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Osszefoglalas

A sertések reprodukcios zavarokkal és legz8&szervi tinetekkel jard szindromajanak virusa
(porcine reproductive and respiratory syndrome virus, PRRSV) sulyos fertézéseket idéz eld,
ezaltal jelentés anyagi karokat okoz mind a hazai, mind a kuilféldi sertéstartasban. A modern
iparszer(i sertéstartas egyik legsulyosabb gazdasagi karokat okozo tényezéjeként tartjak
szamon. A virus reprodukciés, illetve Iégz6szervi tiineteket okozhat korosztalytél fliggbéen. A
megbetegedés 6nmagéban is, valamint az altala okozott immunszuppresszié kovetkeztében
kialakulé masodlagos fert6zések kovetkeztében is az &llat korai elhullasahoz vezethet.

A komoly gazdasagi karokat okozé virus a kiilénb6z6 orszagokbdl Magyarorszagra iranyulo
intenziv import kdvetkeztében a nyugat-eurdpai orszagokhoz képest heterogénebb populaciot
alakitott ki, amely megneheziti a PRRSV diagnosztikdjat. Magyarorszagon 2014-ben fogadtak
el a Nemzeti PRRS Mentesitési Programot, melynek célja a magyar sertéstartas
versenyképesseé tétele. 2022-re a program eredményeként az orszag teljes sertésallomanya
mentes a PRRS vadvirulens virus fert6zéstél, és csupan 5 olyan nagylétszamu
tenyészallomany van, amelyben a tenyészallatokat még vakcindzzak, de az utédallomany
vakcinazas nélkll is egész élete folyaman mentes marad a fert6z6déstél.

A kutatasaim célja egy olyan diagnosztikai médszer kidolgozasa volt, amely lehetévé tette
a feltételezett virémia id6szakaban a védekezéshez hasznalt él6, modifikalt vakcinavirus,
illetve a telep befert6zédését okozo vadvirulens virus elkilonitését.

Els6ként nyertlink informacidkat a magyarorszagi PRRS mentesitésben hasznalt vakcinak
genetikai stabilitdsardl, valamint kidolgoztunk egy gyors, robosztus, olcsé és hatékony
telepspecifikus DIVA Real-Time RT-PCR maddszert, mely egyszerre nagy mennyiségl minta
feldolgozasat tette lehetové.

A jelen kutatasban az elkilonit6 PCR moédszer a PRRSV hatékonyabb telepi
csokkentéséhez és tamogatta egy adott allomany PRRS mentesitési programjanak
sikerességét.

A kutatas jarvanytani folyamatainak elemzése alapul szolgalhat preventiv intézkedések
bevezetéséhez, amelyek meggatolhatjak a sertésallomanyok PRRSV Aaltali elsddleges,

valamint ismételt fert6zédését.



Summary

The Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome Virus (PRRSV) induces severe
infections, leading to substantial financial losses for both hungarian and international pig
farming sectors. It stands as one of the most critical contributors to economic impairment in
contemporary industrial pig husbandry. Depending on the age group, the virus can elicit
reproductive and respiratory symptoms. The disease itself, or coupled with secondary
infections due to its immunosuppressive effects, can lead to early mortality in the animals.

The virus, responsible for noteworthy economic damage, has exhibited a more diverse
genetic makeup compared to Western European countries, largely due to intensive imports
from various nations. This heterogeneity complicates the diagnosis of PRRSV. In Hungary, the
National PRRS Eradication Programme was implemented in 2014 with the goal of enhancing
the competitiveness of Hungarian pig farming. By the year 2022, the implemented program
aims to achieve the absence of PRRS wild virus infection in the complete pig population of the
nation. This goal will be realized through the cessation of vaccination in all but five major
breeding herds, where breeding animals will still undergo vaccination, however, the
unvaccinated progeny will remain free from infection perpetually, rendering vaccination
unnecessary.

The primary objective of this research was to develop a diagnostic approach capable of
distinguishing, during the presumed viremia phase, whether it originated from the attenuated
live vaccine virus applied for control purposes, or from the virulent wild virus responsible for
the infection of the farm.

We were pioneers in gathering insights into the genetic stability of PRRS vaccines used for
eradication efforts in Hungary. Additionally, we successfully developed an expedient, robust,
cost-effective, and efficient farmspecific DIVA Real-Time PCR method, enabling the
simultaneous processing of a substantial number of samples.

In the present study, the discriminative PCR method played a pivotal role in curbing the
circulation of the virus within swine herds, and facilitatied a more effective farmspecific
diagnosis of PRRSV, thereby contributing to a successful PRRS eradication programme within
a specific herd.

The epidemiological analyses conducted in this study serve as a cornerstone for the
implementation of preventive measures. These measures aim to avert both primary and
recurrent infections of pig herds by PRRSV, offering a framework for enhancing the overall

health and resilience of swine populations.
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1 Bevezetés

A sertések reprodukciés zavarokkal és légzdszervi tinetekkel jaré szindromaja (angolul:
porcine reproductive and respiratory syndrome, PRRS), a sertések virus okozta,
szaporodasbioldgiai zavarokkal és legzészervi tlinetekkel jard fert6z6 betegsége, amely a
vildg majdnem minden sertéstartassal foglalkozé allamaban el6fordul.

Magyarorszagon a virus valosziniileg 1990-es évek 6ta jelen van, de csak az 1995 6ta
van biztos tudomasunk jelenlétérél, szeroldgiai vizsgalatok alapjan (Hornyak és mtsai.,
1996). A PRRSV-t izolalni 1999-ben sikerilt hazankban, mely altal bebizonyosodott az
eurdpai genotipusba tartozo virus jelenléte itthon is (Medveczky és mtsai., 2001). A PRRS-t,
az Allategészségiigyi Szabalyzat 41/1997. (V.28.) FVM rendelete alapjan 2001. janius 1-ig
bejelentési kotelezettség ala vonta, majd ezen intézkedést visszavonta, mivel a betegséget
az EU orszagaiban rendeletilieg nem szabalyoztak. 2006-ban ismét a bejelentendd
betegségek kozé kerilt. A két id6szak kozott a virus sokkal gyorsabban terjedt hazankban,
mivel a fert6zottség megallapitdsa nem vont maga utan hatdsagi intézkedést. Magyarorszag
Eurdépai Unibhoz valé csatlakozasa tovabb kdnnyitette a betegség terjedését hiszen a
fert6zott allomanyok hatésagi allategészségugyi ellenérzések nélkul érkezhettek nyugat-
eurdpai orszagokbol (Balka és mtsai., 2008).

A PRRS az 2005. évi CLXXVI. tdérvény alapjan 2006. januar 1-jétél ujbdl bejelentési
kotelezettség alé tartozik Magyarorszagon. A Nemzeti PRRS Mentesitési Terv 2014-ben
lépett életbe azzal a céllal, hogy felmérjék a hazai sertésallomanyok fert6zotiségét,
optimalizaljak a hizésertések nevelését alacsonyabb gyégyszer, elsésorban antibiotikum
felhasznalas mellett, és elérjék a virusmentességet. A mentesités elékészitéséhez 2010 és
2013 kozott atfogd vizsgélatokat végeztek, melyek sordn pontosan regisztraltdk és
mindsitették a kis és nagylétszamu tenyészallomanyok és hizlaldak PRRS fert6zottségeét,
valamint genetikai kladokba soroltdk az azonositott PRRSV torzseket a szekvenalasok
alapjan (Szab6 és mtsai., 2020).

A PRRS virus a kulénb6z6 korosztalyu sertésallomanyokban egyenlé gyakorisaggal
figyelhetd meg. A fiatal korosztalyu sertésekben légz&szervi zavarokat, tenyészallatokban
szaporodasbioldgiai zavarokat (vetélés, koraellés, korai elhullas, halvasziiletés) idézhet eld.
A Klinikai tinetek hidnya nem jelenti a virustol vald mentességet (Zimmerman és mtsai,
2019). Ezért kilonosen fontosak a diagnosztikai vizsgalatok, a kiloénb6zd korosztalyok
folyamatos monitorozasa. A fert6zés jelenlétét indirekt és direkt modszerrel is vizsgalhatjuk.
Az indirekt virus hatas kimutatasa szeroldgiai (pl.: ELISA) vizsgalatokkal torténik, ahol

kérokozo altal kivaltott immunreakciok termékeit, ellenanyagokat tudunk detektalni. A virus
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antigénjei altal termelt ellenanyagok a fert6zott allatok vérsavéiban mutathatok ki, igy az
ELISA mddszerrel az &llomanyokban zajlé fert6zést, illetve az eltérd korcsoportok
immunoldgiai statuszat tudjuk megallapitani. A direkt viruskimutatas alkalmas arra, hogy a
fert6zddést a megbetegedés akut szakaszaban azonositsuk. Az eltérd korcsoportokban a
virus a fert6zést kdvetéen csak bizonyos ideig mutathaté ki vérsavobdl, malacokban 4-6
hétig, kanok és kocak esetében 1-2 hétig. A virus RNS-t reverz transzkripciés polimeraz
lancreakcion (RT-PCR) alapulé technikaval detektalhatjuk (Zimmerman és mtsai, 2019), erre
a legalkalmasabb az ORF7, mint konzervativ génszakasz.

A kilénb6z6 korcsoportokbdl szarmazéd vérmintakat szeroldgiai (ELISA) és molekularis
bioldgiai (PCR) mdédszerekkel vizsgaltuk a fertézés idépontjanak meghatarozasara. Ezt az
eljarast hasznaltuk fel arra, hogy egy telepspecifikus mentesitési protokollt dolgozzunk ki,
amely nem csak a vakcinazasi rendszert foglalja magaban, hanem a bels6 jarvanyvédelmi
intézkedéseket is. llyenek tobbek kozott az allatok mozgatasanak szigoritasa,
fertétlenitészerek alkalmazasa, dolgozék beléptetése a telepre és telepen bellli mozgas
szigoritasa a kiilénb6z8 allattarto létesitményei kozoétt, illetve a megfeleld ruhazat viselése, a
munkaeszkozok istallohoz kotése stb.

A fert6zott sertésallomanyok felszamolasanak alapelve a gazdasagok kils6é és belsé
jarvanyvédelmi szabalyzatanak a szigoru betartasa, laboratériumi monitorozdsa az alloméany
kllénbdz6 korcsoportjai kdzott és a PRRS elleni immunizalas (beleértve a vemhes és a nem
vemhes tenyészkocakat, kocasuldéket, tenyészkanokat, malacok pétlasat a laktacio alatt, és
a hizékat). A PRRSV ORF5 és ORF7 szekvencidk azonositasa rendkivil fontos tajékoztatast
ad a PRRSV terjedésérél, a fert6zés lehetdségének meghatarozasarél és a jarvany
terjedésének modjarél (Balint és mtsai., 2021). Az epidemiolégiai kapcsolatok vizualizalasa
jelentésen noveli a lehetéséget, hogy a szakemberek virolégiai mddszerekkel elemezzék az
epidemiolégiai folyamatokat és molekularis biolégiai alapu eredményeket (Szab6 és mtsai.,
2020P). A szekvencia adatok kiértékelése kiemelt jelentéségli a PRRS jarvany gazdasagok
kozotti és allomanyon bellli virus terjedésének vizsgalataban.

A PRRSV elleni védekezés els6dleges célja, a gazdasagi kértétel csokkentése,
megszintetése és a virus elimindldsa, valamint a jelenleg negativ sertésallomanyok
statuszanak megtartasa, illetve a fert6zott telepeken 1évé Uj rekombinans tdrzsek
kialakulasanak megakadalyozasa. A specifikus védekezési lehetéségek kozil a vakcinazas
soran megfigyelhetd, hogy 6nmagaban az inaktivalt vakcina nem biztosit elegendé védelmet
a korabban nem fert6z6dott sertések immunvalaszanak megfeleld kialakulasahoz. Az él6
virusos (MLV) vakcinak erételjesebb immunvalaszt alakitanak ki, de teljeskér( védelmet ezek
sem adnak. Jelen kutatas célja a mar meglévd diagnosztikai modszerek fejlesztése, illetve
alkalmazasukkal komplex mentesitési modszerek kidolgozasa a PRRS ellene védekezés

érdekében.
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2 Ceélkitlizés

A kutatasaim célja egy olyan diagnosztikai moédszer kidolgozasa volt, amely lehetéveé teszi
a feltételezett PRRSV virémia idészakaban a védekezéshez hasznalt él6, modifikalt
vakcinavirus, illetve a telep befertézédését okozé vadvirus elkilonitését. Mindezek mellett a
rendszeres laboratoriumi PRRSV PCR vizsgalatokkal nyomon kévethetéek a magyarorszagi
PRRSV torzsek elterjedése is. A kutatas hozzajarulhat a magyarorszagi sertéstelepeken
alkalmazott vakcinatdrzsek allomanyon beliili terjedésével és genetikai stabilitasaval
kapcsolatos ismeretek bévitéséhez is.

A jelen kutatdsban kidolgozott elkiilénitd§ PCR moédszer a PRRSV hatékonyabb telepi
diagnosztikajanak kdszdonhetéen hozzajarulhat a virus sertésallomanyokban valo
programjanak hatékonysagat. A DIVA PCR fejlesztése kiemelked6 fontossagu volt, melyet
sajat kutatdsunkban megvalésitottunk, mivel ez a modszer érzékenyen és gyorsan képes
megkulonboztetni a PRRS vadvirust az attenualt vakcinatorzstol.

Ezenkivll a kutatas segitséget adhat a mar meglévé adatokat felhasznalva a hazankban
eléforduld PRRS virus torzsek azonositasara, nyomon kovetésére, evollcidjuk és
filogenetikai kapcsolataik tovabbi elemzésére, 6sszehasonlitdséra, foldrajzi elhelyezkedésuk
megallapitaséra, valamint jarvanytani szerepiik meghatéarozésara.

Laboratériumunk szamos PRRS virussal fertézott teleprél kap heti rendszerességgel
vérsavo mintakat. A telepek tébbségében élévirusos vakcinazast is alkalmaznak. A tébb évre
visszavezetheté mintdk ORF5 és ORF7 szekvencia analizisével pontos képet kaphatunk a
vakcina &ltal okozott szelekcidés nyomasra kialakuld vadvirus torzsek evoluciéjarol, Uj, esetleg
a telepen parhuzamosan megjelend variansok megjelenésérdl, valamint az alkalmazott
vakcinak genetikai stabilitasarol.

Az él6 virusos vakcinat hasznal6é sertéstelepek szamara elengedhetetlen, hogy minél
rovidebb id6 alatt értesuljenek arrdl, hogy az adott korcsoportban azonositott virus vakcina
vagy vadvirus eredetl. Az ugynevezett elkil6nit§ PCR (DIVA PCR) segitségével
megallapithato, hogy az allatban vadvirus vagy vakcinavirus van-e jelen. Ez az elkilonité
PCR szirés, mely az ORF5 szekvencia azonositasa alapjan torténik preventiv jelleggel birhat
a fert6zott telepek szamara. Munkank soran arra térekedtiink, hogy bemutassuk az elkulénité
PCR-ek alkalmazasanak jelentéségét, szerepét a mentesitési eljaras soran.

Szeretnénk felhivni a figyelmet az esetleges Ujonnan megjelend magas virulenciaval

rendelkez6 rekombinans virustdrzsek kialakulasara és azok fontossagara.
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3 Irodalmi attekintés

3.1 Avirus torténete

A PRRSV az 1980-as években jelent meg el6szor Eszak-Amerikaban (Keffaber és mtsai.,
1989), majd az 1990-es években Europaban is leirtak, els6ként Eszaknyugat-
Németorszagban (Medveczky, 1996). Az ismeretlen eredetli megbetegedést tobbféle képpen
nevezték el ugymint ,Mystery Swine Disease”, késdbb tipikus kértani-klinikai elvaltozasanak
készodnhetben kapta a ,Blue -Eared Disease” nevet, majd a ,Porcine Epidemic Abortion and
Respiratory Syndrome (PEARS)”, illetve ,X Disease” néven is emlitették (Collins és mtsai.,
1991). A virust el6szor 1991-ben Hollandiaban, Lelystad varosaban izolaltak. A sikeresen
azonositott virus torzset (Lelystad virus) azota is referenciaként tartjak fent (Wensvoort és
mtsai., 1991). Eur6pa utan sikeresen izolaltak a korokozot az Amerikai Egyesiilt Allamokban,
ahol VR-2332 jelzési nevet kapta. A két kiilénb6z8 kontinensen azonositott virusizolatumok
kozott a nukleotidsorrendijik alapjan csak csekély azonossagot talaltak, igy lett, a Lelystad,
mint PRRSV1 (régebben 1-es genotipusu, eurépai), a VR-2332 pedig a PRRSV2 (régebben
2-es genotipusl észak-amerikai genotipusi) prototipus tdrzse (Tian, 2017; Chae, 2016). A
két genotipus antigénszerkezetileg és genetikailag is jol elkilonithetd egymastol, mivel a
teljes genom nukleotidsorrendjére nézve csak 60-65%-0s azonossagot mutat (Faaberg és
mtsai., 2012). A virus jelenlétét késébb, 2006-ban Azsia teriiletén Dél-Kinaban is leirtak,
melyek nagyon egyedi genetikai hattérrel rendelkeztek (Li és mtsai., 2016). Az ekkor még
ismeretlen eredetl virus &ltal okozott betegséget magas laz és jelentds elhullas jellemezte.
Az allatok szerveibdl sikeresen izolaltdk a PRRSV-t, melyek segitségével a mesterséges
fertézést kdvetden sulyos kérképet tudtak kivaltani. A betegség Kina legtdbb tartomanyéban
gyorsan terjedt (Tong és mtsai., 2007; Li és mtsai, 2007). Mig Azsiaban a virus 2-es
genotipusdhoz (PRRSV2) tartozd torzsei taldlhatébak meg (Cha és mtsai., 2006), addig
Oroszorszagban és Thaifoldon az eurdpai valtozatok virustorzsei figyelhetéek meg
(Thanawongnuwech és mtsai., 2004; Stadajek és mtsai., 2008). A HP-PRRS virust el6szor
2010-ben, Thaiféldon azonositottak (Thanapongtharm és mtsai., 2014).

A PRRS virus okozta betegség vilagszerte gyorsan terjedt. Ugyanakkor tébb orszag is
mentes maradt a korokozotol, mint példaul Ausztrélia, Uj-Zéland, Svajc, Finnorszag,
Norvégia, valamint Argentina, Brazilia és Kuba. Eur6paban jelenleg a PRRSV1 esetében
harom genetikai altipust azonositottak, és egy tovabbi negyedik altipus is jelen van

(http://www.oie.int/en/animal-health-in-the-world/animal-diseases/Porcine-reproductive-

and-respiratory-syndrome/#D).
( https://lwww.woah.org/fileadmin/Home/fr/Health_standards/tahm/3.08.06_PRRS.pdf)
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Magyarorszagon a virus 1990-es évek elején jelent meg, de csak az 1995-ben sikerilt
azonositani, Hornyak Akos és munkatarsai szeroldgiai vizsgalatai alapjan (Hornyak és
mtsai., 1996). A PRRS virust azonban csak 1999-ben sikerilt hazankban izolalni, mely altal
bebizonyosodott az eurdpai genotipusba tartoz6 virus jelenléte itthon is, mely rokonsagot
mutat spanyol térzsekkel (Medveczky és mtsai., 2001).

A PRRSV vilagszerte gyorsan elterjedt a legtobb sertéshuis-termel6 orszagban, és felelés
gazdasagilag egyik legjelent6sebb betegségért, amely valaha is érintette a globalis

sertésipart (Neumann és mtsai., 2005).

3.2 Avirus tulajdonsagai

3.2.1 Avirus eredete

A PRRSV, mint kérokozo, mintegy 34 évvel ezeldtt jelent meg az Egyesilt Allamok
kozépnyugati részén és Kozép-Eurdpaban, a betegség mara vilagszerte elterjedt. Eszak-
Amerikaban és Eurépaban a PRRSV-t két genotipus okozza, melyek egy arterivirushoz
tartoznak, genomjuk pedig korilbelll 40%-ban kilonbdzik egymastél. A két eltér6 PRRSV
kozeli rokonsagban lévé egér arterivirus (lactate dehydrogenase-elevating virus, LDV)
mutansa fertézte meg a vaddiszndkat Kozép-Eurdpaban. Ezek a vaddisznék koztes
gazdaként szolgaltak, és a virust Eszak-Karolindban az 1912-ben importalt, fertézott eurdpai
vaddiszndk terjesztették el. Ettdl kezdve a virus flggetlenul fejl6dott a két kontinensen
elterjedt vaddiszn6 populaciékban, mintegy 70 évig, mig 6nalléan at nem jutott a hazi sertés
populaciokba (Plagemann, 2003). A PRRSV korabbi tanulmanyok szerint vaddisznoknal
jelent meg el6szoér, majd kés6bb megindult a hazi sertésben valé adaptalédasa. Eurépaban
szamos vaddiszné fert6zott a virus eurdpai torzsével (Stadejek és mtsai., 2013), azonban ezt
a tényt Magyarorszagon vaddisznéallomanyokban nem tudtak diagnosztikai médszerekkel
megerdsiteni (sem a virus antigént, sem az ellenanyagot) (NEBIH ADI kozlése szerint).

Egy masik elmélet szerint arra a kodvetkeztetésre jutottak, hogy a PRRSV-t 1980-as
években egy masik gazdafajbdl kozvetitették sertésbe, majd azok adaptalédtak a
transzmembran régiok megvaltoztatasaval a sertésekben (Hanada és mtsai, 2005). Azonban
egy masik tanulmany alapjan a két virus tipus szétvalasat kozos 6stdl feltételezik, amit az
1880-as évekre tehetiink. Ezen epidemioldgiai problémakat végul genetikai adatelemzéssel

és statisztikai médszerek alkalmazasaval tudték alatimasztani (Forsberg, 2005).

3.2.2 Taxonbmia
A PRRSV, a Nidovirales rendbe (amely magaba foglalja a Coronaviridae és Roniviridae

csaladot is) (Kappes és Faaberg, 2015) Arteriviridae csaladba és a Porterivirus nemzetségbe
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tartozik. A virion 50-70 nm atméréjd, helikalis nukleokapsziddal és lipidtartalmd burokkal
rendelkezik (Eclercy és mtsai., 2019).

A legujabb taxon6mia szerint a virust a Betaarterivirus nemzetségbe, a Variarteriviridae
alcsalddba, a Nidovirales rendbe és a Arteriviridae csaladba sorolja. Az Arteriviridae csalad
jelenleg 23 fajt tartalmaz kdztik a PRRSV-t, a majom vérzéses laz virusat (SHFV), a laktat-
dehidrogenaz virust (LDV), a lovak arteritis virusat (EAV) és az Ujonnan felismert wobbly
possum betegség virusat (WPDV). A PRRSV két genotipusba soroljak, mint PRRSV1
(eur6pai genotipus, Betaarterivirus suid 1) és PRRSV2 (észak-amerikai genotipus,
Betaarterivirus suid 2) (Su és mtsai.,, 2021). A Nidovirales rendbe tartozo virusokat
genomszervez6désuk, valamint a virus replikaciés tulajdonsagaik alapjan soroltdk egy
egységbe. A fészek, nidus latin elnevezés a virus replikacios folyamataban kialakult sg-

MRNS-ekre utal, melyek ,fészkes” szervezddésiiek (Meulenberg, 1993).

3.2.3 A virusgenom jellemzéi

A PRRS virus pleomorf morfoldgiaju. A virion alakja gémbélydedtél ovalisig terjed, mérete
korilbelll 50-65 nm, magja Ureges és rétegzett kb. 40 nm atméréja, sima kulsé felulettel és
beagyazott burokfehérje komplexekkel rendelkezik. A genomot nukleokapszid veszi koril,
amely fehérje homodimerek kétrétegi lancaibol all, melyek egy Greges golydba kdtédnek (1.
abra). A nukleokapszid magot lipid membran fedi, ebbe a burokba agyazddnak a szerkezeti
fehérjék. A lipidburok fékomponensei a GP5 és az M fehérjék, ezek egyuttesen alkotjdk a
virusfehérjék mennyiségének legalabb felét. A GP2, GP3 és GP4 kisebb szerkezeti fehérjék
a lipidburokba beépdlt multimer komplexet alkotnak, az 1-es tipust PRRS virusok esetében

az E fehérje is ennek a komplexnek a részét képezi (Lara és mtsai., 2014).

