak 2.8.3.B.2.a
fejezetével (OIE, 2008) Osszhangban végeztuk. A neutralizalé ellenanyagok titerét SK-6
sejtvonalon 30-300 TCIDse/50 ul mennyiségl Alfort-187 CSF virustdrzzsel szemben
hataroztuk meg. A 96 Iyuku sejttenyészt6 mikrolemezeken a sejteket széndioxidos
termosztatban 37°C-on 72 6éras inkubacio utan, majd 80°C-on 3 6ras héfixaciét kdvetben
FITC-cel jelolt konjugatummal festettik meg, és a neutralizalé ellenanyagok hianyara a
specifikus fluoreszcens jel megjelenésébdl kdvetkeztettiink. Az ellenanyagok mennyiségét
50% neutralizaciés doézis (ND) egységben fejeztik ki. Az 1:5-6s kezdd szérumhigitas miatt a
kimutathatésag alsé hatarat 10 NDso-ben Aallapitottuk meg. A virusneutralizacié soran
hasznalt Alfort 187 CSF-virustdrzset az Eurdpai Klasszikus Sertéspestis Referencia-
laboratérium (Tierarztliche Hochschule, Hannover, Németorszag) bocsatotta

rendelkezéslinkre.

A CSF elleni E2 specifikus antitesteket a gyartd Utmutatasait kdvetve, kereskedelmi
forgalomban kaphaté ellenanyag ELISA mddszerrel (Herd-Chek® CSFV Ab ELISA (IDEXX

Laboratories)) mutattuk ki.
6.8) Antigén detektalas

A szérummintakban jelen Iévé CSFV antigéneket a gyarté utmutatasait kovetve, a virus

s

(HerdChek® CSFV Ag/Serum ELISA (IDEXX Laboratories)) vizsgaltuk.

A virusizolalast (VI) az OIE Kézikényv 2008-as kiadasanak 2.8.3.B.1.b fejezetével
dsszhangban (OIE, 2008) az ADI laboratériumaban végeztiik el. A ,Mintavétel” c. fejezetben
targyalt kezelt vérmintak mindegyikének két-két higitasaval (10° sejt/ml) duplan kezeltiik a 96
lyuku sejttenyészt® mikrolemezeken névesztett SK-6 sejtvonalat. A sejteket 37°C-on 72 6ras
inkubacio utan, majd 80°C-on 3 dras hdéfixaciot kdvetéen 50 ul FITC-cel jelolt konjugatummal
festettitk meg. A virus jelenlétére a specifikus fluoreszcens jel megjelenésébdl

kovetkeztettink.
6.9) Nukleinsav detektatas

A virdlis RNS-t a litum-heparinnal alvadasgéatolt vérmintakbol Trizol™ (Life
Technologies) oldat segitségével, a gyartd utmutatasait kdvetve vontuk ki, majd a
nukleinsavat konvencionalis, gél alapu reverz-transzkripciés polimeraz lancreakcié (RT-PCR)
segitségével amplifikaltuk fel (Vilcek et al., 1994). A precipitalt RNS-t 12.500xg fordulaton, 15

percig centrifugaltuk, majd a pelletet 500 ul 70%-os etanollal egyszer mostuk, és szaritas
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utan 25 pl duplan desztillalt vizben (ddH,O) feloldottuk. A kinyert RNS-t vagy azonnal

felhasznaltuk, vagy -80°C-on taroltuk el.

Az RT-PCR reakciohoz egylépéses, reverz transzkripcids kitet (QIAGEN One-Step RT-
PCR Kit) hasznaltunk. A reakciéelegy 18 ul ddH,O-t, 10 ul 5X puffert, 10 ul Q puffert, 2 ul 10
pM-os dNTP mix-et, 15-15 pMVDdiagF (5° GCC ATR CCY TTA GTA GGA CKA GC 3’) és
VDdiagR (5 CTC CAT GTG CCA TGT ACA GCA G 3’) primereket, 2 pl HotStarTag DNA
Polymerase enzimet, valamint 5 ul mintat (RNS-t) tartalmazott. A program az alabbi

Iépéseket tartalmazta:

1. 50,0°C 30:00 percig 7. 95,0°C 0:40masodpercig
RT-szakasz
2. 95,0°C 15:00 percig 8. 50,0°C 0:50masodpercig
3. 95,0°C 0:40 masodpercig 9. 72,0°C 1:00 percig
4. 55,0°C 0:50 masodpercig 10. 7-9 ciklusok ismétlése 39-szer
(-0,5°C/ciklus) 11. 72,0°C 7:00 percig
72,0°C 1:00 percig 12. vége

3-5 ciklusok ismétlése 10-szer

A belsd kontrollként hasznalt Th/04_KhonKaen jel(i atipusos szarvasmarha pestivirus
(TKK) plazmidot prof. Dr. Belak Sandor (SVA, Uppsala, Svédorszag) bocsatotta a
rendelkezéslinkre. A reakciot kdvetden 8 ul PCR terméket 3 ul festékkel egyutt (Blue/orange
6X Loading Dye, Promega) etidium-bromiddal kezelt 2%-0s agaréz gélben 100-110 mA
aramerésség mellett elektroforézis segitségével futtatunk, és a terméket ultraibolya fényben

tettlk lathatova.

A fent emlitett laboratériumi vizsgalatokat validalt médszerekkel, az ATl Eurépai
Gyogyszermindségi lgazgatdésag (European Directorate for the Quality of Medicines, EDQM)
altal akkreditalt laboratériumaban (a virusizolalas kivételével) — amely tagja a hivatalos
gyogyszerellenérzé laboratériumok (Official Medicines Control Laboratory, OMCL)
halézatanak —, a min&ségbiztositasi rendszer ISO/IEC 17025 elbirasaival dsszhangban

végeztink el.
6.10) Patoldgiai, korszovettani és immunhisztokémiai vizsgalatok

Minden elhullott és ledlt allatot felboncoltunk, és belélik a Belak és munkatarsai (2008)
altal korabban mar ismertetett korszovettani és immunhisztokémiai vizsgalatokhoz a
kdvetkezd szervmintakat gydjtottik: i) mandula, ii) all alatti, illetve iii) bélfodri nyirokcsomok,
iv) tudé, v) lép, vi) vese, vii) vékonybél, valamint viii) agyvel6. A mintakat 4%-os frissen
készitett pufferolt paraformaldehidben 24 o6ran keresztul fixaltuk, majd felhasznalasig

felcimkézett, 50 ml-es centrifugacsdvekben, szacharéz tartalmu pufferben taroltuk. A
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szdvettani vizsgalatokat a svéd Nemzeti Allatorvosi Intézetben (National Veterinary Institute,
SVA, Uppsala) végeztik. Ehhez a szervmintakat a szokasos koérszdvettani eljarassal
viztelenitettik, paraffinba agyaztuk, metszettik, illetve hematoxilinnal és eozinnal
megfestettlik. Az immunohisztokémiai vizsgalatokat kétlépéses peroxidaz-modszer
segitségével (Dako Cytomation EnVision TM+System-HRP Labelled Polymer anti-mouse,
Dako Cytomation, DK) kereskedelmi forgalomban kaphaté E2 specifikus monoklonalis
ellenanyaggal végeztik (WH303, VLA, UK).

6.11) A vakcinajelolt hatékonysaganak megallapitasa

A vakcinajelolt hatékonysagat a VE = 1 — RR x 100 képlet alapjan szamoltuk ki, ahol
RR (relativ kockazat) = ARV (a vakcinazott csoport morbiditasi rataja) / ARU (az oltatlan
csoport morbiditasi rataja). A minimum 70%-os védbhatas a vakcinakkal szemben allitott

altaldnosan elfogadott kdvetelmény.
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7) EREDMENYEK

7.1) A Kkisérletekben hasznalt virustorzsek titralasa

Mindkét kisérlet soran a higitatlan, és az immunizalashoz hasznalt higitott
vakcinavirust, valamint a fertézéshez hasznalt Koslov CSF-virustérzset is megtitraltuk annak

érdekében, hogy az alkalmazaskori pontos titerértéket megismerhessuk.

Az MDA- kisérletben a TG1 csoportban az izomba oltashoz hasznalt 191010 termelési
szamu vakcinanal az alkalmazas el6tt 10°° TCIDsy/ml, az alkalmazas utan 10*° TCIDso/ml
titerértékeket kaptunk. Az MDA+ kisérletben a VMRD-12-005 termelési szamu vakcina
alkalmazas elétti titere 10%® TCIDso/ml, az alkalmazas utéani titere10>® TCIDso/ml volt (3.
tablazat). A gyartd min6ségi bizonylata alapjan ennek a két miiszaki szamu tételnek a

minimum hatoéértéke 10°2 TCIDso/ml.

Az MDA- kisérletben a TG2 csoportban a szajon at térténé immunizalashoz hasznalt
081010 termelési szamu vakcina alkalmazas elétti titere 10%%” TCIDso/ml, az alkalmazas
utani titere 10%° TCIDso/ml volt, az MDA+ kisérletben a 191211 termelési szamu vakcinanal
az alkalmazas el6tt 10%%® TCIDso/ml, az alkalmazas utdn 10%° TCIDso/ml titerértékeket
mértink (3. tablazat). Ennek a két miszaki szamu tételnek nem ismert a gyartdé altal

deklaralt minimum hatéértéke.

3. tablazat. A kisérletekben hasznalt vakcinatérzsek titralasanak eredményei.

MDA- MDA+

Vakcina 191010 081010 VMRD-12-005 191211
Immunizalas : L v . L e

L g intramuszkularis szajon at intramuszkularis szajon at
maddja
Alkalmazott  m 1,6ml 1 mi 1,6 m
adag
Higitas 1:10 1:3 1:100 1:3
Alkalmazas 55 6,07 6,8 6,58
elétti titer 1055 TCIDso/ml 108.07 TCIDso/ml 1068 TCIDso/ml 10858 TCIDso/ml
Alkalmazas 45 56 48 50
utini titer 1045 TCIDso/ml 1056 TCIDso/ml 1048 TCIDso/ml 1050 TCIDso/ml

A fertézéshez hasznalt Koslov-torzs titere az MDA- kisérletben 1052, mig az MDA+
kisérletben 10> TCIDso/ml-nek bizonyult.

7.2.) Kilinikai tinetek

A vakcinazast megel6z6 harom napban a fert6zésig a malacok mindkét kisérletben

egészségesek voltak, klinikai tineteket nem mutattak. Kézvetlendl az immunizalast kdvetéen
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a kezelt allatokban a vakcina alkalmazasahoz koéthetd helyi reakciot, vagy szisztémas

mellékhatast egyik kisérlet soran sem tapasztaltunk.

Az MDA- Kkisérletben az oltatlan kontroll malacokban altalanos klinikai, illetve a
betegségre jellemzé tlneteket (bagyadtsag, bérvérzések, remegés, sulyos idegrendszeri
tinetek, egyensulyzavar, gyenge vegtagok) a fert6zést kdveté negyedik naptdl figyeltink
meg. Ezeknek a tluneteknek az intenzitdsa folyamatosan valtozott. Harom kontroll allat
spontan elhullott hat, illetve hét nappal a fert6zést kdvetben, mig a tébbi kontroll malacot

allatjéléti szempontok figyelembe vételével a kisérlet lezarasa elétt végleg elaltattunk.

Egy szajon at immunizalt allatban a fertézés utan 4-5 nappal mérsékelt, majd néhany
nappal késébb mar sulyos klinikai tineteket észleltink: sargas, hig hasmenést, sulyos
idegrendszeri tlneteket, ugy, mint remegést, koordinaciés mozgaszavarokat (ataxia),
gbrcsrohamokat. Emiatt 7 nappal a fert6zést kdvetéen a malacot allatjdléti szempontok
figyelembe vétele mellett elaltattuk. Ezen kivil a TG1 csoportbdl még 6t, a TG2 csoportbdl
pedig még hat vakcinazott allat mutatott a fert6zést kévetd 4-5. naptdl par napig mérsékelt
klinikai tineteket, mint példaul enyhe koét6hartya-gyulladas, orrfolyas, gyenge hasmenés,
levertség, azonban rdvid idé alatt mindegyikik felépult. A tdbbi 22 oltott malac a kisérlet

teljes id6étartama alatt egészségesnek bizonyult.

