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OSSZEFOGLALAS

A szerz8k klasszikus sertéspestis (KSP) ellen Ujonnan kifejlesztett markervak-
cina hatékonysagat vizsgaltak fertdzéses kisérletekben hathetes malacokon.
Az oltatlan kontroll csoportokkal ellentétben a kezelt csoportokat izomba oltva
(im.), vagy szajon at (p.o.) immunizaltak. A vakcindzast kovetd 14. napon a mala-
cokat oronasalisan fert6zték virulens KSP-virustérzzsel. Az im. alkalmazott vak-
cina a kezelt allatokban megfelelé védettséget biztositott, mig a p.o. alkalma-
zas csak részleges védelmet nyUjtott. Megallapitottak tovabba, hogy az anyai
ellenanyagok jelenléte karosan befolyasolta a vakcinajelolt hatékonysagat, ami
azonban nagymértékben fliggott az alkalmazas maodjatél.

SUMMARY

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

Objective: The objective of the present studies was to determine the efficacy
of a single dose of a newly developed marker vaccine candidate against CSF,
administered intramuscularly or orally in 6-week-old domestic piglets with and
without maternally derived antibodies (MDAs) against Pestiviruses, to provide
protection against a challenge with the highly virulent CSFV strain “Koslov” 14
days post vaccination.

Materials and Methods: In both experiments two test groups were formed
with 15 animals each, one group for intramuscular (im.), while another one for
oral (p.0.) immunisation. The control groups contained 10 animals as unvac-
cinated controls, respectively. All piglets were oronasally challenged with the
highly virulent CSF virus (CSFV) strain “Koslov” 14 days post-vaccination.
Results and Discussion: The vaccine candidate when administered im. pro-
vided complete protection in MDA- animals, while p.o. administration triggered
only partial protection. Furthermore, we found that the presence of the MDAs
had negative effect on the efficacy of the vaccine candidate. However, this was
greatly influenced by the route of administration. Based on our observations, im.
administration is recommended to achieve better immune response during the
CSF control programs. The vaccine candidate met the criteria of Ph. Eur Mono-
graph 0065, “Swine-fever vaccine (live, prepared in cell cultures), classical” 7th
Edition. Fulfilling these validity criteria is a key step in the registration procedure
for a vaccine candidate.
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A klasszikus sertéspestis a hazisertés (Sus scrofa domestica) és a vaddisznd (Sus

scrofa) ragalyos, nagy gazdasagi kartétellel jard, virus altal okozott betegsége. A klasszikus sertés-
A klasszikus sertéspestis virusa (KSPV) a Flaviviridae csaldd Pestivirus nemébe pestis a hdzisertés és
tartozd, burkos, egyszall, pozitiv iranyultsagd RNS genommal rendelkezé kor- a vaddisznd ragdlyos,
okoz6 (7, 31). A betegség jellegzetes, heveny forméaja altaldnos lazas tlnetek- nagy gazdasdgi kdarté-
ben, a hatulsd végtagok gyengeségében, és a testszerte eléforduld, pontszerl tellel jard virusos
vérzésekben nyilvanul meg. A KSP-t az Allategészségligyi Vildgszervezet (OIE) megbetegedése

bejelentési kotelezettség ald tartozd fertd6z8 betegségként tartja szamon.

ELOFORDULAS
A betegség hazdnkban A betegség hazankban 1895-ben hazisertésekben jelentkezett el6szor a kébanyai
1895-ben hazisertések- sertéshizlaldakban, ahol tomeges elhullast okozott. Az 1960-as években inditott
ben jelentkezett el6sz6r nagyszabasl mentesitési program eredményeként Magyarorszag hazisertés-al-

lomanya 1972-re mentessé valt a betegségtdl, hasonldéan szamos, mas eurdpai
orszaghoz, ahol az 1970-es évek elejére sikerllt a fertd6zéstél megszabadulni.
Az 1980-as évektdl a betegség azonban az eurdpai kontinensen ismét fellitotte
a fejét, és azdta szamos orszag vaddiszndallomanyaban endémiassa valt (20,
23, 24). Ezzel parhuzamosan a betegség klinikai képe megvaltozott. Az utébbi
évtizedekben megjelent egy joval enyhébb lefolyasi forma, amelyet leginkadbb a
vaddiszndk korében terjedd virustorzsek okoznak. Ennek kovetkeztében az Ujabb
jarvanyesetek korai észlelése joval nehezebbé valt, holott a mdltban lezajlott
kitorések tapasztalatait 6sszegezve egy KSPV-vel fertézott allomany korai felde-
ritése kritikus a késébbi jarvany mérete szempontjabél (11, 15). igy hiaba tettek

Vaddiszndallomdnyunk mar eddig is oriasi erGfeszitéseket Eurdpaban a betegség megfékezésére, a két
2013-ban nyerte vissza faj érintkezése allandd KSP-fenyegetettséget jelent a kontinensen. Hazankban
mentes stdtuszat a vaddiszndkat érintd legutdbbi jarvany 2007. januar 22-én kezdddott, az utolsd
esetet 2009. oktéber 30-an észlelték. Mentességlnket 2013. jUnius 14-én nyer-

tlk vissza.
A KSP elleni védekezés A KSP elleni védekezés tekintetében az Eurdpai Unid terlletén az esetleges
az Eurdpai Unié teriile- jarvanyhelyzetek felszamolasa jelenleg a 2001/89/EK iranyelvvel 6sszhangban
tén vakcindzas nélkiil, vakcinazas nélkul, f8szabalyként igazgatasi eszkozokkel torténhet (1). Az iranyelv
igazgatasi eszk6zékkel 19. szamuU cikke ugyanakkor kivételes korlilmények esetén lehetéséget bizto-
térténhet sit a vészhelyzeti vakcinazasra (1, 3, 4). Az allatok tdmeges ledlése altal kival-

tott etikai problémak és a negativ kdzvélemény a kiirtasra forditott hatalmas
koltségekkel egyltt Gjra és Gjra felveti a vakcindzas szikségességét (12, 22).
A fertézott allomany szomszédsagaban talalhatd telepeken, ill. ahol a beteg-
ség endémiasan fordul eld, a jarvanyok elleni védekezésben nélkllozhetetlen
segitséget jelenthetnek az oltdbanyagok. A jelenlegi vakcinak felhasznalhatdsa-
gat ugyanakkor nagyban korlatozza, hogy bar az él18, attenualt virust tartalmazd
oltdbanyagok altalaban véve hatékony védelmet biztositanak, a jelenleg elérhetd

A jelenleg elérhetd vak- ilyen tipus( vakcindk nem hordoznak megfelelé markert, amely lehetévé tenné
cindk nem rendelkeznek az oltott egyedek elkllonitését a fertSzott allatoktdl, azaz nem rendelkeznek
DIVA-lehetéséggel Un. DIVA-lehet8séggel (DIVA = Differentiating Infected from Vaccinated Animals).

Erre az igényre valaszul REIMANN és mtsai a KSP ellen kifejlesztettek egy olyan
Ujgeneraciés markervakcina-jeldltet, amely a KSPV Alfort 187-es torzsének E2
hasmenésének virusaba (BVDV), mint vektorba kédolva (26). A vakcinajeldlt virus-
sal oltott sertésekben csak az E2 felszini fehérje ellen termelddnek KSP-specifi-
kus ellenanyagok, igy egyéb immunogén fehérjék (pl. az Erns) alkalmasak lehet-
nek arra, hogy elkilonitsék a fertézott egyedeket a vakcinazottaktdl.

Mivel a vakcinajeldlt eldallitdsa soran génsebészeti eljarast is alkalmaztak,
ezért a vakcina az Unié terlletén csak Un. centralis engedélyezési eljaras soran
kaphat forgalomba hozatali engedélyt. Az allatgydgyaszati készitmények enge-
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délyezése soran az elvégzett kisérleteknek meg kell felelnitk az Eurépai Gyogy-
szerkdényv (Ph. Eur.) aktudlis vonatkozé monografidinak. (8, 9).

