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Bevezetés

A sertések reprodukcios zavarokkal és légzészervi tinetekkel jar6 szindromaja (angolul:
porcine reproductive and respiratory syndrome, PRRS), a sertések virus okozta, (PRRSV)
szaporodasbioldgiai zavarokkal és légz8&szervi tlinetekkel jard fert6z6 betegsége, amely a
vilag valamennyi sertéstartassal foglalkoz6é allamaban eléfordul. A PRRSV rendszertani
besoroldsat tekintve a Nidovirales rendbe Arteriviridae csalddba és a Betaarterivirus
nemzetségbe tartozik.

Magyarorszagon a virus 1990-es évek Ota jelen van, de csak az 1995 éta van biztos
tudomasunk jelenlétérsl, Hornyak Akos és munkatarsai szeroldgiai vizsgalatai alapjan
(Hornyak és mtsai., 1996). A PRRSV-t izolalni 1999-ben sikerllt 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. junius 1-ig bejelentési kotelezettség ald vonta, majd ezen intézkedést visszavonta, mivel
a betegséget az EU orszagaiban rendeletileg nem szabalyoztak. 2006-ban ismét a
bejelentendd betegségek kdzé kerll. A két idészak kdzott a virus sokkal gyorsabban terjedt
hazankban, mivel a fert6zottség megallapitasa nem vont maga utan hatdésagi intézkedést.
Magyarorszag Eurépai Unidhoz vald csatlakozasa tovabb kénnyitette a betegség terjedését
hiszen a fert6zott allomanyok hatésagi allategészségugyi ellenérzések nélkil érkezhettek
nyugat-eurépai orszagokbdl (Balka és mtsai., 2009).

A PRRS az 2005. évi CLXXVI. tdérvény alapjan 2006. januar 1-jét6él ujbdl bejelentési
kotelezettség ala tartozik Magyarorszagon. A Nemzeti PRRS Mentesitési Terv 2014-ben Iépett
életbe azzal a céllal, hogy felmérjék a hazai sertésallomanyok fert6zottségét, optimalizaljak a
hizosertések nevelését alacsonyabb gydgyszer, els6sorban antibiotikum felhasznalas mellett,
és elérjék a virusmentességet. A mentesités el6készitéséhez 2010 és 2013 kdzott atfogd
vizsgalatokat végeztek, melyek soran pontosan regisztraltak és minésitették a kis és
nagylétszamu tenyészallomanyok és hizlaldak PRRS fert6zottségét, valamint genetikai
klddokba soroltak az azonositott PRRSV térzseket a szekvenalasok alapjan (Szab6 és mtsai.,
2020).

A PRRSV korabbi tanulmanyok szerint vaddisznoknal jelent meg el6szdr, majd késébb
megindult a hazi sertésben valé adaptalédasa. Eurépaban szamos vaddiszno fertézott a virus
eurdpai torzsével (Stadejek és mtsai., 2013), azonban ezt a tényt Magyarorszagon
vaddisznéallomanyokban nem tudtak diagnosztikai modszerekkel megerésiteni (NEBIH ADI
kozlése szerint).

A virus terjedése a fert6zott allatok nyalaval, orrvaladékaval, vizelettel, ondoval és
esetenként balsarral is torténhet. A fert6zés terjedhet a sertések kdzvetlen érintkezésével,

illetve indirekt moédon, fertézott targyakkal, eszkdzokkel. A széleskorl(i fertézottség szinte



kikeriilhetetlen, hiszen napjainkban gyakorta alkalmazzak a mesterséges termékenyitést.
Ezen mddszer hasznalata el6segiti a gyors és nagy tavolsagban térténé PRRSV terjedést. Az
allatok megbetegedése torténhet intranazdlis, oralis, intramuszkuléris, intrauterin és
intravaginalis uton. A virusbejutas modjatol fliggéen mas-mas mennyiségl virus sziikséges a
fert6zés kialakuldasdhoz (Zimmerman, 2019). A viruspartikulak a leveg6 részecskéihez
kotédve szallitddnak, melyek befolyasoljak a virus terjedését. A részecskék hatarozzak meg
a virus szallitdsara alkalmas tavolsagot. A PRRSV-t kimutattak 6x102 (0,4-0,7um) és 5,1x104
RNS-képia/m3® (9,0-10,0um) kozotti részecske mennyiségben. A virus sertésallomanyoktdl
akar 9,1 km-re is terjedhet a levegében (Alonso és mtsai., 2015).