Az MDA+ Kkisérletben az els6é Klinikai tlineteket (bagyadisag, hasmenés,
étvagytalansag, remegés, sulyos idegrendszeri tlnetek, egyensulyzavar) 6 nappal a
fertézést kovetben, elsésorban a kontroll csoportban észleltik: az elsé spontan elhullott
allatot is ebben a csoportban talaltuk 8 nappal a fertézést kévetden. Ezen kivil még hat
kontroll allat hullott el spontan a kisérlet vége el6tt, harom azonban a kisérlet végéig életben
maradt. Emellett a 15-bél kilenc szajon at vakcinazott malac is mutatta 6-7 nappal a fert6zést
kovetden a betegségre jellemzd klinikai tiineteket, és hét még a kisérlet vége elétt el is
hullott. A fert6zést kévetéen a TG2 csoport malacai 6sszehasonlitva a TG1 csoporttal
jellemzéen gyengébbek, étvagytalanabbak voltak. A TG1 csoportbdl harom allatnal
jelentkezett 6 nappal a fert6zés utan bagyadtsag, valamint gyenge hasmenés, de mind a

harom malac még a kisérlet vége el6tt felépllt.
7.3) Testhomérsékletek

A vakcinazast megel6z6 harom napban az MDA- kisérletben egy CG és egy TG1
malac lazas volt, az allatokat azonban a kisérletbdl nem zartuk ki, mivel egyéb tuneteket
nem észleltink rajtuk, és a vizsgalo allatorvos szakvéleménye alapjan a kisérlet szamara

alkalmasnak bizonyultak.
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Az MDA- kisérletben a fert6zést kdvetéen 3-4 napon keresztll egy kontroll, egy im. és
egy p.o. vakcinazott malac volt lazas. Az atlag rektalis testhbmérsékleti gérbe csucsa a
fert6zést kovetd 4. napra esett, ekkor mértuk a legtobb 40,0°C-ot meghaladd értéket
(1. diagram). Ez a hémérsékleti csucs a kontroll allatokban 40,7°C, a szajon at vakcinazott

malacokban 40,4°C, mig az im. oltott allatokban 39,9°C volt.
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1. diagram. Atlag testhémérsékleti értékek az MDA- kisérlet kontroll, valamint a két kezelt csoportjara
lebontva.

Az MDA+ kisérletben a fertézés utan jellemzéen 4-5 napnal hosszabb ideig egy
kontroll, kilenc im. és nyolc p.o. vakcinazott malac volt lazas. Az atlag rektalis
testhdmérsékleti gérbének két csucsa is volt: az elsé a fert6zést kdvetd 5. napra esett
(2. diagram). Ez a hémérsékleti csucs a kontroll allatokban 39,8°C, a szajon at vakcinazott
malacokban 40,0°C, mig az im. oltott allatokban 39,7°C volt. A masodik csucs a kontroll és a
TG1 csoportoknal a fert6zést kovetd 14. és 17. napok kdzé volt tehetd, mig a TG2
csoportban ez a fert6zés utan 13-15 nappal jelentkezett, és mindharom esetben elérte,

illetve meg is haladta a 40,0°C-t (2. diagram).
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2. diagram. Atlag testh6mérsékleti értékek az MDA+ kisérlet kontroll, valamint a két kezelt csoportjéra
lebontva.

7.4) Ellenanyag detektalas

Az MDA- kisérletben az oltatlan kontroll malacok vérsavomintainak neutralizacios titere
a fert6zés elbtt végig a kimutathatésagi szint (< 10 NDsp) alatt volt (4. tablazat). Ugyanakkor
a kontroll allatok kozul harom vérsavoéjanak a neutralizacios titerét a fertézés napjan 10-10,
illetve 15 NDso-nek mértik. A vakcinazas utan, de még a fertézés el6tt egy izomba oltott és
hat szajon at vakcinazott malac szérummintajanak neutralizacios titere a kimutathatésagi
szint (< 10 NDsp) alatt maradt, ugyanakkor harom p.o. immunizalt allat kivételével a tobbi

oltott malac vérsavdjanak titere nagyobb volt, vagy megegyezett 15 NDso-nel (4. tablazat).

Az oltott malacok vakcinazas el6tti, illetve a kontroll allatok fert6zés el6tti savomintaibol
a kereskedelmi forgalomban kaphatd ellenanyag ELISA teszttel CSFV E2-specifikus
ellenanyagokat nem tudtunk kimutatni (1. dbra). A vakcinazas utan, de még a fert6zés el6tt
az izomba oltott malacok harom kivételével (amelyek kozll kettd szérummintaja kétesnek
bizonyult) mind, ugyanakkor a szajon at immunizalt allatok koézdl csupan harom malac
szérummintaja bizonyult pozitivnak (és ketté ez utdbbi esetben is kétes eredményt adott)
(1. abra).

Az MDA+ kisérletben az oltatlan kontroll, illetve a kezelt malacok mindegyikében a
fertézés elbtt végig joval magasabb neutralizacios titerértékeket mértink: a 14. napon a

kisérleti allatok nagy része mar 640 NDso-nél nagyobb titerértékeket mutatott (4. tablazat).
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4. tablazat. A két kisérlet allataibél a kiilbnb6z6 mintavételi napokon vett teljes vérbdl
virusneutralizacios prébaval kapott eredmények.

CG: kontroll csoport; TG: kezelt csoport; IM: intramuszkularis; PO: per os;: elhullott; n/a: nincs adat;
*: fertézés napja

MDA- kisérlet MDA+ kisérlet

Csoport | Allat | 5 14. | 48 | 21. | 24. [ 28 | 35 |[ -5 [ 14 | 18 | 21. | 24 | 28 | 35
nap | nap* | nap | nap | nap | nap | nap || nap | nap* | nap | nap | nap | nap | nap

K| s | 10 | <10 [ 160 [ 20 | 960 [>1280 | na |>6120 [

k2| < | 15 | <10 | 240 [ 60 | na | 90 [ na [>5120 %

k3| < | 10 | <0 [ 200 | na | 1280 | wa [#

Koa | s | <10 | <10 [% 260 | 960 |>1280 | >1280 | >5120 | >5120 | >5120
o K8 s | <0 | <o | aw | 960 | 960 [# || so | 640 |>1280 [ >1280 |

Koo | s | <10 | <10 [% >1280 | 640 | >1280 | 1280 [ >5120 [ %

Ko7 | s | <10 [ <0 [ <0 [ 30 | >1280 | 1280 [ >1280 [ >5120 [ 6120 [

Kog | <5 | <10 | <0 | wa [ 480 | 960 | wa [>1280 ] 6120 | 56120 | 55120

Koo | <s | <10 | <10 [+ 80 | 1280 | nia [>1280 [ 55120 | 55120 | 5120

Kto| < | <10 | 15 [ 120 [ 40 [% 240 | 960 | wa |>1280 [ >5120 |

IMO1| <5 15 60 n/a 160 | >1280 | >1280|| 120 nla |>1280 | n/a | 1920 | >5120 | >5120
IM02 | <5 15 40 480 160 | >1280 | >1280|[ 120 nfa |>1280 | 1280 | 1920 | >5120 | >5120
IMO3 | <5 60 40 240 [ >1280 | >1280 | >1280|| 240 960 | >1280 | >1280 | 3840 | 3840 | >5120
IM04 | <5 15 40 960 | 1280 [ >1280 | >1280|| 80 960 n/a 960 | 1280 | >5120 | >5120
IMO5 | <5 40 120 320 | 1280 [ 1280 | 960 | 320 | >1280 | n/a | >1280 | >5120 | >5120 | >5120
IM06 | <5 40 30 480 |[>1280|>1280| 960 || 120 960 nfa |>1280 | >5120 | >5120 | >5120
IMO7 | <5 20 240 640 960 | 960 |>1280]] 480 960 nfa | >1280 | 1920 | 5120 | >5120
TG1 |IMO8 | <5 30 320 240 240 | >1280 | >1280|| 480 640 nfa | 1280 | >5120 [ 5120 | >5120
IM09 | <5 40 960 960 960 | 960 | 480 || 480 960 nfa | 1280 | 1280 | 1920 | 3840
IM10| <5 160 640 320 | >1280 [ >1280 | >1280|| 960 960 nfa | 1280 | 1280 [ >5120 | 5120
IM11| <5 30 80 80 1280 | >1280 | >1280|| 480 960 n/a 960 | >5120 | >5120 | >5120
IM12| <5 30 80 480 480 | >1280 [ >1280|| 240 | >1280 | n/a | 1280 [ >5120 | >5120 | >5120
IM13| <5 15 240 240 960 | 640 | 640 || 240 | >1280 | n/a |>1280 | 5120 | >5120 | >5120
IM14| <5 <10 30 640 640 | 1280 | >1280|| 160 | 1280 nfa |>1280 | 1920 | >5120 | >5120
IM15| <5 40 160 640 480 |[>1280 [ >1280|| 320 | 1280 nfa [>1280 | 2560 | 2560 | 3840
POO1| <5 <10 30 480 320 | 640 | 480 15 480 | 1280 | n/a | >1280 | >5120 | >5120
PO02( <5 <10 <10 640 | 40 640 | >1280 | n/a | 2560 | 3840 | >5120
PO03| <5 10 20 160 960 | >1280 | 960 || 120 960 | 1280 | n/a | >5120 | >5120 | 5120
PO04 | <5 30 20 60 |>1280( 640 | 960 40 nla 960 nfa | >5120 | >5120 | >5120
PO05| <5 60 60 240 | >1280 [ >1280 | 960 || 160 nla |>1280 | n/a 960 | 2560 | >5120
PO06 | <5 <10 40 160 960 | >1280 | 960 || 240 960 | 1280 | 1280 |
PO07( <5 <10 15 60 960 | 640 | 1280 || 40 | >1280 | 1280 | >1280 | >5120 | >5120 | >5120
TG2 |PO08| <5 10 10 480 960 | 960 |>1280|| 40 | >1280 | >1280 | 1280 | >5120 |4F

PO09| <5 20 30 160 | >1280 | >1280 | >1280]| 480 | 1280 nfa | 1280 | >5120 | >5120 | >5120
PO10| <5 30 160 160 | >1280 | >1280 | >1280|| 160 | >1280 [ n/a | >1280 | >5120 | >5120 | 7
PO11| <5 <10 30 240 320 | >1280 | >1280]] 960 960 nfa | >1280 | >5120 | 7F

PO12| <5 15 80 120 640 | 960 |[>1280|f 160 640 nfa |>1280 | >5120 | ¢

PO13| <5 <10 15 80 480 | 1280 | 1280 || 80 | >1280 [ n/a | 1280 | <40 |>5120 | >5120
PO14| <5 10 30 120 480 |[>1280 | 960 || 320 | 1280 nla | 1280 |>5120 |F

PO15( <5 30 40 640 [ >1280 | >1280 | >1280|| 120 960 n/a nfa | 3840 |>5120 | T
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A kontroll allatok els6é mintavételi napon vett savomintai kdzul a kereskedelmi
forgalomban kaphaté ellenanyag ELISA teszttel 6t esetben kaptunk kétes eredményt,
azonban a fert6ézés napjan CSFV E2-specifikus ellenanyagokat mar nem tudtunk kimutatni
(1. abra). A vakcinazast megel6z6en a TG1 csoportban harom malac kétes eredményt adott,
mig a TG2 csoportban ketté malac szérummintaja kétes, kettéé pedig pozitivnak bizonyult.
Az im. vakcinazott malacok kozil a 14. napon vett savomintak kdzll nyolc esetben kétes, két
esetben pozitiv eredményt kaptunk, a szjon at immunizalt malacok savémintaibél CSFV E2-

specifikus ellenanyagokat nem tudtunk kimutatni (1. abra).

1. abra. A két kisérlet allataib6l a kilbnbdz8 mintavételi napokon vett szérummintak ellenanyag
ELISA-val kapott OD értékei.
CG: kontroll csoport; TG: kezelt csoport; IM: intramuszkularis; PO: per os; -: elhullott; n/a: nincs adat;

lnegativi; ketes) [FY

MDA- kisérlet MDA+ kisérlet
Csoport| Allat[ 3 [ 14 [ 18 [ 21. [ 24. [ 28. [ 35. | Csoport| Allat| 5 [ 14 [ 18 [ 21. [ 24 [ 28_ [ 35.
nap [nap |nap [nap|nap[nap|nap nap | nap |nap|nap|nap|nap|nap
K01 - =71 - K01 =
K02 - | =1 - K02 B - | -
K03 N - [ -[-1- K03 [ - -] -
K04 o I = I K04 *
K05 ] = K05 o [ =
S - -1 -1 - ce K06 N - | -
K07 = fue=] = K07
K08 | = == K08
K09 g - | -]-1]- K09
K10 g [ - | - K10
IM01 1M01
1M02 1M02
1M03 | 1M03
1M04 1M04
1M05 1M05
1M06 i 1M06
1M07 1M07
TG1 |Imos 161 |[IMo08
1M09 1M09
1M10 ! 1M10 n/a
1M11 | 1M11
1M12 1M12
1M13 | 1M13
1M14 i 1M14
1M15 1M15 ] | n/a
PO01 PO01
PO02 ] = |asl]is P002 [
PO03 pooz [
PO04 | PO04
PO05 PO05
POO6| PO06
PO07 PO07
162 |Po08 162 |Po08
PO09 PO09 [
PO10 PO10 Z
PO11 [ ! PO11 -] -
PO12 PO12 - |7
P0O13 i PO13 R
PO14 PO14 i
PO15 PO15 n/a -

Az MDA- kisérletben egy kivételével az 0Osszes kontroll allat vérsavomintajanak
neutralizacios titere négy nappal a fert6zést kovetéen is még a kimutathatésagi szint (<10
NDso) alatt maradt (4. tablazat). Harom nap elteltével a még életben lévd hat kontroll
malacbdl négy szérummintajanak a titere megemelkedett, és egynél elérte a 960 NDsp-es

értéket. Ezt az dllatot a fertézést kdvet6 19. napon Aallatjoléti szempontok figyelembe
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vételével a kisérlet lezarasa el6tt végleg elaltattuk. A vakcinazott malacok vérsavoinak nagy
részében a neutralizacios titerértékek a vakcinazast kovetd masodik héttdl kezdtek el
emelkedni, és a legtdébb esetben elérték, vagy meghaladtak az 1280 NDsg-es értéket
(4. tablazat).