SAJAT VIZSGALATOK

A szerz8k egyik célja az volt, hogy fertdzéses kisérletekben igazoljak az egy adag
CP7_E2alf markervakcina-jeldlt hatékonysagat. Emellett dssze kivantuk hasonli-
tani a vakcinajelolt kilonb6zd alkalmazasi mddok altal kivaltott hatasait 6 hetes,
pestivirusok elleni anyai ellenanyagoktdl mentes, ill. anyai ellenanyagokkal ren-
delkezd malacokon.

ANYAG ES MODSZER

KISERLETI ELRENDEZES

A cikkben ismertetett két vizsgalatot azonos kériimények k6zott, azonos kisér-
leti elrendezés mellett a Nemzeti Elelmiszerlanc-biztonsagi Hivatal (NEBIH)
Allatgybgyaszati Termékek Igazgatésaganak (ATI) godollGi zart allattartd telepén
végeztUk el (13, 16). Az egyetlen eltérés a kisérleti allatok immunoldgiai sta-
tuszaban volt, ugyanis az egyik kisérlethez pestivirusok elleni anyai ellenanya-
goktdl mentes (Maternally Derived Antibody negative, MDA-), mig a masikhoz
pestivirusok elleni anyai ellenanyagokkal rendelkezé (Maternally Derived Anti-
body positive, MDA+) malacokat hasznaltunk fel. A kisérletben résztvevs ser-
téseket mindkét esetben a brucellézistdl, leptospirdzistdl, PRRS-t8l, valamint
Aujeszky-betegségtdl mentes telepet Uzemeltetd Pietkert Kft.-t8l szereztlk be.
Az MDA+ malacok el$allitasahoz a beszallitétdl 6 db KAHYB vemhes kocat vasa-
roltunk, amelyeket a vemhességik 75. napjan helyeztlnk el a zart istalléban. A
kocakat az ellést megel6z8 4. héten ,Thiverval’-torzset tartalmazd KSP elleni
vakcinaval (Ceva-Phylaxia Zrt.) oltottuk. A vakcinazott kocadk malacai kozll a szi-
letéslUket kdvetd masodik, ill. 6tdédik héten vett szérummintaik alapjan a szero-
l6giailag pozitiv egyedeket vontuk be a kisérletbe.

Mindkét kisérletbe vizsgalatonként 40 db 6 hetes malacot allitottunk be. A
kisérlet idétartama alatt a malacok takarmanyhoz és vizhez ad libitum jutottak.

Az allatok testtomege és a karamok elhelyezkedése alapjan mind az MDA-,
mind pedig az MDA+ kisérletben véletlenszerlien harom kisérleti csoportot hoz-
tunk |étre: két, egyenként 15 egyedbdl all6 vakcinazott (TG1, TG2), valamint egy 10
egyedet szamlald, oltatlan kontroll csoportot (CG). 14 nappal a vakcinazast kove-
téen valamennyi malacot oronasalisan fertéztlk a erSteljes virulenciajd »Koslov”
KSP-virustorzzsel.

Az allatok testhGmérsékletét a vakcindzast megeldzd 3. naptdl az azt kovetd
7. napig (kivéve a kontroll csoport egyedeinek testhémérsékletét), valamint a
fert6zést megel6z8 3. naptdl a kisérlet lezardsaig digitalis hémérs segitségével
naponta mértik. Lazasnak tekintettik a kisérleti allatot, ha a testhémérséklete
két egymast kovetd napon is meghaladta a 40,0 °C-ot.

Az allatokat a kisérletek alatt a 2010/63/EU rendelet allatjoléti elSirdasaival (2),
és az ATI allatkisérleti szabalyzataval 6sszhangban kezeltik. A kisérlet lezarasat
kovetSen a jogszabalyoknak megfeleld mdodon az allatokat kiirtottuk.

A VAKCINA, A FERT6z6 TORZS ES A NEUTRALIZALO ViRUS

A kisérlet soran az TG1 csoport egyedeit a CP7_E2alf vakcinajeldlt 1 ml adagjaval
izomba (im.) oltottuk, mig a TG2 csoport egyedeit a vakcina 1,3 ml adagjaval
szajon at (p.o.) immunizaltuk. A vakcinajelolt két kilonboz8 gyartasi tételét a
Zoetis Manufacturing & Research Spain, S. L. (akkori nevén Pfizer Olot S. L. U.)
spanyolorszagi gyartéhelyén GMP korlulmények kozott allitottak eld. A vakcina
hat6értéke 100 PD,, volt adagonként.
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A fertézéshez hasznalt nagy virulenciajd ,Koslov” KSP virustorzset a Friedrich-
Loeffler Intézet (Insel Riems, Németorszag) bocsatotta a rendelkezésiinkre. A
vakcinadzas utan 14 nappal a felhasznalasra kész izolatum 2 ml (1055 TCID5O/m|)
adagjaval minden allatot oronasalisan fertdztlnk.

A pontos titerértékek megallapitasa céljabdl mind a vakcinavirust, mind pedig
a fertézéshez hasznalt KSP-virustorzset az alkalmazast kdvetéen megtitraltuk.

A virusneutralizacidé soran hasznalt ,Alfort 187" KSP virustorzset az Eurdpai
Klasszikus Sertéspestis Referencialaboratérium (Tierarztliche Hochschule,
Hannover, Németorszag) bocsatotta rendelkezéslinkre.

KLINIKAI MEGFIGYELESEK

A malacok klinikai tineteit a mddositott Mittelholzer-féle pontrendszer segit-
ségével a vakcinazast megel6z6 3. naptdl az azt kdovetd 7. napig, valamint a
fertézést megeldz3 3. naptdl a kisérlet lezarasaig rogzitettik (19).

MINTAVETEL

Az immunizalast megel6z8 3. napon, tovabba a vakcinazas utani 14., 18., 21,
24., 28. és 35. napokon alvadasban nem gatolt vért vettink az allatokbél, hogy
a malacok pestivirusok elleni ellenanyagoktdl mentes (szeronegativ) statuszat,
valamint a vakcinazéas kovetkeztében kialakuld immunvélaszt ellenanyag ELISA
(HerdChek® CSFV Ab ELISA [IDEXX Laboratories]) és virusneutralizacidés tesztek-
kel igazolni tudjuk (19). A szérummintakban jelen [év8 KSPV antigéneket a gyarté
teszttel (HerdChek® CSFV Ag/Serum ELISA [IDEXX Laboratories]) vizsgaltuk.

Emellett alvadasban gatolt vért is vettlnk a malacokbdl, hogy RT-PCR-rel és
virusizolalassal kimutathassuk a KSPV genomjat, ill. igazolhassuk a virus jelen-
[étét (17,30,32).

A nativ vérmintakat 4 °C-on 10 percig 2000 rpm fordulaton centrifugaltuk,
hogy az ELISA- és virusneutralizacids tesztekhez a savdt kinyerhessik. A virus-
izolalashoz és az RT-PCR-hez szlUkséges litium-heparinnal alvadasgatolt vér-
mintakat 4 °C-on 30 percig 6000 xg fordulaton centrifugaltuk, majd 1:10 arany-
ban antibiotikumot tartalmazé PBS-sel higitottuk.

SEJTEK ES KONJUGATUM

A virusneutralizaciés teszthez és a virusizolalashoz SK-6 sejtvonalat hasznal-
tunk, amelyet a NEBIH Allat-egészségiigyi Diagnosztikai lgazgatésag (ADI,
Budapest, Magyarorszag) bocsatott a rendelkezésiinkre. A visszatitralasokhoz
szUkséges PK-15-sejtvonal az ATCC-kataldgusbdl szarmazik. Ezekhez a tesztek-
hez gyari, poliklonalis FITC CSFV-konjugatumot hasznaltunk.