A PRRS virus a kilénb6zé korosztalyu sertésallomanyokban egyenlé gyakorisaggal
figyelhetd meg. A fiatal korosztalyu sertésekben légz6szervi zavarokat, tenyészallatokban
szaporodasbioldgiai zavarokat (vetélés, koraellés, korai elhullas, halvasziiletés) idézhet el6. A
klinikai tiinetek hianya nem jelenti a virustdl val6 mentességet (Zimmerman, 2019). Ezért
kilonosen fontosak a diagnosztikai vizsgalatok, a kulonbdzé korosztalyok folyamatos
monitorozasa. A fert6zés jelenlétét indirekt és direkt modszerrel is vizsgalhatjuk. Az indirekt
virus hatas kimutatasa szerologiai (pl.: ELISA) vizsgalatokkal torténik, ahol korokozo altal
kivaltott immunreakciék termékeit, antitesteket tudunk detektalni. A virus antigénjei altal
termelt ellenanyagok a fert6zott allatok vérsavéiban mutathatok ki, igy az ELISA modszerrel
az allomanyokban zajlo fertézést, illetve az eltéré korcsoportok immunoldgiai statuszat tudjuk
megallapitani. A direkt viruskimutatas alkalmas arra, hogy a fert6z6dést a megbetegedés akut
szakaszban azonositsuk. Az eltéré korcsoportokban a virus a fert6zést kdvetéen csak
bizonyos ideig mutathaté ki vérsavobdél, malacokban 4-6 hétig, kanok és kocak esetében 1-2
hétig. A virus RNS-t reverz transzkripcids polimerdz lancreakcion (RT-PCR) alapuld
technikaval detektalhatjuk (Zimmerman, 2019), erre a legalkalmasabb az ORF7, mint
konzervativ génszakasz.

A kilénbdzb korcsoportokbdl szarmazé vérmintdkat szerolégiai (ELISA) és molekuléris
bioldgiai (PCR) mddszerekkel vizsgaltuk a fert6zés idépontjanak meghatarozasara. Ezt az
eljarast haszndltuk fel arra, hogy egy telepspecifikus mentesitési protokollt dolgozzunk ki,
amely nem csak a vakcinazasi rendszert foglalja magaban, hanem a belsé jarvanyvédelmi
intézkedéseket is. llyenek tobbek kozott az A&llatok mozgatdsanak szigoritasa,
fert6tlenitészerek alkalmazasa, dolgozdk beléptetése a telepre és telepen bellli mozgas
szigoritasa a kiilénb6zd allattartd Iétesitményei kozott, illetve a megfelel ruhazat viselése, a
munkaeszkozok istallohoz kotése stb.

A fert6zott sertésallomanyok felszamolasanak alapelve a gazdasagok kilsé és bels6
jarvanyvédelmi szabalyzatdnak a szigoru betartdsa, laboratériumi monitorozasa az allomany
kl6nbdz6 korcsoportjai kozott és a PRRS elleni immunizalas (beleértve a vemhes és a nem
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a hizékat). A PRRSV ORF5 és ORF7 szekvenciak azonositasa rendkivil fontos tajékoztatast
ad a PRRSV terjedésérél, a fert6zés lehet6ségének meghatarozasardl és a jarvany
terjedésének maodjardl (Balint és mtsai., 2021). Az epidemiolégiai kapcsolatok vizualizaldsa
jelentésen ndveli a lehetéséget, hogy a szakemberek virologiai médszerekkel elemezzék az
epidemioldgiai folyamatokat €s molekularis bioldgiai alapt eredményeket (Szabd és mtsai.,
2020). A szekvencia adatok kiértékelése kiemelt jelentéségli a PRRS jarvany gazdasagok
kozotti és allomanyon belili virus terjedésének vizsgalataban.

A PRRSV elleni védekezés els6dleges célja, a gazdasagi kartétel csdkkentése,
megsziuntetése és a virus elimindldsa, valamint a jelenleg negativ sertésallomanyok
statuszanak megtartasa, illetve a fert6zott telepeken 1évé Uj rekombinans térzsek
kialakulasanak megakadalyozasa. Fontosak az allattarték preventiv intézkedései is, mint az
importalt allatok karanténba helyezése, szallitasi, fertétlenitési protokollok betartasa és a
telepek zartsaganak fenntartédsa. A specifikus védekezési lehetéségek kozul a vakcindzas
soran megfigyelhetd, hogy 6nmagaban az inaktivalt vakcina nem biztosit elegend6 védelmet
a korabban nem fert6z8dott sertések immunvalaszanak megfeleld kialakulasahoz. Az él6
virusos (MLV) vakcinak er6teljesebb immunvalaszt alakitanak ki, de teljeskorl védelmet ezek
sem adnak. Alkalmazasuk kockazatos is lehet (Botner és mtsai., 2000), hiszen a virus magas
genetikai valtozékonysaggal bir, amely mutaciékhoz, rekombinacidhoz vezethet, és ezaltal a
virus visszanyerheti virulencigjat is. Jelenleg ez a mai napig elérhet6 leghatékonyabb

megoldas a PRRSV éltal okozott gazdasagi kdrok mérséklésére (Nan és mtsai., 2017).