1. &bra A PRRSV virionjanak szerkezete (https://www.prrs.com/disease-control/virus)

16


https://www.prrs.com/disease-control/virus

A PRRSV egyszalu, pozitiv iranyitottsagd RNS virusok (+ssRNS) kozé tartozik. A virus
genomja 14 900 — 15 500 nukleotid hosszi molekula (Kappes és Faaberg, 2015), két
kilénb6z6 transzkripcidés mechanizmuson keresztil szamos jarulékos és strukturalis fehérjét
expresszal. A PRRSV genom egy 5’ proximalis nem kodold elemet (5°-nem transzlalt régio;
5'UTR) kodol, amely 217-222 nukleotidbél all (Faaberg és mtsai., 2012, Yun és Lee 2013).
Kozvetlenll az 5’UTR utan talalhatéak a leolvasasi keretek. Az ORFla/b-nek egyetlen
transzlaciéos kezdbéhelye van, de két riboszomadlis kereteltolédasi (RFS) hellyel van
kiegészitve a 3889 nukleotid (RFS; nem strukturalis fehérje (nsp)) és a 7695 nukleotid (RFS2;
nsp8/9) genomi pozicidoban (Kappes és Faaberg, 2015). A PRRSV replikacioja szamos
genetikai és fehérjeszabalyozé mechanizmus révén fejlédik, ahol a genom expresszidja négy
poliproteint eredményez (ppla, ppla-nsp2N, ppla-nsp2TF, pplab). Két termék jon létre az
RFS1 oldalrél, mig RFS2 esemény megkdzelitéleg 20%-0s hatékonysaggal kévetkezik be,
amely a nem strukturdlis fehérje (nsp2) transzmembran doménjén keresztil Iétrehozza az
nsp2TF terméket. Az nsp2TF génben |évé mutacid a virus terjedését lassitotta a
sejttenyészetekben (Fang és mtsai., 2012) (2.abra).

A genom legalabb tiz leolvaséasi kerettel rendelkezik (Stoian és Rowland, 2019), melynek
80%-at az ORFla és 1b fedi le, mely 12 nem strukturdlis proteint (NSP) kodol, amelyek
elsésorban a virus replikacidjaban jatszanak szerepet. Az ORFla kodolja a ppla-t, amely
magaba foglalja az nsp 1-8-at, az ORFlab pedig az 6sszes ismert nsp-bdl allé pp1 ab-t
kddolja (nsp1a/p, nsp2—-6, nsp7a/p, nsp8—12) (Meulenberg és mtsai., 1993, Nelsen és mtsai.,
1999) (1.4bra). A 2-7 ORF-ek a genom 3’ végén helyezkednek el, és a strukturalis fehérjéket
(SP) kodoljak. A virus harom 6 fehérjéje a GP5 (glikoprotein 5), az M (membran protein) és
az N (nukleokapszid) fehérje. Az ORF5 a glikoprotein 5 burokfehérje (GP5), mig az ORF6 az
M membran fehérje kodolasaért felelés, mely két protein egymassal diszulfidkdtéssel
heterodimert képez. Ez a fehérjekomplex felelds a virus elsédleges sejthez vald kétédéséért
is. Az ORF7 az N (nukleokapszid) protein kodolasaért felelés (Balka, 2009; Dokland, 2010;
Meulenberg, 2000; Wu és mtsai., 2005). Az ORF2a, ORF2b, ORF3 és ORF4 gének a GP2,
GP3 és a GP4 kisebb fellleti membran proteineket kodoljak, melyek a virus masodlagos
szerkezeti fehérjéi. Az M métrixfehérje és N nukleokapszid fehérje jatszik szerepet a virus
sejtbe torténd bejutasaban, melyek az immunogenitas szempontjabdl is jelentések (Wang és
mtsai., 2019). Bizonyos kutatasok azt igazoljak, hogy az sg-mRNS 5 két fehérjét is kddol, a
kanonikus GP5 fehérjét, illetve az ORF5a, virustorzstél fuggd 43-64 aminosavbdl allé
peptidet (Firth és mtsai., 2011; Oh és Lee, 2012). Az emlitett fehérjék keletkezését a ,leaky
scanning” jelenséghez koétik, melynek magyarazata, hogy a transzlacio nem minden esetben
indul a start AUG kodonnal, a riboszéma atesik rajta €s mar csak a kdvetkez6 kezd6 kodont

ismeri fel, mint iniciacios jelet. Ez a mechanizmus eléfordulhat, ha nem optimalis az els6
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startkodon kdrnyezete, beleértve +4 pozicioban nem guanin, -3 pozicibban nem adenin vagy

guanin talalhaté (Firth és Brierley, 2012).
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2. abra: A PRRSV genom transzkripcidja és transzlacidja (Kappes és Faaberg, 2015).

3.2.4 Genetikai valtozékonysag

A PRRSV replikaci6 harom kulcsfontossagu tulajdonsaga el6segiti a genetikai
variabilitdst. Ezen tulajdonsdgok magukba foglaljdk a gazdaszervezet plazmasejt
membranjanak atrendez6dését virusreplikaciés komplexek kialakitasahoz, uagymint a
genomidlis RNS szintézisét és expresszidjat, valamint az sg-RNS transzkripciojat és
szerkezeti fehérjék hatékony expressziojat (Wang és mtsai., 2021; Nazki és mtsai., 2020).
Az elh(z4d6 fert6zéseket lehetéveé tevé RNS virusok rekombinacios rataja magasabb lehet,
mivel egy gazdaszervezetben tdbb torzs egyszerre is jelen lehet (Simone-Loriere és Holmes,
2011). A PRRSV-nek hosszu ideg tart6 fertzési fazisa van, amely akar 250 napig is eltart
(Allende és mtsai., 2000).

A virulens térzsek 0jbdli megjelenése 6ta szamos tanulmany irt le nem folyamatos 30
aminosavbol allé deléciét a nem strukturdlis protein-2-t (Nsp2) kodolé régidban (ORF1a)
mind a virulens PRRSV-1, mind a PRRSV-2 torzsekben. Ezek a delécidk a virulens torzsek
genetikai markereiként tekintheték (Canelli és mtsai., 2017; Ruedas-Torres és mtsai., 2021).
Azonban ezeknek a mutacioknak az alacsony virulenciaju térzsekben valé jelenléte kétségbe
vonja, akadalyozza az Nsp2 deléciok és torzsek virulenciaja kozotti kapcsolat
Iétjogosultsagat. A specifikus Nsp2 epitépok delécidja szerepet jatszhat a gazdaszervezet

immunmodulalasaban, valamint az Nsp2 szerepet jatszik a PRRSV sejt tropizmusaban
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(Chen és mtsai., 2010; Song és mtsai., 2019). Az ORF1b, kuléndsen az Nsp9 és az Nsp10
hozzajarul ugyanannak a PRRSV-2 in vivo és in vitro virulenciajahoz, az Nsp9 586. és 592.
aminosavai, mint kritikus helyek, szabalyozzak a virulens PRRSV-2 intenzivebb replikaciojat.
Az Nsp3-8 (ORFla) és az ORF5 régidk a f6 virulencia determinansok, azonban az Nsp1-3
(ORF1a), Nspl0-12 (ORF1lb) és ORF2, szintén szerepet jatszanak a virulencia
kialakulasaban, mely arra utal, hogy a PRRSV virulencia determinansai tobb génre

kiterjednek (Ruedas-Torres és mtsai., 2021; Do és mtsai., 2016).

3.3 A PRRSjarvanytana

3.3.1 Avirus terjedése

A virus terjedése a fert6zott allatok nyalaval, orrvaladékaval, vizelettel, ondodval és
esetenként balsarral is térténhet. A fert6zés terjedhet a sertések kozvetlen érintkezésével,
illetve indirekt médon, fert6zo6tt targyakkal, eszk6zokkel. Bar a virus ellenalloképessége kicsi,
a kulvilagban nedves k6zegben maximum 1 hétig marad fert6z6képes a virus. A széleskorl
fertézottség szinte kikerulhetetlen, mivel napjainkban gyakorta alkalmazzak a mesterséges
termékenyitést. Ezen mddszer hasznalata el6seqiti a gyors és nagy tavolsagban torténd
PRRSV terjedést. Az allatok megbetegedése térténhet intranazalis, ordlis, intramuszkularis,
intraperitonedlisan, intrauterin és intravaginalis, illetve intravénasan oltassal és nemi Gton
(Dietze és mtsai., 2011). A kanok esetében a virus akar 90 napig is jelen lehet az onddéban,
a fialas el6tti fert6zott kocaknal a tejben is megjelenhet.

A virusbejutas modjatél figgden mas-mas mennyiségl virus szikséges a fertbzés
kialakuldsahoz (Zimmerman és mtsai, 2019). A viruspartikuldk a levegé részecskéihez
kotédve szallitddnak, melyek befolyasoljak a virus terjedését. A részecskék hatarozzak meg
a virus szdllithsara alkalmas tavolsagot. A PRRSV-t kimutattdk 6x102 (0,4-0,7um) és
5,1x104 RNS-képia/m®* (9,0-10,0um) kozotti részecske mennyiségben. A virus
sertésallomanyoktol akar 9,1 km-re is terjedhet a levegében (Alonso és mtsai., 2015).

A fertdzés tObb Uton is lehetséges, aerogen mddon szajon at, fedeztetéskor vagy
mesterséges termékenyités sordn az ondéval, de bdrsérliléseken keresztil is, tovabba
ragalyfog6 targyak, eszkdzok, jarmiivek, de maga az ember kozvetitésével is. A virust
vaddiszndk is ugyanugy terjeszthetik és megfertézhetik a hazi sertést (Christopher-Hennings
€s mtsai., 1996; Dee és mtsai., 2009). Az egyik leggyakoribb fert6z6dési ut az oronazalis,
féleg fiatal allatok esetében hiszen 6-8 hétig is képesek atadni a virust az egy Iégtérben tartott
hasonlé koru tarsaiknak. A virusatvitel orrvaladék, valamint a kéhogés, tlisszogés soran
képz6dott aeroszol altal is tdrténhet (Wills és mtsai., 2002). A légutakbdl Gruld virus
tulélésének az alacsony hémérséklet és alacsonyabb relativ paratartalom kedvez (Hermann
és mtsai., 2007).
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A PRRS virus elleni védekezést megneheziti a virus azon tulajdonsaga, hogy hosszu ideg
tartd fert6zést képes kialakitani az allatban, amely jarvanytani szempontbdl igen nagy
jelentéséggel bir. Az RNS-virusok, amelyek képesek hosszan tarté fert6zésekre, magasabb
rekombinacids sebességgel rendelkezhetnek, mivel egyetlen gazdaszervezet szamara
nagyobb lehetéség nyilik a kilonb6z6 toérzsekkel vald fertdzés megszerzésére. A PRRS akar
250 napig is jelen lehet a gazdaszervezetben (Risser és mtsai., 2021).

A spermaval torténd fert6z6dés a PRRSV lehetséges virusatvételi mddja. A virus onddba
jutasa kulénds aggodalomra ad okot a mesterséges termékenyités réveén térténd hosszu tavu
virusatvitel lehet6sége miatt. Kisérletekkel igazoltak, hogy direkt rafert6zéssel sperméabdél 92
napig tudtak kimutatni a PRRSV-t polimeraz lancreakciéval (PCR) (Christopher-Hennings és
mtsai., 1996; Dee és mtsai., 2009). A virus terjedése az allomanyok kdzotti kbzvetlen és
kozvetett érintkezés réven is lehetséges, ami azt eredményezi, hogy a sertéstenyésztéknek
Ujra kell gondolniuk a bioldgiai biztonsagi stratégiajukat a virus terjedésének minimalizalasa
érdekében (Lager és mtsai., 2002).

Fontos megemliteni a virus terjedésénél a ragalyfogé targyakat, mint a virussal fertézott
csizmakat, ruhadarabokat, injekcios tliket, a kulénb6zé jarmliveket. Jarvanyvédelmi
szempontbdl a higiéniai kériilmények betartasaval a virus terjedése csokkenthetd (Otake és
mtsai., 2002). Azonkivul az allattartok preventiv intézkedései is meghatarozéak, mint az
importalt allatok karanténba helyezése, szallitasi, fertétlenitési protokollok betartasa és a
telepek zartsaganak fenntartdsa. A virus nagy tavolsagokra torténé terjedését
nagymértékben befolyasoljak az olyan emberi tevékenységek, mint az Aallatszallitas és
mesterséges termékenyités, melyek a PRRSV tavolsagfiiggetlen terjedését okozza (Shi és
mtsai., 2013). Egyes vizsgalatok azt mutatjak, hogy a virus a levegében akar 9,1 km

tavolsagba is eljuthat (Alonso és mtsai., 2015).

3.3.2 Korfejlédés

A PRRSYV fertézés kovetkeztében a virus elészoér a légutakba jut, majd a tudd alveolaris
és intravascularis macrophagjaiban szaporodik, valamint a tid6é kis vérereinek
endothelsejtjeiben. A fert6z6dés utan 24-48 oran belll tartds fertézés alakul ki, mely hénapig
is fennmaradhat és ezaltal elhGz6dé virémiat valthat ki. A virémia soran a virus tomegesen
szaporodik a kering6 lymphoid sejtekben, melynek immunszuppresszio a kbvetkezménye. A
virémia kifejlett allatokban 1-2 hétig, fiatalokban tovabb tart. A magzatok is fert6z6dhetnek,
egy részuk elhal vagy kisebb-nagyobb mértékben karosodik, melynek kdvetkezménye
koraellés, elhalt, gyenge életképtelen malacok. A reprodukciés zavarok 3-4. hét utan
jelentkeznek (Xiao és mtsai., 2010; Kimman és mtsai., 2009). A PRRSV immunszupressziv
hatasa mas korokozékkal kombinalva az allomanyon belil jelentésen ndveli a morbiditast és

a mortalitast (Szabo és mtsai., 2020%). A PRRSV tdrzsek virulenciajuktél figgéen kilonb6zd
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mértékl programozott sejthalalt (apoptdzis) okozhatnak, amely proapoptotikus citokinek, IL-
1 B és TNF-a felszabadulasaval jar. A virulens PRRSV torzsek &altal indukalt sejthaldl
nyirokszervekben és a tidében megjelend sulyos elvaltozasokat okoz, melyeket masodlagos
fert6zések sulyosbithatnak (Sanchez-Carvajal és mtsai., 2021; Ruedas-Torres és mtsai.,
2021).

A PRRSV er6sen moduldlja a gazdaszervezet immunvalaszait és megvaltoztatja a
gazdaszervezet génexpresszidjat. A vizsgalatok kimutattdk, hogy a PRRSV gatolja az I.
tipusu interferonokat (IFN-a/ B, SPI IFN), kildnésen az IFN-a-t (Albina és mtsai., 1998), és
indukdlja az interleukin 10-et (IL10). Az IL10 expresszi6janak indukcidja joél ismert
velesziletett antiviralis immunreakciot alakit ki a virussal fert6zott sejtekben. Mind in vitro,
mind in vivo kimutattdk, hogy a PRRSV csak minimalis IFN-a termelést valtott ki, gatolva
ennek expresszibjat. Az IFN-a gatlasa dontd 1épés a patogenezisben, mivel kimutattak, hogy
IFN-a gatolja a PRRSV replikacidjat (Xiao és mtsai., 2010; Kimman és mtsai., 2009). Mivel a
PRRSYV elsédleges célsejtjei a sertés tidé alveolaris makrofagjai (PAM), szamos tanulmany
elemezte a PAM-ok PRRSV fert6zéssel szembeni immunvalaszat. A fert6zés korai
szakaszaban a PAM sejtek nagyobb mennyiségben termelnek TNF-a-t és interleukin-8-at,
amelyek gatoljdk a virus szaporodasat (Ait-Ali €s mtsai., 2007).

A fert6zés kimenetelében a mar emlitett tényezdék felsorolasa mellett fontos a virus-
térzsek virulenciajanak molekularis tulajdonsagait megemliteni. Szdmos tanulmanyban irtak
le nem folyamatos, 30 aminosavbdl all6 deléciét a nem struktiralis protein 2-t (Nsp2) kédold
régioban (ORF1a) mind a virulens PRRSV-1, mind a PRRSV-2 térzsekben, ezen delécidk a
virulens torzs genetikai markereiként funkcionalnak. Azonban ezeknek a mutaciéknak az
alacsony virulencigju térzsekben valé megtaldlasa megneheziti az Nsp2 delécidék és a
torzsek virulenciaja kozotti kapcsolat bizonyitasat, azonban a specifikus Nsp2 epitdpok
delécidja szerepet jatszhat a gazdaszervezet immunitasanak modulalasaban. Tovabba egy
kutatasban igazoltdk, hogy az ORF1b, kilonésen az Nsp9 és az NsplO hozzjarul
ugyanannak a PRRSV-2 tbérzsnek a virulenciajahoz, és az Nsp9 586. és 592. aminosavait
emelték ki, mint kritikus helyeket, amelyek szabalyozzak ennek a virulens térzsnek a
replikaciéjat (Xu és mtsai., 2018; Ruedas-Torres és mtsai., 2021). Az Nsp3-8 (ORF1a) és az
ORF5 régiok a f6 virulencia determinansok, valamint az Nsp1-4 (ORF1a), Nsp10-12 (ORF1b)
és ORF2, ami arra utal, hogy a PRRSV virulencia-determinansai tdbb génre kiterjednek. Az
ORF5 mutaciéja olyan aminosav-delécidékat eredményez, melyek a virulencia lehetséges
virusgenetikai determinansai egyes azsiai PRRSV-2 térzsekben (Ko Ko és mtsai., 2019; Do
és mtsai., 2016).
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3.3.3 Tinetek, kérbonctan

A korképeket, melyeket a PRRSV Valt ki, két biotipusba sorolt torzsek okozzék: a
klasszikus torzsek (C-PRRSV) és a magas virulencidju torzsek (HP-PRRSV). Ezek a torzsek
kulonb6z6 tiineteket alakitanak ki, amelyek a virus virulenciajatél, az allatok fiziologiai és
immunoldgiai allapotatél, valamint mas betegségek jelenlététél fliiggenek. Bizonyos
esetekben tlinetmentes atvészelés is megfigyelheté (Quezada-Fraide és mtsai., 2021). A
betegség akut fazisa altalaban kb. 2 hétig tart, és magaban foglalja az akut virémia altal
okozott étvagytalansagot és bagyadtsagot, valamint a lazat, tachypnoét, nehézlégzést és a
végtagokon megjelend tarsulé bér hyperaemiat, cianozist. A masodik fazis, amely az elsé
szakasz befejez6dése el6tt indul, akdr 4 hoénapig is eltarthat, szaporodasi
rendellenességeket és légzdszervi problémakat jelent, kilondsen azoknal a kocéknal,
amelyek a vemhesség harmadik szakaszaban fert6zédtek (Van Reeth és mtsai., 2012).

A lappangasi id6 mesterséges fertbzést kovetben 2-7 nap. Frissen fert6zott
allomanyokban valamennyi  korosztaly  megbetegedhet. Endémiasan  fert6zott
allomanyokban a fiatal siild6k és a korabban immunitast nem szerzett egyedek betegszenek
meg. A PRRS virus csokkenti a sejtes immunvalaszt és karositja a nyalkahartya felszinét. A
reprodukcios elégtelenségek sordn a kocaknal a betegseég el6szor levertséggel és csdkkent
étvaggyal jar, 7-10 napon belll gyorsan terjed az alloményban. A klinikai tinetek magukban
foglaljak a terméketlenséget, agalactiat, csokkent alomszamot, névekvé mértékli késobi
vetélést, halvasziletést, mumifikalodast, illetve gyenge életképességlii malacok sziletését,
melyek gyakran léguti és masodlagos fert6zésekben elpusztulnak. Az idésebb sertések a
léguti betegség enyhe tlneteit mutatjak, amelyeket altaldban masodlagos fert6zések
sulyosbitanak (Ludemann és Lager, 2008). Légz6szervi betegség egyarant jelen lehet,
gyakori tiinetek magas laz, bagyadtsag, étvagytalansadg, kéhdgés, nehezitett légzés,
santasag és hasmenés is eléfordulhat (Tian és mtsai., 2007; Dietze és mtsai., 2011; An és
mtsai., 2010). A kocak képesek transzplacentalisan tovabbitani a PRRSV-t sziiletendd
malacaiknak. A malacokban, melyek tulélik a vemhességi idét és az Ujszulottkori idészakot,
a PRRSV léguti tluneteket okoz, amelyek gyakran masodlagos fert6zésekkel
sulyosbodhatnak. Magas elhullasi arany figyelhet6 meg, jellemzéen 30-50%-ban a fiatal
malacoknal és 4-20%-ban a vélasztds utani sertéseknél. A vélasztds utdn és
tenyészsertéseknél a Klinikai tiinetek kozé tartozik a nehézlégzés, bagyadtsag, a bér
hyperaemia, a durva sz6rzet és a cstkkent sulygyarapodas. A szubklinikai fertézés gyakran
eléfordul sertéseknél, amely egyes allomanyokban tiinetmentes, de atmeneti lazzal és
étvagytalansaggal is jarhat (Dietze és mtsai., 2011; An és mtsai., 2010; Li és mtsai., 2007).
A kocék esetében talalkozhatunk sulyos atipikus PRRS-sel, mas néven SAMS (sow abortion
and mortality syndrome), amely 50%-0s vetélést és 10%-o0s elhullast eredményez (Martelli
€s mtsai, 2003).

22



A PRRSV okozta post mortem elvaltozasok a léguti és limfoid szdvetekben figyelhetéek
meg, sulyos elvaltozasok csak a bérben latszédnak, mint elfehéredd kiltések, az orrban a
héton, szajban és a belsé combokon, fiatal allatokban fulon kialakul6 ciandzis (Tian és mtsai.,
2007). Az elvéltozasok leginkabb ujszll6tt és fiatal, valasztott malacoknal figyelheték meg,
az idésebb egyedekben is észrevehetbk, viszont sokkal kevésbé kifejezettek. A sulyos
betegségben szenvedd allatok esetében a tliidében foltokban megjelené barna és voros,
tomott tapintatl  elvéltozdsok figyelhetéek meg, féleg a cranioventralis lebenyekben.
Vérzéses gocok alakulnak ki a majban, illetve szivizom elfajulas is jelentkezhet. Emellett a
Iép infarktusa, vbérdsesbarna vizelettel telt kitdgult hugyholyag, a vese vérzéses elfajulasa,
sargas-fehér elhaldsos goécok, valamint szivizomdegeneracié is el6fordulhat. A tiddben
szOvettani vizsgalatakor interstitidlis gyulladasokat és hiperplaziaval jaré gocokat
figyelhetiink meg, valamint vérzések és tidéodéma is jelentkezhet. A nyirokcsomoék
follikularis hiperplaziaja jelentés megnagyobbodassal és vérzéssel jarhat. A fentieken kiviil
még enyhe encefalomalécia, izlleti gyulladas, duzzadt iziletek és bélfekély is medfigyelhetd.

(Dietze és mtsai., 2011; Tian és mtsai., 2007).

3.4 Diagnosztika

A PRRSV az éllatok életkoratdl fuggetlendl minden sertésallomanyban eléfordulhat. A
klinikailag aktiv PRRSV-fert6zott allomanyokban gyakoriak a reprodukciés adatokban
megfigyelheté valtozasok, mint az emelkedett vetélések, kora ellések, halvasziiletések,
valasztas el6tti mortalitas és terméketlenség. Azonban a klinikai tiinetek hianya nem jelenti
azt, hogy egy populaci6 mentes PRRSV-t8l, ezt minden esetben kiegészité
laborvizsgélatokkal allapitjiak meg. Kimagasléan fontos a latszélag nem fert6z6tt (nem
virémias) allatok kiszlirése és megkulonbdztetése a virust hordozé allatoktél, melyeket

eltavolitanak az allomanybdl (Molina és mtsai., 2008).

3.4.1 Indirekt viruskimutatas, szerologia

A szeroldgiai vizsgalatok esetén a sertések vérsavojabdl a virusfert6zés soran a
gazdaszervezet immunrendszere altal a virus antigéntermészetli komponensei ellen termelt
ellenanyagokat mutatjuk ki. A PRRS antitestek rutinszerien kimutathatéak nem csak szérum,
de nyal mintakbdl is (Rotolo és mtsai., 2017; Sattler és mtsai., 2015). A rutin diagnosztikdban
az antitestek jelenlétének kimutatasa a PRRSV ellen termel6dott IgG antitesteket jelenti, a
szeroldgiai athangolddast (negativrél pozitivra valé atmenetet) és/vagy a PRRSV-specifikus
ellenanyagok idével névekvd szintjét a szérum vagy nyal mintdkban a PRRSV fert6zések

diagnosztizalasara vagy nyomon kovetésére alkalmazzak. A jelenlegi antitest vizsgalatok
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nem tudjak megkuldnbdztetni a fertézés altal indukalt antitesteket az MLV vakcindk hatdséara
termel6dott ellenanyagoktol.