A kereskedelmi forgalomban kaphatd ellenanyag ELISA teszt eredményei szerint a
kontroll malacokbdl vett szérummintak mindegyike a fert6zést kdvetéen negativ volt, és mind
a tiz allat az elhullasukig szeronegativ maradt (1. abra). A TG1 csoportban a vakcinazas
utan 18 nappal nyert savémintak (egy kétes eredményt adod kivételével) mindegyike pozitiv
volt, ezzel ellentétben a TG2 csoportban az altalanos szerolégiai athangolédast késébb, a
vakcinazas utan 21 nappal tudtuk csak kimutatni. Erdemes kiemelni, hogy az a szajon at
vakcinazott allat, amelyet a sulyos Klinikai tinetei miatt allatjoléti szempontok
figyelembevételével még a kisérlet lezarasa elétt elaltattunk, végig szeronegativ maradt
(1. abra). A kapott eredmények alapjan a vakcina hatékonysaga anyai ellenanyagok

hianyaban az im. csoportban 100%, a p.o. csoportban pedig 93,34% volt.

Az MDA+ kisérletben a vakcinazas utan két héttel valamennyi allat vérsavémintajanak
neutralizaciés titere (beleértve a kontroll malacokét is) emelkedni kezdett: az esetek
tobbségében elérték, vagy meg is haladtak az 5120 NDsq-es értéket (4. tablazat). A kapott
valészinltlenll magas értékek miatt felvetédott, hogy a fert6zés napjan, valamint az azt
koévetd negyedik, illetve tizedik napon vett szérummintakat Ujravizsgaljuk (5. tablazat). Az
Ujramérés alapjan 14 nappal az immunizalast kdvetéen hat kontroll, egy izomba oltott, és
nyolc szajon at vakcinazott malac vérsavomintajanak neutralizacios titere a kimutathatésagi
szint (<10 NDsp) alatt maradt, ugyanakkor a maradék négy kontroll és a tobbi kezelt allat
szérummintajanak titere enyhén megemelkedett, de a 20 NDsq-es értéket egyik sem haladta

meg.

A fert6zés utani tizedik napra harom kontroll allat szérummintajanak titere tovabb
emelkedett, és egy esetben elérte a 60 NDso-es értéket. Erdemes megjegyezni, hogy ez az a
harom kontroll malac, amely a kisérlet soran nem hullott el. Emellett az 6sszes izomba oltott
és kilenc szajon at vakcinazott allat vérsavdjanak titere megemelkedett, azonban négy p.o.
immunizalt malac esetében ez a titer a kimutathatésagi szint (<5-7,5 NDsp) alatt maradt, és e
kézul a négy szajon at vakcinazott allat kdzdl harom a kisérlet vége el6tt elhullott
(5. tablazat).
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5. tablazat. Az MDA+ kisérlet allataibol a kiilénb6z6 mintavételi napokon vett teljes vérbdl a Friderich-
Loeffler Intézetben a megismételt virusneutralizaciés probaval kapott eredmények.

CG: kontroll csoport; TG: kezelt csoport; IM: intramuszkularis; PO: per os;: elhullott; n/a: nincs adat;
*: immunizalas napja

MDA+ kisérlet
Csoport | Allat nlt* ;:p ﬁ:p Csoport | Allat n1al:)l* ;:p r?:p Csoport | Allat n1al:)l* ;gp r?:p
K01 <5 <5 <5 IMO1 | 75 <5 | 480 PO01| <5 7,5 | 640
K02 <5 <5 <5 IM02 | 7,5 10 | 640 PO02| 75 10 5
K03 <5 5 T IMO3 | 15 10 | 640 PO03| 15 75 | <5
K04 <10 <5 <40 IM04 | 15 15 | >640 PO04| 75 <5 | 160
G K05 5 <5 T IMO5 | 10 20 | >640 PO05| 10 5 640
K06 5 <5 <5 IMO6 | 15 15 | >640 PO06| <5 <5 T
K07 <5 <5 <75 IMO7 | 15 7,5 | >640 PO07| <5 <5 | 640
K08 10 10 30 TG1 IMO8 | 15 30 |>640| TG2 |PO08| <5 <5 <5
K09 10 10 60 IM09 | <75 | 7,5 | >640 PO09| 10 | <75]| 20
K10 <5 <5 <5 IM10 | 10 n/a | >640 PO10| <5 <5 <5
IM11 | 15 20 160 PO11| 5 <5 | <75
IM12 | 10 10 | >640 PO12| <5 <5 30
IM13 | <20 15 | >640 PO13| <5 | <75]| 15
IM14 | 5 5 |>640 PO14| <5 <5 5
IM15 | 10 10 | >640 PO15| 5 nfa | 30

A kereskedelmi forgalomban kaphat6 ellenanyag ELISA teszt eredményei alapjan hat
kontroll allat a kisérlet id6tartama alatt végig szeronegativ volt, azonban a tébbi négy kontroll
malac hét, tiz, illetve 14 nappal a fert6zés utan szeropozitivva valt (1. dbra). Az izomba oltott
allatok a vakcinazast kovetd 18. naptdl kezdtek szerolégiailag athangolddni, és a 21. naptdl
mar mindegyik malac szeropozitiv volt. A szajon at immunizalt malacok kézil a vakcinazas
utani 21. napon vett szérummintak koézil tiz negativnak bizonyult, és végul a 15-bdl
dsszesen kilenc p.o. vakcinazott allat hangolédott at. Erdemes megjegyezni, hogy a
szeronegativ malacok kozll hat, mig a késén athangolddottak kézll egy hullott el a kisérlet
vége elbtt. A kapott eredmények alapjan a vakcina hatékonysaga anyai ellenanyagok

jelenlétében az im. csoportban 100%, mig a p.o. csoportban csupan 33,34% volt.
7.5) Antigén detektalas
Mindkét kisérlet 6sszes vizsgalt mintdja a fert6zést megel6zben virusizolalassal

(2. abra), antigén ELISA-val (3. abra), valamint RT-PCR-rel is negativ eredményt adott.

Az MDA- kisérletben kettd kivételével az Osszes kontroll allat fertézés utan vett
vérmintajabdl virusizolalassal ki tudtuk mutatni a CSFV-t, és az elhullasukig pozitivak is
maradtak (2. abra). Ugyanakkor egy izomba oltott és két szajon at vakcinazott malacnak a

fertézést koveté negyedik napon vett vérmintaja is pozitiv lett, azonban csak az a p.o.
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immunizalt allat maradt végig pozitiv, amelyiket allatjoléti szempontok figyelembevételével
még a kisérlet lezarasa el6tt végleg elaltattunk. A tobbi kezelt malac vérmintaja végig

negativnak bizonyult (2. dbra).

A kereskedelmi forgalomban kaphat6 antigén ELISA-val elvégzett vizsgalatalapjan az
0sszes kontroll allat fert6zés utan vett vérmintajaban megtalalhato volt a CSFV Erns felszini
fehérjéje (3. abra). Négy im. és harom szgjon at vakcinazott malacnak a fert6zést kovetd
negyedik napon vett vérmintaja is pozitiv lett, azonban ebben az esetben is csak az a p.o.
immunizalt allat maradt végig pozitiv, amelyiket allatjoléti szempontok figyelembevételével

még a kisérlet lezarasa elétt végleg elaltattunk.

Az MDA+ kisérletben hat kontroll allat fertézés utdan négy, illetve hét nappal vett
vérmintajabdl virusizolalassal ki tudtuk mutatni a CSFV-t, és ezek kettd kivételével az
elhulldsukig pozitivak is maradtak (2. dabra). A maradék négy kontroll malac végig negativ
volt. Ugyanakkor 2 izomba oltott, és 11 szajon at vakcinazott malac fert6zést kdvetd
negyedik napon vett vérmintaja is pozitiv lett, és ebbdl a tizenegybdl 6t allat az elhullasukig

pozitiv maradt (2. abra).

A kereskedelmi forgalomban kaphaté antigén ELISA-val kapott eredmények nagyrészt
0sszhangban voltak a virusizolalassal kapott eredményekkel: hét kontroll malacbdl, amelyek
a kisérlet vége el6tt elhullottak, a fertézést kdvetd hetedik naptdl ki tudtuk mutatni a CSFV
(3. abra). Ezen kivil egy izomba oltott, és tiz szajon at vakcinazott allat fert6zést kovetd 7.,
illetve 14. napon vett szérummintaja volt pozitiv, és a p.o. immunizalt allatok kézll hét az

elhullasukig pozitiv is maradt.
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2. és 3. abrak. A két kisérlet allataibol a kiilbnb6z6 mintavételi napokon vett teljes vérbdl
virusizolalassal kapott eredmények (2. abra), valamint a szérummintak antigén ELISA-val kapott OD
értékei (3. abra).

CG: kontroll csoport; TG: kezelt csoport; IM: intramuszkularis; PO: per os; -: elhullott; n/a: nincs adat;
n/a: nincs adat; ; [negativ;

MDA- kisérlet MDA kisérlet MDA- kisérlet MDA kisérlet
Csoport| Allat [ 3 | 14.| 18. [ 21. | 24. | 28. | 35. | Csoport| Allat | 5 | 14. | 18.[ 21. | 24. | 28. | 35. [ff Csoport) Allat | 3 | 14.[ 18. | 21. | 24. | 28. | 35. | Csoport
Nap [ nap [ nap | nap | naj EEEP Nap | nap | nap [ nap | nap | naj n_p Nap [ nap [ nap | nap | naj EEEP
K01 - I=1- K01 - |- K01 - I=1-
K02 K02 K02
K03 K03 K03
K04 K04 K04
K05 - K05 -] -1- K05 -
L s e % ke —1— L s S o6
Ko7 K07 Ko7
K08 K08 K08
K09 K09 K09
K10 K10 K10
1M01 1M01 1M01
1M02 1M02 1M02
1M03 1M03 1M03
1M04 1M04 1M04
1M05 1M05 1M05
1M06 1M06 1M06
1M07 1M07 1Mo7
T61 |IMog 161 [IMog T61 |IMog 161
M09 1M09 M09
W10 110 n/a W10
M1 11 M1
M12 M12 M12
m13 13 m13
M14 1M14 M14
1M15 1115 n/a 1M15
POO1 P01 POO1
PO02 PO02 PO02
PO03 P03 PO03
PO04 PO04 PO04
PO05 PO05 PO05
PO06 PO06 PO06
PO07 POO7 PO07
162 [PO08 162 [PO08 - |- 162 [POO08 162
PO09 PO09 PO09
PO10 PO10 PO10
PO11 PO11 PO11
PO12 PO12 PO12
PO13 PO13 PO13
PO14 PO14 - |- PO14
PO15 P15 n/a - PO15

7.6) Nukleinsav detektalas

Minden altalunk vizsgalt minta — a kontroll allatok vérmintait is beleértve — RT-PCR-rel
negativ lett, mig a bels6 kontrollként hasznalt TKK plazmid, a pozitiv kontrollként hasznalt
Koslov-torzs és a vakcinajeldlt CP7_E2alf-torzs megfeleléen mikodtek, és mind pozitivhak
bizonyultak. Mindezek koévetkeztében bizonyos mintakat a Friedrich-Loeffler Intézetben valds
ideji (real-time) RT-PCR-rel Ujravizsgaltak. Ot kontroll allat fertézés utan négy nappal vett
vérmintaja PCR-pozitiv lett (6. tablazat).

6. tablazat. Az MDA- kisérlet kontroll allataibol a 18. napon vett teljes vérmintaknak a Friderich-

Loeffler Intézetben megismételt RT-qPCR vizsgalatanak eredményei.
CG: kontroll csoport; ct: cycle treshold

; RT-qgPCR

Csoport | Allat ct-égtékek
K01 22,02
K07 19,03
CG K08 19,46
K09 17,10
K10 21,23
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Hasonléan az MDA- kisérlethez, az MDA+ kisérlet litum-heparinnal alvadasgatolt
vérmintaiban sem tudtuk RT-PCR-rel igazolni a virus-nukleinsav jelenlétét, emiatt bizonyos
mintakat a Friedrich-Loeffler Intézetben valos ideji (real-time) RT-PCR-rel ujravizsgaltak. A
kapott eredmények alapjan egy im. és egy szajon at vakcinazott malac mintajat kivéve

minden vizsgalt minta pozitivhak bizonyult (7 tablazaft).