Célkitlizés

A kutatas célja egy olyan diagnosztikai mdédszer kidolgozasa, amely lehetévé teszi a
feltételezett PRRSV virémia id6szakaban annak elkilonitését, hogy azt a védekezéshez
hasznalt él6, modifikalt vakcinavirus vagy vadvirus okozta-e. Mindezek mellett a rendszeres
laboratériumi PRRSV PCR vizsgalatokkal nyomon kovethetéek a magyarorszagi PRRSV
torzsek elterjedése is. A kutatas hozzajarulhat a magyarorszagi sertéstelepeken alkalmazott
vakcinatdrzsek allomanyon bellli terjedésével és genetikai stabilitasaval kapcsolatos
ismeretek bévitéséhez is.

A jelen kutatasban kidolgozott elkilonit6 PCR mddszer a PRRSV hatékonyabb telepi
diagnosztikajanak kdszonhetéen hozzajarulhat a virus sertésallomanyokban valé
programjanak hatékonysagat. A DIVA PCR fejlesztése kiemelkedd fontossagu volt, melyet
sajat kutatdsunkban megvalositottunk, mivel ez a médszer érzékenyen és gyorsan képes
megkllénbdztetni a PRRS vadvirust az attenualt vakcinatdrzstél.

Ezenkivll a kutatas segitséget adhat, a mar meglévé adatokat felhasznalva a hazankban
el6forduld PRRS virus torzsek azonositasara, nyomon kovetésére, evollcibjuk és filogenetikai
kapcsolataik tovabbi elemzésére, dOsszehasonlitasara, foldrajzi elhelyezkedésiik
megallapitaséra, valamint jarvanytani szerepik meghatarozsara.

Laboratériumunk szamos PRRS virussal fert6zott teleprél kap heti rendszerességgel
vérsavo mintakat. A telepek tdbbségében élévirusos vakcinazast is alkalmaznak. A tébb évre
visszavezethet6 mintak ORF5 és ORF7 szekvencia analizisével pontos képet kaphatunk a
vakcina altal okozott szelekcids nyomasra kialakulé vad virus torzsek evollciéjardl, Gj, esetleg
a telepen parhuzamosan megjelend varidnsok megjelenésérél, valamint az alkalmazott
vakcindk genetikai stabilitadsarol.

Az él6 virusos vakcinat haszndld sertéstelepek szamara elengedhetetlen, hogy minél
révidebb idé alatt értestljenek arrdl, hogy az adott korcsoportban azonositott virus vakcina
vagy vad virus eredetli. Az ugynevezett elkilonitd6 PCR (DIVA PCR) segitségével
megallapithatd, hogy az allatban vadvirus vagy vakcinavirus van-e jelen. Ez az elkilonité PCR
szilrés, mely az ORFS szekvencia azonositasa alapjan torténik preventiv jelleggel birhat a
fert6zott telepek szamara. Munkank soran arra térekedtlink, hogy bemutassuk az elkilénité
PCR-ek alkalmazasanak jelentéségét, szerepét a mentesitési eljaras soran.

Szeretnénk felhivni a figyelmet az esetleges Ujonnan megjelené magas virulenciaval

rendelkez6 rekombinans virustorzsek kialakulasara és azok fontossagara.



Anyag és Mddszer

A fert6zétt telepek a mentesitési programjuk alapjan kidolgozott PRRS Nemzeti Mentesitési
Terv 4.0 (95%-0s prevalencia és 2%-os konfidencia intervallum) utasitasainak megfeleléen
vettek mintat heti/havi rendszerességgel az allomany statuszanak nyomon kovetése
érdekében. A mintak gy(jtése az Eurofins Vetcontrol Kft (régi nevén: M.A.H. Food-Controll Kft.
Vetcontrol Allategészségiigyi Diagnosztikai részlege) és a NEBIH Allat-egészségugyi
Diagnosztikai lgazgatésagaba, diagnosztikai és monitoring vizsgalatra érkezd vérmintak
feldolgozasan keresztil valosult meg. Altalaban vér- és szerv mintakat (pl: tiidé,
nyirokcsomok) dolgoztunk fel. A vérmintakat szopds, valasztott allatokbdl hizo- és
hizésertésekbdl, valamint tenyészallatokbdl (kanok, kocak, kocaslldék) vették. A rendszeres
ellendrzés mellett a szaporodasi tlinetet és légz&szervi rendellenességeket mutatd allatokbdl
vettek mintat (szervmintak valasztott, el6hizlalt és hizo allatokbdl, valamint vetélt magzatbol)

a PRRSV szlirése érdekében.