PATOLOGIAI, KORSZOVETTANI ES IMMUNHISZTOKEMIAI VIZSGALATOK
Minden elhullott és kiirtott allatot felboncoltunk, és a tetemekbdl kdrszovettani
és immunhisztokémiai vizsgalatokhoz szervmintakat gydjtottink. A mintakat
4%-o0s frissen készitett pufferolt formaldehid-oldatban 24 6ran keresztil fixal-
tuk, majd a szovetmintadkat szokasos kdrszovettani eljarassal viztelenitettlk,
paraffinba agyaztuk, metszettik, ill. hematoxilinnal és eozinnal (HE) megfes-
tettlk. Az immunohisztokémiai vizsgalatokat kétlépéses peroxidaz-moddszer
segitségével (Dako Cytomation EnVision TM+System-HRP Labelled Polymer
anti-mouse, DakoCytomation, DK) kereskedelmi forgalomban kaphatdé gpE2
specifikus monoklonélis ellenanyaggal végeztik (WH303, VLA, UK).

A VAKCINAJELOLT HATEKONYSAGANAK MEGALLAPITASA
A vakcina hatékonysdga nem egyenlé a vakcina hatasossagaval. A hatdsossag
csak az elényodket veszi figyelembe: azaz nyljt-e az oltbanyag megfelels védel-
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met vagy sem. A hatékonysag mérése esetében ugyanakkor az elénydk és a
kockazatok értékelése egylttesen torténik.

A vakcinajeldlt hatékonysagat a VE =1 - RR x 100 képlet alapjan szamoltuk ki,
ahol RR (relativ kockazat) = ARV (a vakcindzott csoport morbiditasi rataja) / ARU
(az oltatlan csoport morbiditasi rataja).

EREDMENYEK

A KISERLETEKBEN HASZNALT VIRUSTORZSEK TITRALASA
Mindkét kisérlet soran a higitatlan, és az immunizalashoz hasznalt higitott vakci-
navirust, valamint a fert6zéshez hasznalt ,Koslov” KSP-virustorzset is megtitraltuk
annak érdekében, hogy az alkalmazaskori pontos titerértéket megismerhessik.
Az MDA- kisérletben a TG2 csoportban hasznalt 081010 termelési szamu vak-
cina higitas el6tti titere 1097 TCID_ /ml, a higitas utani titere pedig 10> TCID, /m|
volt, emellett az MDA+ kisérletben a 191211 termelési szamu vakcinanal a higitas
elétt 10958 TCID, /ml, mig a higitas utan 10 TCID, /ml titerértékeket mértiink.
Az MDA- kisérletben a TG1 csoportban hasznalt 191010 termelési szamU vakcina-
nal a higitas elétt 10%° TCID, /ml, mig a higitas utan 10%° TCID, /ml titer-értékeket
kaptunk, ugyanakkor az MDA+ kisérletben a VMRD-12-005 termelési szamu vak-
cina higitas eldtti titere 10%8 TCID, /ml, mig a higitas utani titere 10*® TCID, /ml volt.
A fert6zéshez hasznalt ,Koslov"-torzs titere 108, ill. 10>/ TCIDSO/mI—nek bizonyult.

FERTOZES ELOTTI MEGFIGYELESEK

Klinikai tiinetek, testhomérsékletek

A vakcinazast megel6z6 harom napban a malacok mindkét kisérletben egészsé-
gesek voltak, klinikai tineteket vagy testhdmérséklet-emelkedést nem mutat-
tak - kivéve az MDA- kisérletben egy oltatlan kontroll és egy im. vakcinazott
malacot, amelyek ebben a harom napban lazasnak bizonyultak. Ennek ellenére
az allatokat a kisérletbdl nem zartuk ki, hiszen egyéb tlneteket nem észleltlink
rajtuk, és a vizsgald allatorvos szakvéleménye alapjan a kisérlet szdmara alkal-
masnak talaltuk azokat. KézvetlenUl az immunizalast kévetSen a kezelt allatok-
ban a vakcina alkalmazasahoz kothetd helyi reakcidt, vagy szisztémas mellékha-
tast egyik kisérlet sordn sem tapasztaltunk.

Ellenanyag-kimutatds

Az MDA- kisérletben az oltatlan kontroll malacok vérsavémintainak neutraliza-
cios titere a fert8zés elétt végig a kimutathatésagi szint (< 10 NDSO) alatt volt (1.
tdbldzat). Ugyanakkor a kontroll &llatok kdzUl harom vérsavdjanak a neutralizacids
titerét a fert6zés napjan 10-10, ill. 15 ND, -nek mértik. A vakcindzas utan, de
még a fertézés elbtt egy im. és hat szajon at vakcinazott malac szérummin-
tajanak neutralizaciés titere a kimutathatésagi szint (< 10 ND, ) alatt maradt,
ugyanakkor harom szajon at immunizalt allat kivételével a tobbi oltott malac
vérsavéjanak titere nagyobb volt vagy megegyezett 15 ND, -nel.

A kezelt malacok vakcinazas el8tti, ill. a kontroll allatok fertézés eldtti savomin-
taibél a kereskedelmi forgalomban kaphaté HerdChek® CSFV Ab ELISA teszttel
KSPV E2-specifikus ellenanyagokat nem tudtunk kimutatni (2. tdbldzat).

Az MDA+ kisérletben a 14. napon a malacok nagy részében 640 ND, -nél
nagyobb neutralizacids titer-értékeket mértink (1. tabldzat).

Viruskimutatas

Mindkét kisérlet 6sszes vizsgalt mintaja a fert6zést megelbz8en virusizolalassal
(3. tdbldzat), antigén ELISA-val (4. tabldzat), valamint RT-PCR-rel is negativ ered-
ményt adott.
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1. TABLAZAT. A két kisérlet Gllataibdl a kilénb6z8 mintavételi napokon vett teljes vérbdl virusneutralizéciés prébdval kapott eredmények

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

TABLE 1. Virus neutralisation results from whole blood samples of different intervention days, regarding the piglets from both studies

CG: control group; TG: treated group; IM: intramuscularly applied; PO: per os applied; t: died; n/a: no data

Csoport

Allat

MDA- kisérlet

MDA+ kisérlet

K01 <5 10 <10 160 t 240 960 | >1280 | nf/a | >5120 t
K02 <5 15 <10 240 T 60 n/a 960 n/a >5120
K03 <5 10 <10 T 240 n/a 1280 n/a T
K04 <5 <10 <10 T 240 960 | >1280 | >1280 | >5120 | >5120 | >5120
K0S <5 <10 <10 240 960 ‘ 960 ‘ T 60 640 | >1280 | >1280 T

« KO6 <5 <10 <10 t >1280 | 640 | >1280 | 1280 | >5120 T
Ko7 <5 <10 <10 <10 t 30 | >1280 | 1280 | >1280 | >5120 | >5120 t
KO8 <5 <10 <10 n/a 480 960 nfa | >1280 | >5120 | >5120 | >5120
K09 <5 <10 <10 t 80 1280 nfa | >1280 | >5120 | >5120 | 5120
K10 <5 <10 15 120 640 240 960 nfa | >1280 | >5120 t
IMO1 <5 15 60 n/a 160 | >1280 | >1280 | 120 nfa | >1280 | n/a 1920 | >5120 | >5120
IMO2 <5 15 40 480 160 | >1280 | >1280 | 120 nfa | >1280 | 1280 | 1920 | >5120 | >5120
IMO3 <5 60 40 240 | >1280 | >1280 | >1280 | 240 960 | >1280 | >1280 | 3840 | 3840 | >5120
IMO4 <5 15 40 960 | 1280 | >1280 | >1280 | 80 960 n/a 960 | 1280 | >5120 | >5120
IMO5 <5 40 120 320 | 1280 | 1280 | 960 320 | >1280 | nf/a | >1280 | >5120 | >5120 | >5120
IMO6 <5 40 30 480 | >1280 | >1280 | 960 120 960 nfa | >1280 | >5120 | >5120 | >5120
IMO7 <5 20 240 640 960 960 | >1280 | 480 960 nfa | >1280 | 1920 | 5120 | >5120