A PRRSV elleni antitestek kimutatasara leggyakrabban hasznalt tesztek az
immunoperoxiddz monolayer assay (IPMA), indirekt immunofluoreszcens proba (IFA), ELISA
és virusneutralizacio (VN) (Gerber és mtsai., 2014; Rotolo és mtsai., 2018). A leggyakrabban
hasznalt vizsgalat az ELISA. A kereskedelemben kaphaté antitest ELISA vizsgalatok széles
korben elérhetéek a PRRSV nukleokapszid antigén elleni 1gG antitestek kimutatasara
szérum és nyal mintdkban. Bar ezen PRRSV indirekt ELISA tesztek diagnosztikai
teljesitménye eltérd, egyszerre nagy szamua mintat lehet vellk viszonylag révid idén belll
megvizsgalni (Sattler és mtsai., 2014). Az ELISA médszert diagnosztikailag érzékenynek és
specifikusaknak tekintik. A legtébb kereskedelemben kaphaté ELISA-t Ggy tervezték, hogy
mind a PRRSV-1, mind a PRRSV-2 elleni antitesteket kimutatja, de néhanyuk genotipus-
specifikus. Az antitest ELISA-val kimutathat6 a szérum vagy nyal mintaban mar a fertézést
kovet6 9. nap utan, de a valasz az egyes sertéseknél és a virustérzseknél eltérd (Horter és
mtsai, 2002; Johnson és mtsai., 2004). Nincs kimutathaté killénbség az antitestvalaszban a
tartosan fert6zott és a lezajlott fertézést mutato allat kozott, azaz az ELISA eredmények nem
hasznalhatok a hordozd statusz elbrejelzésére, azonban egy adott allomany fertézés
lefolydsat és jarvAnymenetét meg lehet figyelni az egyes korcsoportok immunolégiai
statuszaval (Fangman és mtsai., 2007; Molina és mtsai., 2008). A VN tesztek kimutatjak
azokat az antitesteket, amelyek képesek a sejttenyészetben allandé mennyiségli PRRSV-t
semlegesiteni. Ezek a neutralizalé ellenanyagok korilbelil 4 héttel a fertézés utan jelennek
meg, és legalabb 210 napig fennmaradnak, teljesen inaktivaljak a homoldg virust, de csak
részben semlegesithetik a heteroldg virust. A VN modszert éltalaban nem hasznaljak a rutin
diagnosztikaban, mivel a friss fert6zés azonositasara alkalmatlan (Meier és mtsai 2003;
Molina et el, 2008)

A PRRSV szerolégiai diagnosztikdjaban tobb mddszert is leirtak, mint az indirekt
immunofluoreszcens probak, ELISA tesztek, valamint IPMA, ezen tesztek korlataival
tisztdban kell lenni a vizsgalatok soran. Az immunfluoreszcens probak és az IPMA tesztek
sokkal munkaigényesebbek és kevésbé koltséghatékonyabbak, szemben az ELISA

vizsgalatokkal.

3.4.2 Direkt viruskimutatas
A nukleinsav alapt PRRSV kimutatasi médszerek kozé tartozik a RT-PCR, a szekvenalas

és az in situ hibridizacio (ISH).
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3.4.2.1 Avirus izoléldsa

A PRRSV erdsen korlatozott sejttropizmussal rendelkezik, és féként a differencialt és
aktivalt monocita/makrofag vonall sejtekben képes replikalédni. A sertéstidébdl szarmazo
sertés alveolaris makrofagokat (PAM) alkalmaztak a PRRSV torzsek izoladlaséra. Ez
szamitott a legjobb kdzegnek a virus kinyerése szempontjabdl (Xie és mtsai, 2018; Yim-Im
és mtsai., 2021). Hatranya, hogy a PAM sejtek in vitro nem szaporodnak, ezért a megfeleld
mennyiséget 6 hetesnél fiatalabb malacokbd6l BAL mintaval veszik (Balka és mtsai., 2004).
Egy masik folytonos sejtvonalrl, a MARC-145-r6l, a MA 104 majomvese sejtvonalbdl
szarmazo szubklonrdl azt talaltak, hogy permessziv volt a PRRSV replikacidjara (Yim-Im és
mtsai., 2021). Egy tanulmany bebizonyitotta, hogy a PRRSV-RNS pozitiv szérum és tiidé
mintakbdl szarmaz6é PRRSV-2 és PRRSV-1 aranya szignifikAnsan magasabb volt a ZMAC-
1 sejtekben, minta MARC-145 sejtekben. A ZMAC sejtek egységesen expresszaljak a tipikus
makrofag markereket. Ezen sejtek a PAM-okbél szarmaznak. Napjainkban is a MARC-145 a
leggyakrabban hasznalt sejtvonal PRRSV izolalasra, szaporitasra. A klinikai mintakbol a
PRRSV izoladlasara nem mindig megfeleld egyetlen sejtkultira hasznalata (Yim-Im és mtsai.,
2017; Calzada-Nova és mtsai., 2012).

A PRRSYV sejttenyészeten valo6 izolalasa megerdsithetd reverz transzkripciés PCR-rel
(RT-PCR) vagy fert6zott sejtek citoplazmajaban |évé viralis antigén azonositdséaval
fluoreszcens antitesttel (FA) vagy immunhisztokémiaval (IHC) PRRSV specifikus

monoklondlis antitestek segitségével (Straw és mtsai., 2013).

3.4.2.2 A virusantigén kimutatasa

A virulens és az alacsony virulencigju PRRSV térzsek kimutatasra kiilonb6z6 szovetekbdl
immunhisztokémiai médszerrel, illetve fluoreszcens antitest (FA) festéssel lehetséges. Ezen
modszerrel PRRSV antigén jelenlétét a virulens PRRSV-2 VR-2385 torzzsel fert6zott
sertésekbdl szarmazé tudébél, szivbdl, nyirokcsomobdl, csecsemdmirigybél, 1épbél, majbdl,
vesébdl, bélbdl szarmazd nagyszamu sejtben lehetett kimutatni (Ruedas-Torres és mtsai.,
2021). A virulens torzsek Ujbdli megjelenésével a virusantigént szamos szévetben vizsgaltak,
mint példaul az agyban, a kisagyban, gyomorban, a vékony- és vastagbélben, szivben, sét a
hypodermiszben is (Tian és mtsai., 2007; Lv és mtsai., 2008). A vizsgalatok soran formalinnal
rogzitett, paraffinba agyazott vagy fagyasztva metszett szdvetmintdkbdl lehet a PRRS

virusantigéneket kimutatni (Balka, 2009).

3.4.2.3 Avirus genetikai anyaganak kimutatasa
A virus azonositasa in situ hibridizacioval (ISH) és reverz transzkripciés PCR-rel, valés

idejii PCR-rel és szekvendlassal torténhet.

25



Az ISH sejttenyészetekben és formalinnal régzitett szdvetekben zajlik, de ezt nem
hasznaljdk széles korben a diagnosztikai laboratériumokban, ellenben a PCR technikéakkal
(Larochelle és mtsai.,, 1996). Az ISH vizsgalatok specifikus nukleinsavszekvenciakat
céloznak meg a kérokozé genomjaval komplementer préba alkalmazasaval. AZ ISH elénye
a PCR-rel szemben, hogy lehetévé teszi a kérokozd azonositasat az elvaltozasok helyén.
Elmondhat6, hogy az ISH sokkal kevésbé érzékeny a PCR mddszerrel szemben, hiszen a
szoveti feldolgozas is jelentésen csokkentheti a vizsgélatok kimutatdsi érzékenységét,
valamint a hasznalt oligonukleotidok kevésbé érzékenyek, mint az RNS prébak (Maes és
mtsai., 2014; Dénes és mtsai., 2021).

A direkt viruskimutatas esetében az egyik legismertebb kimutatdsi technika a reverz
transzkripcios PCR, amely soran egy specifikus génszakasz sokszorositdsa torténik
enzimatikus reakcidk keretei k6zott, mely a leggyakoribb mdédszer a PRRSV kdzvetlen
kimutatasara (Toplak és mtsai.,, 2012). A PRRSV RT-PCR-t eredetileg a PRRSV RNS
kimutatasara fejlesztették a kanok sperma és szérum mintajabol (Christopher-Hennings és
mtsai., 1995). Azéta kildénféle PRRSV PCR formatumokat irtak le. A valods ideji RT-PCR-t
(rRT-PCR) széles korben hasznaljak, analitikailag érzékeny, specifikus, pontos és gyors
modszer, valamint kompatibilis a nagy ateresztéképességl tesztekkel, melyek alkalmasak
mindkét genotipus PRRSV torzsek kimutatasara.

A valds ideji RT-PCR (rRT-PCR) lehetévé teszi a PRRSV genomidlis masolatait
szamszerUsiteni a mintaban (Gerber és mtsai., 2013). A virus mennyisége a széles kdrben
alkalmazott valos ideji kvantitativ PCR-rel vizsgalhatd, azonban a térzsek kivételes genetikai
sokfélesége befolyasolhatja a kilonb6zé modszerek érzékenységét (Toplak és mtsai., 2012;
Dénes és mtsai., 2021). A legtobb valds ideji vizsgélat a célspecifikus TagMan probak
hasznélatan alapul (Chen és mtsai.,, 2021). A PRRSV RT-PCR minden, jellemz&en
laboratoriumi vizsgdalatra gydjtott mintdn elvégezhet6. Akut fert6zés esetén a leginkabb
megfeleld minta a szérum- és szévetminta (tid6, nyirokcsomodk). A kildnbdzé virulenciaju
PRRSV torzsek altal kivaltott virémia id6tartama is eltéré lehet, ezt a diagnosztikai tesztek
alkalmazasa soran figyelembe kell venni. A vizsgalat hatékonysagat noveli, ha a mintakat
poolozzuk (minimum 2 egyedi minta egy mintaba tortén6 6sszevonasa), a modszer javitja a
vizsgalat hatékonysagéat, csokkenti a koltségeket. Tisztaban kell lenni a poolozott minta
korlataival is, hiszen tul sok minta elegyitése hamis negativ eredményhez vezethet. Egy
tanulmany szerint bebizonyosodott, hogy 6t szérum minta poolozasa nem csOkkentette a
PRRSV rRT-PCR kimutatasi aranyat, ha a pool legaldbb egy pozitiv mintat tartalmazott
viszonylag magas virus RNS koncentraciéval (Gerber és mtsai., 2013).

A virus genom azonositasara a szekvenalas manapsag igen gyakori kimutatasi technika,
amely koltséges, de pontos és hatékony. Miel6tt a szekvenalas elérhetévé valt volna, a

PRRSV izolatumokat ORF5 RFLP azonositotta, killbnboztette meg (Umthun and Mengeling
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1999; Wesley és mtsai., 1998). Az RFLP mdédszer nem tudja a mintak kdzoétt a genetikai
rokonsagot megkulénbdztetni, valamint a virus virulencijat megallapitani. A szekvenalas és
a filogenetikai elemzések preciz és pontos genetikai jellemzést biztositanak a PRRSV
izolatumokrol. Az ORF5 a PRRSV szekvenaldsanak legelterjedtebb célpontja, mivel ezek a
szakaszok egyike a legnagyobb valtozatossagu régidknak. A mérések soran kapott
szekvencia eredményeket kiterjedt adatbazis alapjan dssze lehet hasonlitani. Az ORF5 a
telies PRRSV genomnak csak hozzavetblegesen 4%-a. A teljes genom szekvendlasa
atfogbébb informaciét tud adni a genetikai 6sszehasonlitashoz, melyre az NGS szekvenalas
alkalmas. Az NGS gyorsabban és alacsonyabb kdltséggel képes meghatarozni a teljes
genomszekvenciakat, mint a korabbi technol6gidk (Zhang és mtsai., 2017). Ahogy a genetikai
elemzés olcsobba valik, az atfogdébb diagnosztika, példaul a teljes genomszekvenalasa
(WGS) jobban is elérhetdvé valik (Risser és mtsai., 2021).

3.4.2.4 A DIVA PCR modszer

A DIVA (differentiating infected from vaccinated animals) médszert, mint diagnosztikai
vizsgalatot el6szor egy blokkold ELISA tesztként fejlesztették ki az Aujeszky-féle betegség
virusaval (ADV) fert6zo6tt és vakcinazott sertések megkulonboztetésére az ADV glikoprotein
E (gE) elleni szérumantitestek jelenléte vagy hianya alapjan. A gE-ELISA rendkivdl
specifikus, érzékeny és alkalmas nagyszabasi szero-epidemioldgiai vizsgalatokra a fert6zott
sertések azonositasara, a gE negativ vakcinaval vakcinazott populaciéban (Van Oirschot és
mtsai., 1988). Az Aujeszky-féle betegség felszamolasa a marker vakcinak segitségével
tortént. A glikoprotein E (gE) deletalt, mddositott €l6 virus vakcina és egy kiséré gE ELISA
ELISA egyuttes alkalmazasaval lehetévé valt a vakcinazott és vad virus fert6zott allatok
elkilonitése. Igy johetett létre a PRV gB és gE ELISA teszt, mellyel a virus ellen termelt
ellenanyagot vagy az él§ virus vakcinat mutatjuk ki (Lager és mtsai, 2008). Magyarorszagon
a mentesités ellenérzése ELISA gB és gE diagnosztikai médszerekkel tértént, ahol az ,M”
minésitésl (Aujeszky-féle betegségtél mentes) allomanyokat gB-ELISA vizsgalattal és az
,MV” minésitésli (vakcinazott, de Aujeszky-féle betegségtdl mentes) allomanyokat gB- és gE-
ELISA vizsgalatokkal ellendrizték (Netjogtar, 3/2009 (lll.27) FVM rendelet,
https://net.jogtar.hu/jogszabaly?docid=a0900030.fvm ). Van OQirschot és munkatarsai gE

ELISA fejlesztésével megalapoztdk az ADV mentesitési programot, ami Uj koncepci6t
vezetett be a virusbetegségek elleni védekezésben (Van Oirschot és mtsai., 1988).

Az ADV mentesitési program kritikus pontja fertézés minél el6bbi kimutatasa, ezért a
szerologiai vizsgélatokon kivil a TagMan modszer segitségével, két kildonb6zé
diszkriminativ real-time PCR prdobat hasznaltak. A primereket és prébakat az Aujeszky-féle
betegség gB és gE génjeihez tervezték. Ezen PRV specifikus valds ideji PCR képes volt

megkulonboztetni az 6sszes vad tipusi PRV izolatumot a vakcinatorzstél (Ma és mtsai,

27


https://net.jogtar.hu/jogszabaly?docid=a0900030.fvm

2008). Azota is az elsédleges és rendkivil sikeres példa maradt a marker vakcinak és a
kisér6 diagnosztika kombinalt felhasznalasara, amely lehetévé teszi a fert6zott és
vakcinazott allatok megkulonboztetését. Az elkulonitd PCR stratégia és az ELISA probak
kombinacidja révén valt megvaldsithatéva az Aujeszky-féle betegség felszamolasa, melyet
vildgszerte alkalmaztak (Ma és mtsai., 2008; Mettenleiter, 2020; Kit és mtsai 1985; Freuling
és mtsai., 2017).

Az Aujeszky-féle betegség DIVA diagnosztikai mddszerén kivill maig a vilagon nem
fejlesztettek ki egyéb betegségekre mas DIVA diagnosztikai médszert. A PRRS esetében
sem létezik kereskedelmi forgalomban Iévd DIVA vakcina, ezért elkilonité ELISA teszt sincs.
A DIVA PCR sem volt elérhetd a PRRSV vizsgalatahoz, ezért is kiemelked6éen fontos e
vizsgalati mdodszer fejlesztése, amit munkank soran megvald@sitottunk. A DIVA PCR egy
érzékeny és gyors valos idejl reverz transzkripcios PCR, amely képes megkulonbdztetni a
PRRS vadvirust a vakcinazasi programban hasznalt attenualt térzstél. Ezen diagnosztikai
eszkdzokkel lehetett biztositani a virus gyors, relevans kimutatasat ezzel is segitve a

mentesitési programban résztvevék munkajat.

3.5 Megel6zés, védekezés

A vakcinak rendkivil fontos szerepet jatszanak a kiildonbdz6 fertézések, koztik a PRRS
elleni védekezésben. A specifikus védelem kialakitAsanak érdekében a vakcinaknak
biztonsagosnak, hatékonynak és megfeleld minéséglinek kell lenniik (Balint és mtsai.,
2021). A vakcinazas és a kuls6-belsd jarvanyvédelmi intézkedések Osszekapcsolasa,
valamint a folyamatos monitoring vizsgalatok bevonasa a legel6nydsebb kombinacié
megkozelités a betegség okozta gazdasagi karok hatékony cstkkentésére. A modositott €16
vakcinak (MLV-K) és az inaktivalt virusvakcinak kereskedelmi forgalomban kaphat6ak (Wang
és mtsai., 2021; Chae, 2021). Az attenualt PRRS vakcindk viszonylag j6 immunvalaszt
képesek kivaltani, de a rendelkezésre all6 vakcindk sajnos csak homolég térzsek ellen
nyujtanak védelmet, és nem képesek hatékony keresztvédelmet nyujtani a heteroldg
torzsekkel szemben (Charerntantanakul, 2012; Roca és mtsai 2012). Az él6 vakcinakkal
végzett immunizalas sertésekben virémiat alakit ki, ezaltal tébb hétig Uritik a vakcinavirust,
amely kozvetlenil vagy kozvetve atterjedhet a nem vakcinazott allatokra (Balint és mtsai.,
2021). A tapasztalatok és a vizsgalatok azt mutatjak, hogy az él6, attenudlt vakcinaval valo
védekezés sokkal hatékonyabb, hiszen csokken a vetélések ardnya, a klinikai tlinetek
megjelenése a fiatal malacokban, emellett csokkenti az elhullasok szaméat és lehetévé teszi
a malacok normalis Gtemben val6 testtdomeg gyarapodasat. Mindez azért lehetséges, mert
az INF-y és a hozzakot6doé T-sejtes aktivitas szerepet jatszik a PRRSV elleni immunitasban.
A T-sejt epitopok talalhatéak meg a nem strukturalis fehérjéken és struktaralis fehérjéken is,

ezdltal hatékonyabb védelmet tudnak nydjtani. Fontos megemliteni, hogy az élé virusos
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vakcinaval szamos probléma léphet fel. A vakcinazast kovetéen a védelem kialakulasanak
ideje akar 3-4 hét is lehet, mire mérheté ellenanyag szinteket kapunk. A vakcina altali
védelem genotipus specifikus, vagyis 1-es tipusu vad, mig az 1-es genotipusu MLV PRRSV
ellen véd (Charerntantanakul, 2012; Mateu és Diaz, 2008).

Az MLV vakcinak alkalmazasa kockazatos is lehet (Botner és mtsai.,2000), hiszen a virus
magas genetikai valtozékonysaggal bir, amely mutaciékhoz, rekombinacidhoz vezethet, és
ezdltal a virus visszanyerheti virulenciajat is (Nan és mtsai., 2017). A virus magas foku
genetikai és antigén heterogenitas, valamint a PRRSV-nek az immunrendszer el6li
rejtézkddd tulajdonsaga is jelentés akadalya a PRRS elleni védekezésnek. A PRRSV a
genetikai variabilitds szempontjabdl egyik leginkabb diverz RNS virus, amelynek replikaciéja
soran a pontmutaciék és templatvaltasokon alapulé rekombinacids események aktivan részt
vesznek a genetikai valtozatossag kialakitasaban (Hanada és mtsai., 2005). Mivel az
attenudlt vakcinatérzsek vadtipusu virusokbdl szarmaznak, nem meglep6, hogy kilénb6zé
vadtipus és attenudlt torzsek rekombinéciojarol szamoltak be in vitro és in vivo a sertéstartd
telepeken vilagszerte (Risser és mtsai., 2021). Mégis a vakcindk a mai napig elérhetd
leghatékonyabb megoldads a PRRSV Aaltal okozott gazdasagi kadrok mérséklésére (Nan és
mtsai., 2017).

A vakcindk hatékonyan csokkentik a klinikai tineteket és a virémiat , lerdviditik a virus
terjedésének id6tartamat. Hatékony védelmet nyujthatnak a fert6zés ellen (Han és mtsai.,
2009, Leng és mtsai., 2012). Az él8, gyengitett vakcinakkal végzett tdmeges vakcinazas
alkalmaval a vakcinavirusok atterjedhetnek beoltott sertésekrél nem vakcinazottakra, igy
képesek lehetnek az allomanyban cirkulalni, és kilénb6zd, klasztereket kialakitani (Guo és
mtsai., 2018).

A PRRS elleni vakcinazas legjobb termelési és gazdasagi eredmények elérése érdekében
a tenyészkocak, utodallomany és malacok egyiittes vakcinazasaval, valamint a technolégiai
folyamatok és virus allomanyon belili terjedés szigoru ellenérzésével valdsithaté meg
(Quezada-Fraide és mtsai., 2021).

3.5.1 A magyar sertésallomanyokban hasznalt vakcinak
A Nemzeti PRRS Mentesitési Programban hasznalt él6 attenualt virustérzsekbdl
kifejlesztett oltdanyagok a kdvetkezbek voltak:
- Avakcina: Porcilis MLV® PRRS vakcina (gyart6: MSD Animal Health, Madison, NJ,
USA)
- Bvakcina: Unistrain PRRS vakcina (kordbban: Amervac) (gyartd: Laboratorios Hipra,

S.A., Amer, Spanyolorszag)
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- C vakcina: Reprocyc PRRS EU vakcina (gyart6: Boehringer Ingelheim Vetmedica
GmbH, Ingelheim am Rhein, Németorszag)

- D vakcina: Ingelvac PRRSFLEX EU vakcina (gyartd: Boehringer Ingelheim
Vetmedica GmbH, Ingelheim am Rhein, Németorszag)

- E vakcina: Suvaxyn PRRS MLV (gyartd: Zoetis Belgium SA)

A magyarorszagi nagylétszamu tenyésztelepek 29 %-a Porcilis PRRS, 25 %-a Unistrain
PRRS, mig 9 %-a Reprocyc PRRS EU vakcinat alkalmazott. A tovabbi telepek (37 %) a
mentesités soran inaktivalt vakcinat hasznaltak, melyek a Progressis® PRRS vakcina (gyarto:
Ceva-Phylaxia Oltéanyagtermeld Zrt, Magyarorszag) és a Biosuis PRRS inact EU+AM

(gyarté: Bioveta, Csehorszag) vakcina.

3.6 PRRSV elleni immunitas

A PRRSV fert6zés soran a sertés immunrendszere dinamikusan megnéveli az
immunvalaszt a virus eliminaciéjanak érdekében (Westley és mtsai., 2006). A sikeres virus
kilruléséhez elengedhetetlen a sertés velesziletett immunrendszerének megfeleld
aktivaldsa, mely hozzgjarul a PRRSV elleni adaptiv immunitds kialakulasahoz. A PRRSV
replikaciéjanak preferencialis helyei a tidében jelenlévd alveolaris makrofagok, amelyek
légzési DC/makrofag halézat f6 dsszetevéjét alkotjak. E haldzat tulnyomorészt az idegen
antigének érzékelésében, gyulladas szabalyozasaban és az adaptiv immunvalasz
kivaltdsaban vesz részt (Nazki és mtsai., 2020; Maisonnasse €s mtsai., 2016). Kulénb6zd,
specifikus DC alcsoportok a tid6é légzdszervi DC/makrofagok halézataban, melyek
rezisztensek a PRRSV fert6zéssel szemben (Bordet és mtsai., 2018; Maisonnasse és mtsai.,
2016). Aktivalas utan ezek a DC-k a limfoid sztvetekben jutva antigént prezentalnak a T-
helper sejteknek, és igy teremtenek kapcsolatot a velesziiletett és az adaptiv immunitas
kozott (Nazki és mtsai., 2020). A T-sejtek kritikus szerepet jatszanak a PRRSV elleni
immunitas kialakulasaban, kozponti szerepik van az antigén-specifikus immunvélaszok
kialakitasaban és szabalyozasaban, beleértve a B-sejt aktivaciot és a citokin hatas funkcidkat
a fertdézott sejtekben (Loving és mtsai., 2015).

A fert6zott sertésekben egy-két héten belll igen erételjes humordlis immunvalasz alakul
ki, de ezek a kezdeti ellenanyagok nem nyujtanak védelmet, s6t karosak is lehetnek az
antitestfliggd fokozddas (ADE) kbzvetitésével, mivel ezek az ellenanyagok el8segithetik a
virus bejutasat a célsejtekbe. Ugy tiinik, hogy a PRRSV elleni humoralis immunitas tartésan
fennmarad (Batista és mtsai., 2004). Ezzel szemben a neutralizalé antitestek (NA) késdbb
jelennek meg szintjiik alacsony marad, ami nem képes hatékonyan eliminalni a PRRSV-vel

fert6zott sejteket (Mateu és Diaz, 2008; Costers és mtsai., 2006). Bar a neutralizalo antitestek
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szamos virusfert6zések leklizdésében kulcs fontossaguak, azonban a PRRSV esetében
hatékonysaguk megkérdéjelezhets. Megjelenésiik elsédleges fertézésben féként a virémia
megszlinése utan kovetkezik be, melyet a neutralizdld antitest titerek mérésével
detektalhatunk (Molina és mtsai., 2008). Természetes uton fert6zott sertésekben a
neutralizal6é antitest magas titere keresztvédelmet nydjthat a heterolog PRRSV-vel szemben
(Robinson és mtsai., 2015, 2018).

Kimutattdk, hogy a homoldg neutralizalé antitestek passziv atvitele megakadalyozza a
szaporodasi betegségeket és a virus utddokra valo atvitelét (Osorio €s mtsai., 2022).

A PRRSYV esetében a fehérje-specifikus T-sejt proliferaciét vagy citotoxikus hatast nehéz
kimutatni. A szabalyozé T-sejteket és a Th3 citokin IL-10-et PRRSV-vel fertéz6tt dendritikus
sejtek indukaljak. Ezek a T-sejtek fontosak lehetnek a PRRSV fert6zések soran, mivel az
immunitas késleltetett indukacidja és az elhuzodo fertézés azt jelzi, hogy a T-sejtes valasz
inkdbb szuppressziv, mint segit6 (Klinge és mtsai, 2009; Murtaugh és mtsai., 2009;
Wongyanin és mtsai., 2010).