7. tablazat. Az MDA+ kisérlet éllataib6ol a 18. napon vett teljes vérmintaknak a Friderich-Loeffler
Intézetben megismételt RT-qPCR vizsgalatanak eredményei.

CG: kontroll csoport; TG: kezelt csoport; IM: intramuszkularis; PO: per os; ct: cycle treshold; nincs ct:
negativ

i RT-gPCR q RT-gPCR ; RT-gPCR
Csoport | Allat ct-é:él((;ek Csoport | Allat ct-égtélfek Csoport | Allat ct-égtélfek
K01 28,3 IM01 28,1 POO01 31,0
K02 23,8 IM02 35,2 PO02 | nincs ct
K03 24,3 IM03 28,8 PO03 32,9
K04 33,2 IM04 34,5 PO04 30,0
K05 25,3 IM05 31,0 PO05 274
ce K06 28,5 IM06 33,3 PO06 27,8
K07 27,2 IM07 30,7 PO07 28,0
K08 35,7 TG1 IM08 31,4 TG2 | PO08 27,3
K09 33,1 IM09 34,5 PO09 nfa
K10 27,1 IM10 nfa PO10 28,6
IM11 35,5 PO11 30,0
IM12 30,2 PO12 28,5
IM13 | nincs ct PO13 32,4
IM14 27,3 PO14 28,2
IM15 36,3 PO15 nia

7.7) Kérbonctani, kérszovettani vizsgalatok

Az MDA- kisérletben a vakcinazott malacok nem mutattak sulyos korbonctani
elvaltozasokat. Abban a szajon at vakcinazott malacban azonban, amelyet allatjoléti
szempontok figyelembevételével még a kisérlet lezarasa elétt végleg elaltattunk, sulyos
tineteket észleltink:  vérzéses nyirokcsomokat, illetve vérzéses, gyulladasos
bélszakaszokat. A kontroll csoportban a kisérlet vége el6tt tizbél harom allat spontan
elhullott, a tobbit allatjoléti szempontok figyelembevételével még a kisérlet lezarasa el6tt

végleg elaltattuk.
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1. kép. Az MDA- kisérlet egyik elhullott kontroll malaca. Pontszer(i vérzések és elhalasos teriiletek
lathatok béron. (sajat felvétel)

A kontroll allatokon elvégzett post mortem vizsgalatok minden esetben igazoltak a
CSF-re jellemz6 elvaltozasokat. A malacok sulyosan lesovanyodtak, 6t malacnal vérzéses
nyirokcsomoékat és gyulladasos bélszakaszokat talaltunk, valamint négy allat esetében a
bérben (1. kép), a vesékben (2. kép) és a lépben (3. kép) pontszer(i vérzéseket is
megfigyeltink. Két malacnal a bérben, illetve egy esetében a mandulakban elhalasos
terlleteket is észleltlink. Az egyik kontroll allatban, amely a fert6zést kévetd hetedik napon
er8sen lesovanyodott allapotban spontan elhullott, a kérboncolas soran nem talaltunk egyéb

koros elvaltozast.

2. kép. Az MDA- kisérlet egyik elhullott kontroll malacabdl vett vese. Pontszerli vérzések lathatoak.
(sajat felvétel)
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3. kép. Az MDA- kisérlet egyik elhullott kontroll malacabdl vett Iép. Pontszer(i vérzések lathatoak.
(sajat felvétel)

A szgjon at vakcinazott allatokban, és az izomba oltott malacok esetében is az alabbi
kérszdvettani elvaltozasokat talaltuk: reaktiv lymphocytas nyirokcsomoé-megnagyobbodas,
eozinophil granulocytas bélgyulladas, valamint enyhe szdvetkdzi tidégyulladas. A kontroll
allatokban az elvaltozasok sulyosabbak voltak: az 6sszes malac esetében a lép, illetve a
nyirokcsomoék lymphoid atréfigjat, nem gennyes agyhartya- és agyvel6gyulladast, valamint

horg6- és tudbégyulladast, két esetben pedig elhalasos mandulagyulladast allapitottunk meg.

Az MDA+ Kkisérlet kontroll csoportjaban a kisérlet vége elétt tizbdl hét allat hullott el
spontan. Ezekben a malacokban altalanosan az alabbi, a betegségre jellemzé korbonctani
elvaltozasok voltak megfigyelhetdk: pontszerli vérzések fbleg a veséken, de vérzéses
nyirokcsomékat és elhalasos mandulakat is megfigyeltink minden elhullott kezeletlen
allatban. Két kontroll malacban ezen kivll a szivburok alatt, illetve egynél a dura mater alatt
is pontszer( vérzéseket észleltink. Ugyanakkor a betegségre jellemzé tliinetek a szajon at
vakcinazott csoportban is megjelentek: a hét elhullott allat esetében vérzéses

nyirokcsomoékat, valamint pontszer(i vérzéseket lattunk, jellemz&en a bér felszinén.

A kontroll allatok mellett mindkét vakcinazott csoport malacaiban talaltunk a fentieken
kivil altalanosan el6forduld korszovettani elvaltozasokat: eozinophil granulocytak
felszaporodasaval jard reaktiv nyirokcsomé- és mandula megnagyobbodast és -gyulladast,
eozinophil granulocytas bélgyulladast, diffuzan bévéri veséket és szdvetkdzi vesegyulladast,
a lépben lymphoid szovetburjanzast és extramedullaris vérképzést, valamint enyhe
szOvetkdzi tuddgyulladast. Ezen kivil a kontroll és szajon at vakcinazott csoport
agyvelémintaiban tulnyomérészt multifokalis  gliasejt-proliferaciét és mononuclearis
érgyulladast észleltink. A kontroll allatokban ezek az elvaltozasok jellemz6en nem voltak

sulyosabbak.
7.8) Immunhisztokémiai vizsgalatok

Az MDA- Kkisérletben az immunhisztokémiai vizsgalatok soran kett6 szajon at

vakcinazott malac kivételével egyik oltott allat sem mutatott pozitiv immunfestédést (8.
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tablazat). A kett6 malac k6zll az egyiknek a mandulajabdl vett minta bizonyult pozitivnak,

mig a masik allatnak (amelyet allatjoléti szempontok figyelembevételével még a kisérlet

lezarasa el6tt végleg elaltattunk) az agyveldje kivételével minden vizsgalt mintaja erésen

pozitiv reakciot adott. A kontroll malacokbdl vett minden minta esetében (4. kép, 5. kép)

erésen pozitivimmunfestédést tapasztaltunk (8. tablazat).

8. tablazat. Az MDA- kisérlet allataib6él a kiilbnb6z6 mintavételi napokon vett szervmintak
immunhisztokémiai vizsgalatdnak eredményei.
CG: kontroll csoport; TG: kezelt csoport; IM: intramuszkularis; PO: per os; +: 1-3 foci/metszet; ++: 4-10
foci/metszet; +++: >10 foci/metszet; -: negativ; n/a: nincs adat

. MDA- kisérlet
Csoport | Allat EIhuI!as N — —
Napja | mandula | Lép Ye"’ alattl' Vekf)ny B elfodri , | Tiidé | Vese | Agyveld
nyirokcsomé bél nyirokcsomé
K01 21. +++ +++ +++ +++ +H+ +Ht +Ht ++H+
K02 21. +H+ ++ ++ +++ +++ +Ht +Ht +Ht
K03 21. +Ht +Ht ++t +Ht ++ ++ + +
K04 21. +t +t +t +t +++ +++ +++ +++
K05 33. +t +++ +H+ +++ +++ ++ ++ 4+
ce K06 21. +t +++ +H+ +Ht nia 4+ 4+ I
K07 21. +H+ +H+ ++H+ +++ +Ht +++ +++ ++
K08 21. +H+ +H+ ++H+ +++ +Ht +++ +++ +Ht
K09 20. +++ +++ +++ ++ ++ +H+ + +
K10 26. +++ +++ +++ +++ +H+ n/a + +++
IMO1 35. - - n/a
IM02 35. - -
IM03 35. - -
IM04 35. - -
IM05 35. - -
IM06 35. - -
IM07 35. - -
TG1 IM08 35. - -
IM09 35. - -
IM10 35. - -
IM11 35. - -
IM12 35. - -
IM13 35. - -
IM14 35. - -
IM15 35. - -
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(8. tablazat folytatasa)

PO01 35. + - - B B - - _
P0O02 21. +++ + +++ +++ 4+ ++ ++ -
P0O03 35. - - - - B - . -
PO04 35. - - - - B - - -
P0O05 35. - - - - - - - -
PO06 35. - - - - - - - -
PO07 35. - - - - - - - -
TG2 PO08 35. - - - - _ N B N
P0O09 35. - - - - - - - -
PO10 35. - - - - B - - -
PO11 35. - - - - B - - -
PO12 35. - - - - B - - -
PO13 35. - - - - B - - -
PO14 35. - - - - - - - -
PO15 35. - - - - B - - -

-

: T.‘-‘.r,&' ‘ : :'
o mw"&‘?

4. kép. Az MDA- kisérlet egyik elhullott kontroll malacabdl vett mandula feliileti hamsejtjeinek
citoplazmajaban a CSF-antigén intenziv festédése lathato. Nagyitas: 1080x. (Belak K.)
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5. kép. Az MDA- kisérlet egyik elhullott kontroll malacabdl vett Iép makrofagjainak és retikulocitainak

citoplazmajaban a CSF-antigén intenziv festédése lathaté. Nagyitas: 540x. (Belak K.)

Az MDA+ kisérletben az immunhisztokémiai vizsgalatok soran négy kontroll és négy

szajon at vakcinazott malacbdl vett minden minta, mig harom tovabbi kontroll, illetve szajon

at vakcinazott allatban a vesékbdl és az agyveldbél vett mintak kivételével a tobbi szervminta

esetében mérsékelt, vagy erésen pozitiv immunfestédést tapasztaltunk. A maradék harom

kontroll malac, illetve az izomba oltott allatok egyike sem mutatott pozitiv immunfestédést

(9. tablazat).

9. tablazat.
immunhisztokémiai vizsgalatanak eredményei.
CG: kontroll csoport; TG: kezelt csoport; IM: intramuszkularis; PO: per os; +: 1-3 foci/metszet; ++: 4-10
foci/metszet; +++: >10 foci/metszet; -: negativ; n/a: nincs adat

CG

Az MDA+ kisérlet allataibol a kiilbnbdz6 mintavételi napokon vett szervmintak

K01 29. +++ +++ +++ ++ ++ 44+ ++
K02 25. nla + +H + + n/a ++ +t
K03 24. +++ +++ +++ +++ +++ ++ + ++
K04 35. - - - - i
K05 22. +++ +++ +++ +++ ++ +++ + n/a
K06 24. +++ +++ +++ +++ +++ + + +
Ko7 30. + + ++ 4+ + n/a -
K08 35. - - - - .
K09 35. - - - - .
K10 26. +Ht + i+ + ++ i .
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(9. tablazat folytatasa)

2 MDA+ kisérlet
Csoport | Allat E:LUI-I:S T Nyelvalatt | Vékony | Bélfodri | _
o Mandula | Lep nyirokcsomo bél nyirokcsomo e e povele
IM01 35. + -
IM02 35. ++t 3 i FHt +H+ ++ ++
IM03 35. - -
IM04 35. - -
IM05 35. - -
IM06 35. - -
IM07 35. - -
TG1 IM08 35. - -
IM09 35. - - n/a
IM10 35. - -
IM11 35. - -
IM12 35. - -
IM13 35. - - n/a
IM14 35. - -
IM15 35. - -
PO01 35. - - nfa
PO02 35. +++ ++ +++ ++ ++ i
PO03 35. - -
PO04 35. - -
PO05 35. - -
PO06 24, +++ +++ 4+ ++ ++ T ++ +
PO07 35. - -
TG2 PO08 25. +++ +++ +++ +++ +++ ++ + +
PO09 35. + -
PO10 29. +H+ +H+ +H+ o+t ++ | ++ P
PO11 26. +++ +++ +++ +++ 4+ + +
PO12 30. nfa ++t +Ht +H+ +++ nfa | +++ P
PO13 35. + - + + + + + T
PO14 28. +++ + +++ +++ +++ +++ +
PO15 32. n/a - n/a
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8) MEGBESZELES

Az EGK terlletén belll a jelenleg egyetlen, hazisertések szamara kereskedelmi
forgalomban elérheté C-térzs alapu rekombinans markervakcina az a Suvaxyn® CSF Marker
(Zoetis), amely a CP7_EZ2alf-térzset tartalmazza. Ennek a vakcinanak a 2015-6s sikeres
centralis eljarasban lefolytatott regisztraciéjahoz nagymértékben jarultak hozza a doktori
értekezésemben részletesen targyalt allatkisérletek, és laboratoriumi vizsgalatok. A késébbi,
eurdpai regisztraciora szant vakcinajeldlt virustdrzsek bioldgiai tulajdonsagait ugyanis (mint
példaul a virulenciajuk, a szervezeten bellli megoszlasuk, illetve az altaluk kivaltott
immunvalasz kinetikaja), virulens virustorzsekével 6sszehasonlitva, rogzitett kdriimények

kozott, fertézéses allatkisérletekben vizsgaljuk.
8.1) Hatékonysagi vizsgalatok kovetelményei

Jelen értekezésemben bemutatott két allatkisérlet els6édleges célja eltérd
immunstatuszy hazisertésekben a CP7_EZ2alf-tdérzs hatékonysaganak demonstralasa volt
oralis és intramuszkularis alkalmazast kovetéen. Az Eurdpai Parlament és a Tanacs
2001/82/EK szamu iranyelve alapjan a regisztracibhoz szikséges hatékonysagi

vizsgalatokkal szemben tamasztott kdvetelmények az alabbiak:

A laboratériumi kértilmények kézott végzett hatékonysagi kiprobalasoknak kontroll

allatokat is tartalmazd, ellenérzétt vizsgalatoknak kell lennidk.
- Az adott immunolégiai allatgyégyaszati készitmény hatékonysagat
o minden javasolt alkalmazasi médon,
- Az anyai ellenanyagok és a passziv immunitas szerepét vizsgalni kell.