TG1 IMO8 <5 30 320 240 240 | >1280 | >1280 | 480 640 n/a 1280 | >5120 | 5120 | >5120
IMO9 <5 40 960 960 960 960 480 480 960 n/a 1280 | 1280 | 1920 | 3840
IM10 <5 160 640 320 | >1280 | >1280 | >1280 | 960 960 n/a 1280 | 1280 | >5120 | 5120
IM11 <5 30 80 80 1280 | >1280 | >1280 | 480 960 n/a 960 | >5120 | >5120 | >5120
IM12 <5 30 80 480 480 | >1280 | >1280 | 240 | >1280 | n/a 1280 | >5120 | >5120 | >5120
IM13 <5 15 240 240 960 640 640 240 | >1280 | nf/a | >1280 | 5120 | >5120 | >5120
IM14 <5 <10 30 640 640 | 1280 | >1280 | 160 | 1280 nfa | >1280 | 1920 | >5120 | >5120
IM15 <5 40 160 640 480 | >1280 | >1280 | 320 | 1280 nfa | >1280 | 2560 | 2560 | 3840
POO1 <5 <10 30 480 320 640 480 15 480 | 1280 nfa | >1280 | >5120 | >5120
PO02 <5 <10 <10 640 T 40 640 | >1280 | nl/a 2560 | 3840 | >5120
PO03 <5 10 20 160 960 | >1280 | 960 120 960 | 1280 nfa | >5120 | >5120 | 5120
PO04 <5 30 20 60 | >1280 | 640 960 40 n/a 960 nfa | >5120 | >5120 | >5120
POO5 <5 60 60 240 | >1280 | >1280 | 960 160 nfa | >1280 | n/a 960 | 2560 | >5120
PO06 <5 <10 40 160 960 | >1280 | 960 240 960 | 1280 | 1280 t
PO07 <5 <10 15 60 960 640 | 1280 40 | >1280 | 1280 | >1280 | >5120 | >5120 | >5120

TG2 PO08 <5 10 10 480 960 960 | >1280 | 40 | >1280 | >1280 | 1280 | >5120 t
PO09 <5 20 30 160 | >1280 | >1280 | >1280 | 480 | 1280 n/a 1280 | >5120 | >5120 | >5120
PO10 <5 30 160 160 | >1280 | >1280 | >1280 | 160 | >1280 | n/a | >1280 | >5120 | >5120 t
PO <5 <10 30 240 320 | >1280 | >1280 | 960 960 nfa | >1280 | >5120 t
PO12 <5 15 80 120 640 960 | >1280 | 160 640 nfa | >1280 | >5120 t
PO13 <5 <10 15 80 480 | 1280 | 1280 80 | >1280 | n/a 1280 | <40 | >5120 | >5120
PO14 <5 10 30 120 480 | >1280 | 960 320 | 1280 n/a 1280 | >5120 t
PO15 <5 30 40 640 | >1280 | >1280 | >1280 | 120 960 n/a nfa | 3840 | >5120 ‘ t
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FERTOZEST KOVETO MEGFIGYELESEK

Klinikai tiinetek

Az MDA- kisérletben az oltatlan kontroll malacokon altalanos klinikai, ill. a beteg-
ségre jellemzd tineteket - mint pl. bagyadtsag, bdrvérzések, remegés, sulyos
idegrendszeri tlnetek, egyensilyzavar, gyenge végtagok - a fertézést kdvetd
negyedik naptdl figyeltink meg. Ezeknek a tineteknek az intenzitdsa folyamato-
san valtozott. Harom kontroll &llat elhullott hat, ill. hét nappal a fertézést kdve-
téen, mig a tobbi kontroll malacot allatjéléti szempontok figyelembe vételével a
kisérlet lezarasa eldtt véglegesen elaltattunk.

Az MDA- kisérletben az
oltatlan kontroll mala-
cokon klinikai tiinetek
jelentkeztek a fert6zést
kéveté negyedik naptdl

2. TABLAZAT. A két kisérlet dllataibdl a kilénb6z8 mintavételi
napokon vett szérummintdk ellenanyag ELISA-val kapott OD
értékei

CG: kontroll csoport; TG: kezelt csoport; IM: intramuszkularis;
PO: per os; —: elhullott; n/a: nincs adat; zold: negativ; sarga:
kétes; piros: pozitiv

TABLE 2. OD data resulted from the antibody ELISA tests
performed on serum samples of different intervention days,
regarding the piglets from both studies

CG: control group; TG: treated group; IM: intramuscularly app-
lied; PO: per os applied; —: died; n/a: no data; green: negative;
yellow: doubtful; red: positive

3. TABLAZAT. A két kisérlet dllataibél a kiilénb6zé mintavételi
napokon vett teljes vérbdl virusizoldldssal kapott eredmények
CG: kontroll csoport; TG: kezelt csoport; IM: intramuszkularis;
PO: per os; —: elhullott; n/a: nincs adat; zold: negativ; piros:

pozitiv

TABLE 3. Virus isolation results from whole blood samples

of different intervention days, regarding the piglets from both
studies

CG: control group; TG: treated group; IM: intramuscularly app-
lied; PO: per os applied; —: died; n/a: no data; green: negative;
red: positive
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Egy p.o. immunizalt
dllatban a fertézés utdn
sulyos klinikai tiinetek
|éptek fel, emiatt el
kellett altatni

Az MDA+ kisérletben az
elsé klinikai tiineteket
hat nappal a ferté6zést

kévetden figyelték meg

Egy szajon at immunizalt allatban a fert6zés utan mérsékelt, majd néhany nap-
pal késdbb mar sdlyos klinikai tineteket észleltink: sargas, hig hasmenést, stlyos
idegrendszeri tineteket, Ugy, mint remegést, koordinaciés mozgaszavarokat (ata-
xia), gorcsrohamokat. Emiatt hét nappal a fertézést kovetéen a malacot allatjo-
|éti szempontok figyelembe vétele mellett elaltattuk. Ezen kivil a TG1 csoportbdl
még 6t, a TG2 csoportbdl pedig még hat szajon at vakcinazott allat mutatott par
napig mérsékelt klinikai tineteket, mint pl. enyhe kotéhartya-gyulladas, orrfo-
lyas, gyenge hasmenés, levertség, azonban rovid idd alatt mindegyiklk felépult.
A tobbi 22 oltott malac a kisérlet teljes id6tartama alatt egészségesnek bizonyult.

Az MDA+ kisérletben az elsd klinikai tineteket - mint pl. bagyadtsag, hasme-
nés, étvagytalansag, remegés, sllyos idegrendszeri tinetek, egyensulyzavar -
hat nappal a fertdzést kovetben, elsGsorban a kontroll csoportban észleltik. Az
elsd elhullott allatot a CG csoportban nyolc nappal a fertézést kdvetben talaltuk,
majd ezen kivil a kisérlet vége elétt még hat kontroll allat hullott el, harom
azonban a kisérlet végéig életben maradt. Emellett a 15-bdl kilenc szajon at
vakcindzott malac is mutatta a betegségre jellemzd klinikai tineteket, és hét
még a kisérlet vége elbtt el is hullott. A fertézést kévetden a TG2 csoport malacai
osszehasonlitva a TG1 csoporttal jellemz8en gyengébbek, étvagytalanabbak vol-
tak. A TG1 csoportbdl harom allatnal jelentkezett bagyadtsag, valamint gyenge
hasmenés, de mind a harom malac még a kisérlet vége elbtt felépilt.

Testhémérsékletek

Az MDA- kisérletben az atlag rektalis testhémérsékleti gorbe cslicsa a fertdzést
kovetd 4. napra esett, ekkor mértik a legtobb 40,0°C-ot meghaladé értéket (1.
Gbra). Ez a h6mérsékleti cslcs a kontroll &llatokban 40,7°C, a szajon at vakcina-
zott malacokban 40,4°C, mig az im. oltott allatokban 39,9°C volt.



1. ABRA. Atlag testhémérsékleti
értékek az MDA- kisérlet kontroll,
valamint a két kezelt csoportjdara
lebontva.

FIGURE 1. Rectal temperature
means of the piglets from the
control and the treated groups,
regarding the MDA- study

2. ABRA. Atlag testhémérsékleti

értékek az MDA+ kisérlet kontroll,
valamint a két kezelt csoportjdra

lebontva.