3.6.1 Tarsfertézések

A PRRSV noveli a gazdaszervezet érzékenységét a betegségek széles skalajara virusos
és bakterialis léguti korokozdk tekintetében, ami erdsité a Klinikai tlneteket és a
tidéelvaltozasok sulyossagat. PRRSV és egyideji sertésinfluenza virus, vagy/és sertés
Iéguti koronavirus (PRCV) és a sertés circovirus 2 (PCV2) fert6zés esetén sulyosabb klinikai
tinetek és novekedési visszamaradas fordul el6, mint azon sertéseknél, akik csak PRRSV-
vel fert6z6dtek (Renukaradhya és mtsai., 2010; Opriessing és mtsai., 2011; Gémez-Laguna
és mtsai., 2013). A PRRSV-vel és PRCV-vel egyszerre fert6zott sertések klinikai tiineteinek
stlyosbodasa a velesziletett immunvalasz karosodasaval jarnak a tidében, kilondsen a
természetes 616 (NK) sejt kozegben cstkkent citotoxicitas észlelheté a csdkkent interferon
(IFN) expresszidja miatt. Ezzel egyidében az adaptivimmunvalasz is karosodik, ami a PAM-
miatt (Renukaradhya és mtsai., 2010; Jung és mtsai., 2009). A PRRSV mellé gyakran tarsul6
megbetegedés a malacok valasztas utani sorvadasos korképe (postweaning multisystemic
wasting syndrome, PMWS). E betegség kérokozoja a 2-es tipusu sertés circovirus (PCV2).
Egyes leirasok alapjan a PRRSV és PCV2 a két legfontosabb betegség a sertést tenyészt6é
orszagokban nagy gazdaséagi kartételuk miatt (Prpi¢ és mtsai., 2014). Kilénb6z6 vizsgalatok
kimutattak, hogy a telepi fert6zések ezzel a két virussal voltak a leggyakoribbak (Allan és
mtsai., 2000). A PRRS-hez kapcsolédé hepatitisben szenvedd kocak majaban mind a PCV2,
mind a PRRSV jelen volt és a PMWS esetek tdbbségében mind a PRRSV, mind a PCV2

antigént, genomot kimutattak a szévetekben (Harms és mtsai., 2001). A fert6zott sertéseknél
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tulnyomorészt bérelvaltozasok, sulyvesztés, légzdszervi és emésztési zavarok, majd a
mortalitasi arany ndvekedése volt (Prpi¢ és mtsai., 2014).

A PRRSV gyakorta el6fordulé virusos és/vagy bakteridlis tarsfert6zéseit nevezzik a
sertés léguti betegségek komplexuméanak (PRDC) (Pomorska-Mél és Dors, 2022). A 6
tarskorokoz6i a sertés cirkovirus 2-es, az influenza-A virusok (IAV), a Mycoplasma
hyopneumoniae, az Actinobacillus pleuropneumoniae, és a torzité orrgyulladas kialakitasaért
felelés Bordetella bronchiseptica és Pasteurella multocida. A Mycoplasma hyopneumoniae
tarsfert6zés novelheti a PRRS tlineteinek sulyossagat. Egy kutatas szerint a PRRSV altal
kivaltott [éguti betegség, valamint makroszkdpikus és mikroszképos tidégyulladas sulyosabb
és tartdsabb volt Mycoplasma hyopneumoniae-val fert6zott sertésekben. A fertézott sertések
tovabbra is a PRRSV altal kivaltott tidégyulladasra jellemzd elvaltozasokat mutattak, mig
csak a PRRSV-vel fertdzott sertések tidejének szovettani képe negativ volt. Egy vizsgalat
soran kimutattak, hogy egy lezajl6 Mycoplasma hyopneumoniae fert6zés utani PRRSV
fellilfert6z6dés soran a tiinetek nem sulyosbodnak szignifikansan (Thacker és mtsai., 1999).

Egy masik betegséget is érdemes megemliteni a tarsfertézések esetében, ez a sertések
torzité orrgyulladasa, amely kivalté oka a Bordetella bronchiseptica fertézésre ratelepedé, a
sertéssel egyutt él6 baktérium a Pasteurella multocida. Mely utobbinak egyes torzsei
toxinokat termelnek (Pasteurella multocida toxA), ami a sertések torzitd orrgyulladasanak
klinikai manifesztaciojat okozzak. (Magyar és Lax., 2002). A PRRSV-vel és Bordetella
bronchiseptica-val val6 egyuttes fert6zés hajlamositotta a sertéseket a felsé légutak és a tiudé
Pasteurella multocida fertézésre. A sertések szaporodasi és légz8szervi szindréma virusa és
a Bordetella bronchiseptica kélcsénhatasba léphet, és hatranyosan befolyasolhatja a léguti
védekezési mechanizmusokat, igy a sertések kulondsen érzékenyek a masodlagos
korokozok, példaul a Pasteurella multocida altal okozott fert6zésekre (Brockmeier és mtsai.,
2001).

3.7 Gazdasagi kartétel

A sertés szaporodasi és léguti szindroma (PRRS) egy jelent6s fert6z6 betegség, amely
vilagszerte sulyos gazdasagi veszteségeket okoz a modern intenziv sertéstartasban (Szabo
€s mtsai.,, 2020%). El8szo6r Hollandiaban izolaltak a sertés szaporodasi és légz8szervi
szindréma virusat (PRRSV), amely vilagszerte hatassal van a modern sertéstermelésre, és
tovabbra is jelentds gazdasagi problémat jelent a sertésipar szamara. A kocankénti atlagos
veszteség jarvanykitorésenként 126 euro volt. A jarvany kitorése utani koltségek kocanként
3 és 160 eurod kozott jelentdsen valtoztak (Nieuwenhuis és mtsai., 2012). Németorszagban a
karokat kocanként 75 euréra becsilik évente (Renken és mtsai., 2021). Danidban ezeket a

veszteségeket 31 eurdra tartjak (Kristensen, 2012). Kilonféle gazdasagi elemzések
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megerdsitették a sertések szaporodasi és légzbszervi szindroma (PRRS) klinikai
kitdréseinek jelentds pénzigyi hatdsat a sertéstermelésre.

Az Egyesiilt Allamokban 2005-ben a PRRS-jarvanyok korilbeliil évi 560 millio dollaros
pénziigyi veszteséget okoztak, egy Ujabb, 2013-as szamitas szerint az Egyesiilt Allamokban
a PRRS miatti termelékenységvesztések koltsége évi 664 millié dollarra tehetd (Renken és
mtsai., 2021; Holtkamp és mtsai., 2013). A koca/év koltsége 114,71 dollar, a befejezd koltség
pedig 4,67 dollar volt. Az Egyesult Allamokbdl behozott sertések és/vagy spermium vaséarlasa
esetén a szlrdvizsgalatok jelentésége fokozott, hiszen egy lehetséges fertézési forrast
engedhetink be, ami az EU sertéstermelésére nézve éves szinten 1,5 milliard dollaros (1,13
milliard eurds) veszteséget jelent (Kristensen és Vinther, 2013). Egy 4 hénapos jarvany
kitorésének koltségeit egy 250 kocas allomanyban 236 dollar/tenyészkocara becsiilték
(Neumann és mtsai., 2005). Egy masik, 2015-6s jelentés szerint a PRRS koéltsége a
kronikusan fert6zott allomanyok esetében az Egyesilt Kiralysagban 135 euré volt kocanként
évente, mig Hollandidban és Déanidban, ahol az akutan érintett allomanyokban kocanként
évente 100 eurd, a becslések valamivel alacsonyabbak voltak (Renken és mtsai., 2021).
Magyarorszagon a PRRS fert6zések okozta veszteségeket megkdzelitéleg évi 5 milliard
forintra becsilik (=14 milli6 €) (Szabé és mtsai, 2023).

A PRRS jarvany jelentés koltségeket okozott Japanban is, melyet a PRRSV-nek kitett
gazdasagok mindegyikében kimutattak. A PRRS miatti veszteségeket, olyan adatok szorzata
alapjan szamitottak, mint a klinikai tiinetek, a PRRS jarvany id6tartama és a veszteségek
mértéke. Ezekbdl a gazdasagokbdl szarmazé kilénb6zd klinikai tlinetek miatti teljes
veszteségeket 2 év alatt 35,25 millié dollarra becsiilték. A teljes veszteséget a kocak
szadméanak aranyaval becsulték, amely 280 milli6 dollar volt, amely magaban foglalja a szopés
és valasztott malacokat és a hizosertéseket is (Yamane és mtsai., 2009).

A PRRS-hez kapcsol6do hatalmas pénzligyi veszteség azt jelzi, hogy sziikség van és lesz

tovabbra is megfelel6 megel6zd és ellendrzési stratégiakra.

3.8 A PRRS allategészséguigyi igazgatasi vonatkozasai

A PRRS a 2005. évi CLXXVI. térvény értelmében 2006. januar 1-jétél ismét bejelentési
kotelezettség ala tartozik, azonban a Nemzeti PRRS Mentesitési Tervet csak 2014-ben
fogadtak el. Ennek célja az volt, hogy a hazai dsszes kis- és nagylétszamu sertésallomanyok
fert6zottségének meértékét felmérjék, valamint ndveljék a hizésertések nevelésének
hatékonysagéat alacsonyabb gydgyszerfelhasznélas mellett, mikdzben virus mentességet
érnek el az dllomanyokban. A mentesitési eljaras megalapozasara 2010 és 2013 kdzott Gjabb
atfog6 vizsgalatokra volt szikség, hogy hazank részletesebb virustérképét felallitsak. A
vizsgalatok soran megtortént a kis és nagylétszamu tenyészallomanyok és a nagylétszamu

hizlalddk PRRS fert6zottségének pontos, orszagosan regisztrélt felmérése (Nemes és mtsai.
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2019, Szab6 és mtsai. 2019, Szabd és mtsai. 2020%) A felmérések soran elvégzett
szekvenalasok alapjan a kimutatott PRRSV torzsek az 1-es genotipus hat kladjaba voltak
besorolhatéak. Figyelemre méltd, hogy azonositottak 2-es genotipusba tartoz6 az 1-es
(virulens észak-amerikai) és az 5-0s (ingelvac MLV) genetikai vonalhoz tartozé izolatumokat
is. El6bbiek szlovak import, utobbiak illegalis vakcinahasznalattal kerilhettek magyar
allomanyokba. Egy friss tanulmany szerint, 206 magyarorszagi szekvencia alapjan a
PRRSV1 torzsek kilenc kladba tartoznak (Szab6 és mtsai., 2020P).

Fontosak a telepek preventiv intézkedései is, mint az importalt allatok karanténba
helyezése, szallitasi, fertétlenitési protokollok betartasa és a telepek zartsaganak
fenntartasa. A vakcinazas, mint specifikus védekezési lehetéség, alkalmazasa soran az a
tapasztalat, hogy egy inaktivalt vakcina altaldban 6nmagaban nem elegendd a korabban nem

fert6zott sertés kell6 védelmet nyujté immunvalaszanak kialakulasahoz.

3.9 Mentesités Magyarorszagon

A jelentds sertésiparral rendelkezd EU- tagallamokban a PRRS fert6zések prevalenciaja
igen magas, ezért dontétt Magyarorszag kormanya arrél, hogy felszamolja a PRRSV-t
Magyarorszagon. Az EU tagallamai koézll az els6k kozott Magyarorszagon nemzeti PRRS
mentesitési programot vezettek be. A program célja a hatékonyabb, gazdasagosabb és
versenyképesebb sertéselballitas (Nemes és mtsai., 2019).

A magyarorszagi sertéstenyésztést hosszu évtizedek ota két kilonbdzé gazdalkodasi
forma parhuzamos jelenléte jellemzi. A nagylzemi sertéstelepek piacra termeltek sertést,
mig az egy-két kocat és korlatozott szamu hizésertést (1-10) tarté egyéni gazdak jellemzéen
helyszini feldolgozasra és fogyasztasra neveltek sertést. Magyarorszag EU-csatlakozasanak
évében 41,6%, mig 2016-ban a sertések 24,2%-at tartottak haztaji sertéstelepeken (KSH
adatai, 2018.12.01. lekérdezés alapjan) A nagylétszamu tenyészallomanyok jellegzetessége,
hogy fialastél vagasig tipusba tartoznak (>85%), ami jelenti a szaporodasi, fialasi,
el6hizlalasi, hizlal6 és kocastildd nevelési egységek egylttes, egy telepen belil valé tartasat.
Magyarorszagon a telepekre tainyomorészt csak tenyészkan vagy sperma keril behozatalra
(Nemes és mtsai., 2019; Szabd és mtsai., 20202).

A Magyar Kormany Sertés- és Elelmiszerlanc-biztonsagi stratégiaja (2013—2022) kiemeli
a sertés szaporodasi és léguti szindréma virus (PRRSV) felszdmoldsanak szikségességét,
mely folyamat nagyban el6segitené a piaci lehetéségek novekedését. Magyarorszagot hét
régiora osztottak fel (3. 4bra), melyben 19 megye és Budapest talalhaté (Szabo6 és mtsai.,
2020%; Szabd és mtsai, 2019). A mentesitési program jogszabalyi hatterét a 3/2014 (1.16.)
VM rendelet szabalyozza. A rendelet szerint minden sertés PRRSV-vel fertzott, ,amelybdl

szarmazo6 mintaban - a vakcina tdrzseket kivéve - PRRS virust mutattak ki, illetve amely
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jarvanytanilag kapcsolatba hozhaté PRRS virus fert6zott sertéssel, és amelybél szarmazo
mintdban PRRS virus specifikus antigén vagy RNS lett kimutatva, amely nem vakcinazas
kdvetkezménye, vagy amely jarvanytanilag kapcsolatba hozhaté megerésitett PRRS virus
fert6zott sertéssel, és amelybdl szarmazé mintdban PRRS virus vakcina térzset, az
antigénjét, az RNS-ét vagy PRRS virus elleni specifikus ellenanyagokat mutattak ki, amely
nem a vakcinazas kovetkezménye. PRRS fert6zottségére nézve gyanus az a sertés,
amelynek klinikai tiinetei vagy kérbonctani elvaltozasai a PRRS-re utalnak és a laborat6riumi
vizsgalatok a betegség jelenlétét még nem igazoltdk vagy zartdk ki, illetve amely nem
vakcinazott, valamint a szerol6giai vizsgalat soran pozitiv vagy kétes eredményt ad és a
tovabbi vizsgalatok a fert6zottséget még nem erésitették meg, illetve zartak ki, vagy amelyet
a megel6z6 hatvan napon belll fertézott sertéssel egyltt tartottak, vagy fert6zott sertéstél
szarmazo6 onddval termékenyitettek. PRRS-t6] mentes a sertés, ha az allatbdl a betegség
virusa vagy annak genomja nem mutathato ki, vagy az allat szeroldgiai vizsgalata negativ
eredmény(, és az allatot nem fert6zott allomanyban tartjdk. PRRS-t6] mentes vakcinazott a
sertés, ha az allomanyban alkalmazott él6, modifikalt PRRS vakcina virustdl eltér6 PRRS
virus vagy ennek genomja hem mutathato ki, és a kanok esetében negyedévente elvégzett
PRRS virus kimutatasdra iranyuld ondd vizsgalat negativ eredményre vezet.”
(https://net.jogtar.hu/jogszabaly?docid=a1400003.vm).
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A mentesitési mddszerek kozil a leghatékonyabb és leggyorsabb, ugyanakkor a
kdltséges megoldas az allomany felszamolasa és a telep Ujbdli 1étrehozasa, amely hosszu
tava termeléskiesést vonhat maga utan (Fornyos és mtsai, 2022). Adott orszagban adott
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betegség mentesitése Iényegében harom Iépésbdl all: a mentesitési terv kidolgozasa,
megszervezése és végrehajtdsa. Kimagasldéan fontos az adott orszag allategészségugyi
allapotdnak ismerete az adott allatallomanyra nézve. Donté tényezdé az allat/allomany
nyilvantartasa, foldrajzi elhelyezkedése, fert6zott allatok megoszlasa a termelési agazatok
kozott. A PRRSV mentesités els§ szakaszaban szikséges volt a PRRSV fert6zott
nagylétszamu tenyészsertés allomanyok orszagbeli elhelyezkedésének meghatarozasra. Az
alkalmazott mddszer lehetévé tette a sertések szigorubb minésitését, amely alapjan
meghatarozhattak, hogy fert6zott, fertézésre gyanus vagy PRRSV-t6l mentes statuszuak.
Ezen kritériumok alapjan egyértelmi kovetelményeket, szabdlyokat kellett megfogalmazni a
nagy létszamu gazdasagok besorolaséra a PRRS tekintetében. Minden PRRSV-vel fert6zott
telepnek, olyan moédszert kellett kidolgoznia, amely a legjobban szolgalja gazdasagi
teljesitményét, és biztositia a folyamatos termelést a felszamolasi folyamat soran.
Természetesen ez a folyamat magaval hozta, hogy a kilsé és bels§ jarvanyvédelmi
szabalyzatokat részletesen fellilvizsgaljak, akar szakmai szakérték bevonasaval és ezen
egységek gyakori ellendrzését irjak eld. (Szab6 és mtsai., 2019, Szabo és mtsai.,2020%).

Magyarorszagon a PRRS mentesitése soran vakcinazast alkalmaz6 gazdasagok sokkal
nagyobb aranyban alkalmaztak él6 virusos vakcinat (61%), mint inaktivaltakat (39%). A
tapasztalatok szerint a betegségvédelmi intézkedések - laboratoriumi monitorozds -
vakcinazasi moédszer mentesitési protokollként torténd alkalmazasa sokkal fontosabb
tényez6, mint az alkalmazott vakcina tipusa (Szabé és mtsai., 2020°). A mentesség elérését
kovetden a mentesség fenntartasa és a nemzetk6zi mentességi elbirasok (vakcinazas

befejezése az orszag teljes teriileten) betartasa feladat.
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4  Anyag és mdOdszer

Vizsgalatainkba olyan magyarorszagi sertéstart6 telepeket vontuk be, melyek a PRRSV
fert6zottséguk miatt mentesitést folytattak, és ¢él6 virust tartalmazd vakcinaval
technolégiaszeriien immunizaltak. A vizsgalatba féleg nagylétszamu 300-2500 kocat tartd
sertéstelepeket vontunk be, az elléstél a vagasig terjedd tipusut, melyeken fert6zott vagy
vakcinazott statuszi kocék voltak. A 19 megyébdl ilyen tipusu telep 13 megyében volt

Magyarorszagon.

4.1 Vakcinak stabilitAsanak vizsgalata

4.1.1 A vakcinak genetikai stabilitasa

A vizsgalatban a mentesités alatt 4ll6 telepek mind élé virusos vakcinat hasznaltak. A
vizsgalatok valaszt adnak arra, hogy az egyes korcsoportok PRRS PCR pozitivitasat a
vadvirus vagy az alkalmazott él6 attenualt vakcinatdrzs okozza-e. A vakcinak genetikai
stabilitasdnak vizsgélatdt a pozitiv mintakbdél szarmaz6 amplikonok szekvenalaséaval
végeztik. A szekvencia adatokat filogenetikai diagram segitségével abrazoltuk, az
azonositds a virushoz legkdzelebbi, leginkdbb hasonlé szekvenciakat keresi egyes
vakcinakban. Ezen szekvencidknak ORF5-h6z és ORF7-hez viszonyitott szézalékos
hasonlésagat értékeltiik a GenBank-ban tesztelt él6 PRRS virusvakcina térzséhez képest
(Balint és mtsai., 2021).

4.1.2 Mintavétel

A fert6zott telepek a mentesitési programjuk alapjan kidolgozott PRRS Nemzeti
Mentesitési Terv 4.0 utasitasainak megfeleléen (95%-0s prevalencia és 2%-o0s konfidencia
intervallum) vettek mintat heti/havi rendszerességgel az a&llomany statuszanak
nyomonkovetése érdekében. Altalaban vér- és szerv mintakat (pl: tidS, nyirokcsomok)
dolgoztunk fel. A vérmintakat szopés, valasztott allatokbdl hizd- és hizdsertésekbdl, valamint
tenyészallatokbdl (kanok, kocak, kocasuldék) vették. A rendszeres ellen6rzés mellett a
szaporodasi tinetet és légz&szervi rendellenességeket mutatd allatokbdl vettek mintat
(szervmintak valasztott, el6hizlalt és hiz6 allatokbdl, valamint vetélt magzatbél) a PRRSV
szlrése érdekében.

A mintak masik csoportja importalt hizé alapanyagbdl szarmazott, a mintavétel 48 Graval
Magyarorszagra érkezésik utan tortént. A vizsgalatra azért van sziikség, mert az adott
allomanynak nincs mentességi igazolasa vagy érkezhetett olyan allat, ami PRRSV ellen
vakcinazva volt. Ugyanis Daniabol érkez6 sertések esetében a nem vakcinazott sertések és

a vakcinazott sertések gyijté allomason val6 egyitt tartasaval kimutathaté mindegyik allatbdl
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a vakcinavirus (gyartd: Boehringer Ingelheim Vetmedica GmbH, amerikai torzset tartalmazo
PRRS vakcina). A gy(jt6é allomason egydtt tartjak a PRRS mentes, PRRS vakcinézott és akar
a PRRS fert6zott allatokat is (Rathkjen és mtsai., 2017; Nemzeti PRRS Mentesitési Terv 4.0
https://portal.nebih.gov.hu/documents/10182/0/1 2019+OFA+hatarozat PRRS+NMT 4.0.p
df/5e6f7a00-4bad-10dc-eca0-00f5f790cdab?t=1589453312110 ).

4.1.3 Diagnosztikai vizsgéalatok

A kilénb6z6 korcsoportokbdl szarmazé vérmintakat szeroldgiai (ELISA) és molekularis
bioldgiai (PCR) mddszerekkel vizsgaltuk a fert6zés idépontjanak meghatarozasara. Ezt az
eljarast hasznaltuk fel arra, hogy egy telepspecifikus mentesitési protokollt dolgozzunk ki,
amely nem csak a vakcinazasi rendszert foglalja magaban, hanem a belsé jarvanyvédelemi
intézkedéseket is. A sertés vérsavokbol PRRSV ELISA-teszteket végeztek az INgezim PRRS
Universal ELISA Kit (Ingenasa, Madrid, Spanyolorszag) segitségével a gyartd ajanlasanak
megfeleléen. A szérummintakbol szarmazé RNS-t a KingFisher Flex rendszerrel
(ThermoFisher, Waltham, Ma, USA), a MagAttract 96 cador Pathogen Kit segitségével
vontuk ki. A PCR-t per-Rotor-Gene Q (Qiagen) valos ideji PCR gépen végeztik a PRRSV
virotipus RT-PCR Kit (Qiagen) segitségével, a gyartd utasitasai szerint. A PCR pozitiv
sikertelenség esetén a virus ORF7 génjét is szekvenaltdk. A szekvendlast Sanger-
modszerrel végeztik a BigDye 3.1 kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) ABI 3500
szekvenaldgépen (Applied Biosystems). A kromatogramokat a BioEdit szoftver 7.2-es
verzidjaval elemeztik és kézzel szerkesztettik (Hall, 1999)

www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html .

4.1.4 Szekvencia analizis

Ebben a vizsgalatban 2342 PRRSV ORF5 szekvenciat (606 nt) és 478 PRRSV ORF7
(387 nt) szekvenciat elemeztink. Az ORF5 szekvenciak kozil 69 talalhaté a GenBankban,
melyeket nemzetkdzi szakirodalomban publikaltak, mig a tdbbi magyarorszagi vizsgalatok
eredménye volt. A hazai szekvenciak koézil 118, 2013 elétt, 47, 2014-ben, mig 2060
szekvencia 2015 és 2019 kozott keletkezett. Az ORF7 szekvencidk kdzil 36 volt nemzetkdzi
(GenBank), 42, 2013-ig, 27, 2014-ben, mig 373, 2015 és 2019 kozo6tt keriilt meghatarozasra.
Osszesen 832 ORF5 és 88 ORF7 szekvencia kerllt be a GenBankba (accession number:
MT628907-MT629731).