- A multivalens (kombinalt) immunolégiai allatgyégyaszati készitmények minden

komponensének hatékonysagat igazolni kell.

- Az immunitas kialakulasanak idejét, és az immunitastartossag hosszat is meg kell

hatarozni.

- A vakcina kisérlet soran alkalmazott adagja: amelyet hasznalatra ajanlanak, és

amely a benyujtott kérelemben emlitett legkisebb titert/hatéértéket tartalmazza.

- A vizsgalatok soran hasznalt mintat a kérelemben leirt gyartasi folyamat szerint

készilt tételbol/tételekbol kell venni.
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- A hatékonysagot a célallat faj(ok)on, jol ellendrzott laboratériumi kordimények

kozott, a vakcinanak az ajanlott alkalmazasa utani fert6zéssel mutatjak be.
- Afert6zés korulményeinek a természetes fert6z6dést kell utanozniuk.
- Meg kell hatarozni és dokumentalni kell a kialakul6 immunmechanizmusokat.

Az im. alkalmazasi méd mellett a p.o. vakcinadzas kisérletes vizsgalatara az Unids
projekt egyik célkitlizése, a korabban mar emlitett, vaddisznok részére kifejlesztendd csali
vakcina miatt volt igény. Fontos kiemelni, hogy vaddiszndk, illetve barmilyen mas vadon élé
allatfaj allatkisérletekben valé felhasznalasa komoly nehézségekbe Utkozik. Vadallatok
befogasa, majd zart tartdsa (a magas koltségek mellett) aranytalanul nagy stresszt okoz az
allatoknak, aminek kdvetkeztében az altalanos egészséglgyi statuszuk kdnnyen leromolhat,
igy homogén immunstatuszu kisérleti csoportok kialakitdsa nehezen valdsithatd meg.
Mindezek miatt az ily moédon beallitott kisérletek soran mért paraméterekbél, majd a
kilénbdz6 diagnosztikai moddszerekkel kapott eredményekbél nehéz tudomanyosan
megalapozott kdvetkeztetéseket levonni. Ezeken kivul pedig az &llatgondozdk, illetve a

vizsgalatban résztvevé szakemberek is fokozott veszélynek vannak kitéve.
8.2) Kisérleti beallitas

Annak érdekében, hogy a két kisérlet egymassal dsszehasonlithatd legyen, a kisérleti
paramétereket az Eurdpai Gyodgyszerkdényv (Ph. Eur.) 7. kiadasanak 0065-6s
allitottuk be. A két kisérlet k6zotti egyetlen eltérés a kisérleti allatok immunstatuszaban volt:
az MDA+ kisérletben Thiverval-torzzsel immunizalt kocak malacait, azaz CSFV ellen termelt
anyai ellenanyagokkal rendelkez8 allatokat hasznaltuk. Immunizalaskor mindkét kisérletben
a célallaton végzett hatékonysagi vizsgalatok koévetelményének megfeleléen a vizsgalt
vakcina minimum titerét alkalmaztuk adagonként. Az allatok immunizalasa nem
eredményezett sem helyi reakcidét, sem pedig rovid, vagy hosszu tava nem vart
mellékhatasokat — azonban a vizsgalataink fékuszaban elsésorban a vakcinatorzs
hatékonysaganak demonstralasa volt, nem pedig az artalmatlansagi kévetelményeknek (ti.
ekkor adagonként a vizsgalt oltbanyag maximum titerének alkalmazasa szukséges) vald
megfelelés. A fertézéshez a magas virulenciaju Koslov CSF-virustorzset hasznaltuk, hogy az
MDA- és MDA+ kisérlet oltott csoportjai kozotti kildnbségek minél markansabban jelenjenek
meg — a fert6zd térzsnek ugyanis at kellett térnie az anyai ellenanyagokkal rendelkez6
malacok védettségét ahhoz, hogy vilagossa valjon: az immunizalt allatokban mennyivel tud
tdbbet nyujtani a vakcina az MDA-k indukalta védettségnél (Blome et al., 2014; Xia et al.,
2015).
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A kisérletekben hasznalt malacok minimalis életkoranak meghatarozasakor figyelembe
vettlk a vaddiszndk és a hazisertések élettani tulajdonsagait. Az ujszilott malacokban az
ellenanyagok felezési ideje az IgG-k esetében 6, az IgM-ek esetében 4, mig az IgA-k
esetében 3 nap (Sods és Tuboly, 2009c). Ezen kivil a vadmalacok mar a szlletésik utani
harmadik héttdl fogyasztanak szilard taplalékot, a szopast jellemzbéen a negyedik honap
végére hagyjak abba (Faragd, 2012). Gyakorlati szempontbdl tehat az MDA-k csoOkkend
mennyisége, illetve a kiszért csali elfogyasztasanak lehetésége miatt a 6 hetes vadmalacok
a legkitettebbek a CSFV-fertéz6désnek.

Figyelembe véve a CSF allategészségligyre és a gazdasagra gyakorolt hatasait, egy
megfeleld, DIVA-tulajdonsagu vakcina kifejlesztésére jelentés piaci igény mutatkozik
(Moennig, 2000). A fert6zott terlleten él6 allatok megeléz6 ledlése kis vagy kdzepes
sliriségli sertéspopulaciok esetében lehetséges, azonban ennek megvaldsitdsa nagy
allatstriségl allomanyok vonatkozasaban erésen kérdéses (Moennig, 2000). A Meuwissen
€s munkatarsai (2009) altal elvégzett modellszamitasok alapjan vilagossa valt, hogy egy, a
CSF-hez hasonlé hatarokon ativel§ betegség, mint a ragadds szaj- és koéromfajas
megfékezésére kizardlag ledlést, vagy a ledlés mellett vészvakcinazast is bevetd stratégiak
koézll ez utdbbi alkalmazasa potencialisan kevesebb ledlt allatot eredményezhet. Mivel az
optimalis védekezési stratégia alapvetd feltétele egy j6 minéségl markervakcina (hiszen egy
rossz vakcina el6ésegiti a virus csendes terjedését), valamint az alkalmazasahoz szlikséges
DIVA-tesztek megléte (Blome et al.,, 2014; Xia et al., 2015), e téren intenziv kutatasok

zajlanak.

A ,Célkitizések” c. fejezetben targyalt projektcélok koézil a vaddiszndk oralis
immunizalasara alkalmas csali kifejlesztése annak az igénynek tesz eleget, hogy az
oltéanyagokkal ne csak a hazisertéseket vakcinazzuk, hanem a CSF ellen egy vaddisznék
szajon at torténdé immunizalasara is alkalmas, csaliban kiszérhatd markervakcinat is
kifejlesszenek a hozza kapcsolodo diagnosztikai rendszerrel egyltt — hiszen a teljes eurépai
CSF-mentesség eléréshez elengedhetetlen a rezervoar, azaz a vaddiszno-populacio elérése
Osszehasonlitd kisérlet igazolta ugyan vaddisznokban a CP7_EZ2alf-térzs hatékonysagat
(Feliziani et al., 2014), azonban a markervakcina vaddisznék szamara torténé
engedélyezése a megfelel6 csali kifejlesztésének sikertelensége miatt egyelére figgében
van. A kdzelmultban vilagossa valt, hogy a betegséggel érintett vaddiszno-populaciok szajon
at torténd vakcinazasa segithet kontrollalni a fertézést, és megakadalyozhatja a CSF
behurcolasat a hazisertés-allomanyokba (Kaden et al., 2002; von Riden et al., 2008),
azonban a jelenlegi védekezési program egyik nagy hatranya, hogy a csali felvétele féleg a

vadmalacok kérében nem megfeleld, és igy az utddok a betegségre fogékonyak maradnak.
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8.3) A vaddiszndék tomeges oralis vakcinazasanak nehézségei

A tdmeges oralis vakcinazas soran hasznalt csalétkeknek ugyanis tobb szempontnak
is meg kell felelnitik. A fent mar emlitett legfontosabb szempont tehat, hogy a célallatok azt
észrevegyek, és hajlanddk legyenek azt el is fogyasztani. A vaddisznék mindenevék,
ugyanakkor elényben részesitenek bizonyos taplalékokat, mint példaul a makkot
(Ballesteros, et al., 2011). Kulénbdzé csalikkal zart, illetve terepi korilmények kozott végzett
vizsgalatok kimutattak, hogy a vaddisznok a ndvényi alapu csalétkeket fogyasztottak
szivesebben, szemben az allati eredetl alapanyagokat tartalmazé csalikkal (Rossi et al.,
2015). A csalikkal szemben tdmasztott masik fontos kdvetelmény, hogy a vakcina felvételét
késébb ellendrizni lehessen, azaz altalaban a csali matrix tartalmaz olyan markereket,
amiket késébb a vaddiszné tetemekbdl kdnnyen és megbizhatdan ki lehet mutatni. Azonban
példaul a tetraciklin (ami a rokak oralis veszettség elleni vakcindzasa soran biztonsagosan
és rutinszerlen alkalmazhaté a diagnosztikédban), az iofenoxisav, vagy a rhodamin
vaddisznok esetében mar human egészségligyi problémakat is felvethet, hiszen vadhust is
fogyasztanak emberek (Ballesteros et al., 2013; Sage et al., 2013). A csaliknak ezeken kivl
ellenalénak kell bizonyulniuk a kdérnyezeti hatasokkal (példaul hédmérséklet, nedvesség)
szemben, hogy a bennlk foglalt oltéanyagnak megfelelé védelmet biztositsanak. Szintén
nem elhanyagolhaté szempont a csali mérete és formaja sem: ha tul nagy, a 4 hénaposnal
fiatalabb malacok (amik a szilard taplalék fogyasztasa mellett még jellemzben szopnak is)
nem képesek azt elfogyasztani, inkabb csak jatszanak vele, ha pedig tul kicsi, akkor a felnétt
egyedek egyben, ragas nélkil nyelik azt le. Ez utébbi azért jelent problémat, mert a
folyékony vakcinat tartalmazé PVC bliszter aluminium teteje igy nem szakad at, és emiatt a
vakcina nem a szajlregbe Uril, holott a CSFV els6dlegesen a mandulakban szaporodik
(Rossi et al., 2015).

Az optimalis kiszorasi stratégiak figyelembe veszik tobbek kozott a foldrajzi
sajatossagokat, a természetben eléforduld taplalék mennyiségét és szezonalis megoszlasat,
mivel ez utodbbi ,konkuralhat” a kiszért csalival (Sage et al., 2011). Ez a fajta immunizalasi
gyakorlat ugyanakkor feltételez egy erés allategészségligyi tamogatast, amelynek soran az
allatorvosok szorosan egyuttmikodnek a helyi vadasztarsasagokkal, a természetvedelmi

szolgalatokkal, valamint az eréfeligyeleti szervekkel is (Rossi et al., 2015).