FIGURE 2. Rectal temperature
means of the piglets from the
control and the treated groups,
regarding the MDA+ study

A vakcinazott malacok-
ban a neutralizdciés
titerértékek a vakcina-
zast kéveté masodik
héttél kezdtek el
emelkedni
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Az MDA+ kisérletben az atlag rektalis testhémérsékleti gorbének két cslcsa
is volt: az elsd a fert8zést kdvetd 5. napra esett (2. dbra). Ez a h6mérsékleti
csucs a kontroll allatokban 39,8 °C, a szajon at vakcinazott malacokban 40,0 °C,
mig az im. oltott allatokban 39,7 °C volt. A méasodik cslcs a kontroll és a TG1
csoportoknal a fertézést kdvets 14. és 17. napok kozé tehetd, mig a TG2 cso-
portban ez a fertézés utan 13-15 nappal jelentkezett, és elérte, ill. meghaladta
a 40,0 °C-ot.
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Ellenanyag-kimutatds

Az MDA- kisérletben egy kivételével az 0sszes kontroll allat vérsavomintajanak
neutralizacios titere négy nappal a fert6zést kovetben is még a kimutathatdsagi
szint (< 10 ND, ) alatt maradt (1. tdbldzat). Harom nap elteltével a még életben
lévé 6t kontroll malacbdl négy szérummintajanak a titere megemelkedett, és
egynél elérte a 960 ND, -es értéket. Ezt az allatot a fertézést kdvetd 19. napon
allatjoléti szempontok figyelembe vételével a kisérlet lezarasa elStt véglege-
sen elaltattuk. A vakcinazott malacok vérsavdinak nagy részében a neutralizaciés
titerértékek a vakcindzast koveté masodik héttdl kezdtek el emelkedni, és a leg-
tobb esetben elérték, vagy meghaladtak az 1280 ND, -es értéket.
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Anyai ellenanyagok
hianyaban az im. vak-
cina 100%-os, a p.o.
93,34%-0s dthangolé-
ddst okozott

A vakcina hatékonysdga
anyai ellenanyagok
jelenlétében az im. cso-
portban 100%, mig

a p.o. csoportban
csupdn 33,34% volt

UJONNAN KIFEJLESZTETT, KLASSZIKUS SERTESPESTIS ELLENI
MARKERVAKCINA REGISZTRACIOS HATEKONYSAGI VIZSGALATA

A kereskedelmi forgalomban kaphatd HerdChek® CSFV Ab ELISA-teszt ered-
ményei alapjan elmondhaté, hogy a kontroll malacokbdl vett szérummintak
mindegyike a fertdzést kdvetSen negativ volt, és mind a tiz allat az elhullasu-
kig szeronegativ maradt (2. tabldzat). A TG1 csoportban a vakcindzds utan két
héttel a 15 szérummintabdl 12 pozitiv, kettd kétes, és egy negativ volt. A négy
nappal késébbi mintavétel sordn nyert savémintak (egy kétes eredményt add
kivételével) mar mindegyike pozitiv lett, az im. oltott malacok tehdt megfele-
|Gen athangolddtak. Ezzel ellentétben a TG2 csoportban az altalanos szeroldgiai
athangolédast késdbb, a vakcinazas utan 21 nappal tudtuk csak kimutatni. Erde-
mes kiemelni, hogy az a p.o. vakcinazott allat, amelyet a sUlyos klinikai tinetei
miatt allatjéléti szempontok figyelembevételével még a kisérlet lezarasa elbtt
elaltattunk, végig szeronegativ maradt. A kapott eredmények alapjan a vakcina
hatékonysaga anyai ellenanyagok hidnyaban az im. csoportban 100%, a p.o. cso-
portban pedig 93,34% volt.

Az MDA+ kisérletben a vakcindzas utan két héttel valamennyi allat vérsavo-
mintajanak neutralizacios titere (beleértve a kontroll malacokét is) emelkedni
kezdett: az esetek tébbségében elérték, vagy meg is haladtak az 5120 ND, -es
értéket (1. tdbldzat). A fert8zést kovetSen vett mintak nagy részét a szovet
pusztuldsa miatt Gjra kellett vizsgalnunk. Ezeket a virusneutralizacids proba-
val kapott eredményeket 6sszehasonlitottuk az ellenanyag ELISA-teszt sorén
kapott eredményekkel, és ezek kozott sok helyen ellentmondéast allapitottuk
meg: az ellenanyag ELISA-val kapott eredmények alapjan szeronegativ allatok
savomintainak neutralizacids titere ugyanis valdszinGtlenll magasnak bizonyult.
Mindezek kovetkeztében a fertézés napjan, valamint az azutani negyedik, ill.
tizedik napon vett szérummintakat a Friderich-Loeffler Intézetben UGjravizsgal-
tak. A kapott eredmények mar inkadbb dsszhangban voltak az ellenanyag ELISA-
val mért eredményekkel, azonban a mintak szovetre gyakorolt ismeretlen ere-
detl toxikus hatadsa miatt tovabbra is nehéz volt a virusneutralizaciés eredmé-
nyek kiértékelése. Az Gjramérés alapjan a fert8zéskor (14 nappal az immunizalast
kovet8en) hat kontroll, egy im. és nyolc szajon at vakcindzott malac vérsavdjanak
neutralizaciés titere a kimutathatésagi szint (< 10 ND, ) alatt maradt, ugyan-
akkor a maradék négy kontroll és a tobbi kezelt allat szérummintajanak titere
enyhén megemelkedett, azonban egyik sem haladta meg a 20 ND, -es értéket.
A fert6zés utani tizedik napra harom kontroll allatbdl vett szérumminta titere
tovabb emelkedett, és egy esetben ez a 60 ND, -es értéket is elérte. Erdemes
megjegyezni, hogy ez az a harom kontroll malac, amely a kisérlet sordn nem
hullott el. Emellett az 6sszes im. és kilenc szdjon at vakcinazott allat vérsavo-
janak titere megemelkedett, azonban négy p.o. immunizalt malac esetében ez
a titer a kimutathatésagi szint (< 5-7,5 NDSO) alatt maradt, és e kdziul a négy p.o.
vakcinazott allat kézul harom el is hullott a kisérlet vége elbtt.

A kereskedelmi forgalomban kaphatd HerdChek® CSFV Ab ELISA-teszt eredmé-
nyei alapjan hat kontroll allat a kisérlet idGtartama alatt végig szeronegativ volt,
azonban a tdébbi négy kontroll malac hét, ill. tiz nappal a fert6zés utan szeropo-
zitivva valt (2. tdbldzat). Az im. vakcinazott allatok a vakcinazast kovetd 18. naptdl
kezdtek szerolégiailag athangoldédni, és a 21. naptél mar mindegyik malac szero-
pozitiv volt. A szajon at immunizalt malacok kozUl a vakcinazas utani tizedik nap
elbtt tiz még szeronegativnak bizonyult, és végul a 15-bdl dsszesen kilenc p.o. vak-
cindzott allat hangolédott 4t. Erdemes megjegyezni, hogy a szeronegativ malacok
kozul hat, mig a késén athangolddottak kozul egy hullott el a kisérlet vége elstt. A
kapott eredmények alapjan a vakcina hatékonysaga anyai ellenanyagok jelenlété-
ben az im. csoportban 100%, mig a p.o. csoportban csupan 33,34% volt. Ez utdbbi
kicsinek mondhatd, ami az MDA-k jelent8s gatld hatasanak tulajdonithatd. A mod-
szer igy szamszerlien mutatja meg azt, hogy az MDA-k és az immunizalas kozotti
interferencia milyen erés gatlé hatasd lehet a vakcina hatékonysagara. Emellett



Az MDA- kisérletben
a vakcindzott malacok
nem mutattak sulyos
kérbonctani elvaltozd-
sokat
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azonban meg kell jegyezni, hogy ennek a szamitasi modszernek van egy hatranya:
nem érzékeny ugyanis az oltatlan csoport morbiditasi aranyara, azaz nem veszi
figyelembe, hogy a fert6zés ellenére példaul a természetes védettség, vagy jelen
esetben az MDA-k jelenléte miatt hany kontroll allat maradt életben. Amig tehat
a vakcindzott csoportban nincsen megbetegedés (vagyis ARV = 0), addig a képlet
szempontjabdl irrelevans, hogy az ARU értéke 1, vagy 0O,7.