A szekvenciaelemzést a ,similarity network” filogenetikai elemzés segitségével végeztik
el az egyes vakcindkban 1évé virushoz legkbzelebbi, leghasonlobb szekvenciak

azonositasara. A halozat létrehozasdhoz a Prim algoritmust alkalmaztuk és létrehoztunk egy
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minimum ,spanning” fajlt (Minimum Spanning Tree, MST). A hal6zat elemzés és az adatok
vizualizalasa a Cytoscape 3.6.0 szoftverrel tortént (Szab6 és mtsai., 2020°). Ezt kbvetden,
ezeknek a szekvencidknak az ORF5 és ORF7 szekvenciakhoz val6 szazalékos
hasonlésagat értékeltiik. A GenBankban vizsgalt él6 virusvakcina PRRSV térzsének ORF5-
jét és ORF7-jét a kovetkez6kbdl 2014-16] kezdédben a jarvanylgyi adatoknak megfeleléen
(a minta eredetére vonatkoz6 allatorvosi informaciok, immunizacié stb.) minden magyar
szekvencidhoz/mintahoz hozzarendeltik. A program altal generalt azonos és eltérd genetikai
csoportokat tudtuk abrazolni. A gyakorlatias és konnyen kovethetd, minimalisan atfogott
»Similariry network” filogenetikai elemzés alkalmazassal a virustorzsek kozotti filogenetikai
kapcsolatok jobb A&brdzolasaval, kiklszoboltik annak szikségességét, hogy elbre
meghatarozott, oOnkényes hatarértéket, illetve szamitasigényes algoritmusokat
alkalmazzunk. A filogenetikai elemzés reprezentacioja lehetvé tette a vakcina- és vad tipusu
PRRSV nagy mennyiségi szekvencigjanak elemzését és vizualis azonositasat, valamint a
kllénb6z6 virusszekvenciak kdzotti kapcsolatok feltarasat, amelyek segitik az adatalapu

dontéshozatalt a kilénbdzé gazdasagok mentesitési programjaiban.

4.2 Telep specifikus DIVA rRT-PCR fejlesztése a teljes vizsgalati protokollal egy

PRRSV mentesités alatt allé telepen

4.2.1 Mintagyljtés

A mintak gyUjtése az Eurofins Vetcontrol Kft (régi nevén: M.A.H. Food-Controll Kift.
Vetcontrol Allategészségiigyi Diagnosztikai részlege) és a NEBIH Allat-egészségiigyi
Diagnosztikai Igazgatésagaba, diagnosztikai és monitoring vizsgalatra érkez6é vérmintak
feldolgozasan keresztll valésult meg. A vizsgalt allomany 1400 kocabdl allé, fialasig tartd
gazdasag, mely 2003-ban fert6z6dott PRRSV-vel. Az6ta az immunizalast folyamatosan
végezték él6 és/vagy inaktivalt PRRS vakcinakkal kiildnb6z6 vakcinazasi gyakorlatok alapjan
(tdmeges vakcinazas, késébb 6/60-as program (a kocékat a vemhesség 60. napjan és az
ellés utani 6. napon Porcilis PRRS-sel immunizaltak) MLV-vel, vemhesség 90. napjan
inaktivalt vakcinaval. 2017-t61 csak a tenyészallatokat oltottadk be. Az él6 vakcinak kézll csak
a Porcilis MLV®-t hasznaltak.

A virusok direkt kimutatasara valds ideji reverz transzkripcios polimeraz lancreakciora
(rRT-PCR) alapozott altaldnos és diszkriminativ diagnosztikai médszereket alkalmaztunk,
majd a pozitiv mintakat tovabbi, klasszikus, ORF5 és ORF7 kimutatasara alkalmas RT-PCR
modszerekkel  vizsgaltuk. A kimutatott  virustdrzsek részleges vagy teljes
genomszekvenciainak meghatarozasat klasszikus és 0 generaciés szekvendlassal

végeztiuk.
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A laboratoriummal egyuttmikédsé telepek a mentesitési program céljabdl heti
rendszerességgel kildtek kilonb6zé korcsoportu allatokbdl az alvadasban nem gatolt
vérmintakat, figyelembe véve azt, hogy 9-16 hetes allatokban a legmagasabb a virus

prevalenciaja (Duinhof és mtsai., 2011).

4.2.2 Indirekt ELISA

A vizsgalatainkban résztvevd telepekrél heti rendszerességgel érkezett minimum 250 db
savominta, melyek a Nemzeti PRRS Mentesitési Terv 4.0 rendelet kdvetelményeinek
megfeleltek (95%-0s prevalencia és 2%-o0s konfidencia intervallum). Elsé lépésben ezen
mintdk PRRSV-specifikus ellenanyag tartalmat hataroztuk meg. Ehhez kereskedelmi
forgalomban kaphat6 indirekt ELISA (enzym-linked immunosorbant assay) tesztet
hasznéltunk (Ingezim PRRS 2.0. Ingenasa, Spanyolorszag). A mintakat laboratériumba
kerllésuket kdvetéen 1500x g gyorsulassal 10 percig centrifugaltuk. Ezt kdvetéen a vérsavot
pipettaval eltavolitottuk, megkdzelitéleg 500 pl-t, és felhasznalasig a késébbi rRT-PCR
vizsgalathoz az RNS stabilitasanak megérzése érdekében -20°C-on taroltuk. Esetleges
pozitiv mintdk hosszutavu tarolasat -80°C-on végeztiik.

Az ELISA vizsgalatokat a gyartdé altal meghatérozott utasitasok alapjan végeztik. A
savomintakat a teszt kit-ben talalhatd minta higito oldattal egy kotés mentes higito lemezben
eléhigitottuk 1/40-es higitasban, majd tovabbi higitast végeztiink az érzékenyitett 96 lyuku
lemezben, ahol a végsé térfogat 100 ul mintankként. A kontroll mintakat duplikaltan helyeztik
mindegyik lemezre szintén 100-100 pl mennyiségben. Az érzékenyitett 96 Ilyukd lemez
aljaban sertésekre specifikus monoklonalis antitest volt kotve, valamint a PRRS amerikai és
eurépai torzseinek rekombinans N fehérjéjét tartalmazza antigénként. Az elsé inkubacid
szobahdmérsékleten torténik 45 percig, majd a nem koétédott anyagokat 3x300 pl moso
pufferes mosassal eltavolitjuk. Tormaperoxidazzal konjugalt anti-sertés ellenanyagot
mértiink a lyukakba 100 pl mennyiségben, majd egy Ujabb inkubacié kdvetkezett ugyanolyan
kérulményekkel 30 percig. Az inkubaciot kdvetéen a lemezt ismét 5x300 pl moso pufferrel
kimostuk és 100 pl tetrametil-benzidin (TMB) tartalmu szubsztrat oldatot mértiink ra. A
szubsztratot a mintakkal egyutt szobahémérsékleten 15 percig sotétben (pl. egy fiokban)
kellett inkubalni, majd 100 pl leallitd oldatot mértiink a lemezre. Ezekutan a lemezeket
Multiscan Ms reader (Thermofisher, USA) leolvas6é készllékbe tettlik, ahol a mintak
fényelnyelését tudtuk mérni (optical density, OD) 450 nm hulldmhosszon. A kapott OD
ertékekb6l a mintdk S/P (sample/positive) értékeit tudtuk kiszamolni. AZ ELISA
eredményeket az S/P szamolt értékekbdl hataroztuk meg. Ha 0,4 vagy annal nagyobb volt

azt pozitivnak értékelttk.
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4.2.3 Avirus RNS izolalasa

A vérmintakbol az RNS kivonads Macherey-Nagel RNA Virus Core Kit-tel tortént. A
kivonashoz 150 pl vérsavot hasznaltunk, melyet el6z6leg 10 percig 1500g/perc
fordulatszamon centrifugaltunk, és belemértiink egy 1,5 ml-es Eppendorf csébe. A gyartd
altal (MN NucleoSpin Viral RNA Isolation User Manual) leirt protokoll alapjan a TECAN
automata nukleinsav kivoné robot segitségével kinyertik a mintankbél az RNS-t. Szervminta
esetében a virust tartalmazd szervbél 200 mg mennyiséget vettink és tettliink
ddrzsmozsarba, ahol 1 ml steril PBS puffer hozzaadasat kdvetéen szétroncsoltuk a sejteket.
Ezt az egész elegyet tettik 1,5 ml-es Eppendorfcsébe és 10 percet 10000g/perc
fordulatszamon centrifugaltuk. Ezutan a fellliszéval dolgoztunk tovabb és kdvettik az RNS
kivon6 (MN NucleoSpin Viral RNA Isolation User Manual) protokoll utasitasait a nukleinsav
kinyeréséig. Az igy kapott RNS mintakat azonnali felhasznalasra keriltek, vagy -80°C-on
fagyasztva taroltuk, hogy meg6rizzik a nukleinsav integritasat és elkerlljik annak

lebomlasat.

4.2.4 Real-Time PCR
4.2.4.1 Elsédleges sziir6 rRT-PCR

A vizsgélat célja a vérmintakbdl kimutathatd virus jelenlétének detektalasa, melyet az
Ingenetix ViroReal PRRS Virus EU & NA 1.1 Kit-tel végziink. Ez egy rendkivil érzékeny
modszer, mellyel egyszerre mutathato ki és egyben kulonitheté el a PRRS 1-es és a 2-es
tipusa. A reakcié soran fluoreszcens festékkel jelzett oligonukleotid, az Ggynevezett proba
specifikusan kotédik a feler8sitett génszakaszhoz. A fluoreszcens jel intenzitasanak
detektalasaval mérhetjik az amplikon/amplikonok mennyiségét, a prébak hasznalataval
pedig minéségi informaciot is kapunk. A ViroReal PRRS Virus EU & NA 1.1 Kit (Ingenetix
GmbH, Ausztria) harom kiilénb6zé primer préba kombinaciot tartalmaz. Az 1-es genotipus
(eurdpai) jelzésére a FAM festék, a 2-es genotipus (észak-amerikai) jelzésére a VIC/HEX
festék alkalmas, mig a belsé kontrollt (béta-aktin mRNA) a Cy5 festék detektalja. A belsé
kontroll segitségiinkre van a hamis negativ reakcidk kisz(irésére, valamint megmutatja az
RNS extrakcié megfelel6ségét. A vizsgalat AriaMx Electronic Tracking gPCR (Agilent

Technologies, Inc. Headquarters, USA) készléken torténik.
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Program 1 Program 2 Program 3
Cycles: 1 Cycles: 1 Cycles: 45
Analysis: None Analysis: None Analysis: Quantification
Acquisition at 60°
95°C 95°C
20 sec 5 sec
60°C
50°C 1 min
15 min

4. abra: A sziré PRRSV Real Time PCR termal profilja. https://www.ingenetix.com/wp-

content/uploads/products/pdf/ViroReal KIT PRRS+Virus ingenetix Manual v3-
lengl.pdf

4.2.4.2 Elkilénité (DIVA) PCR (TagMan rRT-PCR)

Az elkulonité PCR vizsgélatot azokbdl a mintdkbdl vegeztik, melyek elézéleg pozitivnak
bizonyultak az elsédleges szir6é rRT-PCR-rel. A diszkriminativ PCR lényege, hogy a vizsgalat
sorén elkilonitsuk a vakcinavirus és vadvirus jelenlétét a mintdban telepspecifikus primerek
hasznalataval. A sertéstelepekre jellemzé kiiléonb6zd PRRS vadvirusok kialakulasa miatt valt
szilkségessé ezen primerek hasznalata. A vizsgalatot QIAGEN OneStep RT-PCR Kit-tel és
a specifikus primerek felhasznalasaval végezziik egy 25 pl-es reakcioelegyben, a kovetkez8
kondicidban: reverz transzkripcié 50 °C-on 30 percig, majd 95 °C-on 15 percig, és 40 cikluson
keresztll 95 °C-on 15 masodpercig, 50 °C-on 20 masodpercig és 72 °C-on 30 masodpercig.
A reakcié paramétereit a primerek és a probak koncentraciéit és az annealing hémeérsékletet
bedllitottuk, optimalizaltuk annak érdekében, hogy az alacsony kiiszobértéket (Ct) és a

magas fluoreszcens jelet elérjik.

1. Téablazat: A primerek és a prébak szekvencia sorrendjei, melyeket a vizsgalatban
hasznaltunk. A primerek és prébak helyzete az 4. abran van feltintetve. (* A vastag
betdvel jeldlt nukleotidok a specifikus T7-et jelzik, promoéter szekvenciat adunk a

forward primerekhez).

Név Irdnyultsag Szekvencia 5'-3'
Disc F Genomikus CTCTCAYTGGGTTTYCTCAC
Disc R Reverz GCACGRATGACAAAACATAC
Porcilis P Genomikus FAM-TGCAGCGTCTACGGCGCTTG-BHQ1
Vadvirus P Genomikus HEX-AGCAGTGTCTACAGCACTTG-BHQ1
ORF5 F Genomikus TAATACGACTCACTATAGGGA-GTTGCTSCATTTCMTGACAC?
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2. TAablazat: A tdbldzat a DIVA valds idejii RT-PCR reakcidelegy Osszetételét mutatja 1

mintara nézve.

H.O: MilliQ 11,4 pl
Qiagen one-step puffer (5x) 5ul
RNAse inhibitor, Fermentase 0,1 pl
dNTP (10nM) Fermentas 1l
Porcilis F (10 uM) 1l
Porcilis R (10 uM) 1l
Probe FAM (10 uM) 0,5 ul
Probe HEX (10 uM) 0,5
Qiagen RT-PCR enzyme mix 1l

4.2.4.3 DIVA PCR-hez sziikséges primerek és probak

Az MLV vakcinatdrzsek szekvencia sorrendjét azonositottuk az adott telepen a Molecular
Evolutionary Genetics Analysis version 6.0 (MEGA 6.0) szoftver segitségével. A primereket
és prébakat Primer3 szoftverrel terveztik. A célzott régié az ORF5 gén volt, a PRRSV genom
egyik legvariabilisabb régioja. Az ORF5 kdzéps6 részét talaltuk alkalmasnak a primerek és
probék kialakitasara a PRRSV diszkriminativ TagMan rRT-PCR vizsgalat létrehozasanal. A
forward és reverse primereket ugy terveztik, hogy mind a vakcina mind a vad tipusu PRRSV
szekvenciaval megegyezzenek. A forward és a reverse primerek tartalmaznak kettd és egy
degeneralt nukleotidot, amely lehetévé tette a Porcilis MLV és a telepspecifikus PRRS
vadvirus kotédését. Ezekkel szemben két kiilonb6zé TagMan prébat terveztiink mindegyiket
agy, hogy egyezzen a vakcina és/vagy vad tipusu virusszekvenciakkal. A két préba csupan
négy nukleotidban kilénbdzott azért, hogy megelézzik a nem cél szekvencidahoz valo
kotédést. Az MLV-k ORF5-je megegyezett az eredeti Porcilis PRRS MLV-vel (GenBank acc.
no.. AY743931) Ezzel szemben vizsgaltunk harom kisebb genetikai varianst (PRRSV
34040/2017, PRRSV 34548/2017, PRRSV 3502/2017), amely a vad tipusit PRRSV-vel
92,6%-0s, 93,9%-0s, és 96,6%-0s nukleotid azonossdgot mutattak (5. dbra). Az amplikon
152 nukleotid hosszu volt (Lelystad virusra szamolva, regisztraciés szam: AY588319). A
vakcina specifikus prébakat FAM-mal jeldltik, mig a vad tipust PRRSV specifikus prébakat
HEX-et tartalmazé flouroflér festékkel. A primerek és prébak szekvenciait az 1. Tablazat

mutatja.
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LV 13728

Disc F

Porcilis CTCTCAYTGGGTTTYCTCACAACAAGCCATTTTTTTGACGCGCTCGGTCTCGGCGCTGTATCCACTGCAGGATTTG
PRRSV 34040/2017 ... ieieennnnn Ciais nin siasinsamsmesinee Coninebae seesisie BieGeiPiasies i B s e v
PRRSV 34548/2017 ...... T onioe sl ia bieiaie aiesi aielete arde CCCiniawTuinisiaminise Besismsmaiasinee Gs7:05Cosvasoeins
PRRSV. 35302/2017 .axaasviases owas s s wumisssissas CinCuvaaPoamaaraiua Riavarars wrataasais e Gzl Cuunsaweas

LV 13824 LV 13879

Porcilis P/Wild P Disc R

Porcilis TTGGCGGGCGGTATGTACTCTGCAGCGTCTACGGCGCTTGTGCTTTCGCAGCGTTCGTATGTTTTGTCATYCGTGC
PRRSV 34040/2017 SCRLToRe:aan sies siinie e BEaS T s alesin . . . . . . PesGavivia Biovrara oierniasvern siaie Posisie
PRRSV 34548/2017 OB e araeiiae wiaie wieeiaa Ric sk eoeede AsicBaioio s wreie CoiDaiBawives Chovs o oresare eracee ire L ieeaa
PRRSV: 35302/2017 CR..cvsciosssisessaosa R, e AeiaBelers aie ool e Geoaieivie G e oo o Tasem o i s [

5. abra: A primerek és a vizsgélathoz hasznélt probak helyzete a vizsgélt vad tipusu
genetikai variansokhoz képest. A referencia szekvencia sorrend a Porcilis MLV,
mely a szurkével jelolt rész a forward és reverse primerek szekvencigjat jeldlik, mig
a sarga és zdld arnyalatd rész a Porcilis MLV és vad tipusu specifikus prébak

(Fornyos és mtsai., 2022)

4.2.4.4 Arendszer specificitasa és érzékenysége

A rendszer érzékenységét a Porcilis MLV torzsbél és a telepspecifikus vad tipusu virus
PRRSV 30040/2017 NEBIH toérzsbél (els6 PRRS izolatumbdl szarmazd virustdrzs)
rekombinans RNS standard kopia szama alapjan hataroztuk meg.

A rekombinans RNS standardok el6allitasahoz hagyomanyos RT-PCR-t végeztiink ORF5
specifikus primerekkel (Balka és mtsai., 2008), ahol a specifikus T7 promaéter szekvenciat
adtunk az 5 vég forward primerhez (1. Tablazat). Az amplikonokat gélen futtattuk és
QiaQuick Gel Extraction (Qiagen, Hilden, Németorszag) kittel tisztitottuk. A tisztitott DNS-t
RNS-sé irtuk &t a MEGAscript® T7 Kit-et hasznalva (Ambion, Austin, TX, USA). Egy
Nanodrop ND 1000 miszer (Wilmington, USA) segitségével meghataroztuk a higitatlan
hatékonysagot E= 10(-1/s) -1 képlet alapjan hataroztuk meg, ahol E hatékonysagot az s pedig
a meredekséget jelenti. A standard gorbéket a fenti RNS standardok tizszeres RNS
higitasainak teszteredményeit felhasznélva allitottuk fel.

A teszt specificitasat a Porcilis MLV és a PRRSV 30040/2017 PRRSV NEBIH torzsek
sorozat higitasaval értékeltik. Kulénb6zd sertés kérokozokat hasznaltunk a PRRSV
elkllonité rRT-PCR vizsgalat keresztreakcidinak kizardsa érdekében. A felhasznalt sertés
virusok a kovetkezbek voltak: sertés circovirus 2-es tipusu, sertésinfluenza virus (H1IN1,
H3N2), afrikai sertéspestis, klasszikus sertéspestis, sertés léguti koronavirus, Aujeszky-

betegség virusa, sertés parvovirus és a sertés citomegalovirus.
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4.2.45 Vegyes fertézés kimutatasa DIVA PCR modszerrel

Azokban az éallomanyokban, amelyekben az MLV vakcindzast alkalmazzak a PRRSV
elleni védekezésre vagy a mentesités elésegitésére vegyes fert6zések fordulhatnak eld,
mivel mind a vakcina, mind a vad tipusi PRRSV-t hosszu ideig hordozhatjdk és dritik,
kuléndsen a fiatal allatok. A DIVA rRT-PCR teszt értékeléséhez két higitasi sorozatot
alkalmaztunk, amelyeket valtozé képiaszammal 10! és 108/ul kozott kereszttitraltunk a
Porcilis MLV és a telep-specifikus vad tipusi PRRSV kimutatasara. A masodik |épésben
ugyanezeket a higitasi sorozatokat hasznaltuk, de most allandé képiaszamia masik virust,
10%/ul képiaszamU mintaval mértiink. Ezeket a keverékeket DIVA PCR vizsgalatnak vetettiik
al4, hogy az érzékenységet dsszehasonlitsuk az egy PRRS virust hasznal6 prébakéval, mint

templat.

4.2.4.6 A diszkriminativ TagMan rRT-PCR médszer optimalizalasa
A rendszer optimalizdlasa soran célunk az volt, hogy elérjik alacsony Ct érték és
legmagasabb fluoreszcencia jel hasznalataval a fix templat szintet (10* kopiaszam). Elsé

sz 7

lépésben a forward és reverse primerek négy koncentracidjanak (100-600 nM)
fluoreszcenciat mutaté primer koncentracié volt tesztelve négy kilénbdzé TagMan préba
koncentracioval (100-400 nM). A legoptimalisabb koncentraciok kombinacidja 600nM a
primereknek és 400 nM a probaknak. Az annealing hémérsékletet is meghataroztuk és 50

°C-on hasznaltuk a tovabbi vizsgalatokban.

4.2.5 Szekvenalas

A PRRSV virulencigjat tdbb genomialis régié is befolyasolja, ezért is lenne fontos a teljes
genom szekvendlasanak elvégzése. A teljes genom szekvenalasara ezen munkank
keretében nem nyilt lehetéséglnk, ezért a pozitiv mintakban az ORF5 és ORF7 régiok
szekvenalasat végeztik el, hogy megerdsitsiik és igazoljuk a mentesitési eljarasban eldirt
diagnosztikai vizsgalatok eredmeényeit. A szekvenalas azért is birt ekkora jelentéséggel, mert
vissza tudtuk ellenérizni a DIVA PCR altal kapott pozitiv eredményeinket, akar vakcina akar
vad tipust virus esetén. A virdlis 6rokitbanyag felsokszorozasat RT-PCR technikaval
végeztik el. A pozitiv mintdkon diagnosztikai primerekkel az ORF5 és ORF7 régiok PCR
vizsgalatat hajtottuk végre. Az igy kapott terméket TBE pufferben oldott, 2 pl Midori green
Advance DNA Strain (Nippon Genetics Europe GmbH, Németorszag), 1%-0s alacsony
olvasadpontl agar6zgélben (Agarose Gel, Bio-Rad, USA) elektroforetizaltuk 100 V

feszlltséggel 30 percen keresztil. Az amplikonok helyzetét 302nm UV atvilagitassal DNS
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létra segitségének hasznalataval hataroztuk meg. A terméket tartalmazo géldarabot kivagtuk
és a QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Németorszag) segitségével kivontuk a DNS-t.

A szekvenalast fluoreszcens festékekkel jelélt didezoxi-nukleotidok szalépitésén alapuld
modszerrel (az allategészségligyi szempontbol kiemelt jelentéséggel bird mintakbol)
Beckman Coulter GenomeLab GeXP Genetic Analysis System késziléken végeztik. A
generalt PCR termékekbdl cDNS konyvtarakat készitlink, a kilonb6z6 torzsek egyedi
megjelblésével (vonalkddozas/indexelés). Ez az eljaras lehetévé teszi tébb virus genom
egyideji szekvendlasat a nagy atereszt6képességli Uj generaciés DNS szekvenald
(Beckman Coulter GenomeLab GeXP Genetic Analysis System, USA) készuléken. A nyers
szekvencia adatok kiértékelése a CLC Genomics Workbench, illetve Geneious programok

segitségével tortént.

4.3 A DIVA PCR gyakorlati alkalmazasa

4.3.1 Sertéséllomanyok vizsgalata

A vizsgalatot Magyarorszagon végeztik, olyan sertéstelepek bevonasaval, amelyek részt
vettek a PRRS mentesitési programban. 2017 és 2019 kozott 38 447 kilénbdzd
korcsoportbdl szarmazo mintat vizsgaltunk meg kereskedelmi forgalomban kaphaté ViroReal
PRRS Virus EU & NA 1.1 Kit (Ingenetix GmbH, Ausztria) segitségével, olyan telepek
részvételével, melyek az immunizaciés programjukat él6 virusos vakcinaval végezték. A
vizsgalt telepek féként nagylzemi, 300-2500 kocabdl &llo, fialastdl a vagasig rendszerliek
voltak eltéré fert6zottségi statusszal. Azéta az immunizalas folyamatosan térténik él6 és/vagy
inaktivalt PRRS vakcinakkal. 2017-t6l csak a tenyészallomanyt oltjak.

Az ¢él6 vakcindk esetében a Porcilis MLV®-t hasznaltdk. Az allomanyt heti
rendszerességgel laboratoriumi ellendérzéseknek vetették ala a PRRS virus allomanyon belili
terjedésének kimutatasara. Minden sz(iré valds ideji RT-PCR pozitiv mintat megvizsgéaltunk
megerdsités céljabdl a diszkriminativ TagMan PCR mddszerrel. A vizsgalatokkal vad tipusu
PRRSV-t és az MLV vakcinat lehet azonositani. A DIVA Real Time PCR moddszerrel a
korcsoportok PRRS statuszardél kaptunk informaciét. A mddszer alkalmas volt a telepek adott
technoldgiai Iépése el6tt megmondani, hogy a vizsgalt korcsoport vad PRRSV fert6zo6tt-e. Ha
egy koca pozitiv eredményt adott telepspecifikus PCR-rel PRRSV-re a 2-4 hetes valasztas

el6tti malacait leselejtezték.
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6. abra: A PRRS mentesitési programban résztvevé telepek vizsgalati protokollja.

4.3.2 Vizsgalatban résztvevé telepek és jellemzbik
A vizsgalatokba bevont valamennyi sertéstelep nagylétszamau, arutermelé tenyészallomany

volt.