Az él6 virusos vakcinak szekvenciaelemzését a ,similarity network” filogenetikai elemzés
(Balint és mtsai., 2020) segitségével végeztik el az egyes vakcinakban |évd virushoz
legk6zelebbi, leghasonlobb szekvencidk azonositasara. A vizsgalatban szerepld
virusvakcinak a kovetkezdek voltak: Porcilis MLV® PRRS vakcina (gyart6: MSD Animal Health,
Madison, NJ, USA), Unistrain PRRS vakcina (korabban: Amervac) (gyarté: Laboratorios Hipra,
S.A., Amer, Spanyolorszag), Reprocyc PRRS EU vakcina (gyartd: Boehringer Ingelheim
Vetmedica GmbH, Ingelheim am Rhein, Németorszag).

Ezt kovetben, ezeknek a szekvencidknak az ORF5 és ORF7 szekvenciakhoz valé
szazalékos hasonlosagat értékeltik. A GenBankban vizsgalt él6 virusvakcina PRRSV
torzsének ORF5-jét és ORF7-jét a kovetkez6kbdl 2014-t61 kezdbdben a jarvanyugyi
adatoknak megfeleléen (a minta eredetére vonatkozé allatorvosi informacidk, immunizéacié
stb.) minden magyar szekvencidhoz/mintdhoz hozzarendeltik. A szekvenciaelemzés
vizsgalatnak a célja az volt, hogy az immunizalast kévetéen hogyan alakul az adott vakcina
virus ORF5/ORF7 szekvencidja a standardhoz viszonyitva a Magyarorszagon hasznalt
vakcindk esetében. Valamint feltételeztiik, hogy ezen vizsgalat segitséglinkre lesz DIVA
Tagman rRT- PCR-t fejlesztésében.

A DIVA PCR-hez szilkséges primereket és probakat agy terveztilkk, hogy az MLV
vakcinattrzsek szekvencia sorrendjét azonositottuk az adott telepen a Molecular Evolutionary
Genetics Analysis version 6.0 (MEGA 6.0) szoftver segitségével. A primereket és probakat

Primer3 szoftverrel terveztik. A célzott régi6 az ORF5 gén volt, a PRRSV genom



legvariabilisabb régidja. Az ORF5 kdzéps6 részét talaltuk alkalmasnak a primerek és prébak
kialakitdsara a PRRSV diszkriminativ TagMan rRT-PCR vizsgélat létrehozasanal. A forward
€s reverse primereket Ugy terveztik, hogy mind a vakcina mind a vad tipusi PRRSV
szekvenciaval megegyezzenek. A forward és a reverse primerek tartalmaznak ketté és egy
degeneralt nukleotidot, amely lehetévé tette a Porcilis MLV® és a telepspecifikus PRRS
vadvirus kotddéseét. Ezekkel szemben két kulénbdz6 TagMan prébat terveztiink mindegyiket
agy, hogy egyezzen a vakcina és/vagy vad tipusu virusszekvencidkkal. A két proba csupén
négy nukleotidban kilonbdzott azért, hogy megelézzik a nem cél szekvenciahoz valo
kotédést. Az MLV-k ORF5-je megegyezett az eredeti Porcilis PRRS MLV® -vel.

A DIVA PCR gyakorlati alkalmazdsat négy magyarorszagi sertés telepen, olyanok
bevonasaval, amelyek részt vettek a PRRS mentesitési programban. 2017 és 2019 kozott
38 447 kiilénbdz6 korcsoportbdl szarmazé mintat vizsgaltunk meg kereskedelmi forgalomban
kaphaté ViroReal PRRSV RT-PCR Kit (Ingenetix, Ausztria) segitségével, olyan telepek
részvételével, melyek az immunizacios programjukat él6 virusos vakcinaval végezték és az
él6 vakcindk esetében a Porcilis MLV®-t hasznaltdk. Minden olyan mintat, melyet a
kereskedelmi forgalomban kaphato kittel pozitivra értékeltiink megvizsgéltuk a fejlesztett DIVA
PCR-rel. A vizsgalatokkal vad tipusi PRRSV-t és az MLV vakcinat lehet azonositani. A DIVA
Real Time PCR mddszerrel a korcsoportok PRRS statuszaroél kaptunk informéaciét. A modszer
alkalmas volt a telepek adott technoldgiai lépése el6tt megmondani, hogy a vizsgalt korcsoport
vad PRRSV fert6zétt-e. Ha egy koca pozitiv eredményt adott alloméany-specifikus PCR-rel

PRRSV-re a 2-4 hetes valasztas el6tti malacait leselejtezték.
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Eredmények