Viruskimutatds

Az MDA- kisérletben kettd kivételével az dsszes kontroll allat fertézés utan vett
vérmintajabdl virusizolalassal ki tudtuk mutatni a KSPV-t, és az elhullasukig pozi-
tivak is maradtak (3. tabldzat). Ugyanakkor egy im. és két szajon at vakcinazott
malacnak a fert6zést kdvets negyedik napon vett vérmintaja is pozitiv lett, azon-
ban csak az a p.o. immunizalt allat maradt végig pozitiv, amelyiket allatjoléti szem-
pontok figyelembevételével még a kisérlet lezarasa eldtt véglegesen elaltattunk.

A kereskedelmi forgalomban kaphatd HerdChek® CSFV Ag/Serum ELISA-kittel
elvégezve a viruskimutatast az 6sszes kontroll allat fertdzés utan vett vérminta-
jaban megtaldlhatd volt a KSPV Erns felszini fehérjéje (4. tdbldzat). Négy im. és
harom szajon at vakcinazott malacnak a fert8zést kovetd negyedik napon vett
vérmintaja is pozitiv lett, azonban ebben az esetben is csak az a p.o. immunizalt
allat maradt végig pozitiv, amelyiket allatjoléti szempontok figyelembevételével
még a kisérlet lezarasa eldtt kiirtottunk.

Kulénés mdédon minden vizsgalt minta - a kontroll allatok vérmintait is bele-
értve — RT-PCR-rel negativ lett, ugyanakkor a belsd kontrollként hasznalt TKK-vi-
rus plazmidja, a pozitiv kontrollként hasznalt ,Koslov” és a vakcinajelolt ,CP7_
E2AIf" virustérzsek megfelel6en mikoédtek, és mind pozitivnak bizonyultak.
Mindezek kovetkeztében bizonyos mintakat a Friedrich-Loeffler Intézetben valés
idejl (real time) RT-PCR-rel Ujravizsgaltak. Ot kontroll allat fertézés utan négy
nappal vett vérmintaja PCR-pozitiv lett, igazolva a virus jelenlétét.

Az MDA+ kisérletben hat kontroll dllat fert8zés utdn vett vérmintdjabdl virus-
izolalassal ki tudtuk mutatni a KSPV-t, és ezek kettd kivételével az elhulldsukig
pozitivak is maradtak (3. tdbldzat). A maradék négy kontroll malac végig nega-
tiv volt. Ugyanakkor két im. és 11 szajon at vakcinazott malac fertézést kovetd
negyedik napon vett vérmintaja is pozitiv lett, és ebbdl a tizenegybdl ot allat az
elhullasukig pozitiv maradt.

A kereskedelmi forgalomban kaphatdé HerdChek® CSFV Ag/Serum ELISA-kit-
tel kapott eredmények nagyrészt 6sszhangban voltak a virusizolalassal kapott
eredményekkel: hét kontroll malac, amelyek a kisérlet vége elbtt elhullottak, a
fert6zést kovetd hetedik naptdl pozitivak voltak (4. tdbldzat), mig a tdbbi harom
a kisérlet egész idGtartama alatt negativ maradt. Ezen kivil egy im. és tiz sza-
jon at vakcinazott allat szérummintaja volt pozitiv, és az utdbbiak kozUl hét az
elhulldsukig az is maradt.

Hasonldan az MDA- kisérlethez, az MDA+ kisérlet litium-heparinnal alvadasga-
tolt vérmintaiban sem tudtuk RT-PCR-rel igazolni a virus-nukleinsav jelenlétét,
emiatt bizonyos mintakat a Friedrich-Loeffler Intézetben valés idejl (real time)
RT-PCR-rel Gjravizsgaltak: egy im. és egy szajon at vakcinazott malac mintajat
kivéve minden vizsgalt minta pozitivnak bizonyult.

Kérbonctani, kérszévettani és immunhisztokémiai vizsgdlatok

Az MDA- kisérletben a vakcinazott malacok nem mutattak sllyos kérbonctani
elvaltozasokat. Abban szajon at vakcinadzott malacban azonban, amelyet allatjoléti
szempontok figyelembevételével még a kisérlet lezarasa eldtt elaltattunk, silyos
elvaltozasokat talaltuk, mint pl. vorosvérsejtes besz(irddés jeleit mutatd nyirokcso-
mokat, ill. vérzéses, gyulladdsos bélszakaszokat. A kontroll csoportban a kisérlet
vége elGtt tizbSl harom allat spontan elhullott, a tobbit allatjéléti szempontok figye-



VIROLOGIA

A post mortem vizsga-
latok minden esetben
igazoltdak a KSP-re jel-
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lembevételével még a kisérlet lezarasa elbtt kiirtottunk. A kontroll allatokon elvég-
zett post mortem vizsgalatok minden esetben igazoltak a KSP-re jellemzd elvalto-
z4sokat. A malacok sUlyosan lesovanyodtak, 6t malacnal vorosvérsejtes besz(rddés
jeleit mutatd nyirokcsomodkat és gyulladasos bélszakaszokat taladltunk, valamint
négy allat esetében a bdrben (3. dbra), a vesékben (4. dbra) és a |épben (5. dbra)
pontszer( vérzéseket is megfigyeltink. Két malacnal a bdrben, ill. egy esetében a
mandulakban elhalasos terlleteket is észleltiink. Erdekes mddon az egyik kontroll
dllatban, amely a fertdzést kovetd hetedik napon erésen lesovanyodott allapotban
spontan elhullott, a kdrboncolas soran nem talaltunk egyéb kbros elvaltozast.

3. ABRA. Az MDA- kisérlet egyik elhullott kontroll malaca. 4. ABRA. Az MDA- kisérlet egyik elhullott kontroll malacdbél
Pontszer( vérzések és elhaldsos terlletek Iathatéak a bérén vett vese. Pontszer(i vérzések IGthatéak a vese kéregdlloma-
nydban

FIGURE 3. A control piglet from the MDA- study. Petechiae

and lesions can be seen in the skin

FIGURE 4. A kidney from one control piglet from the MDA-
study. Petechiae can be seen in the kidney cortex

5. ABRA. Az MDA- kisérlet egyik elhullott kontroll malacdbdl vett 1ép. Pontszer( vérzések IGthatéak

FIGURE 5. A spleen from one control piglet from the MDA- study. Petechiae can be seen

Jellemz8en a szajon at vakcinazott allatok kd6zott, de mérsékelten az im. vakci-
nazottak esetében is talaltunk altalanosan el&forduld kérszévettani elvaltozaso-
kat, mint pl. reaktiv lymphocytas nyirokcsomé-gyulladas, eozinophil granulocy-
tas bélgyulladas, valamint enyhe szoévetkozi tiddgyulladas. A kontroll allatokban
az elvaltozasok slUlyosabbak voltak: az 6sszes malac esetében a |ép, ill. a nyi-
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valamint hérg6- és tidbgyulladast, két esetben pedig elhaldasos mandulagyulla-
dast allapitottunk meg.

Az immunhisztokémiai vizsgalatok soran ketté szajon at vakcindzott malac
kivételével egyik oltott allat sem mutatott pozitiv immunfestédést. A kettd
malac kozUl az egyiknek a manduldjabdl vett minta bizonyult pozitivhak, mig
a masik allatnak (amelyet allatjéléti szempontok figyelembevételével még a
kisérlet lezardsa el8tt exterminaltunk) az agyvel8je kivételével minden vizsgalt
mintaja erdsen pozitiv reakcidét adott. A kontroll malacokbdl vett minden minta
esetében erdsen pozitivimmunfestédést tapasztaltunk (6. dbra, 7. dbra).