4.3.2.1 ,A’telep

Annak értékelésére, hogy 2%-0s prevalencia és 95%-0s megbizhatdsagi szint teljesuljon,
valamint, hogy almonként legalabb egy malac mintavétele elegendé-e a virusmentesség
megbizhaté megallapitasahoz vizsgalatainkat az ,A” nagymeéretl telepen végeztik. Ez egy
2000 kocas elléstél a valasztasig tartd telep, amely cég két masik, neveldsertést termeld
allomanya szdmara biztosit valasztott malacokat a tarsasaggal szerz6dott hizotelepek
szamara (tobb telephelyes rendszer). Az ellés folyamatos volt a telepen, nevelésbe vétel
viszont nem volt engedélyezve. Ehhez a vizsgalathoz a mintakat gyenge (gyengébb)
malacokbdl vette a telepet ellaté allatorvos. A mintavétel idépontjat egy héttel a valasztas
altalanos idépontja (28 napos) elétt terveztiik.

Az ,A” Farm PRRSV-mentes telepe 2018 kdzepén vad tipust PRRS-1 virussal fert6z6dott
meg, amit az ORF5 gén szekvenalasa is megerfsitett. A betegség klinikai tlinetekben
(vetélés, halvasziiletés) nyilvanult meg. A 2000 kocas telep 6sszes tenyészallatat kétszer
immunizaltak él6 moddositott, gyengitett vakcinaval (Porcilis PRRS, MSD Animal Health)
2018. november 14-én és 2018. december 13-an 4 hetes id6kdzzel. Késébb allomanyzarast
alkalmaztak (nem kerult sor ujonnan beallitott kocasuld6ék bevezetésére, és az utédok nem
lettek beoltva).

A teljes kocapopulacié vakcinazasat kévetéen 2019. januar végétdl februar kbzepéig a
valasztaskori malacok minden alomjanak egy egyedébdl vettiik, melyet PRRS ellenanyag
ELISA és PRRSV PCR vizsgalatnak vetettik ala. 2019. februar kézepétdl majus végéig a

mintaszamot almonkénti egy malacrél almonként harom malacra noveltik.
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43.2.2 ,B”és,C”telep

Annak meghatarozasara, hogy a DIVA PRRS PCR vizsgalatot hogyan illesszuk be a
rendszeres monitorozasi Utemtervbe vizsgalatainkat a ,B” és ,,C” telepeken végeztik.

A B’ telep 870 kocabdl allé allomany az elléstdl a vagasig tipusu rendszerrel. Ebben a
gazdasagban 2008-ban tortént a PRRSV fertézddés. 2008 és 2015 kozott haromféle vakcinat
hasznaltak a gazdasagi veszteségek csokkentése érdekébe: két inaktivalt (Progressis, Ceva
Santé Animale és Ingelvac PRRS KV, Boehringer Ingelheim Animal health) és egy él6
attenualt vakcinat (Porcilis PRRS).

A PRRS mentesitését 2015-ben inditottdk el az allomany tdmeges vakcinazasaval
kétszer, 4 hét kulonbséggel a teljes tenyészallomanyt (kocak, kocasulldék, kanok és 2
hetesnél id6sebb utddok). Az allomany vakcinazasat elsé alkalommal 2015. junius 15-e és
16-a kdzott végezték el, amikor kdzel 8500 sertést oltottak be. Masodszor pedig 2015. jalius
14-e és 15-e kdzott 8200 sertést oltottak be. Porcilis PRRS-t hasznaltak az immunizélashoz.
Ezt kdvetéen a mentesitési terv szerint folyamatos termeléssel, a szeropozitiv tenyészkocak
folyamatos kiselejtezésével és pétlasaval, a hizlalas végére az Ujszulott generacié PRRSV-
mentes statuszanak megbrzésére torekedtek.

Az oltasi protokolljuk a kdvetkez6 volt:

1. 2 hetes korban az dsszes malac

2. 180 és 210 napos kocasuldé

3. minden 60 napos vemhes koca

4. minden koca ellés utan 6 nappal

5. negyedévente minden kan
2015 végeétdl a mentesitési program el6rehaladasanak nyomon kovetése érdekében
almonként 5-7 nappal a valasztas el6étt egy malac vérmintajat vizsgaltuk ELISA-val és
altalanos PCR-rel. 2018 szeptemberétdl a laktacios idészak alatti vakcinazast leallitottak, a
malacokat 4-5 és 9-10 hetes korukban Porcilis PRRS-sel oltottdk be. 2018 aprilisatél a
tenyészallomanyt haromhavonta immunizaltak. 2018. december 12-t6] a megfigyelési
rendszer almonként harom vélasztott malacra moédosult, 3-5 nappal az elvalasztas el6tt.

A ,C” telep egy 1400-as létszamu kocés, fialastol vagasig tartd tenyészallomany, amely
2003-ban fert6z6doétt meg PRRSV-1-gyel. A fertézést kdévetbéen az immunizalast
folyamatosan végezték él6 és/vagy inaktivalt PRRS vakcinakkal a kulonbdzé oltasi
gyakorlatoknak megfeleléen. Az él6 vakcinak kézll csak a Porcilis PRRS-t alkalmaztak. Az
allomanyt rendszeres laboratériumi ellenérzésnek vetették alda a PRRS virus allomanyon
bellli terjedésének kimutatasara.

Kezdetben ugy tint, hogy a malacok hosszu ideig (7-8 hdnapig) PRRSV-mentesen
nevelhetdk, akar a hizlalasi id6szak végeéig. 2016 végétél azonban kiderult, hogy a PRRSV

nagyon elterjedt az allomanyban, beleértve a valasztott malacokat is, amit az ORF5
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szekvenalas mutatott ki. 2017 januarjaban, februarjaban és majusaban minden kocat
Gjraimmunizaltak, majd a 6/60 program kovetkezett (a kocakat a vemhesség 60. napjan és
az ellés utani 6. napon Porcilis PRRS-sel immunizaltak). Az elvélasztds utdn az 5 hetes
malacokat ugyanazzal a vakcinaval vakcinaztak. 2018 januarjatdl minden valasztas el6tt 5-7
nappal almonként harom malac szérummintajat tesztelttk PRRSV PCR-rel. Az alom
leggyengébb (valoszinlleg fertézott) malacait valasztottuk ki vérvételre. Ezek kozil a pozitiv
mintakat DIVA PRRS PCR-rel vizsgaltuk. Ha a DIVA PRRS PCR vad tipusu vagy
vakcinavirus jelenlétét jelezte, szekvenalast is végeztink. 2018 szeptemberétél minden
olyan kocat, amelynél PCR-vizsgalattal kimutattuk a vad tipusi PRRSV jelenlétét, az

utddaikkal egydtt leselejteztek.

4.3.2.3 ,D”telep

Az alabbi vizsgalat egy 850 koca létszamu, fialastdl vagéasig tipusu sertéstelepen (,D"
telepen) tortént. A telep Magyarorszag egyik legnagyobb sertéssiriiségl régidjaban
talalhaté, amely 2014-ben a leginkabb érintett volt PRRS-sel. A telepen ugyanabbdl az
allomanybdl tenyésztésre szant malacokat neveltek. A termékenyités vasarolt spermaval
tortént. Az ellés folyamatos volt, a malacok &atlagosan 4 hétig (legfeliebb 32 napig)
tartézkodtak a malac nevel6ben. Az elvélasztas utan a tenyészkocakat ugyanabban a
légtérben tartottak, de fizikailag elkilonitve a hizéallomanytél. A dedikalt épliletekben torténé
hizlalas 70 napos kor koril kezd6dott, 26-30 kg testtémeggel, all in all out médszerrel. Minden
hizlalé épiiletben 2 db hizlal6 helyiség volt szabad térben. A sertéseket 100-115 kg-os
tomeguk elérésekor adtak el vagasra.

A gazdasag 2018 januarjaig nagy gazdasagi karokat okozé fert6z6 betegségektdl (tdbbek
kozott Aujeszky-betegség, brucelldzis, sertésleptospirézis, PRRS, mikoplazmézis,
aktinobacillézis, torzité orrgyulladas, sertésdizentéria és rih) mentes allomanyokkal
mikodott. 2018 januarjaban azonban az allomany PRRS virussal fert6z6dott meg. A
menedzsment dontése az volt, hogy a PRRS-t meg kell sziintetni, de nem gazdasagi
megkozelitéssel. A mentesitési terv célja egy stabil PRRS mentes tenyészallomany
létrehozasa volt belsé jarvanyvédelmi intézkedésekkel, a folyamatos monitorozas specifikus
laboratériumi vizsgalatokkal és aktiv immunizalas. Ebbdl a célbdl a teljes allomanyt 2018.
februar 9-10-én immunizaltak, majd ezt 4 héttel késébb megismételték. Minden 1 hétnél
id6sebb malacot szintén immunizaltak. Ezt kovetéen a tenyészallomany minden egyedét 3
havonta immunizalték, a malacokat valasztas utan és 6-7 hetes korukban a malac nevel6ben.
2020 decemberében a tenyészéllomany immunizalasat befejezték, belsd biobiztonsagi
ellenérzési médszerekkel és laboratoriumi vizsgalatokkal végzett folyamatos monitorozassal
biztositottak a tenyészallomany PRRS virusmentességét. Monitoring teszteket (ELISA és

PCR) végeztink 2019 végétél a kovetkez6 csoportokban: i tenyészallatok: féléves
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kontrollvizsgalatok; ii. valasztott malacok: almonként 3 sertés (az alom leggyengébb egyedei)
valasztas elétt; iii. el6hizlalt malacok: 60 malac nevelénként az elénevelés végén (70-80
napos, még elénevelésben [évd); iv. hizdsertés: 60 sertés a hizlalasi fazis végén a hizé

istalléba torténd telepitést kdvetden.

4.3.2.4 Statisztikai elemzés

A statisztikai elemzést a 4.2.0 verzidju R szoftverrel végeztik. A Fisher-féle egzakt prébat
hasznaltuk a PCR-pozitiv eredmények aranyanak dsszehasonlitdsara a vizsgalt
gazdasagokban alkalmazott kilénb6z6 modszerek kozott; a <0,05-0s P-értékeket

statisztikailag szignifikAnsnak tekintettik.
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5 Eredmények
5.1 Porcilis PRRS Vakcina
5.1.1 ORF5 szekvencia vizsgalata

Magyarorszagon a Porcilis PRRS vakcina els§ forgalomba hozatali engedélyének
idépontja: 2002. majus 6. A PRRS virus szekvenaldsa 2003-ban mar megkezd&dott, de
annak a rendszerszintli felhasznaldsara csak 2014-t6l, a PRRS mentesités megindulasat
kovetden kerilt sor. A 2342 vizsgalt PRRSV ORF5 szekvencia kozil 618-rol derlt ki, hogy
legalabb 98%-ban hasonl6sagot mutat a Porcilis PRRS vakcinaban talalhat6 virusttrzzsel.
Ezen szekvenciak kdzul 328 (53,1%) volt 100%-ban azonos a vakcinaban el6fordul6 ORF5
szekvencigjaval, 264 (42,7%) 99,1 és 99,9% kozotti hasonlésdggal rendelkezett, és 26
(4,2%) esetben a hasonldésag 98-99%-o0s kdzott volt. Figyelemre méltd, hogy a Lelystad torzs
az utébbi csoportba tartozik (7. bra).

A szekvencidk eredetének vizsgalata soran azt talaltuk, hogy a vakcinazott és nem
vakcinazott szopos malacokban, a battérias életkorban vakcinazott malacokban, valamint a
karanténozas soran kétszer immunizalt, majd azt kdvetéen 2-3 hét mulva tortént vérvételbdl
szarmaz6 273 szekvencia kozul 270 esetében a kimutatott szekvencia hasonlésaga az
eredeti vakcina virustdrzsben talalthoz képest tobb mint 99% volt.

Azon hizételepek esetében, amelyek hazai eredetli hizéalapanyagot kaptak, 104
szekvenciat hataroztunk meg. Ezek kozil 102 esetben a kimutatott szekvencia 99 %-nal
nagyobb mértékben volt hasonlé a Porcilis PRRS vakcindban talalhaté virus ORF5
szakaszdhoz. Ezen allomanyok esetében minden alkalommal Porcilis PRRS immunizalas
tortént.

A Porcilis PRRSV vakcina magas genetikai stabilitasat filogenetika fa alapjan erdsitettiik

meg és nem azonositottunk telepspecifikus torzseket (8. abra).
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Porcilis

26

m 100%-0s hasonldsag
= 99-100%-0s hasonldsag

= 98-99%-0s hasonldsag

Amervac

4

® 100%-0s hasonldsag
= 99-100%-0s hasonldsag

® 98-99%-0s hasonlésag

Reprocyc

m 100%-0s hasonldsag
= 99-100%-0s hasonlésag

= 98-99%-0s hasonldsag

7. abra: A vakcina ORF5 szekvenciainak eloszlasa és hasonldésdga a GenBankban
talalhat6é standard térzzsel (Balint és mtsai., 2021)
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- Porcilis

8. A&bra: A Porcilis PRRSV vakcina genetikai stabilitasa filogenetikai fa alapjan (A
kulénb6z6 szinek, vonalak a Porcilis vakcina eltérd genetikai csoportjait jeloli) (Balint
és mtsai., 2021)

5.1.2 ORF7 szekvencia vizsgalata

A Porcilis PRRS vakcina él6, attenualt PRRS DV virustérzse ORF7 szekvencidja 100%-
Lelystad-virus a PRRS 1 genotipusadnak referens (vadvirulens) tdrzse, amelyet el6szor
eurdpai PRRS jarvanyok soran mutattak ki (41/1997. (V.28:), 1997 FM rendelet). Ennek
megfeleléen gondosan meg kell vizsgéalni, hogy egy allomanybdl kimutatott PRRSV ORF7
szekvencia szarmazhat-e a mintavételt megel6z6en végzett Porcilis PRRS vakcina
alkalmazasabdl. A gyarté leirasa szerint a vakcina virus a vakcinazas utan 5 hétig is trilhet
a vakcinazott allatokbdl, azonban ez az idészak nagyobb populacidban hosszabb ideig is
tarthat.

Osszesen 478, kiilonbdzé hazai sertésallomanybdl, valamint a GenBankban talalhato
PRRSV ORF7 szakasz szekvencidi kozil valasztottuk ki a Porcilis PRRS vakcina virustorzse
ORF7 szakaszaval jelentés mértékben egyez6 ORF7 szekvenciaju PRRSV térzseket. A
Porcilis PRRS vakcinaval oltott magyar sertésallomanyok kozil 29 (56,9%) PRRSV ORF7
szekvencigja 100%-ban megegyezett a Porcilis PRRS vakcinattrzzsel, illetve Lelystad tdrzs
ORF7 szekvenciajaval. Tizennyolc (35,3%) és négy (7,8%) szekvencia 99,1-99,9%-ban
illetve 98-99%-0s hasonlésagot mutattak a vakcinatdérzzsel. Mind az 51 PRRSV ORF7-
szekvencia olyan allomanyokbdl szarmazott, amelyeket Porcilis PRRSV-vel vakcinaztak (9.
abra).
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Porcilis

= 100%-0s hasonldsag

= 99-100%-0s
hasonldsag
m 98-99%-0s hasonldsag

Amervac

m 100%-0s hasonldsag

. = 99-100%-0s
hasonldsag
= 98-99%-0s
hasonldsag

Reprocyc

® 100%-0s hasonldsag
0 ® 99-100%-0s hasonldsag
m 98-99%-0s hasonlésag

9. abra: A vakcina ORF7 szekvenciainak eloszlasa és hasonldésdga a GenBankban

talalhaté standard torzzsel (Bélint és mtsai., 2021)



5.2 Unistrain PRRS Vakcina (korabbi nevén Amervac)

5.2.1 ORF5 szekvencia vizsgalata
Az Unistrain PRRS vakcinat (az Amervac PRRS vakcinat) forgalomba hozatalanak ideje:
2004. 4prilis 28. 2019 végéig 2342 PRRSV ORF5 szekvencia dsszehasonlitasat végeztik el,
ezek kozul 179 olyat taldltunk, amely legalabb 98%-0s hasonlésagot mutatott az Unistrain
PRRS-vakcinaban |év6 térzzsel. A megvizsgalt szekvencidk kozil négy (beleértve az
Amervac és Unistrain vakcinatdrzseket, valamint két nemzetk6zi szekvenciat: DQ345725.1
[MLV vakcina] és JQO040769.1 [ANO708EU 1 Kklén]) esetében a vakcinatdrzs ORF5
szekvencidja 100%-0s egyezést mutatott. 99,1-99,9%-0s hasonlésagot 70 (39,1%)
szekvencia esetében tapasztaltak, 98-99% kozotti hasonldésagot 105 (58,7%) szekvencidban
figyeltek meg (7. abra). A magyar sertéséllomanyokban kimutatott ORF5 szekvenciak kozul
egyik sem volt 100%-ban azonos a négy fenti szekvenciaval, illetve az Unistrain PRRS-
vakcinaban taldlhat6 PRRSV-t6rzs szekvenciajaval.
Azon tenyésztelepeken, ahol a mintakban az Unistrain PRRS vakcina virussal legalabb 99
%-ban megegyez6 ORF5 szekvenciat mutattunk ki, valamennyi esetben ezt az oltdanyagot
alkalmaztadk a PRRS elleni immunizalasra. A tenyésztelepekhez hasonl6an a legalabb 99 %-
ban megegyezd szekvenciat mutaté hizételepekrél szarmazdé mintdkban, (amelyek
Magyarorszagrol vasaroltak hizéalapanyagot), minden esetben Unistrain PRRS vakcinazast
alkalmaztak. Tovabb4a, Unistrain PRRS vakcinat hasznaltak valamennyi tenyész- és hizé
telepen, ahol az izolalt térzs 98,1-98,9%-0s hasonlésagot mutatott a vakcinatorzzsel (7.
abra). A tovabbi adatelemzés feltarta, hogy 79 szekvenciat mutattunk ki a vérmintakban,
amelyek a vakcinazast kovet6 3-10. héten a ndvendék sertésekbdl szarmaznak. Ezek kozil
48 szekvencia <99%-0s hasonlésagot mutatott az Amervac vakcinavirustdrzzsel. A
fennmarad6 szekvenciak >99%-0s hasonlésagot mutattak. Osszesen 30 szekvencia
szarmazott oltatlan szopds malacokbdl vagy elénevelt sildékbdl, amelyeknek a kocait
vemhességuk alatt immunizaltak. Az emlitett esetek kozil 26 esetben az ORF5 régi6
kevesebb, mint 99%-0s hasonldésdgot mutatott az Amervac vakcinavirus térzsével, mig a
fennmarado esetekben a hasonlésagi érték 99,07% és 99,54% kdzott mozgott.

Az Unistrain PRRS-vakcina genetikai heterogenitasat megerésitettik a filogenetikai fa
diagram mobdszerével. A rendelkezésre all6 adatok telepspecifikus genetikai vonalak
kialakulasat és evolucidéjat mutattak, melyek kilénb6z6 mértékd hasonlésagot mutattak az

eredeti vakcinatorzshoz képest (10. 4bra).
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Amervac

10. abra: Az Unistrain (Amervac) PRRSV vakcina genetikai stabilitasa a filogenetikai fa
alapjan (A kulénb6zé szinek, vonalak az Amervac vakcina eltéré genetikai

csoportjait jel6li) (Balint és mtsai., 2021)

5.2.2 ORF7 szekvencia vizsgalata

Arendelkezésre allo 478, PRRSV ORF7 szekvencia elemzése soran 29 olyan szekvenciat
azonosittunk, amelyek nagyobb, mint 98%-0s hasonl6sagot mutattak az Unistrain PRRS-
virustorzzsel. Hét szekvencia 100%-ban megegyezett az Amervac PRRSV ORF7
szekvencigjaval, ebbdl 4 esetben a tenyészallomanyokban, vagy hizéalapanyag el6allitasa
soran alkalmaztak Amervac vakcinat, 1 esetben nem talaltunk adatot e vakcina
hasznalatarél, 1 szekvencia pedig a Pyrsvac (gyartdja a LABORATORIOS SYVA), egy
Magyarorszagon nem toérzskonyvezett él6, attenualt PRRS vakcina génbanki adata volt. 12
esetben a szekvenciak nagyobb, mint 99 %, de kisebb, mint 100 %-ban egyeztek az Amervac
PRRSV ORF7 szekvencigjaval. Kozilik 10 esetben az allomanyban az Amervac vakcinat
hasznaltak. Egy minta esetében, egy 16 hetes életkori sertést korabban ugyan nem
vakcinaztak, de a kocaallomany a valasztas el6tt 10 nappal, Unistrain vakcinat kapott. A
fennmarad6 harom szekvencia kdzil kettd importalt el6hizokbdl szarmazott, egy pedig egy
spanyol PRRSV (65 _2 Spain_1991) volt a Genbankban. Tiz esetben a szekvencidk az
Amervac PRRSV ORF7 szekvencidjaval 98%-nal magasabb, de 99%-nal alacsonyabb
mértékl hasonlosagot mutattak (9. abra).

Az Amervac vakcinaval technoldgiaszerlien immunizalt 3 allomany koézlul az egyikben
(PRRS virussal fert6z6dott, fialastol a valasztasig tipusu tenyésztelepen), haromszori, teljes

allomanyra terjed6, Amervac immunizalasat kdvetéen az utodallomany vizsgalata soran
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mutattuk ki az Amervac-hoz nagymértékben hasonlé (nagyobb, mint 99 %, de kisebb, mint
100 %) szekvenciat. Az emlitett telepen Osszefiiggésében egy all-in-all-out rendszerben
mikédd hizdéallomanyban, az elébbi teleprél vasarolt és 3 hetes életkorban Amervac
immunizalasban részesilt allatokbol keriilt az Amervac-hoz hasonl6 (nagyobb, mint 99 %, de
kisebb, mint 100 %) szekvencia meghatarozasra. A harmadik esetben a fialastdl vagasig
tipust tenyész telepen, ahol az anyakocdkat a vemhesség alatt Unistrain vakcinaval
immunizaltdk, 8 hetes életkori malacbdl tortént a kimutatds. A fentiekben ismertetett 3
szekvencia jarvanytani eredete igazolta az Amervac vakcinatérzs ORF7 szekvenciajaval
99,53 %-0s hasonlosagot. Ezekben az esetekben is valészinisithet, hogy a mintakbdl az
immunizalaskor alkalmazott él6, attenualt vakcina virustorzset, illetve annak kismértékben

eltérd valtozatat mutattuk ki.

5.3 ReproCyc PRRS EU Vakcina (és a nem adjuvalt valtozata, PRRS FLEX EU)

5.3.1 ORF5 szekvencia vizsgalata

A Reprocyc PRRS EU és az Ingelvac PRRS FLEX EU vakcindk méar a mentesitési
program bevezetését kdvetden, 2015. februar 24.-én kaptak forgalomba hozatali engedélyt
Magyarorszagon. Mindkét vakcindban a PRRSV 94881 torzse taladlhato, mely a Boehringer
Ingelheim Vetmedica GmbH terméke. A PRRS FLEX EU (nem adjuvalt) vakcinat a malacok,
mig a Reprocyc PRRS EU (adjuvélt) vakcinat a tenyészkocasuld6k immunizalasara
hasznaljak (Nébih - Vakcinak hasznalati utasitésa,

https://atiportal.nebih.gov.hu/docs/4578/hasznut.pdf ,

https://atiportal.nebih.gov.hu/docs/4579/hasznut.pdf ).

Vizsgéalatunkban 2342 PRRSV ORF5 szakasz elemzése soran 35 szekvencia mutatott
legaldbb 98%-0s hasonlésagot a ReproCyc PRRS EU vakcinaban talalhatd virustérzzsel.
Ezen szekvenciak kozil harom (8,6%) teljesen azonos volt a vakcinatérzs ORF5
szekvencigjaval. 11 (31,4%) és 21 (60%) szekvencia esetében a hasonldsag 99,1 és 99,9%
kozotti, valamint 98-99% kozoétti volt. (7. dbra). A részletes jarvanyilgyi elemzés soran
megallapitottuk, hogy két hazai szekvencia 100%-ban megegyezett a Reprocyc PRRS-
vakcinaban lévé PRRSV-tbrzzsel. Ezt a két szekvenciat olyan hizotelepen tartott sertésekben
mutattak ki, ahol az allatok nem voltak PRRS FLEX vakcinaval immunizalva, de abban az
éplletben, ahol ezeket az allatokat tartottak a fent emlitett vakcinaval immunizéaltak. Ezen a
telepen a fenti két szekvenciaval egyidében, csak mas éplletekben tartott allatokbo6l —bar
nem 100 %-o0s hasonlésaggal — de 99% és 100 % kozotti hasonldésaggal 5 szekvenciat is
meghataroztunk. A tovabbi 6 szekvencia olyan tenyésztelepekrdl szarmazott, ahol a
Reprocyc vakcinat alkalmaztak a mentesitési programjuk megvalésitasahoz. A 98,1-98,9%-

0s hasonlésdgot mutatd csoportban volt egy olyan hizételep, amelynél a Reprocyc PRRS
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vakcina hasznalatardl nem allt rendelkezéstinkre informacio (7. abra). A telepeket befertézé
PRRSV ORF5 szakasza 84 és 85 % koz6tt mutatott hasonlésdgot a Reprocyc vakcinaban
el6forduld virus ORF5 szakaszaval. A filogenetikai elemzések megerdsitették Reprocyc és
PRRS FLEX vakcinak genetikai heterogenitasat, valamint a telepspecifikus genetikai vonalak
kialakulasat (11. abra).