A vakcindk ORF5 szekvencia vizsgalata sordn 832 ORF5 szekvenciat vizsgaltunk. Azt
talaltuk, hogy volt 618 db Porcilis MLV® ORF5 szekvencia, amely legaldbb 98%-os
hasonlésagot mutatott a Porcilis PRRS vakcinaban talalhat6 térzzsel. E szekvenciak kozul 328
(53,1%) volt 100%-ban azonos a vakcinatérzs ORF5 szekvenciajaval (beleértve a Porcilis
PRRS vakcinatorzset is), 264 (42,7%) 99,1 és 99,9% kozotti hasonlésdgot mutatott, és 26
(4,2%). 98-99%-0s hasonlosag volt. Az Amervac vakcina estében 179-et talaltunk legalabb
98%-ban hasonlonak az Unistrain PRRS vakcinaban Iévé térzshdz. E szekvencidk kdzul négy
(beleértve az Amervac és Unistrain vakcinatdrzseket és két nemzetkdzi szekvenciat:
DQ345725.1 (MLV vakcina) és JQO040769.1 (ANO708EU_1 klén) 100%-ban ORF5
szekvencigjaval. 70 (39,1%) szekvencia 99%-0s hasonlésagot mutatott, mig 105 (58,7%)
szekvencidban 99% alatti, de tdbb mint 98%-o0s hasonlosag volt megfigyelheté. A magyar
sertésallomanyokban kimutatott szekvencia egyike sem volt 100%-ban azonos a PRRSV tdrzs
ORF5 szekvencidjaval az Unistrain PRRS vakcindban, hiszen telepspecifikus kladok alakultak
ki. 4 db nem az allomany immunizaldsabdl szarmazé szekvencia, hanem a vakcina eredeti
virusanak a szekvencigja. A Reprocyc vakcina esetében 35 ORF5 szekvencia mutatott
legalabb 98%-0s hasonlésagot a ReproCyc PRRS EU vakcindban talalhaté virustorzzsel.
Ezek kozul a szekvencidk kdzil harom (8,6%) — koztlik a Reprocyc vakcinatérzs — teljesen
azonos volt a vakcinatdérzs ORF5 szekvencigjaval. 11 (31,4%) és 21 (60%) szekvencia
esetében a hasonlésag 99,1 és 99,9% kozoétt volt, illetve kevesebb, mint 99%, de tdbb mint
98%. Ebben az esetben is telepspecifikus kladok alakulnak ki. 3 db szekvencia volt, amely a
vakcina virusdnak szekvencidja (1 db Reprocyc, 1 db Reprocyc PRRS-Flex vakcina és 1 db
Genbankbal).

A vakcindk ORF7 vizsgalatanal 6sszesen 478 kulonb6zé hazai és GenBankban talalhato
PRRSV ORF7 szekvencia kozll a standard vakcina virus szekvencidhoz 98%-nal nagyobb
mértékben hasonlitd szekvencidkat elemeztiink. 88 db olyan szekvencia volt, melyet tudtunk
elemezni, ebbél 51 db Porcilis MLV®, 29 db Amervac és 8 db Reprocyc ORF7 szekvencia. Az
ORF7 szekvencia vizsgéalatanal kevesebb adat allt rendelkezésiinkre, igy az eredmények
felbontasa joval alacsonyabb volt, de megerésitette az el6z6ekben kapott eredményeinket.

Kimondhat6, hogy az ORF7 gén konzervativabb szakasz.

A standard goérbéket a Porcilis MLV®, és PRRSV 30040/2017 NEBIH tdrzsekkel allitottuk
be, a tizszeres RNS higitasok tesztjeinek eredményeit felhasznalva. Minden mintabdl
tizszeres higitast készitettlink 10'° és 10° RNS kopiaszam/ul RNS mentes vizben. Minden
reakciot harom parhuzamos méréssel végeztiink, és a cikluskiiszob (Ct) értékek atlagadatait

hasznaltuk fel a standard gorbék tervezésénél, melyeket szintén tizszeres RNS higitasokkal



allitottunk be. A PCR hatékonysaga (E) 1 volt, mig a korrelacié hatékonysaga (R?) mindkét
esetben 0,99 volt. A modszer érzékenységének Osszehasonlitasa a kereskedelemben
kaphato PRRSV Real-Time PCR-rel 1-3 Ct érték eltérést mutatott ki a protokoll

koncentraciojatol figgéen a kereskedelmi kit javara.
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2.4bra: A Porcilis MLV-bdl (A) és a vad tipusi PRRSV 30040/2017 NEBIH térzsbdl
eléallitott templat RNS tizszeres higitasaval létrehozott standard gorbék (B). Az RNS
kopiaszamai az x tengelyen vannak feltiintetve, mig a Ct értékek az y tengelyen lathatoak.

A vegyes fertdzések kimutatasara a Porcilis MLV®, és PRRSV 30040/2017 NEBIH RNS
sorozat higitdsanak kombinaldsaval tértént. Amikor a mintaban valtoz6 mennyiségben volt a
két RNS medfigyeltik, hogy a diszkriminativ PCR mindkét virust képes volt kimutatni, ha a

kisebb valtozat kopiaszam aranya 0,1% feletti (1. Tablazat).