A vaddisznok szajon at torténd tdmeges immunizalasara Eurdpaban kereskedelmi
forgalomban jelenleg csupan egyetlen C-térzs alapu csali vakcina érhetd el: az IDT Biologika
PESTIPORC ORAL nevi készitménye. Egyes luxemburgi, németorszagi, és franciaorszagi
vakcinazott régiok terepi vadaszati adatait elemzd retrospektiv kutatasok 1-6 év alatt a

szeroprevalencia 60%-os szignifikans ndvekedését, mig a CSFV gyakorisaganak 1%-0s
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szintig torténd gyors esését mutattak ki (Kaden et al., 2002 és 2003; Rossi et al., 2010; von
Ruden et al., 2008), azonban az immunizalas ellenére a virus tovabb terjedt az dsszefiiggd
erddboritottsagu tertleteken (Kaden et al., 2002). Ez utobbi jelenséget a szakértbk az EFSA
2008-as jelentésében (Control and eradication of CSFV, 2008) az aldbbiakkal magyaraztak:

i) a kiszérasi terllet tulsagosan kicsi volt a CSF altal veszélyeztetett terllethez képest,

i) a CSFV fert6z6dés szempontjabdl kritikus koru fiatal egyedek immunizalasa nem

volt megfeleld,

iii) a vakcindzast nem folytattak elég hosszu ideig (ugyanis a C-térzs alapu
csalivakcinak DIVA-képesség hijan nem alkalmasak arra, hogy elkulonithetévé
tegyék a vakcinazott egyedeket a természetes uton fertézottektdl, ezaltal
megnehezitik a vakcinazasi kampany befejez6 idépontjanak meghatarozasat
(Blome et al., 2017b)).

A fert6zott és vakcinazott tertiletek pontos meghatarozasa (amely figyelembe veszi a
régio foldrajzi és erdéboritottsagi sajatossagait, és a meglévd természetes hatarokat is),

kritikus a CSF vaddiszndk kérében torténé megfékezése szempontjabdl (Rossi et al., 2015).

A CSF jarvanytanaban a rezervoar mivoltuk kovetkeztében kulcsszereplk van a
vaddiszno-populacioknak (Depner et al., 1995; Laddomada, 2000), jelenlétik komolyan
hozzajarul a CSF-jarvanykitérésekhez. A 6. képen az eurazsiai teriletek a vaddiszno-
populacidinak eloszlasa lathatd (Pittiglio et al., 2018). Magyarorszag elhelyezkedése és
gazdag vadallomanya folytdn a hatarokon ativelé jarvanyos allatbetegségek tekintetben
kilondsen veszélyeztetett, igy a hazai Aallategészségligy szamara ezen vakcinak

elérhet6sége szintén lényeges kérdés.

.
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6. kép: Az eurdpai vaddiszné-populacio denzitasa. (Pittiglio et al., 2018)
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A kutatasok szerint a vaddisznok raadasul kivaldoan alkalmazkodtak az ember altal

atalakitott kdrnyezethez, és az eurdpai vaddiszné-populacidk szama annak ellenére né

(3. diagram), hogy az eurdpai erdds teriletek aranya az utdbbi évtizedekben tovabb
csokkent (7. kép).

- Luxembowg - Serbla
g 14000 e Slovenia - e Switzerland §
:;' 12000 =
10000 o
I i
2 coo 3
s ]
4000 =
200 g
z
b z
1980 1990 2000 2010
et C20ch Republic = ====Hungary
5 ~=e=-ltaly —— Sweden
g 0000 e Russi —— Span
=
2 Smom
B
%
£ 10000
2
B 100000
3
€ soom
=

1980 1990

2000 2010

Number of harvested wid boar

50000

40000

30000

20000

10000

1980 1985 1990 1995 2000 2005 2010

1980 1930 2000 2010

3. diagram: A teritékre keriilt vaddisznék szamanak alakulasa néhany eurdpai orszagban az 1980-as
évek kbzepétdl. (Massei et al., 2014)
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Az EU uj klimavédelmi politikaja, amely az erd6s teruletek ndvelését tizte ki céljaul
(https://ec.europa.eu/environment/forests/eu_comm_2019.htm) kilénds jelentdéséget és
aktualitast adhat a markervakcinanak, hiszen amennyiben a vadaszati politika és kvota-
emelés nem tart lépést az erddsités mértékével, ez az eurdpai vaddiszno-allomany
ndovekedésével egyltt (a vaddisznok fentebb emlitett jarvanylgyi szerepébdél addddan)

novekvé CSF jarvanykockazatot vetithet elére (Massei et al., 2014).
8.4) A rekombinans vakcinajelolt tulajdonsagai

Kdnig és munkatarsai (2011) kisérletesen bizonyitottak a vakcinajeldlt artalmatlansagat
célallat (hazisertés, vaddisznd), és a vizsgalt nem célallat (szarvasmarha, kecske, juh, hazi
nyul) fajokban. Tobben leirtak tovabba a torzs hatékonysagat szgjon at torténd, illetve
intramuszkularis alkalmazast kdvetéen (Blome et al., 2012 és 2014; Eble et al., 2012 és
2014; Gabriel et al., 2012; Kdénig et al., 2007a és 2007b; Leifer et al., 2009b; Rangelova et
al., 2012). A CP7_E2alf-térzs emellett teljesen avirulensnek bizonyult vaddiszndk oralis
immunizalasat kdvetéen (Konig et al., 2007a), és tobben igazoltak a virustoérzs elsédlegesen
a mandulakban észlelt korlatozott mértékii szaporodasat (Drager et al., 2015; Tignon et al.,
2010). Mindezek mellett publikaltak tovabba, hogy a CP7_E2alf-térzs mind in vivo és in vitro
koriimények kdzétt is stabil genetikailag (Goller et al., 2015; Leifer et al., 2009b; Reimann et
al., 2004), valamint hogy az immunizalt kanokbdl sem bélsarral, sem vizelettel, sem pedig

oroékitéanyaggal nem artl (Drager et al., 2015).

Tobb mas szerzével egyitt mi is megerésitettik, hogy a CP7_EZ2alf-vakcinatorzs
egyszeres adagjanak izomba oltasat kdvetéen az immunvalasz egy héten belll, vagy akar
mar korabban kialakulhat, és az immunitastartdossag legalabb hat hénapig fennall (Eble et al.,
2012; Gabriel et al., 2012; Leifer et al., 2009b; Reimann et al., 2004; Renson et al., 2013).
Oralis vakcinazas esetén a szerokonverzié 11-21 nap kozott alakul ki (Konig et al., 2007a;
Tignon et al., 2010), és szeroldgiai valaszt a vakcinazast koveté 98. napon is igazoltak
(Tignon et al., 2010). Ezt a kialakult védelmet kilénb6z6 CSFV genotipusokkal szemben
(Blome et al., 2014), és a mar meglévd BVDV-1 elleni ellenanyagok jelenléte mellett is
(Drager et al., 2016) demonstraltak. Az im. oltds soran kapott eredmények abbdl a
szempontbol mindenképpen figyelemreméltok, hogy ennek a kiméra virustorzset tartalmazo
vakcinanak az immunoldgiai tulajdonsagai 6sszemérheték az EU-ban jelenleg forgalomba

hozatali engedéllyel rendelkezé CSF-elleni oltéanyagéval (10. tablazaft).
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10. tablazat. A hazisertések és vaddisznok szamara az EGK teriiletén jelenleg érvényes forgalomba

hozatali engedéllyel rendelkezé CSF-elleni vakcinak immunoldgiai tulajdonsagai

®
(Cg\g:flfﬁztxia Porcilis® Pesti Suvaxa)?;ercSF Pestiporc Oral
Zrt) (MSD) , (Zoetis) (IDT Bi(glogika)
Thiverval-torzs SR kiméra e
sertések aktiv Sertések 7 hetes kortdl | vaddiszndk szajon at

egészséges sertések

immunizalasara, 5

torténd aktiv

torténd aktiv

Javallat aktivimmunizalasara a hetes kortol a CSF immunizalasara a CSF | immunizélasara a CSF
CSF ellen
ellen ellen ellen
Immunitas vakcinazast kovetd | 2 héttel az oltas vakcinazast kovetd
. X . 14 nap

kialakulasa 5-7 nap utan 10 nap
Immunitas- , , , , , , ,
tartéssag legalabb 18 honap | 6 hénap legalabb 6 hénap legalabb 10 hénap

Azok a virdlis vektorok ugyanis, amiket a génmddositasi eljarasok soran alkalmaznak,
jellemz8en rosszul, vagy egyaltalan nem képesek a célsejtekben, szévetekben szaporodni.
Ez utdbbiak lehetnek un. géndelécids, vagy Ures vektorok, illetve erésen attenualt térzsek,
amelyek olyan mutaciét tartalmaznak, ami megakadalyozza az eredményes szaporodast.
Peeters szerint (Peeters, 2005) egyik virus sem alkalmas telies mértékben arra, hogy
génszakaszokat sikeresen prezentalion a kilonb6zb célsejtek felé, igy a kutatasok
fokuszaban féleg ezen vektorok sejt-, szdvet-, illetve gazdaszervezet-specificitasanak
megvaltoztatasa all, szélesitve vagy akar limitalva a virustropizmust. Ami a CP7_E2alf-
torzset illeti, Reimann és munkatarsai (2004) hatékony novekedést sertés eredeti
sejtvonalakon tudtak ugyan demonstralni, azonban a BVDV vektor ellenére szarvasmarha

eredeti sejtvonalakon a kiméra virustérzs csupan gyengén volt képes szaporodni.

A szdjon at térténd immunizalas, és fiatal allatok esetén az anyai ellenanyagok
csokkenthetik a kiméra vakcinatérzs hatékonysagat (Eble et al., 2014). Erételjes virulenciaju
CSFV-térzzsel végzett korai fert6zés esetén a vertikalis szérédast a kiméra vakcina csupan

részlegesen akadalyozta meg (Blome et al., 2017b).

Ami tobb, a

CP7_EZ2alf-térzs genomjara specifikus real-time RT-PCR moédszert fejlesztettek mar ki

a markervakcinahoz kapcsolddd diagnosztikai rendszereket illeti,

(Leifer et al., 2009a; Liu et al., 2009), a szerolégiai marker rendszerek pedig a CSFV Erns
.Bevezetés” c. fejezetben mar emlitettem, a CP7_EZ2alf-tdérzzsel tértént immunizalas utan a
vakcinazott allatokban csak a virus E2 glikoproteinje ellen termel6dnek ellenanyagok, mig a
természetes modon fert6z6dott sertések szervezetében a CSFV Erns-re specifikus antitestek
is megjelennek. Jelenleg két, kereskedelmi forgalomban kaphat6 ellenanyag ELISA kit

érhetd el, amelyek minden olyan marker rendszerrel kompatibilisek, amelyek a CSFV E2
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Prionics) PrioCHECK CSFV Erns kitje, a masik pedig a Qiagen pigtype CSF Marker ELISA-
ja. A PrioCHECK ELISA kittel lezajlott korvizsgalat alapjan a teszt érzékenysége CSFV-vel
fert6zott sertések vérét vizsgalva 90-98% kozott volt, mig vakcinazott allatok szérummintait
elemezve a specificitasa 89-96% kbzé esett. Immunizalt, majd késébb fert6zott allatok
savomintait vizsgalva a teszt érzékenysége 82-94%-nak bizonyult. Ugyanakkor mind BDV,
mind pedig BVDV-t6rzsekkel szemben szamottevd mértéki keresztreakciokat tapasztaltak,
€s az ismételt vakcinazas, valamint a mintak gyenge mindsége csdkkentette a szeroldgiai

teszt specificitasat (Meyer et al., 2017; Pannhorst et al., 2015).

Ahogyan azt korabban mar emlitettem, egy CSFV-vel fert6zétt allomany idében térténé
felderitése kritikus a jarvany késébbi kezelhetésége szempontjabdl, emiatt magas
érzékenységl tesztekre van szikség. A rutin diagnosztikdban emellett nagy hangsulyt kap
az is, hogy a vizsgalat gyorsan és olcson legyen kivitelezhetd. A fent emlitett Erns-en alapuld
szeroldgiai modszerek megfeleléen reagalnak ezekre az igényekre, és alkalmasak az
ellenanyagok kimutatasara akar mar a fertézés korai szakaszaban, azonban a limitalt
specificitdsukbdl adéddan alkalmatlanok a sertések egyedi vizsgalatara (Meyer et al., 2017).
Ugyanakkor az esetlegesen eléforduld fals pozitiv reakciok kisziirése érdekében sertés-
allomanyok vizsgalatakor ajanlott egy alternativ Erns-en alapuld teszt elvégzése is (Meyer et
al., 2017; Pannhorst et al., 2015; Postel et al., 2017). Mindezek kdévetkeztében komoly
eréfeszitéseket tesznek tovabbi ELISA-n, vagy Luminex technoldgian alapuld, megbizhatébb
diagnosztikai rendszerek kifejlesztésére (Aebischer et al., 2013; Luo et al., 2015; Xia et al.,
2015).