5.3.2 ORF7 szekvencia vizsgalata

478, killénb6zd jarvanytani esetbél, Magyarorszag kiilénb6z6 sertésallomanyaibdl szarmazo,
valamint a vilagban el6forduld és leirt PRRSV ORF7 szakasz szekvenciai kozul
minddsszesen 8-at talaltunk, amely 98 %-nal jobban hasonlitott a Reprocyc PRRS vakcina
virustorzse ORF7 szakaszéra Ezek kozé tartoznak az Ingelvac ORF7 és a Reprocyc ORF7
szekvencidk, amelyek a vakcinabdl szarmaznak és ezzel egyezdek. Tovabbi két mésik
szekvencia, melyek az Amervac és a Pyrsvac vakcinabdl szarmaznak 98,13%-0s
hasonlésagot mutatott a Reprocyc vakcina ORF7 szakaszaval. A fennmaradd szekvenciak
kozil csak egy kapcsolédott a Reprocyc vakcina hasznalatdhoz, mig a tobbi szekvencia az
Amervac vakcina alkalmazaséaval kapcsolatos (9. abra).

ReproCyc

11. &bra: A ReproCyc PRRSV vakcina genetikai stabilitasa a filogenetikai fa alapjan (A
kilénbdz6 szinek, vonalak a ReproCyc vakcina eltérd genetikai csoportjait jeloli)
(Balint és mtsai., 2021)

A 2342 PRRSV ORF5, és a 478 PRRSV ORF7 szekvencia kdzil a fentiekben nem emlitettek
a telepeket fert6z6, a bemutatott vakcinatdrzsek szekvencigjatdl 1ényegesen eltéré olyan
PRRSV térzsekbdl szarmaztak, amelyek vagy a nemzetkdézi Génbanki adatokban
talalhatéak, vagy magyarorszagi sertésallomanyokbdl (tenyész, arutermeld, hizo, kis- és
nagylétszamu telepekrdl) szarmaztak.
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54 A DIVA Real-Time PCR mobédszer specificitasanak és érzékenységének
meghatéarozasa

A rendszer érzékenységét pontos mddszerrel hataroztuk meg a Porcilis MLV torzsbdl és
a telepspecifikus vad tipusu virus PRRSV 30040/2017 NEBIH térzsbél készilt rekombinans
standard RNS kopia szama alapjan. A kimutathatdsagi hatar tiz RNS tiz kdpianak bizonyult
volt a reakcioelegyben, valamint a mddszer lehet6vé tette a linedris kimutatast 101-10” RNS
kdpiaszam/reakcio tartomanyban. Minden mintabdl tizszeres higitast készitettiink 101° és 10°
RNS koépiaszam/ul RNS mentes vizben. Minden reakciét harom parhuzamos méréssel
végeztink, és a cikluskiiszob (Ct) értékek atlagadatait hasznaltuk fel a standard gorbék
felallitasahoz. A PCR hatékonysaga (E) 1 volt, mig a korrelacié hatékonysaga (R?) mindkét
esetben 0,99 volt (12. abra). A mobdszer érzékenységének 0Osszehasonlitdsa a
kereskedelemben kaphaté PRRSV Real-Time PCR-rel 1-3 Ct érték eltérést mutatott ki a
protokoll koncentraciojatol fliggéen a kereskedelmi kit javara.
A teszt specificitasat a Porcilis MLV és a PRRSV 30040/2017 PRRSV NEBIH térzsek sorozat
higitdsaval értékeltiik. Nem volt azonosithatd keresztreakcié még 10'° kdpiaszam/reakciéval
sem és ugyanez elmondhaté mas virusokkal végzett reakciéban is, melyek nem PRRS

virusok.

10 """"I’ """" Prmmm—_—— gUmmemae [N onmsse 2 alaestesiate P mame ' 12 """':’ """" | Attt Jreseene punanese ': """" 1 """" '
""" Ak A R? =0.9953

R*=0.9979 7 ol pomee pmmee b .

___________________________________

34 4

36 + 38 4 i

10* 107 10¢ 10° 104 10° 102 10* 10* 107 106 10% 104 10 102 10t
A Concentration B Concentration

12. &bra: A Porcilis MLV-bél (A) és a vad tipusti PRRSV 30040/2017 NEBIH térzsbél
eléallitott templat RNS tizszeres higitasaval Iétrehozott standard gorbék (B). Az
RNS kopiaszamai az x tengelyen vannak feltlintetve, mig a Ct értékek az y

tengelyen lathatoak.

5.5 Vegyes fert6zés kimutatasa DIVA PCR modszerrel
A vegyes fertdzések kimutatasara a Porcilis MLV és PRRSV 30040/2017 NEBIH RNS
sorozat higitdsanak kombinalasaval tortént. Amikor a mintaban valtozé mennyiségben volt a
két RNS megdgfigyeltiik, hogy a diszkriminativ PCR mindkét virust képes volt kimutatni, ha az

alacsonyabb koncebtraciéja valtozat képiaszdm aranya 0,1% feletti (3. Téablazat). A
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kdvetkezé lépésben a valtozé mennyiségi Porcilis MLV vagy PRRSV 30040/2017 NEBIH
RNS volt elegyitve 10* /ul RNS kopiaszamu ellentettjével. Ugyanazt a tendenciat figyeltik

“ sy

képiaszama kimutatasi hataron volt (10! RNS képia), a 0,1%-0s kdpiaszam aranynal nem

volt lehetséges ennek a PRRSV-nek a kimutatasa.

3. Tablazat: A diszkriminativ PCR hatékonysaga kevert fert6zések kimutatasara,

s

30040/2017 Nébih torzs esetében

MLV/vadvirus szdma  10%/10 107/10° 10°/10° 10°/10* 10*/10° 10%/10° 10%/10’ 10*/10®

Ct érték 12,9/na.  15.8/na. 19,1/31,4 22,5/26,2 27,3/22,1 32,3193 n.a./158 n.a./13,1
MLV/vadvirus szima  10%/10" 10’/10" 10°%/10° 10°/10° 10"/10" 10%/10" 10%/10" 10'/10"
Ct érték 12,3/na. 154/37,4 188/319 22,4/281 256/263 31,3/258 37,8/258 n.a/258
MLV/vadvirus szama  10°/10° 10%/10 10%/10° 10%/10° 10°/10" 10%/10° 10°/10° 10%/10"
Ct érték na/127  36,6/151 31,7/182 27,2/21,7 2509/258 254/29,2 254/382 254/na.

5.6 Diagnosztikai DIVA rRT-PCR mddszer eredményei a vizsgalatban résztvevé
telepek esetében

A mentesités alatt all6 gazdasagban 38477 szérum mintabdl 3164 minta volt PRRSV RT-
PCR pozitiv, melyet els6é kdrben ViroReal PRRS Virus EU & NA 1.1 Kittel (Ingenetix GmbH,
Ausztria) vizsgaltunk meg. Ezeket a pozitiv mintdkat diszkriminativ eljarasnak vetettik ala
rRT-PCR vizsgalattal 2017 és 2019 kozott (4. Tablazat). Az eredmények a diszkriminativ
rRT-PCR vizsgalati eredményeit mind megerdsitették szekvenalassal, ha egyetlen fertézés
tortént, és a Ct érték <32 volt. Vegyes fertbzések esetén, ha a Ct értékek <1 log 10 titer
kuldnbséget mutattak, akar az MLV, akar a vadvirus tipusi PRRSV virust szekvenalassal
erésitettuk meg. Ezzel szemben, ha az arany > 2 log 10 volt, csak a magasabb titer(i virust
azonositottuk szevendlassal. A 2017-es és 2018-as években az ¢sszes vizsgalt 2-4 hetes
malacok specifikus vadvirus PRRSV DIVA PCR eredménye pozitiv volt. Az alkalmazott a
diszkriminativ PCR maddszerrel sikertlt csokkenteni a PRRSV pozitiv (2017-ben 3,1%-rél,
2018-ban 0,9%-ra) egyedek szamat az allomanyokban (4. Tablazat).

A mentesités végéhez kozeledve az utolsé diagnosztikai vizsgalatoknal a PRRS negativ és
csak az MLV pozitiv eredményeket vartunk, és a monitoring soran az allatokban nem
talaltunk vad tipusi PRRSV-t. Minden életkori csoportban a vad tipusi PRRSV pozitivitas
7,4%-r61 (2017) 0,9%-ra (2019) csdkkent, ezzel szemben az MLV PCR pozitivitas 2,1%-rél
(2017) 7,8%-ra (2019) nétt.
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4. Tablazat: A mentesitési program soran a DIVA Real-Time RT-PCR teszttel vizsgalt
telepek pozitiv mintdinak éves és korcsoportos megoszldsa (A PCR pozitiv

eredmények a vakcina- és vadvirus pozitivitast egyuttesen jel6lik).

2017 2018 2019
. ., PCR pozitiv DIVA ,PCR . , PCR pozitiv DIVA ,PCR . , PCR pozitiv DIVA ,PCR
Korcsoportok Mintaszdm vadtipus | Mintaszdm vadtipus |Mintaszdm vad tipus
(%) (%) (%)
(%) (%) (%)
Koca 266 5(1,9) 0(0) 52 0(0) 0(0)
Utdd sertés 60 3(5) 3(5) 118 2(1,7) 0(0) - - -
2-4 hetes szopés malac 1975 89 (4,5) 61(3,1) 8911 97(1,1) 78(0,9) 9906 313 (3,2) 0(0)
6 hetes malacneveld 211 30(14,2) 30(14,2) 2175 317 (14,6) 80(3,7) 4 896 354 (7,2) 9(0,2)
7-9 hetes malacneveld 139 24(17,3) | 22(15,8) 966 163 (16,9) 68 (7) 392 84 (21,4) 0(0)
10-12 hetes malacnevel6 106 21(19,8) 15 (14,2) 1604 413 (25,7) 98 (6,1) 3356 651(19,4) 40 (1,2)
10-24 hetes hizé 395 129(32,7) | 102(25,8) 444 51(11,5) 25(5,6) 2475 418(16,9) | 135(5,5)
Osszes mintaszdm 3152 301(9,5) | 233(7.4) 14270 | 1043(73) | 349(2,4) | 21025 | 1820(87) | 184(09)

56.1 ,A’telep

Eredményeink szerint (,A” telep) a 4 hetes valasztott malacok esetében végzett
vizsgalatok almonként egy allat mintavétele (241 alom 6sszesen) egyszer sem adott PCR
pozitiv vizsgalati eredményt. Szerologiai tesztek alapjan minddssze 56 (7,75%) szeropozitiv
allatot talaltunk 4 hetes korban (5. Tablazat). Ez az eredmény a nem megfeleld kolosztrum
felvételre is utalhat.
2019. februar 18-t6l majus 21-ig a mintavételezést 4 hetes valasztott malacok esetében
almomként harom malacra emeltik. Ebben a konkrét esetben a vizsgalt 2508 malacbdl 20
fialas és 60 db 4 hetes valasztott malac esetében allapitottuk meg a PRRS-re iranyulé PCR
teszt pozitiv eredményét (5. Tablazat). Ennek megfeleléen a 3 malac/alom mintavétel
maodszer szignifikdnsan tobb PCR pozitiv almot mutatott (p< 0,01, Fisher-féle egzakt préba,
R szoftver 4.2.0.)
A 60 PCR pozitiv eset kodzil a 2019. marcius 11-én vizsgalt szopdés malacok kozil egy
alombol harom vérmintdban egy PRRSV ORF7 gént azonositottunk, amely 97,3%-ban
hasonlit a telepspecifikus PRRS virus génjéhez. Ez azt jelenti, hogy a vizsgalt 836 alombdl
csak egy alom (0,12%) volt, amely allomanyspecifikus vad tipusi PRRSV-t hordoz. A
fennmarad6 57 PCR-pozitiv allat mindegyikében a szekvenalas megerésitette a Porcilis

PRRS vakcinattrzs jelenlétét.
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5. Tablazat: Az ,A” telep PCR és ELISA eredményei almonként egy malac és almonként

3 malac diagnosztikai vizsgéalata.

A PRRS vizsgalat eredményei az"A" telepen
1d&tartam Vérminta4 hetes | PRRSV PCR | Vadvirus |Vakcinavirus|ELISA pozitiv
malacokbdl pozitiv pozitiv pozitiv (malacok)
. t1/ | 723 0 0 0 56
minta/alom
(241 alom) (7,75%)
PCR
i t3/ I 2508 60 3 >7 87
minta/alom
PCR DIVA (836 alom) (20 alom, (1 alom, (19 alom, (3,47%)
, alom .
2,39%) 0,12%) 2,27%) 0
PCR
5.6.2 ,B’telep

2019-ben, a malacneveld idészak elején (kb. 35 napos malacok, kb. 2 héttel az valasztas
utan és kb. egy héttel az oltas utan) és a végén (67 napos malacok, pl. tovabbi 4 hét a
malacnevelében, és a nevelésertések masodik vakcinazdsa koril) PRRS PCR és PRRS
ellenanyag ELISA vizsgalatot végeztiink. A 35 napos és 67 napos malacok kozil a malacok
1,18%-a és 5,23%-a volt PRRSV-pozitiv (6. Tablazat). A PCR eredmények azt mutattak,
hogy a PRRSV kimutatasi aranya szignifikansan kulonb6zoétt a két mintavételi periédus kdzott
(p <0,01, Fisher-féle egzakt préba, R szoftver 4.2.0.). A malacneveld szakasz kezdetén 1438
35 napos malac laboratériumi vizsgalata azt mutatta, hogy csak egy allat (0,07%) fert6zétt a
telepre jellemzé vad tipust PRRSV-vel, mig 16 mintaban (1,11%) Porcilis PRRS vakcina
virust mutattunk ki (6. tablazat). 848 (58,97%) malac vérmintaja 35 napos korban pozitiv volt
a PRRS szeroldgiai vizsgélatara, mig 590 allat mar szeronegativnak bizonyult.

A nevelési idészak végén végzett laboratoriumi vizsgalatok (67 napos malacok) 14
esetben (0,93%) jelezték a telepspecifikus vad tipusi PRRSV jelenlétét az allomanyban.
Ugyanakkor 65 (4,3%) esetben Porcilis PRRS-t is talaltak. A vad tipusu vagy vakcina
virustorzsek el6fordulasa nem kiilonb6zott szignifikdnsan a két csoport kzott (p=0,295,
Fisher-féle egzakt préba, R szoftver 4.2.0.). A 67 napos malacok kdzlil 6sszesen 1423 mintat
vizsgaltunk szeroldgiai modszerrel, melyb8l 617 minta (43,36%) mutatott szeropozitiv
eredményt (6. Tablazat). A kolosztrum magas antitestszintjének kilrilési dinamikaja jol

kimutathatd, bar a PRRSV antigének (a telepspecifikus vad tipust PRRSV és az alkalmazott
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vakcinavirus antigén hatdsaval 6sszhangban) a folyamatos replikacié miatt jelentés aktiv

antitest termelést eredményeznek.

6. Tablazat: A ,B” telep PCR és ELISA eredményei almonként 3 malac diagnosztikai

vizsgalata kulonbdz6 korcsoportokbdl.

A PRRS vizsgilat eredményei a"B" telepen
Vérminta | PRRSV PCR Vadvirus |Vakcinavirus| ELISA pozitiv
Korcsoport . . . .
darabszama pozitiv pozitiv pozitiv (malacok)
Va'a:m:;t 3349 “ 1|2 " |3 s ? 2241°
rna ac (1116 alom) alom, alom, alom, (7,75%)
minta/alom) 0,36%) 0,09%) 0,27%)
35 napos 1438 17 . 16 848
(1,18%) (0,07%) (1,11%) (58,97%)
79 14 65 617%*
67 napos 1510
(5,23%) (0,93%) (4,30%) (43,36%)

° 3349 szérum mintabdl 2806 volt ELISA-val vizsgalva

*1510 szérum mintdbol 1423 volt ELISA-val vizsgalva

5.6.3 ,C’telep

2018-ban 6sszesen 32 115 valasztott malacot allitottak elé a ,C” telepen. Ebbdl 8911-et
(27,7%) vizsgéltunk meg (hdrom malac/alom) DIVA PCR-rel PRRSV jelenlétére, és a
pozitivokat szekvenaltuk. A vizsgalt allatok 2971 fialdsra vonatkoztak. A 8911 valasztott
malac kozil 97 (1,09%) volt PCR-pozitiv, ebbdl 78 (0,87%) bizonyult a DIVA PRRS PCR-rel
a telepspecifikus vad tipust virusnak (7. tablazat). Ezt a megallapitast parhuzamos
szekvenalas is igazolta, a Porcilis PRRS-t 19 (0,22%) esetben mutattuk ki. 2018
szeptemberében minden olyan kocét leselejteztek, amelyek 3 hetes malacai vad tipusu
PRRS vadvirusra pozitivoknak bizonyultak.

2019-ben 8466 3 hetes malacbdl vettek mintat és végeztiink PRRS DIVA PCR tesztet.
Vad tipusu virust egyik esetben sem észleltiink, mig 141 (1,67%) esetben talaltuk meg a
Porcilis PRRS vakcina A.U.V (MSD) viruséat. 2018-ban és 2019-ben nem tértént vakcinazas
a fiaztatéban, igy a 3 hetes malacokbdl kimutatott vakcinavirus biztosan nem immunizalt

allatoktdl. A kimutatott vakcinavirusnak kulsé forrasbdl (koca, fertézd targy stb.) kellett
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szarmaznia (7. tablazat). Az utédokon végzett PRRS DIVA PCR tesztek eredményei
megerdsitették, hogy 2018-ban szignifikansan tébb alom volt vadvirus pozitiv, mint 2019-ben
(p <0,01, Fisher-féle egzakt préba, R szoftver 4.2.0.), mielétt a pozitiv kocakat és malacaikat
selejtezték volna (7. tablazat). Sajnalatos mdédon a telep vezetése Ugy hatarozott, hogy a
PRRS és mas kérokozok (mycoplasma, APP, rhinitis atrophicans, sertésdizentéria, riih) miatt
a telepet felszamoljak, majd a populaciot CGjratelepitik, ennek kovetkeztében

medgfigyeléseinket nem tudtuk folytatni.

7. Tablazat: ,C” telep PCR és ELISA eredményei, almonként 3 malac felhasznalaséaval

PRRSYV pozitiv kocak selejtezése el6tt és utan.

A PRRS vizsgdlat eredményei a"C" telepen
Idétartam | Vérminta3 hetes malacokbdl PRRS‘{ F,’CR Vad\flr’us Vakcm-atnrus
pozitiv pozitiv pozitiv
PRRS
Vadvirussal
fertdzott 8911 97 78 19
kocéak (2971 alom) (1,09%) (0,87%) (0,22%)
selejtezése
el6tt (2018)
PRRS
Vadvirussal
fert6zott 8466 141 0 141
kocak (2822 alom) (1,67%) (0%) (1,67%)
selejtezése
utan (2019)
5.6.4 ,D”telep

A DIVA PCR diagnosztikai médszereket alkalmaztuk a ,D” telep esetében is, mely fialastol
vagasig tipusu tenyésztelep. Gyors diagnosztikai moédszereket alkalmazva a selejtezést
kdvetben a cél a vakcindzott mentes PRRS statusz elérése volt.

2019 szeptemberében a ,D” telepen az alabbi intézkedések bevezetésével PRRS-
oltasmentes statuszt (,MV” statusz) kivant elérni. 2018-ban befejezték a PRRS virusfertézés
idépontjaban mar tenyésztésben részt vevd kocak szelektiv selejtezését. A DIVA PCR
tesztek alapjan a virussal fert6zott almokat ado kocak szisztematikus selejtezését végezték.
Hasonloképpen, az Osszes sertést, mely a DIVA PCR-vizsgélattal kimutatott virussal
fert6zottnek bizonyult, életkoratdl fliggetlenil leselejtezték. A diagnosztikai vizsgalatok és az
eredmények kozlése a telep adott technoldgiai [épése elbtt tortént. Rendszeresen elvégeztiik
a laboratériumi vizsgalatokat a sertések életkor szerinti nyomon kovetésére a fiaztatd

istalléban és a hizlalddban, hogy az egyes fazisok sorrendje meghatarozhat6 legyen.
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2020 januarjatol kezdédéen almonként 3 malacot vizsgaltunk meg ELISA, PCR és DIVA
PCR laboratériumi vizsgalatokkal (8. Tablazat). A valasztas el6tti korban a malacok 39%-
anak még volt anyai immunitasa. A vizsgalt almok mindéssze 7,8%-a volt PCR pozitiv, ennek
ellenére két olyan almot talaltunk, amelyben a malacok az allomanyra jellemzé virussal voltak
fert6zottek.

2020 masodik felétdl a vizsgalt beoltott malacok 93%-a szeronegativ, de még ebben a
csoportban is talaltunk 6 olyan allatot, amelyik az allomany vad tipusl virusat Uritette.
Kovetkezésképpen az 6sszes ebbe a csoportba tartozo sertést eltavolitottak a gazdasagbaol.
A 2021-es eredmények lehetévé tették a sertések folyamatban Iévé vakcinazasanak
megsziintetését, miutan azokat a hizé istalloba telepitették. Az elsé olyan hizdsertés, mely
nem kapott vakcinat, 2021 januarjaban kerult a hizlaldaba.

2021 masodik felében nem azonositottunk pozitiv PCR-teszttel rendelkezd elévalasztott
és el6hizlalt sertést (az év els6 felében 36 valasztott malacot és 33 slldét talaltunk PCR-
pozitivnak). A hizok kdrében 2021-ben és 2022-ben is 98 szézalékos volt a negativ PCR
teszt eredmény. A tobbi esetben a kimutatott virus az allomanyban hasznalt vakcina volt. A
szeroldgiai tesztek a mintdk 7-9%-4ban adtak pozitiv eredményt. A megndvekedett
szeropozitivitds hatterében az all, hogy a véddoltast végrehajté munkatarsak nem tartottak
be a bels6 jarvanymegel6zési utasitasokat (beleértve az atoltdézést is). Ez a vakcinavirus
terjedését és az ezzel jar6 szerokonverziét eredményezte egyetlen hizlalé helyiségben. A
folyamatban 1évé ellenérzési intézkedések eredményeként és a rendelkezésre allé vizsgalati
eredmények alapjan a regiondlis hatésagok a gazdasagot 2021 oktoberében a PRRS-t6l

mentes vakcinadzott statuszba soroltak.

8. Tablazat: ,D” teleprdl szarmazo szérum mintak PRRSV laboratoriumi vizsgalata 2020

januar és 2022 augusztusa kdzott.

A PRRS vizsgdlat eredményei a"D" telepen

Vilasztott malacok (3malac/alom) Malacneveld Vagasi korban lévé malacok
EV 2020 2021 2022 2020 2021 2022 2020 2021 2022
ELISA db/% db/% db/% db/% db/% db/% db/% db/% db/%
dsszesen 4761 5049 3456 1930 3058 1977 1632 5277 3721
negativ 2913] 61%| 2763 55%| 2532 73%] 1803 93%] 3027]|99%| 1977| 100%] 515 32%| 4902] 93%] 3377 91%
pozitiv 1848| 39%| 22861 45%| 924| 27%] 127 6,6% 31| 1% 0 0%] 1117 72%| 375 7%| 344 9%
PCR
dsszesen 4761 5049 3456 1930 3058 1977 1632 5277 3721
negativ 4389 92%| 5013] 99%| 3456] 100%) 1639 85%| 3025] 99%| 1977] 100%) 1395 85%| 5157] 98%| 3654] 98%
pozitiv 372 7,8% 36] 0,7% 0 0%] 291 15% 33] 1% 0 0%] 237| 14,5%| 120| 2,2% 67| 1,8%
DIVA PCR
oOsszesen 372 36 0 291 33 0 237 120 67
negativ 9 0 0 6 0 0 0
vakcina virus 357] 96% 36| 100% 0 279 96% 27] 82% 0| 237] 100%| 120] 100% 67] 100%
vadvirus 6] 16%| /] 0 6 2.1%] 0 0 0 0 0
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6 Megbeszélés
6.1 A Magyarorszagon hasznalt vakcindk stabilitasanak jelentésége a PRRSV
elleni védekezésben

A PRRSV-fert6zés magyarorszagi kimutatasa 6ta a sertéstartok elsésorban vakcinazassal
védekeznek a betegség gazdasagi kartételei ellen. Azonban, Magyarorszag volt az Eurépai
Unidban az els6é orszag, amely nemzeti mentesitési programot hajtott végre a PRRS-sel
fert6zott  sertésallomanyok  szervezett ~mddon  torténé  felszamolasara. Az
allomanyfelszamolas jogalapjat a sertésagazat vezetd szerepldivel valo atfogd konzultacidk
eredményeként hataroztdk meg, mely soran a tenyészték, integratorok, szakmai
gyakorlatban jartas szakemberek és tudomanyos szakért6k egyarant részt vettek (Szabd és
mtsai., 2020?). A fert6zott sertésallomanyok felszamolasanak alapelve a gazdasagok kulsé
és bels6 jarvanyvédelmi elbirasainak szigoru betartdsa, az &llomanyok Kkilénbdzé
korcsoportjainak laboratériumi ellenérzése és a PRRS elleni immunizalas (beleértve a

vemhes allatokat, hizékat, eléhizokat is).