1. Tablazat: A diszkriminativ  PCR hatékonysaga kevert fert6zések kimutatasara,
kilonb6zd koncentracioju templat RNS hasznalataval Porcilis MLV®, és PRRSV
30040/2017 Nébih térzs esetében.

MLV/vadvirus szama  10%/10" 10°/10° 10°/10° 10°/10* 10%/10° 10°/10° 10%/10’ 10'/10°

Ct érték 12,9/n.a.  15.8/na. 19,1/31,4 22,5/262 27,3/22,1 32,3/19,3 na./158 na./13,1
MLV/vadvirus szama  10%/10° 10’/10° 10°/10° 10°/10° 10*/10° 10%/10° 10*/10 10'/10°
Ct érték 12,3/na.  15,4/37,4 18,8/31,9 22,4/28,1 256/26,3 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/12,7 36,6/151 31,7/18,2 27,2/21,7 @ 2509/258 254/292 254/382 254/na.

A mentesités alatt allé gazdasagban 38477 szérum mintabdl 3164 minta volt PRRSV RT-
PCR pozitiv, melyet elsé koérben ViroReal PRRSV EU/NA Real-Time PCR Kittel vizsgaltunk
meg. Ezeket a pozitiv mintakat diszkriminativ eljarasnak vetettiik ala RT-PCR vizsgélattal 2017
€s 2019 kozott (2. Tablazat). Az eredmények a diszkriminativ RT-PCR vizsgalati eredményeit
mind megerdsitették szekvenalassal, ha egyetlen fert6zés tortént, és a Ct érték <32 volt.

Vegyes fert6zések esetén, ha a Ct értékek <1 log 10 titer kilonbséget mutattak, akar az MLV,



akar a vadvirus tipusu PRRSYV virust szekvenalassal erfsitettik meg. Ezzel szemben, ha az

arany > 2 log 10 volt, csak a magasabb titer(i virust azonositottuk szevenalassal.

2. Tabladzat: A mentesitési program soran a DIVA Real-Time RT-PCR teszttel vizsgalt

telepek pozitiv mintainak éves és korcsoportos megoszlasa.

2017 2018 2019
’ PCR  |DIVAPCRvad | PCR DIVAPCR , DIVAPCR vad
Korcsoportok Mintaszam pozitiv(%)|  tipus (%) Mintaszam pozitiv (%) | vad tipus (%) Mintaszam PCR tipus (%)
pozitiv (%)

Koca 266 5(1,9) 0(0) 52 0(0) 0(0) - - -
Utéd sertés 60 3(5) 3(5) 118 2(1,7) 0(0) - - -
2-4 hetes szopds malac 1975 89 (4,5) 61(3,1) 8911 97(1,1) 78(0,9) 9906 313(3,2) 0(0)
6 hetes malacnevels 211 30(14,2) | 30(14,2) 2175 [317(14,6)] 80(3,7) 4896 | 354(7,2) 9(0,2)
7-9 hetes malacnevel§ 139 24(17,3) | 22(15,8) 966 163 (16,9) 68 (7) 392 84 (21,4) 0(0)
10-12 hetes malacnevel§ 106 21(19,8) | 15(14,2) 1604 [413(25,7)| 98(6,1) 3356 [651(19,4)] 40(1,2)
10-24 hetes hizd 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(7,4)| 233(7,4) 14270 |1043(7,3)| 349(2,4) 21025 [1820(8,7)| 184(0,9)




Az A’ telep egy fialastél valasztasig tipusu, 2000 kocéaval. Kocaallomany tomeges
vakcinazasa tortént kétszer, 1 hénapos id6kozzel a Porcilis MLV®, vakcinaval. A vakcinazast
kovetéen zart allomany volt. 2019 januarjdban 1minta/alom rRT-PCR-rel, majd 2019
februarjatdl 3minta/alom Real-Time PCR és DIVA PCR vizsgalatat végeztik.

Ezen telep vizsgalatanal arra voltunk kivancsiak, hogy kétszeri koca vakcinazas megallitjia-e

a vadvirus atadasat a malacokra?

3. Tablazat: Az ,A” telep PCR és ELISA eredményei almonként egy malac és almonként

3 malac diagnosztikai vizsgalata.

A PRRS vizsgilat eredményei az "A" telepen
1d6tartam Vérminta4 hetes | PRRSVPCR | Vadvirus [Vakcinavirus|ELISA pozitiv
malacokbdl pozitiv pozitiv pozitiv (malacok)
) t1/ | 723 0 0 0 56
minta/alom
(241 alom) (7,75%)
PCR
i te;' | 2508 60 3 >7 87
minta/alom
PCR DIVA (836 alom) (20 alom, (1alom, (19 alom, (3,47%)
' alom P
oeR 2,39%) 0,12%) 2,27%) ?