8.5) A kapott eredmények kiértékelése

Amig az MDA- kisérletben a fertézést kovetd 4-5. naptédl minden kontroll allatban
megjelentek a betegségre jellemzé klinikai tinetek, és kozlluk az dsszes allat a kisérlet
lezarasa el6tt elhullott, addig az MDA+ kisérlet kontroll malacai kozul a tizb8l csupan hat allat
mutatta 6 nappal a fert6zés utan a CSF jellegzetes klinikai tiineteit, és a kisérlet lezarasa
el6tt a kontroll allatok csupan 70%-a hullott el. Emellett az MDA+ kisérlet egyik kontroll
allatanak testhémérséklete sem emelkedett 41,0°C félé. Rangelova és munkatarsai (2012)
hasonléan enyhe klinikai tlineteket és csokkent mortalitast figyeltek meg egy korabbi
kisérletikben a kontroll csoport egyedeinél, amelyben C-térzset tartalmazd vakcinaval
immunizalt kocak utodait vizsgaltak. A meérsékelt klinikai tinetek és a kis aranyu mortalitas

magyarazhato az anyai ellenanyagok védéhatasaval.

Az MDA- kisérlet kontroll allataiban szeroldgiai athangoldédast az elhullasukig nem
tapasztaltunk, a fert6zést koveté egy hét elteltével a még életben Iévé hat kontroll malacbol

csupan négy allat szérummintdjanak neutralizaciés titere emelkedett meg (4. tablazaft).
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Mindez magyarazhat6 azzal, hogy nagy valosziniséggel nem volt elég id6 ahhoz, hogy az
IgG/IgM-ek  mennyisége a malacokban a VNT szamara detektalhatdé szintig
megemelkedhessen. A fert6zés sikerességét jelezte, hogy az dsszes kontroll allat fertézés
utan vett vérmintdja pozitivhak bizonyult antigén ELISA teszttel (3. abra), kettd kivételével
virusizolalassal (2. abra), valamint a megvizsgalt 6t RT-qPCR-rel is (6. tablazaft). A kontroll
allatokon elvégzett post mortem vizsgalatok minden esetben igazoltdak a CSF-re jellemzé
elvaltozasokat, illetve minden minta esetében az immunhisztokémiai vizsgalatok soran

erésen pozitivimmunfestédést tapasztaltunk (8. tablazat).

Fontos megallapitas, hogy az MDA+ kisérlet harom kontroll malaca szerolégiailag
athangoldédott: 10-14 nappal a fertézést kdvetéen megjelentek benniuk az E2 glikoproteinre
specifikus ellenanyagok (1. abra), illetve a fert6zés utan 10 nappal vett szérummintaiknak
neutralizaciés titere is enyhén megemelkedett (4. tablazat). A hét spontan elhullott kontroll
allat fert6zés utan vett vérmintaja pozitivnak bizonyult antigén ELISA teszttel (3. abra), egy
kivételével virusizolalassal (2. abra), valamint RT-gPCR-rel is (7. tablazat). A kontroll
allatokon elvégzett post mortem vizsgalatok a hét elhullott malac esetében igazoltdk a CSF-
re jellemzé elvaltozasokat, illetve bennik az immunhisztokémiai vizsgalatok soran négy
esetben erdsen, harom esetben pedig mérsékelten pozitiv immunfestédést tapasztaltunk
(9. tablazat). A harom életben maradt kontroll malac fert6zés utan vett 6sszes vérmintaja
azonban mind antigén ELISA teszttel, mind virusizolalassal, mind pedig az
immunhisztokémiai vizsgalatok soran negativnak bizonyultak. Ezek a kapott eredmények
azzal egyutt, hogy harom kontroll malac a kisérlet végéig életben maradt, j6l szemléltetik a
passziv védettség és a védtelen allatok kozotti kildnbséget, illetve igazoljak, hogy a kisérleti
modelliinket jol valasztottuk meg, hiszen megfelel6 mennyiségli anyai ellenanyag volt jelen

az MDA+ kisérletbe vont malacokban.

Az MDA- Kisérletben az immunizalt malacok koézll 6t izomba oltott, és hat szajon at
vakcinazott allat esetében a fertézés utan 4-5 nappal par napig mérsékelt klinikai
elvaltozasokat figyeltiink meg — kivéve egy szajon at vakcinazott malacot, ami olyan sulyos,
a CSF-re jellemzb klinikai tineteket mutatott, hogy azt allatjéléti megfontolasbol hét nappal a
fert6zést kdvetben végleg elaltattuk. Ennek a p.o. kezelt malacnak az esetében a szeroldgiai
vizsgalatok negativ, illetve az antigén-detektalé6 médszerek pozitiv eredményeit is figyelembe
véve valoszindsithetd, hogy az immunizalas kKivitelezése technikailag nem volt kielégit6: az
allat nem vett fel megfeleld mennyiségl vakcinat ahhoz, hogy benne protektiv immunvalasz
alakulhasson ki. Az im. vakcinazott malacok szeroldgiai athangolédasat az oralisan
immunizaltakhoz képest egy héttel korabban, mar a 14. naptdl medfigyeltuk (1. abra), és az
intramuszkularis alkalmazast kdvet6en a neutralizacios titerértékek is hamarabb, mar a 18.

naptdl elkezdtek emelkedni (4. tablazat). A kezelt allatok vakcinazas utani, és a fertézést
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kodvetben vett vérmintai virusizolalassal és antigén ELISA teszttel is (egy malac kivételével)
mind negativnak bizonyultak (2. és 3. abrak). Az oltott malacok (a mar emlitett egyedet
kivéve) nem mutattak sulyos korbonctani elvaltozasokat, és ketté szajon at vakcinazott

malac kivételével egyik oltott allat sem mutatott pozitivimmunfestédést (8. tablazat).

Az MDA- kisérlet eredményeire tett fenti megallapitasok alapjan kijelenthet6, hogy a
vizsgalt vakcinatorzs hatékony, valamint hogy a Kkisérletben résztvevé Osszes malac
esetében a vakcinazas, a klinikai tinetek, a korbonctani és korszdvettani elvaltozasok,
valamint az immunhisztokémiai eredmények dsszhangban voltak egymassal. Mindezek arra
utalnak, hogy az altalunk alkalmazott kisérleti elrendezés, ideértve a fertézéshez hasznalt

virustdérzset és annak titerét is, megfelelt egy potencialis vakcinajeldlt késdbbi

“ s

Az MDA+ kisérletben ugyanakkor az immunizalt malacok esetében mar nehezebb
egyértelmi kdvetkeztetéseket levonni, ugyanis a 15-b6l harom im. oltott malacnal a CSF-re
jellemz8d mérsékelt, mig kilenc szajon at vakcinazott malac esetében mérsékelt, vagy sulyos
klinikai tineteket tapasztaltunk, majd az ordlisan immunizalt malacok koézul hét allat a kisérlet

vége el6tt spontan el is hullott.

Azt megallapithatjuk, hogy az im. alkalmazott vakcina megfelelé védelmet nyujtott,
hiszen megelézte a mortalitast, szignifikansan csdkkentette a klinikai tinetek megjelenését
€s a virus mennyiségét a vérben azaltal, hogy megndvelte az E2 glikoproteinre specifikus
ellenanyagok szintjét. Azonban kilenc szajon at immunizalt malac szérummintait ellenanyag
ELISA-teszttel még a vakcinazas utan két héttel is negativnak talaltuk, és hat allat kozilik az
elhullasukig negativ is maradt (1. dbra). Az ellenanyag ELISA-val kapott eredményeket
O0sszehasonlitottuk a virusneutralizacios prébaval kapott eredményekkel, és ezek kdzott sok
helyen ellentmondast allapitottuk meg, igy emiatt a fertézés napjan, valamint az azt kdvet6
negyedik, illetve tizedik napon vett szérummintakat a Friderich-Loeffler Intézetben
Ujravizsgaltak. Az 5 tablazatban bemutatott eredmények mar inkabb korrelaltak az
ellenanyag ELISA-val kapott eredményekkel. Korabbi vizsgalatok (Control and eradication of
CSFV, 2008) alapjan megallapithatd, hogy a CSF diagnosztikaban hasznalt E2 ellenanyag
ELISA a virusneutralizaciés probaéhoz hasonlé érzékenységet mutat — habar a mi
eredményeink alapjan az ELISA valamivel érzékenyebbnek bizonyult. Ez utébbi specificitasa
altalaban elég magas: 98-99,5% kozé tehet, azonban a kér6dz6k egyéb pestivirusaival
(féleg a BDV-vel) szemben tapasztalt keresztreakciok ezt ronthatjak. A mintak minéségére
mindkét szerologiai mddszer igen érzékeny, ami fals-pozitiv vagy negativ reakciokat
eredményezhet. A mi esetunkben ez kulonosen igaz volt a VNT-re: az MDA+ kisérletben a
kapott valdészin(tlenll magas neutralizacios titerértékek, illetve a fertézést kdvetben vett

mintak esetében a szdvetet érint6 kiterjedt pusztulas miatt a savokat ujra kellett vizsgalnunk,
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azonban a mintak szOvetre gyakorolt ismeretlen eredetl toxikus hatasa miatt tovabbra is

nehéz volt a virusneutralizacios eredmények kiértékelése.

Erdemes itt is kiemelni, hogy az MDA+ kisérletben elhullott, szajon at vakcinazott
malacok vérmintai virusizolalassal, antigén ELISA teszttel, és RT-qPCR-rel is pozitivhak

bizonyultak, azaz igazoltuk bennlk a virus jelenlétét (2. és 3. abrak, 7. tablazat).
8.6) Az oralis alkalmazas technikai nehézségei

Mindezeket figyelembe véve kijelenthetjuk, hogy az Eble és munkatarsai (2014) altal
publikalt eredményekhez hasonléan a szajon at alkalmazott vakcina MDA+ malacokban csak
részleges védettséget volt képes nyujtani a fert6zéssel szemben, ugyanakkor az izomba
oltott allatok mindegyikében teljes védettséget biztositott. Ezek az eredmények meglepbek
lehetnek, mivel a szajon vagy orron at felvett CSFV elsédlegesen a mandulakban szaporodik
el, emiatt a szajon at térténé vakcinazast hatékonyabb alkalmazasi médnak vartuk. Az oralis
vakcinazas kivitelezése a mi kisérleti korilményeink kozott azonban az im. alkalmazashoz
képest nehézkesebb volt (mivel nem egy csaliba inkorporalt oltdanyagot etettiink meg a
malacokkal), és emiatt a vakcina pontos adagolasa, illetve az oltdbanyag szajluregbél vald

visszafolyasanak elkerilése kevésbé volt garantalhato.

Az, hogy a szervezetben egy adott kérokozéval szemben megfelelé védelmet lehessen
kialakitani, illetve hogy sikeresen tudjunk kezelni egy jarvanyhelyzetet, csak részben fligg az
alkalmazott vakcina hatékonysagatdl. Természetesen egy sikeres mentesitési program
nélkulézhetetlen része a megfeleld minéségl vakcina, de emellett atfogod oltasi programra,
alaposan kidolgozott immunizalasi stratégiara, és fejlett technolégiai hattérre is sziikség van.
Ez utébbi a kiszéras megvaldsitasan kivil magaban foglalhatja az adatok tarolasat, vagy
akar a vakcinazasi folyamat valés ideji nyomon kdvethetéségét is. Legalabb ennyire fontos
volna tehat, ha a gyartok nem csupan az oltéanyagot, hanem példaul a szajon at térténé
alkalmazassal egyitt olyan oltdberendezést, illetve szakmai/technikai tamogatast is
kinalnanak, ami standardizalhatna az immunizalast, és novelhetné a vakcinafelvétel sikerét
(Chase et al., 2008). Erdekes mddon ezek a standardizalt vakcinazast segit6é eszkdzok (ilyen
példaul a Desvac, a Smartvac, vagy a Medi-Jet) az amugy is precizebben kivitelezhetd im.
vagy bérbe térténd (intradermalis) tdmegoltasokra specializalodtak, tehat éppen a sertések

oralis applikaciojat el6segité berendezésekben mutatkozik piaci hiany.

A fent emlitett technikai nehézségeken tul a szajon at torténé alkalmazas esetén a
protektiv immunvalasz kialakuldasa MDA+ malacok esetében hosszabb ideig is eltarthat, ami
még bizonytalanabba teszi a p.o. vakcinazasra adott reakciot. Ahogyan azt Tignon és

munkatarsai (2010) is megerdsitették (mivel a szajon at térténd alkalmazas hasonlésagot
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mutat a természetes oronasalis fert6z6déssel), a vakcinajeldlt elsédlegesen a mandulakban

szaporodott el.

A jobb attérés oka lehet még, hogy az im. oltas, illetve az ehhez kapcsolé IgM, majd
IgG dominalta humoralis immunvalasz jellemzéen erésebb reakciot ad, mint a nyalkahartyak
védelmét ellatd IgA-k. Mindezek mellett tovabbi kutatast igényelne, hogy az im. oltas esetén
a humoralis immunvalasz mellett milyen mértékben jelenik meg a sejtes immunitas, hiszen
ezek is mind hozzajarulhattak ahhoz, hogy az izomba térténd applikaciot kévetéen a vakcina

nagyobb mértékben volt képes attérni a maternalis immunitast.