6. ABRA. Az MDA- kisérlet egyik elhullott kontroll malacd- 7. ABRA. Az MDA- kisérlet egyik elhullott kontroll malacabdl
bél vett mandula fellleti hdmsejtjeinek citoplazmdjaban a vett Iép makrofdgjainak és retikulocitainak citoplazmdjaban a
KSP-antigén intenziv festédése Iathatd KSP-antigén intenziv festédése Iathatd

IHC., 1080x IHC., 540x

FIGURE 6. A tonsil from one control piglet from the MDA- FIGURE 7. A spleen from one control piglet from the MDA-
study. Strong positive immunohistochemical reaction can be study. Strong positive immunohistochemical reaction can be
seen in the cytoplasm of the epithelial cells seen in the cytoplasm of the macrophages and reticulocytes
IHC., 1080x IHC., 540x

Az MDA+ kisérlet
kontroll csoportjaban
tizbél hét dllat hullott el
spontdn

Mindkét vakcindzott
csoport malacaiban
voltak dltalanosan
eléfordulé kérszévettani
elvaltozdsok

Az MDA+ kisérlet kontroll csoportjaban tizbdl hét allat hullott el spontan. Ezek-
ben a malacokban megfigyelhetéek voltak a betegségre jellemzd kdrbonctani
elvaltozasok: a pontszerl vérzések féleg a vesék kéregallomanyaban, de vorosvér-
sejtes besz(ir6dés jeleit mutatd nyirokcsomodkat és elhaldsos mandulakat is meg-
figyeltink minden elhullott allatban. Két malacban ezen kivil a szivburok alatt, ill.
egynél a dura mater alatt pontszer( vérzéseket is észleltiink. Ugyanakkor a beteg-
ségre jellemzd tlnetek a szajon at vakcinazott csoportban is megjelentek: a hét
elhullott allat esetében vorosvérsejtes besz(ir6dés jeleit mutatd nyirokcsomodkat,
valamint pontszer( vérzéseket lattunk, jellemz8en a bdrben.

A kontroll allatok mellett mindkét vakcinazott csoport malacaiban taldltunk ezen
kival altalanosan el6forduld korszovettani elvaltozasokat, Ggy mint az eozinophil
granulocytak felszaporodasaval jard reaktiv nyirokcsomé- és mandulagyulladast,
eozinophil granulocytas bélgyulladast, diffGzan bovérl veséket és szbvetkodzi vese-
gyulladast, a 1épben lymphoid szdvetburjanzast és extramedullaris vérképzést,
valamint enyhe szbvetkozi tiddgyulladast. Ezen kivUil a kontroll és szajon at vakci-
nazott csoport agyveldmintaiban tllnyomorészt multifokalis gliasejt-proliferaciot
és mononuclearis perivasculitist észleltiink. Erdemes megjegyezni, hogy ezek az
elvaltozasok jellemz8en nem voltak sdlyosabbak a kontroll allatokban.
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Egy hatékony DIVA-
tulajdonsdgu vakcina
kifejlesztésére jelentds
piaci igény mutatkozik

A vizsgalt vakcinajelélt
egy kivalé DIVA-
tulajdonsdgu kiméra
Pestivirus

Az MDA+ kisérlet
kontroll malacai koziil
csupdn hat dllat
mutatta a KSP jellegze-
tes klinikai tiineteit
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Az immunhisztokémiai vizsgalatok soran négy kontroll és négy szajon at vak-
cinazott malacbél vett minden minta, mig harom tovabbi kontroll, ill. szajon at
vakcinazott allatban a vesékbdl és az agyvelbdl vett mintak kivételével a tobbi
szervminta esetében mérsékelt vagy er8sen pozitiv immunfestidést tapasztal-
tunk. A maradék harom kontroll malac, ill. az im. oltott allatok egyike sem muta-
tott pozitivimmunfestédést.

MEGVITATAS

Figyelembe véve a KSP allategészségligyre és a gazdasagra gyakorolt hatasait, egy
megfeleld, DIVA-tulajdonsagl vakcina kifejlesztésére jelentds piaci igény mutat-
kozik (21). A fert6zott terlileten é18 allatok megel8z8 ledlése kis vagy kdzepes siri-
ségl sertéspopulaciok esetében lehetséges, azonban ennek megvaldsitasa nagy
allatslr(ségl alloméanyok vonatkozdsaban ersen kérdéses (21). A MEUWISSEN és
mtsai altal elvégzett modellszamitasok alapjan vildgosséa valt, hogy egy a KSP-hez
hasonlé hatarokon ativeld betegség, mint a ragadds szaj- és koromfajas megféke-
zésére kizardlag ledlést, vagy a ledlés mellett vészvakcindzast is bevetd stratégiak
kozUl ez utdbbi alkalmazasa potenciadlisan kevesebb ledlt dllatot eredményezhet
(18). Mivel az optimalis ledlés és vészvakcindzas végrehajtasanak elbfeltétele egy
j6 Min8ségl markervakcina és a hozza kapcsol6dé DIVA-tesztek megléte (6, 33), e
téren intenziv kutatasok zajlanak.

A vakcinakat a lehetd legfiatalabb életkorban, az anyai ellenanyagok csokkend
mennyiségének arnyékaban kell alkalmazni ahhoz, hogy a célallatokat mar fiatal
korban megvédhessUk a fert6z6 betegségekkel szemben. Ugyanakkor ezen ellen-
anyagoknak a vakcinazas hatékonysagara gyakorolt negativ hatasat nem hagyhat-
juk figyelmen kival.

A CP7_E2alf vakcinajel6lt egy kivald DIVA-tulajdonsagl kiméra Pestivirus, ugyanis
a citopatogén hatassal rendelkezd BVDV ,,CP7” tdrzsén alapul, ami a KSPV E2
specifikus Erns ELISA (Prionics Lelystad) igy alkalmas a CP7_E2alf vakcinajeldlttel
oltott egyedeknek a fertdzott allatoktdl vald elklilonitésére.

Annak érdekében, hogy mindkét kisérletet a leginkdbb standardizalt korilmények
val 6sszhangban (9) allitottuk be. Az ettdl vald egyetlen eltérés az MDA+ kisérletben
volt, hiszen itt Pestivirusok ellen termelt anyai ellenanyagokkal rendelkezd mala-
cokat hasznaltunk fel, a kisérlet minden egyéb paramétereinek beallitasa azonban
ebben az esetben is kovette a Ph. Eur. vonatkozé kdvetelményeit, és igy a két kisér-
let az eltérd MDA statusz( malacokat nem szdmitva teljesen azonos volt. Vakci-
nazaskor a célallaton végzett hatékonysagi vizsgalatoknak megfeleléen a vizsgalt
vakcina minimum titerét alkalmaztuk adagonként. Az allatok immunizaldsa nem
eredményezett helyi reakcidt, vagy nem vart mellékhatasokat. A fertézéshez az ers-
teljes virulenciaju ,Koslov” KSP virustorzset hasznaltuk, hogy az immunizalasra és a
fert8zésre adott immunvalaszt megfelel8en el tudjuk kiloniteni (6, 33).

Az anyai ellenanyagoktdl mentes malacokkal dsszehasonlitva az MDA+ kisérlet-
ben vizsgalt malacokban a klinikai tinetek megjelenésében és alakulasaban vila-
gos kulonbségek mutatkoztak meg (13). Az MDA- kisérletben a fert8zést kovetd
negyedik és 6todik naptdl mindegyik kontroll allatban megjelentek a betegségre
jellemzd klinikai tinetek, és a CG csoport dsszes allata a kisérlet lezardsa eldtt
kivétel nélkil elhullott (16). Ezzel szemben az MDA+ kisérlet kontroll malacai kozul
csupan hat allat mutatta a KSP jellegzetes klinikai tineteit, és a kisérlet lezarasa
eldtt csupan 70%-uk hullott el. Hairom kontroll malacban a fert8zést kdvetéen
megjelentek az E2 glikoproteinre specifikus ellenanyagok, és a kisérlet végéig
életben maradtak. Rdadasul egyik kontroll dllat testhdmérséklete sem emelke-
dett 41,0 °C folé.
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A Ph. Eur. 0065-0s monografidja szerint a kisérlet érvénytelen, amennyi-
ben a fertdzés kovetd 21. nap eldtt 50%-nal kevesebb kontroll allat mutatja
a sulyos KSPV fert8zés jellegzetes tluneteit, vagy hullik el, ill. ha kontroll cso-
port malacainak kevesebb, mint 100%-3anél jelentkeznek KSP klinikai tinetei.
(,The test is not valid if fewer than 50 per cent of the control piglets display
typical signs of serious infection with swine-fever virus, including cutaneous
lesions, or die, and if fewer than 100 per cent of the control piglets show clin-
ical signs of disease within the 21 days following challenge.”) A kisérlet vali-
ditdsa szempontjabdl azonban az MDA+ allatok esetében nem kdvetelmény,
hogy a fertézés teljes egészében megfeleljen a fent emlitett monografia altal
tamasztott kovetelményeknek, ugyanakkor a két vizsgalatunk késébbi dssze-
hasonlithatésagat szem el8tt tartva dontottink az azonos kisérleti elrende-
zés mellett (13, 16).