Az B’ telep egy fialastdl vagasig tipusu, 870 kocaval. Kocaéllomany témeges vakcinazasa
tortént negyedévente Porcilis MLV®, vakcinaval. Régéta immunizalt allomanyban is talaltunk
olyan mintat, ami vadvirus pozitiv. Ahhoz, hogy biztosak tudjunk lenni abban, hogy a valasztott
malac nem kapott-e vadvirust, ahhoz 3 malac/alom vizsgaltra van sziikség (2% prevalencia).
A cél az volt, hogy a DIVA PCR mobdszerrel meghatarozzuk, maradt-e az allomanyban

vadvirus urité koca.

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

vizsgalata kilénb6zé korcsoportokbdl.

A PRRS vizsgalat eredményei a"B" telepen
Vérminta | PRRSV PCR Vadvirus |Vakcina virus| ELISA pozitiv
Korcsoport ) L . .
darabszama pozitiv pozitiv pozitiv (malacok)
Va'a:m:;t 3349 “ 1|2 " |3 o Ig 2241°
.ma 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%)
*
67 napos 1510 79 14 65 617
(5,23%) (0,93%) (4,30%) (43,36%)

° 3349 szérum mintabdl 2806 volt ELISA-val vizsgalva

*1510 szérum mintadbdl 1423 volt ELISA-val vizsgalva

Az ,C” telep egy fialastol vagasig tipusu, 1400 kocaval. Kocaallomany tdmeges vakcinazasa
tortént negyedévente Porcilis MLV vakcinaval. Ezen a telepen is hdrom malac/alom vizsgalatat
végeztik DIVA PCR-rel
szeptemberében minden olyan kocat leselejteztek, amelyek 3 hetes malacai vad tipusiu PRRS

PRRSV jelenlétére, és a pozitivokat szekvenaltuk. 2018

vadvirusra pozitivoknak bizonyultak. Sikerilt elérni, hogy a kocdk nem fertézik megsziletett

malacaikat, azok valasztasig PRRS vadvirus mentesen felnevelhet6ek.



PRRSYV pozitiv kocak selejtezése el6tt és utan.

5. Tablazat: ,C” telep PCR és ELISA eredményei, almonként 3 malac felhasznalasaval

A PRRS vizsgalat eredményei a"C" telepen
Idétartam | Vérminta3 hetes malacokbdl PRRS\{ ',’CR Vad\flrlus Vakcm-a E" rus
pozitiv pozitiv pozitiv
PRRS
Vadvirussal
fert6zott 8911 97 78 19
kocak (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)

Az ,D” telep egy fialastél vagasig tipusu, 850 kocéval. A mentesitési terv mddszere

tenyészallomany negyedévenkénti immunizaldsa mellett utédallomany immunizalasanak

megszuntetése és fert6zés mentes felnevelésének biztositasa belsé jarvanyvédelmi

modszerekkel és laboratériumi vizsgélatokkal. 2020 januarjatdl kezd6déen alomonként 3

malacot vizsgaltunk meg ELISA, PCR és DIVA PCR laboratériumi vizsgalatokkal és a

pozitivokat szekvenaltuk. A cél az volt, hogy PRRS mentes, vakcinazott statuszt (MV) elérje a

telep, a DIVA PCR vizsgalat soran virusra pozitiv egyedek selejtezése életkortél fiiggetlendl

megtdrténjen.
6. Tablazat:

,D” teleprél szarmazd szérum mintak PRRSV laboratériumi vizsgalata 2020

januar és 2022 augusztusa kozott.

A PRRS vizsgdlat eredményei a"D" telepen

Vilasztott malacok (3malac/alom) Malacnevel& Végasi korban lévé malacok
Ev 2020 2021 2022 2020 2021 2022 2020 2021 2022
ELISA db/% db/% db/% db/% db/% db/% db/% db/% db/%
Bsszesen 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] o0%] 1117 72%| 375 7%| 344 9%
PCR
Gsszesen 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
dsszesen 372 36 0 291 33 0 237 120 67
negativ 0 0 6 6 0 0 0
vakcina virus 357] 96% 36| 100% 0 279 96% 27| 82% 0 2371 100%] 120] 100% 67] 100%
vadvirus 6] 1.6%| 0 0 6 2,1%)| 0 0 [/] 0 0




Megbeszélés

A PRRSV ORF5 és ORF7 szekvencidinak meghatarozasa létfontossagu a PRRSV
terjedésének kontrollalasa és megel6zése érdekében, mivel a vizsgalat lehetévé teszi a
fertézés kockazatanak felmérését, valamint a PRRSV terjedési mechanizmuséanak részletes
elemzését. A szekvencidk hasonldésaganak lathatova tételével és a jarvanytani 6sszefliggések
megjelenitésével jelentésen javul a szakemberek szamara a jarvanyugyi folyamatok virologiai
(molekularisbioldgiai) elemzésének lehetésége (Szabd és mtsai., 2020). Ezen eredmények
alapjan ugy tinik, hogy a Porcilis megdérzi stabilitdsat, mig a variabilitds a Unistrain és a

Reprocyc torzsek esetében szignifikansan magasabb volt.