Kritikus kérdés tehat a fiatal allatok vakcinazasahoz a megfelel6 életkor
megvalasztasa, hogy a lehetd legrévidebbre csdkkentsik azt az idészakot, amikor az anyai
ellenanyagok szintje a malacokban mar a védettséget biztositd szint ala esik, de még nem
alakult ki bennik az aktiv immunvalasz. Mindemellett az MDA-knak a vakcinazas

hatékonysagara gyakorolt negativ hatasat sem hagyhatjuk figyelmen kivul.
8.7) Ujsziilétt malacok immunolégiai jellemzéi

A vakcinazas els6édleges célja, hogy a lehet6 leghamarabb (jelen esetben a CSFV
iranti fogékonysag minél korabbi szakaszaban) aktiv immunitast alakitson ki. Mivel a
sertések placentaja syndesmochorialis szerkezeti, az Ujszll6tt malacok a kocaktol csak az
elsé szopaskor, az un. focstejjel képesek felvenni az anyai ellenanyagokat, melyek az elsé
par hétben a kérokozoktdl vald védelmiket latjak el. Az MDA-k hatasa kettés. Védelmet
nyujtanak egyrészt a fiatal, korukbdl addéddéan még korlatozottan immunkomptenens
allatoknak a kulonbozé fertézésekkel szemben, ugyanakkor az anyai ellenanyagok jelenléte
gatolja az ujszuléttek aktiv IgM és IgG-termelését, illetve interferalhat az oltdéanyag altal
kivaltott sajat immunitassal (Klinkenberg et al., 2002; Suradhat és Damrongwatanapokin.,
2003).

Kisérleti eredmények szerint a parenteralisan vagy enteralisan bejuttatott antigénekre
mar képes immunvalaszt adni, az Ujszilétt malac tulélése a focstejjel felvett anyai
ellenanyagoktél figg (Tuboly és Bernath, 2002). A kocatej a fialast kdvetdé 4-5 napig
kolosztrumnak minésul: magas Ig-tartalma miatt kilénésen fontos az Ujszulétt egyedek
immunallapotanak alakitasa céljabdl. A kolosztrummal a kocabdl az ujszuléttbe féleg IgG-k,
de IgM-ek és IgA-k is atkerlinek. A malacok ezeket az ellenanyagokat a sziletésuket kovetd
minddssze 6 oraig képesek nagy mennyiségben felszivni, mivel a bélnyalkahartyajuk e nagy
molekulaju fehérjék szamara (habar az id6 elérehaladtaval rohnamosan csokkend mértékben)
ekkor még szabadon atjarhatd. Az ujszulott allatok bélnyalkahartyajanak szelektivitasa és

permeabilitdsa fajonként eltérd: sertések esetében az IgG-k és az IgM-ek a tej
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megemeésztését kovetben az enterocitdkon atjutva 24 oraval kés6bb mar a malac
vérkeringésében jelennek meg, az IgA-k ugyanakkor a bél lumenében maradnak (Sods és
Tuboly, 2009c). Fontos kiemelni, hogy ez az atjarhatésag az egyed sziletését kdvetd
orakban a legnagyobb — a 36. ératdl amugy is er6sen csdkken a koca tejének Ig-tartalma.
Ezért is nagyon fontos, hogy az ujszulétt malacok azonnal és folyamatosan hozzajussanak a
fécstejhez (Horn, Paszthy, Bene, 2011). Az Ujszulétt malacok szisztémas és lokalis
immunvédelmét jelenlegi tudasunk szerint ezek az anyagi ellenanyagok latjak el, ugyanakkor
a focstejpen az immunglobulinok mellett jelentés mennyiségben vannak jelen T- és B-
limfocitak is. Ezek a sejtek olyan, a bakterialis és viralis antigénekre reaktiv memoriasejtek,
amelyek proliferaciéra és citokintermelésre is képesek. A kolosztrumban 1évd B-sejtek a
bélham sejteken atjutva a bélfodri nyirokcsomokban, illetve onnan a véraram segitségével

terjedve tovabbi mas szervekben telepednek meg.

A jelenlévé anyai IgA és IgG alapu ellenanyagok miatt az MDA- kisérletben
medfigyeltekhez képest az MDA+ kisérlet valamennyi malacaban kevesebb, és
mérsékeltebb klinikai tlinet fejlédoétt ki, ami szintén arra enged kovetkeztetni, hogy az emlitett
keresztreakcié kialakulasaval parhuzamosan a CSFV fert6zéssel szemben ezek az anyai
ellenanyagok képesek a malacokban bizonyos foku védelmet is nydjtani. Ezek a
megallapitasok is tovabbi vizsgalatokat igényelnének, azonban éppen az MDA+ Kkisérlet
kontroll csoportjaban tapasztaltak alapjan kimondhatjuk, hogy egy erés virulenciaval
rendelkezd CSFV térzzsel szemben az anyai ellenanyagok nem képesek telies mértéki
védelmet nyujtani, mindenképpen sziikséges a természetes immunfolyamatokat vakcinazas
utjan segiteni.

A CP7_E2alf vakcinajelolt hatékonysagat pestivirusok elleni anyai ellenanyagokkal
rendelkezd malacokban ugyanakkor tébb csoport is vizsgalta korabban (Eble et al., 2014;
Rangelova et al., 2012), ezek elrendezése azonban nem felelt meg az Eurdpai

Gyogyszerkonyv elbirasainak.
8.8) A vakcinajelolt hatékonysaganak mérése

Ahogyan azt korabban mar emlitettem, a vakcina hatékonysaga anyai ellenanyagok
hianyaban az im. csoportban 100%, a p.o. csoportban pedig 93,34% volt. Az MDA- kisérlet
eredményeit dsszefoglalva tehat megallapithatjuk, hogy szeronegativ malacok esetében a
CP7_E2alf vakcinajeldlt a kilonbdzd alkalmazasi médok sajatossagait figyelembe véve az
immunizalt allatokban megfeleld védelmet nyujtott a kisérleti fertézéssel szemben, és

igéretes eszkOz lehet a CSF hatékony legy6zésében.
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A fenti megallapitasok azonban csak részben érvényesek, amennyiben anyai
ellenanyagokkal rendelkez6 malacokat immunizalunk, az MDA-k ugyanis negativan
befolyasoltdk a markervakcina-jeldlt hatékonysagat, a vakcinanak a korabban ismertetett
képlet alapjan szamolt hatékonysaga anyai ellenanyagok jelenlétében a p.o. csoportban
csupan 33,34% volt. Ez utobbi érték sajnos tavol all a kivanatostol (tul alacsony), ami az
MDA-k jelentés gatlé hatasanak tulajdonithaté. A médszer igy szamszerlien mutatja meg
azt, hogy az MDA-k és az immunizalas kozétti interferencia milyen erés gatlé hatasu lehet a
vakcina hatékonysagara. Emellett azonban meg kell jegyezni, hogy ennek a szamitasi
mddszernek van egy hatranya: nem érzékeny ugyanis az oltatlan csoport morbiditasi
aranyara, azaz nem veszi figyelembe, hogy a fert6zés ellenére példaul a természetes
védettség, vagy jelen esetben az MDA-k jelenléte miatt hany kontroll allat maradt életben.
Amig tehat a vakcinazott csoportban nincsen megbetegedés (vagyis ARV = 0), addig a

képlet szempontjabdl irrelevans, hogy az ARU értéke 1, vagy 0,7.

Ez a negativ hatdas ugyanakkor nagyban fliggétt a vakcina alkalmazasi maodjatél,
hiszen az izomba oltott MDA+ allatok esetében a vizsgalt készitmény telies mértékben
megakadalyozta az elhullast (azaz a vakcina hatékonysaga ebben az esetben is 100%-0s
volt), szignifikdnsan csdkkentette a klinikai tlneteket és a virus mennyiségét a vérben
azaltal, hogy a kisérleti allatokban megnoévelte a vakcina ellen termelt ellenanyagok szintjét.
Annak az esélye, hogy az Eurdpai Unid teriletén egy jo6vébeli CSF jarvanykitorés MDA+
hazisertéseket érintsen, elenyész8. Tekintettel arra azonban, hogy a betegség az OIE 2018
juliusa és decembere kozotti idészakra vonatkozd jelentése szerint tobb régidban (Dél-
Amerikaban, Dél- és Délkelet-Azsiaban) is jelen van, és a Féld szamos olyan orszagaban
okoz problémat, ahol a hazisertés, illetve a kilénb6zdé vadon él6 sertésfélék fontos
élelmiszertermeld fajokként komoly gazdasagi jelent6séggel birnak, a hatékony

markervakcinak hozzaférhetésége nélkilozhetetlen.

Mindezek fényében egyértelml, hogy a hatékony oltdanyagok iranti kereslet
legnagyobb része ezekb8l az un. nternational zone” (IZ) orszagokbdl jon: igy az
oltdbanyaggyartok egy-egy termékikkel jellemzéen nem csupan Eurépat, vagy az USA-t
célozzak meg, hanem ezeket a régidkat is, ahova az EMA, vagy az USDA altal kiadott
forgalomba hozatali engedélyekkel piacra tudnak Iépni. Figyelembe kell azonban azt is
venni, hogy ezekben az orszagokban a vakcinakra az eurdpai, vagy az amerikai
allategészseégugyi viszonyoktdl merében eltérd, azoknal jellemzben sokkal sulyosabb, un.
els6-vonalbeli jarvanyhelyzetek kezeléséhez van szikség. Mivel ezek az orszagok a
washingtoni  székhelyl  Vilagbank  0Osszjovedelem  alapu  Osszesitése  szerint
(https://datahelpdesk.worldbank.org/knowledgebase/articles/906519-world-bank-country-and

-lending-groups) un. alacsony jovedelm( orszagoknak mindsuinek, kiemelten fontos lenne,
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hogy a CSF elleni markervakcinak tdmeggyartasa megvaldsuljon, azaz korszer(i, de olcsé
eszkdzként a szerényebb anyagi lehet6ségekkel bird orszagok rendelkezésére alljon.
Mindezek mellett a CSF elleni markervakcinak esetleges eurépai felhasznalasa sem zarhaté
ki, hiszen Eurdpa foldrajzilag nem izolalt, emiatt a védekezés folyamatos fenntartasa mellett
a keleti hatarok mentén eléfordulhat, hogy ez, vagy akar egyéb jarvanyos betegségek (mint

példaul az afrikai sertéspestis, vagy a veszettség) ujra felbukkannak.
8.9) Konkluzié

Napjainkban, amikor a CSF-hez egy nagyon hasonldé jarvanytanu (szlk
gazdaspektrum, vaddiszné-populaciok kiemelt szerepe), és hasonlé jarvanyvédelmi
stratégiat megkodveteld betegség, az afrikai sertéspestis (ASP) jelent meg, kifejezetten
surgeté probléma egy, a vaddisznok szamara elérhetd vakcina kifejlesztése. llyen jellegi
immunoldgiai allatgyogyaszati készitmények csak abban az esetben szulethetnek meg, ha a
gyartok és a fejleszték allami vagy/és Unids tamogatast kapnak, mert sajnos az ehhez
hasonld fejlesztések anyagilag nem kifizet6d6k — még akkor sem, ha nagy gazdasagi

kartételtél mentenék is meg a sertésipart.

Ertekezésemben kitértem arra is, hogy milyen nehézségekkel kell szembenézni egy
vaddisznok szamara alkalmas, csali alapu (marker)vakcina fejlesztése soran. Még abban az
esetben is, ha rendelkezéslinkre all egy igértes jeldlt (visszautalva a ,Megbeszélés c. fejezet

.Hatékonysagi vizsgalatok kdvetelményei’ részben leirtakra, illetve a Ph. Eur. vonatkozo

Vs

Osszességében véve megallapithatjuk tehat, hogy a jelen doktori értekezésem alapjaul
szolgald, centralizalt eljaras soran forgalomba hozatali engedélyt kapott klasszikus
sertéspestis elleni kiméra markervakcina a betegség elleni védekezésnek egy hasznos
eszkoze lehet, habar hasznalata jelenleg kizardlag jarvanykitoréskor, a korlatozas alatt allo

tertleteken lévd hazisertés-allomanyokban megengedett.
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9) UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

A CSF ellen ujonnan kifejlesztett kiméra CP7_E2alf vakcinajeldlt hatékonysagat

els6ként demonstraltuk szuboptimalis dozisban.

A pestivirusok ellen termelt anyai ellenanyagoktdl mentes malacokban a CP7_E2alf
vakcinajeldlt mindkét allkalmazasi moéd mellett megfelel6 védettséget biztositott, mig a
pestivirusokra specifikus anyai ellenanyagokkal rendelkezé malacokban az im alkalmazassal

szemben a szajon at térténd immunizalas csupan részleges védelmet nyujtott.

Vizsgalataink soran megfeleléen demonstraltunk, hogy az ujonnan kifejlesztett kiméra
CP7_EZ2alf vakcinajeldlt j6 megoldast kinal az él6, attenualt CSF elleni C-tdrzs alapu

vakcinak legnagyobb hatranyanak kikliszébolésére: a DIVA-potencial teljes hianyara.
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