RANGELOVA és mtsai hasonldéan enyhe klinikai eltéréseket és csokkent mortali-
tast figyeltek meg egy korabbi kisérletikben, amiben C-tdrzset tartalmazd vak-
cinadval immunizalt kocadk utddait vizsgaltak. A mérsékelt klinikai tinetek és a
kis ardny( mortalitds magyarazhaté az anyai ellenanyagok véd&hatasaval (25).

Az MDA- kisérletben az immunizalt malacok kézil 6t im. és hat szajon at vakci-
nazott allat esetében tapasztaltunk mérsékelt klinikai elvaltozasokat, kivéve egy
szajon at vakcinazott malacot, amelyet a sllyos KSP-re jellemzd klinikai tinetek
miatt hét nappal a fert6zést kdvetden exterminaltunk. Az MDA- kisérletben részt
vevl O0sszes malac esetében a vakcinazas, a klinikai tinetek, a kérbonctani és
kdrszovettani elvaltozasok, valamint az immunhisztokémiai eredmények 6ssz-
hangban voltak. Mindez arra utal, hogy az altalunk alkalmazott kisérleti elren-
dezés, ideértve a fertézéshez hasznalt virustorzset és annak titerét is, megfelel
egy potencialis vakcinajeldlt hatékonysaganak vizsgalatara (16).

Az MDA+ kisérletben azonban a vakcinazott malacok esetében mar nehezebb
egyértelmi kovetkeztetéseket levonni. Azt megallapithatjuk, hogy az im. alkal-
mazott vakcina megfeleld védelmet nyUjtott, hiszen megeldzte a mortalitast,
értékelhetSen csodkkentette a klinikai tinetek megjelenését és a virus meny-
nyiségét a vérben, ill. megnovelte az E2 glikoproteinre specifikus ellenanyagok
mennyiségét. Ugyanakkor a CG csoporthoz hasonldan kilenc, szajon at vakcina-
zott malac esetében is megfigyeltink a KSP-re jellemzd mérsékelt, vagy sulyos
korbonctani, kdrszovettani, ill. immunhisztokémiai elvaltozdsokat, majd ezek
kozul hét allat a kisérlet vége eldtt spontan el is hullott.

VAN OIRSCHOT és mtsai megallapitottak, hogy jarvanykitorés esetén egy poten-
cialis vakcina hatékonysaga a virusszaporodas és -Urités mérséklésében mutat-
kozik meg (29), aminek vizsgalata az itt bemutatott két kisérletnek nem volt
ugyan célja, de GABRIEL és mtsai igazoltak, hogy a kisérleti allatokbdl a CP7_E2alf
vakcinajeldlt nem Urult (14).

Mindezeket figyelembe véve kijelenthetjik, hogy tobb kutatdcsoport altal
kapott eredményekhez hasonldan (6, 10, 27) a p.o. alkalmazott vakcina a fert8-
zéssel szemben ezekben az allatokban csak részleges védettséget volt képes
nyUjtani, ellenben az im. oltott malacok mindegyikében teljes védettséget
adott (5). Ezek az eredmények meglep8ek lehetnek, mivel a szajon vagy orron
at felvett KSPV els6dlegesen a manduldkban szaporodik el, emiatt a szajon at
torténd vakcinazast hatékonyabb alkalmazasi mddnak vartuk. A p.o. vakcina-
zas kivitelezése azonban az im. alkalmazashoz képest nehézkesebb volt, ami
miatt a vakcina pontos adagolasa kevésbé volt garantalhaté. Emellett a pro-
tektiv immunvalasz kialakuldsa ebben az esetben hosszabb ideig is eltarthat,
ami még bizonytalanabba teszi a szajon at torténd vakcinazasra adott reakciot.
Mivel a p.o. alkalmazas hasonldsagot mutat a természetes oronasalis fertdz6-
déssel, emiatt a vakcinajeldlt is elsGdlegesen a manduldkban szaporodott el
(28). Az MDA+ kisérletben ezért az anyai ellenanyagok nagyobb valdészinlséggel
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|éphettek keresztreakcidéba a vakcina altal indukalt antitestekkel annal, mint
ahogyan azt az im. alkalmazas esetében tapasztaltuk. Ezen kivil érdemes még
megjegyezni, hogy az MDA- kisérletben megfigyeltekhez képest az MDA+ kisér-
let valamennyi malacaban kevesebb és mérsékeltebb klinikai tinet alakult ki
(16), ami arra enged kovetkeztetni, hogy az emlitett keresztreakcid kialakulasaval
parhuzamosan ezek az anyai ellenanyagok képesek a malacokban bizonyos fokU
védelmet is nyljtani a KSPV fertézéssel szemben. Ezek a megallapitasok azon-
ban tovabbi vizsgalatokat igényelnek.

A CP7_E2alf vakcinajel6lt hatékonysagat Pestivirusok elleni anyai ellenanyagok-
kal rendelkezd malacokban ugyanakkor tobb csoport is vizsgalta mar korabban
(10, 25), a kisérleti elrendezés miatt azonban az itt bemutatott vizsgalat ezektdl
eltér: ugyanis ez az elsd olyan MDA+ kisérlet, amelyet az Eurdpai Gydgyszer-
konyvvel 6sszhangban, ,Thiverval” KSP-torzzsel vakcinazott kocaktdl szarmazé 6
hetes malacokkal végeztek (8, 9).

Az MDA- kisérlet eredményeit dsszefoglalva megallapithatjuk, hogy szerone-
gativ malacok esetében a CP7_E2alf vakcinajeldlt a klilonb6zd alkalmazasi mdédok
sajatossagait figyelembe véve az immunizalt allatokban megfeleld védelmet
nyUjtott a kisérleti fertdzéssel szemben, és igéretes eszkdz lehet a KSP haté-
kony legySzésében.

Az emlitett megallapitasok azonban csak részben érvényesek, amennyiben
anyai ellenanyagokkal rendelkezd malacokat immunizalunk, az MDA-k ugyanis
karosan befolyasoltdk a markervakcina-jel6lt hatékonysagat. Ez a negativ hatas
ugyanakkor nagyban flggott a vakcina alkalmazasi modjatél, hiszen az im. oltott
MDA+ allatok esetében a vizsgalt készitmény teljes mértékben megakadalyozta
az elhullast, értékelhetSen csokkentette a klinikai tineteket és a virus szapo-
rodasat a vérben, valamint megndvelte a malacokban a vakcina ellen termelt
ellenanyagok mennyiségét. Annak az esélye, hogy az Eurdpai Unidé terlletén
egy jovébeli KSP jarvanykitorés MDA+ malacokat érintsen, elenyészd, ugyanak-
kor nem elképzelhetetlen, véleménylnk szerint ezért nélkilozhetetlenek azok a
kutatasok, amelyek ezt a forgatékdnyvet is figyelembe veszik.

Az MDA+ kisérlet vala-
mennyi malacdban
kevesebb és mérsé-
keltebb klinikai tliinet
alakult ki

Az MDA-k rontottdk a
vakcinajel6lt hatékony-
sdgat p.o. alkalmazas
esetén
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