Sajnéalatos modon a kereskedelmi forgalomban kaphatd ELISA és PCR tesztek nem tudnak
kildbnbséget tenni az MLV és a telepspecifikus vad tipusi PRRSV k6z6tt. Ennek oka a nagy
genetikai valtozékonysag, és az a tény, hogy a virus térbeli eloszlasa, a kilénb6z6 altipusok
térbeli eloszlasa is nagyon valtozatos. Jelenleg a megkilonboztetést csak szekvenalassal
lehet kimutatni, amit nagy szamu minta esetén lassu elvégezni, vad tipusu és vakcinavirusok
egylttes el6fordulasa esetén csak korlatozott mértékben lehet megallapitani. Az Uj generaciés
szekvenalas még mindig meglehetdsen 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 szUkség egy gyors, olcsé és
robosztus diszkriminativ PCR tesztre, amely képes a minor varians kimutatasara és aktiv
elemként szolgalhat a gazdasagok diagnosztikai/monitorozasi rendszerének. Az altalunk
kidolgozott médszer egy egyszerl duplex diszkriminativ TagMan RT-PCR vizsgalat, amely
k6z6s forward és reverse primereket és két kildnb6zé probat tartalmaz, mely képes az MLV
és vad tipust PRRS telepspecifikus virust kimutatni. Ez a vizsgalati médszer hatékonyan
segitheti egy sertéstelep mentesitési folyamatat. Munkank soran a mentesitésben részvevd
telepek 6sszes PRRSV pozitiv mintajara alkalmaztuk a DIVA RT-PCR modszert. A vizsgalat
képes volt mind az MLV, mind a vad tipust virus kimutataséara, a telepspecifikus PRRSV
torzseket nagy megbizhatdésaggal tudtuk kimutatni még akkor is, ha a kisebb virustérzs aranya
0,1% kordl volt.

A kutatasunk eredményeként igazoltuk, hogy a PRRSV-mentesnek deklaralt alomszamok
mintavételi modszere jelentéséggel bir, mivel szignifikansan tobb PRRSV pozitiv almot
azonositottunk, amikor harom valasztott malacot/alom vizsgaltunk. Ez azt jelenti, hogy ha tdl
kevés mintat vizsgalnak, a valasztott malacok allapotéat félre lehet értelmezni. E mintavételi
modszer alkalmazasaval és olyan laboratériumi moédszerek alkalmazaséaval, 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 jelentésen
csokken a virus jelenléte. Végiil a fent emlitett eljarasokat egy fialastol a vagasig tipusu
gazdasagban is végrehajtottuk, és sikeresen gatoltuk a kildonb6zd korcsoportok vad tipusu
PRRSYV fert6zését. Eredményeink azt mutattak, hogy ezen intézkedések alkalmazasa szigoru
bioldgiai biztonsagi intézkedésekkel egyitt lehetévé tették, hogy két éven belil PRRS-mentes
statuszt érjink el a fialastél a vagasig tartd allomanyokban a DIVA RT-PCR médszer
alkalmazésaval.



1)

2)

3)

4)

5)

6)

Uj tudomanyos eredmények

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

Els6ként dolgoztunk ki egy gyors (1,5-2,5 6ran belll elvégezhetd), robosztus, olcso és
hatékony telepspecifikus DIVA Real-Time PCR mddszert, mely a nagy mennyiségi
minta feldolgozasat tette lehetéveé.

a) A DIVA PCR modszer alkalmazasa a gyors, relevdns eredmény kozléssel
lehetbvé tette a telepek szamara a miel6bbi intézkedéseket adott technoldgiai
Iépésik megtétele elbtt csdkkentve gazdasagi veszteségeiket.

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

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

DIVA PCR felhasznalhat6 PRRSV pozitiv allomanyok esetében az egyes korcsoportok
vadvirus fert6zottség felderitésére.

A DIVA PCR preventiv jelleggel bir a fert6zott telepek szamara a PRRSV kiszlrése
érdekében.

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

b) Olyan jarvanytani helyzetekben, helyzetekben, amikor a vad tipusi PRRSV
fert6zések a PRRSV mentes allomanyok kozvetlen kdzelében fordulnak el6 az
allomanyban, a diszkriminativ RT-PCR hasznalata lehetévé teszi az MLV-k
alkalmazéasat szigoru diagnosztikai megfigyeléssel egyditt.

c) Segit a PRRS mentes allapot visszadllitAsaban, fenntartasdban és az oltas

fokozatos abbahagyasaban is.
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