Az immunizalas f6 céljai a kdvetkezbk:
(a) a fert6zott tenyészallomany homogén immunstatuszanak kialakitdsa a méhen
bellli és ujszildttkori fertzések megel6zése;
b) az utddok virusmentes felnevelésének elésegitése.
¢) PRRS-virusmentes kocastilddk eléallitasa sajat tenyészallomanyukbol, vagy
kils6é forrasbol, ezaltal a fert6zott tenyészallomanyt virusmentes kocakkal

helyettesitve

A PRRSV ORF5 és ORF7 szekvenciainak meghatarozasa létfontossagt a PRRSV
terjedésének kontrollalasa és megel6zése érdekében, mivel a vizsgalat lehetévé teszi a
fert6zés kockazatanak felmérését, valamint a PRRSV terjedési mechanizmusanak részletes
elemzését. A szekvencidk hasonlésaganak lathatova tételével és a jarvanytani
Osszefliggések megjelenitésével jelentésen javul a szakemberek szamara a jarvanyugyi
folyamatok viroldgiai (molekularisbiologiai) elemzésének lehetésége (Szabd és mitsai.,
2020?).

A szekvencia analizis nagyon fontos a PRRS jarvany vizsgalata szempontjabdl, az egyes
telepek kozotti, valamint az &llomanyon bellli virus terjedés felderitéséhez. Az egyes
korcsoportokban megjelen6 PRRS PCR pozitivitAs biztonsagos meghatarozasa
elengedhetetlen a betegség elleni specifikus védekezés és a mentesitési helyzet
értékeléséhez, hogy el tudjuk kuloniteni a telepen jelen 1évé virulens virustél és az

alkalmazott él6, attenualt vakcina virustdl szarmazoé fert6zéseket (Bgtner és mtsai., 2000).
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Vizsgalataink sordn 2342 PRRSV ORF5 és 478 ORF7 szekvenciat elemeztink. Az él6
attenudlt PRRS-vakcinakban talalhaté virustérzsekkel kapcsolatban a kdvetkez6ket talaltuk:
e az ORF5 szekvencidk kozil 832 szekvencia (35,5%) az adott sertéstelepen
alkalmazott valamely vakcinatdrzzsel 98% feletti homoldgiat mutat
e Avakcina eredetii 832 szekvenciabdl 618 (74,3%) a Porcilis, 179 (21,5%) az Unistrain
(kordbban Amervac) és 35 (4,2%) a Reprocyc vakcina szarmazékanak tekintheté
e A Porcilis eredetl térzsek 53%-a 100%-0s homoldgiat, tovabbi 42%-a 99,1-99,9%
homoldgiat mutatott az eredeti vakcinatdrzzsel. A szekvencidk minddssze 4 %-a
mutatott 98-99% k6z6tti homoldgiat a vakcinatérzzsel
e Az Unistrain eredetl szekvenciak kozul 2% bizonyult 100%-ban azonosnak, tovabbi
39% homoldgidja 99,1-99,9%-0s volt és a szekvenciak 59%-anal a homolégia az
eredeti vakcinatdrzshdz viszonyitva 98-99% volt
teljies mértékben, 31,4% 99,1-99.9 %-ban és 60% 98-99%-ban homol6g a

vakcinatorzzsel.

Ezen eredmények alapjan ugy tlnik, hogy a Porcilis meg6rzi stabilitasat, mig a variabilitas
a Unistrain és a Reprocyc torzsek esetében jelentésen magasabb volt.

Azt is fontos megjegyezni, hogy valahanyszor szentinel allatokat helyeztek hizé sertések
kozé, melyeket korabban Porcilis vakcinaval immunizaltak, a bel6lik kimutatott 19
telepen egydtt tartott oltatlan hizék csoportja és Porcilis PRRS vakcinaval immunizalt
tenyészkocasuldék kozott, amelyek egy légtérben voltak, PCR-pozitiv eredményeket
regisztraltuk. Ezen allatok szérumabdl szarmazé PCR-termékek 100%-ban megegyeztek a
vakcinavirussal (a hizék nem voltak immunizalva). Egyes hizlaldai allomanyok esetében
valoszinlsithetd, hogy az importbdl szarmazd hiz6é alapanyagot vagy tenyészallomanyt a
szarmazasi helyen a Porcilis PRRS vakcinaval immunizaltak. Az ezekbdl az esetekbdl
szarmazo 74 szekvencia kozll csak ketté volt 99%-nél kisebb meértékben hasonlo a
vakcinatorzs ORF5 régidjahoz.

Vizsgalataink alapjan megallapitottuk, hogy a Porcilis PRRS vakcina A.U.V.-ben talalhat6
virustbrzs ORF5 szakasza, fliggetlendl attél, hogy milyen médon kerll a vakcina virus a
sertés szervezetébe (vakcinazas, vagy a vakcinazast kovetd virusurités utan torténd
Jfertézés”) kovetkezetesen stabil marad, a bejutast kdvetd szaporodas id6szakaban nem
torténik olyan genetikai valtozas, amely a vakcina virus szekvenalassal t6rtén6 azonositasat
megzavarna. A Porcilis PRRS vakcinaban megtalalhat6 PRRSV t6rzs a valtozékonysagra

nem hajlamos, ezért az altalunk kifejlesztett DIVA PCR mddszerhez a legjobb alapot adta.
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Amennyiben a PRRSV ORF5 vagy ORF7 szekvencia legalabb 98 %-ban hasonlé a Porcilis
PRRSV torzs szekvenciajahoz biztonsaggal allithatd, hogy Porcilis PRRSV térzset mutattunk
ki (7. és 9. abra). Az Unistrain PRRS (Amervac) vakcina esetében a beadéast kdvetden a
genetikai valtozasok viszonylag gyorsan, sokszor jelentés mértékben kodvetkeznek be (7. és
9. abra). A Reprocyc PRRS (és az ugyanazon virustorzset tartalmazd, de nem adjuvalt PRRS
FLEX) vakcina vonatkozasaban a rendelkezésre all6 viszonylag kevés adat nem nyuijt
lehet6séget az el6bbiekhez hasonlé megallapitas kialakitasara.

A PRRSV ORF5 és ORF7 szakaszok dsszehasonlitasa a 3 élévirus vakcina ORF5 és
ORF7 szakaszaval az eredményeink szerint igy értékelhetd, hogy amennyiben a hasonlésag
99% vagy 100%, akkor nagy valdszinlséggel feltételezhetd, hogy a mintdban kimutatott
szekvencia valamely nevezett vakcina kozvetett vagy kozvetlen alkalmazasaval Aall
Osszefliggésben. A Porcilis PRRS vakcina virustorzs ORF7 szakasza esetében azonban
kell6 6vatossaggal kell eljarni, hiszen az 100%-ban egyezik a Lelystad PRRS virustorzs
ORF7 szakaszaval. A szekvencia analizis alapjan a PRRSV ORF5 szakasz szekvenélasa az
esetek jelentés részében dnmagaban elegendé a szekvenciak (PRRSV) azonossaganak
meghatarozasara. Kell§ koériltekintéssel ugyancsak hasznos informacio kaphaté a PRRSV
ORF7 szekvencia analizisével is.

Az &llomanyok kozotti fertézések esetében a jarvanylgyi nyomozast a PRRSV ORF5 és
ORF7 szekvencia meghatarozasa jelentés mértékben elbsegiti. A jarvanylgyi nyomozas
folyaman kiemelt jelent6séggel bir a vizsgalt allomany eredete és a kornyezd telepek
immunizaciéos gyakorlatainak ismerete. Az elemzett populacié hosszi id&szakra
visszamenbleges adatainak vizsgalata soran létfontossagu az alkalmazott PRRS elleni
vakcinak ismeretének megszerzése. Szintén nélkulozhetetlen a mintavételre kerdlt
allatcsoport koranak, hasznositasi iranyanak, telepre érkezése idépontjanak ismerete. A
mentesités folyamataban az é18, attenualt virust tartalmazé vakcinak alkalmazasa soran a
PCR pozitivitas rendkivil Iényeges annak tisztazasara, hogy azt a telepi (vad)virus vagy a

vakcina virus okozza-e.

6.2 A laboratoriumi diagnosztika fontossaga a PRRSV felszamolasa
szempontjabél
Az endemiasan fert6zott allomanyokban PRRS ellenérzést végeznek, tébbnyire MLV
vakcindkat alkalmazo telepeken. A jelentds gazdasagi terhek miatt a sertéstenyésztk
kérében elutasitasra talal a fert6zott telepek kilritésének és Ujratelepitésének modszere
(Holtkamp és mtsai., 2011). 2017-ben az Allat-egészségiigyi Vilagszervezet (OIE) egy Uj
megfogalmazast hozott a PRRS mentes statusz tekintetében: csak PRRSV vakcinatdrzseket
tartalmazé allatok nem minésilnek PRRSV fert6zottnek (OIE, 2017). Ezen megfontolas

alapjan a magyar PRRSV-re vonatkoz6 jogi kereteket kés6bb kibdvitették a vakcinazott
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allatok definici6javal és kategérigjaval, ugymint a ,vakcindzott mentes (MV)
sertésallomanyok” kategéria, melyhez elengedhetetlen a teljes PRRSV vakcindzott mentes
statusz megléte (Szabdé és mtsai., 2020%). A jogszabaly kimondja, hogy csak a
tenyészallatokat lehet immunizalni idékorlatozas nélkil, valamint az utédoknak laboratériumi
vizsgalatokkal igazoltan PRRSV mentesnek kell lennitik laboratériumi médszerekkel (ELISA,
PCR) barmely korcsoportban. A rendszeres virologiai és szerolégiai monitorozas a
felszamolasi program elengedhetetlen része ezekben a gazdasagokban.

A PRRS mentesitési programban a nagyobb tenyészallomanyok esetében az allomany
stabilizaldsa a preferalt megkézelités, kilénésen akkor, ha az allomanycserét nem lehet
megvaldsitani. Holtkamp és munkatarsai (Holtkamp és mtsai., 2019) kategorizalasa alapjan
a stabil allomany elérésének alapja, hogy a 30 napos idékdzénként vett 30 kivalasztott sertés
PRRS RT-PCR tesztje 4 hdnapon keresztil negativ legyen. A stabil allomanyok f6 jellemzéje,
hogy a PRRS szeropozitiv kocak PRRSV negativ malacokat fialjanak (Kristensen és mtsai.,
2013; Linhares és mtsai., 2014; Dee és mtsai., 1998). A leggyakrabban alkalmazott médszer
az, hogy a tenyészallatokat a gazdasagban €18, attenualt vakcinavirussal immunizaljak, vagy
él8, allomanyspecifikus virustorzzsel fertézik meg (Rajic és mtsai., 2001). Az oltast vagy a
mesterséges fertézést szigoru belsé és kilsé biolégiai biztonsagi intézkedésekkel
kombinaljak, és ezzel egyidejlileg az allomanyt elkilonitve tartjak (Batista, 2005). A médszert
tudomasunk szerint Eurépaban eddig csak néhany esetben alkalmaztak. Berton és
munkatarsai (Berton és mtsai., 2017) példaul Franciaorszag legintenzivebb sertéstenyésztd
régiojaban, egy fialastol a vagasig tarto tipusu sertéstelepen végeztek felméréseket a PRRS-
statusz stabilizalasardl. A vakcinazasi protokoll a tenyészallomany két d6zisu vakcinazasabol
allt, 1 honapos idékozzel, majd 16-20 hetes id6kdzzel ismétiéssel (Berton és mtsai., 2017).
Az elvalasztott sertések esetében a laboratdriumi ellenérzést tételenként 30 sertéses
mintaszammal végezték. Ez a mobdszer 23 gazdasagbol 15-ben volt sikeres. A
sikertelenséget az esetek kis hanyadaban az allomany személyzetére visszavezethetd
jarvanymegel6zési  intézkedések megsértésével magyaraztak. A szerzék végsd
kovetkeztetése az volt, hogy a sertésallomanyok stabilizalasa az elléstél a vagasig
lehetséges, fluggetlenul azok méretétél és elhelyezkedésétdl (Berton és mtsai., 2017).
Almeida és munkatérsai (Almeida és mtsai., 2021) 12 amerikai, az elléstél a valasztasig tartd
tipust allomanyban kimutattédk, hogy a PRRSV virusos malacok eloszlasa az ellési karamban
véletlenszerll az almok kdzott, ami Ujabb jelentds kihivast jelent a hatékony mintavételi
modszer és a mintaszadm meghatarozasa szempontjabol. A végleges mintanagysag és a
mintavételezend6 sertések kivalasztasat végsé soron a helyi kérilményekre szabottan kell
meghatarozni. Ezek a szerz6k modellezték a legalabb egy viremias sertés kimutatasahoz
szikséges mintanagysagot az adatoknak a fert6zés prevalenciajahoz vald illesztésével
(25%, 20%, 15%, 10%, 5%, 4%, 3%, 2% és 1% értékekkel) kuldonb6zd megbizhatésagi
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értékek (példaul 90%, 95 és 99%) mellett. A modellek azt mutattak, hogy ahhoz, hogy az
ellés végén legalabb egy PRRSV-fert6z6tt malacot talaljunk 95%-0s megbizhat6saggal, 100
sertés esetében 96, 200 sertés esetében 130-154, 400 sertés esetében 177-210 és 600 koca
esetében 171-236 mintat kell venni. Ezek a szamok teljesen dsszhangban vannak a

hazankban jelenleg forgalomban Iévé prevalencia tablazattal.

6.3 A diszkriminativ rRT-PCR jelentosége a vizsgalt telepek esetében

Sajnélatos mdédon a kereskedelmi forgalomban kaphaté ELISA és PCR tesztek nem
tudnak kuldénbséget tenni az MLV és a telepspecifikus vad tipust PRRSV k6zott. Ennek oka
a nagy genetikai valtozékonysag, és az a tény, hogy a virus térbeli eloszlasa, a kilénb6zé
altipusok térbeli eloszldsa is nagyon valtozatos. Jelenleg a megkulonboztetést csak
szekvenalassal lehet kimutatni, amit nagy szamu minta esetén lassu elvégezni, vad tipusu
és vakcinavirusok egyittes el6fordulasa esetén csak korlatozott mértékben lehet
megallapitani. Az Uj generacids szekvenalas még mindig meglehetésen draga, és az
altalanos protokollok alkalmazasa esetén a vegyes fert6zésnél kisebb variansok
kimutatasara alkalmas, nagy megbizhatésaggal, ha annak aranya 1% feletti (Song és mtsai.,
2021). Ezért van nagy sziikség egy gyors, olcsé és robosztus diszkriminativ PCR tesztre,
amely képes a minor varians kimutatdsara és aktiv elemként szolgalhat a gazdasagok
diagnosztikai/monitorozasi rendszerének.

Az altalunk kidolgozott modszer egy egyszer( duplex diszkriminativ TagMan rRT-PCR
vizsgalat, amely k6zds forward és reverse primereket és két kiilonb6zé prébat tartalmaz,
mely képes az MLV és vad tipust PRRS telepspecifikus virust kimutatni. Ez a vizsgalati
modszer hatékonyan segitheti egy sertéstelep mentesitési folyamatat.

Munkank soran a mentesitésben részvevd telepek 6sszes PRRSV pozitiv mintajara
alkalmaztuk a DIVA rRT-PCR modszert. A vizsgalat képes volt mind az MLV, mind a vad
tipusu virus kimutatasara, a telepspecifikus PRRSV térzseket nagy megbizhatésaggal tudtuk
kimutatni még akkor is, ha alacsonyabb titer(i virustorzs aranya 0,1% korul volt. A telepi
diagnosztikaban mindkét virus kimutatasa elfogadhaté ezen aranytartomanyon belil, mivel
kevésbé valdszinl, hogy a telepspecifikus vad tipusi PRRSV-t tulszaporodja az MLV
készitményben talalhaté gyengitett virust (Martinez-Lobo és mtsai., 2013), ami 0,1%-nal
alacsonyabb aranyt eredményez. Mivel azonban a DIVA rRT-PCR vizsgalatot csak olyan
gazdasagokban alkalmaztuk, amelyekben Porcilis MLV-t hasznaltak a telepek vakcindzéasra,
tovabbi adatokra van szikség annak értékeléséhez, hogy mas MLV-ket hasznéld
gazdasagokban val6 alkalmazasa mennyire vezet eredményre a PRRSV mentes statusz
eléréséhez. Elmondhatd, hogy a diszkriminatiiv rRT-PCR vizsgalat bevezetése utdn a
kovetkez6kkel egyltt az alapos vakcinazasi rendszerrel és az ellenérzési intézkedésekkel

egyltt, a vad tipusi PRRSV pozitiv allatok szama jelentésen csdkkent minden
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korcsoportban, és a virus eltlint a szopds malacokbél. Ennek kdvetkeztében nem volt t6bb
vad tipust PRRSV valtozat, melyek azonositottunk volna az allomanyokban. A diszkriminativ
rRT-PCR mddszer szamos lehetdséget kinal az altalanos PRRSV PCR tesztekhez képest,

Osszeségében kimondhato, hogy a bemutatott diszkriminativ TagMan valds ideji RT-
PCR-teszt olcso, rugalmas, konnyen alkalmazhato kiilénb6zé allomanyokban, ahol MLV-ket
hasznalnak és médosithatdé az allandé megfigyelés soran kapott szekvenciaadatok alapjan.
Egyszerlisége alapjan a teszt alkalmazhatd akdr a rutinszeri diagnosztikai
laboratoriumokban is, és jelentés kiegészitd vizsgalatként szolgalhat a PRRS ellenbrzés és

felszamolas vagy mentesitési folyamatok kapcsan.

6.4 A magyarorszagi PRRSV-vel fert6zott telepek ellenérzési programja, avagy a
diszkriminativ rRT-PCR a gyakorlatban

Magyarorszagon a leggyakoribb tenyésziizemtipus a fialastél a vagasig tipusu. Ebbdl
kovetkez6en a PRRSV nemcsak az azonos korcsoportokon bellil, hanem a hizlalas
fazisaiban a kiulénb6z6 csoportok kdzott is képes terjedni, tovabb nehezitve a mentesités
elérehaladasat. A PRRS-mentesitési programot hazénkban koordinald6 Nemzeti PRRS
Mentesitési Bizottsdig a PRRS-mentes, oltott allomany minésitésének 2019-es
bevezetésekor Uj lehet§séggel bévitette. Az ilyen allomany Iétrehozasanak feltételei, hogy a
tenyészallomany stabil legyen, a valasztott malacok PCR vizsgalattal mindig negativ
eredményt mutassanak, a hizéallomany pedig vagaskor szeronegativ legyen. A valasztott
malacok esetében 95%-0s megbizhatdsagu és 2%-os el6fordulasi gyakorisagu laboratériumi
modszer sziikséges. Példaul egy 1000 kocas gazdasagban, ahol havonta 180 ellés torténik,
és ahol az ellésenként 12 malac sziletik, a 2200 malacbdl a 3 malac/ellés mintavételi szam
joval meghaladja még a 95-6s megbizhatdsagi szintet és az 1%-0s prevalencia szintet is. Ezt
a gyakorlatot tehat teljes mértékben alatdmasztjak Almeida és munkatarsai (Almeida és
mtsai., 2021) legujabb, nagy Iéptékii mintavételen alapulé vizsgalatai is. A kutatasunk
eredményeként igazoltuk, hogy a PRRSV-mentesnek deklaralt alomszamok mintavételi
modszere jelentéséggel bir, mivel szignifikansan tdbb PRRSV pozitiv almot azonositottunk,
amikor harom valasztott malacot/alom vizsgaltunk. Ez azt jelenti, hogy ha tal kevés mintat
vizsgalnak, a valasztott malacok allapotat félre lehet értelmezni. E mintavételi médszer
alkalmazdsaval és olyan laboratériumi mddszerek alkalmazésaval, amelyek gyorsan
kimutatjak a vad tipusu virulens virus jelenlétét az allomanyban a nevelési idészak alatt (DIVA
PCR (Fornyos és mtsai., 2022)), a PCR pozitiv alom és kocaik selejtezésével jelentdsen
csokken a virus jelenléte. Végul a fent emlitett eljarasokat egy fialastél a vagasig tipusu
gazdasagban is végrehaijtottuk, és sikeresen gatoltuk a kilénb6zé korcsoportok vad tipusu

PRRSV fert6zését. Eredményeink azt mutattak, hogy ezen intézkedések alkalmazasa
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szigoru bioldgiai biztonsagi intézkedésekkel egyutt lehetévé tették, hogy két éven belll
PRRS-mentes statuszt érjiunk el a fialastdl a vagéasig tartdé allomanyokban a DIVA rRT-PCR
maddszer alkalmazasaval.

Lehetdség van a fialastdl a vagasig tipusu sertésallomanyok PRRS szempontjabdl térténd
stabilizalasara fliggetlenil azok méretétél, lokalizaciéjatol (Berton és mtsai., 2017).

Vizsgalatainkban azt talaltuk, hogy 1000 koca feletti PRRS fert6zott, fialastél a vagasig
tipusu sertésallomanyokban az allomanyszintl vakcinazast kovetd laboratériumi monitoring
vizsgélat esetében a valasztasonként, batch-enként 30 malac vizsgalata nem elegendé arra,
hogy hosszu id6 6ta immunizalt kocaallomany utédallomanya vadvirus-mentességét —ezaltal
a stabilitdst — garantalja. Véleményunk szerint ehhez jéval nagyobb szadmu vizsgalatra —
esetiinkben legaldbb harom valasztott malac/fialas- van sziikség.

Mindezt azért kell megtenni, mert a fert6zott telepen tartott kocaallomany esetében az
akar tobb éve tartd, programszerl vakcinazast kdvetéen el6fordulhat akar tobb mint 1 %-ban
is, hogy az ilyen mintaszammal elvégzett monitor vizsgalat a telepi befert6z8, vadvirust
detektélja a malacokban. Kisebb szamu vizsgalattal nem derithetd fel az a sokszor néhany
virushordozé, -irit§ tenyészkoca, ami azzal a veszéllyel jar, hogy a vadvirussal fertézott
malacok az elénevelés, hizlalas fazisaban a fogékony tarsaikat fertézik (,elére mend
fert6zés”). Ennek kdvetkezménye az utdédallomanyban a telepre jellemzé PRRSV
fert6zottség klinikai tineteinek megjelenése, illetve a virusirités allomanyszintl jelentés
fokozodasa.

Az ilyen almok, kocak selejtezése —természetesen az egyéb jarvanyvédelmi
intézkedések betartasdval — biztonsagosabban eredményezheti a PRRSV mentes

utdédalloméany létrejottét a fialastol a vagasig tipusu tenyész sertéstelepeken.
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1)

2)

3)

4)

5)

6)

Uj tudomanyos eredmények

Els6ként nyertink informécidkat a magyarorszagi PRRS mentesitésben hasznalt
vakcinak genetikai stabilitasarol.

Els6ként dolgoztunk ki egy gyors (1,5-2,5 6ran belll elvégezhet6), robosztus, olcsé
és hatékony telepspecifikus DIVA Real-Time PCR mdbdszert, mely a nagy
mennyiségl minta feldolgozasat tette lehetéveé.

a) A DIVA PCR modszer alkalmazasa a gyors, relevans eredmény kozléssel
lehetévé tette a telepek szamara a mielSbbi intézkedéseket adott technoldgiai
Iépésik megtétele elbtt csdkkentve gazdasagi veszteségeiket.

Els6ként végeztink nagy szamu magyarorszagi mintakon diszkriminativ rRT-PCR
modszerrel méréseket.

Els6ként hasznaltuk a DIVA PCR moddszert a Nemzeti PRRS Mentesitési
Programban, mely nagy mértékben segitette ennek sikerességét az MLV vakcinat
hasznalo telepeken.

DIVA PCR felhasznalhaté PRRSV pozitiv allomanyok esetében az egyes
korcsoportok vadvirus fert6zottség felderitésére.

A DIVA PCR preventiv jelleggel bir a fertézott telepek szamara a PRRSV kiszlirése
érdekében.

a) A diszkriminativ PCR segit megérteni, hogy maga a vakcina vagy a
vakcinazas rendszere és a telep bels bioldgiai biztonsagi intézkedése az,
amin valtoztatni vagy javitani kell.

b) Olyan jarvanytani helyzetekben, amikor a vad tipusu PRRSV fert6zések a
PRRSV mentes allomanyok kozvetlen kozelében fordulnak el6 az
allomanyban, a diszkriminativ rRT-PCR hasznélata lehetévé teszi az MLV-k
alkalmazéasat szigoru diagnosztikai megfigyeléssel egytt.

c) Segit a PRRS mentes allapot visszadllitasdban, fenntartdsaban és az oltas

fokozatos abbahagyasaban is.
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