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|. Bevezetés

A human és Allatgydgyaszati  vakcinak
fejlesztésének egyik fontos Iépését jelentik a
laboratoriumi és céléllatokon végzett allatkisérletek. A
vakcinajelolt  torzsek  biologiai  tulajdonségainak,
artalmatlansagéanak és hatékonysagénak vizsgalata mar
a fejlesztés korai fazisaban donté jelentéséggel bir, és
késébb a torzskdnyvi dokumentacié dsszeallitasahoz is
szikség van a jogszabalyban  meghatarozott

allatkisérletek elvégzésére.

Jelen doktori értekezésem soran egy
allategészségugyi szempontbdl jelentds kérokozd, a
klasszikus sertéspestis virusa elleni vakcinafejlesztés
kulcskérdéseit vizsgalom immunoldgiai, metodikai,

minéségugyi, illetve hatésagi szempontbdl.

Az U(jgeneréacios oltbanyagok egyre fontosabb
szerepet jatszanak mind a huméan, mind pedig az
allatbetegségek megelézésében, kontrolldlasdban. Az
értekezésemben a klasszikus sertéspestis ellen
kifejlesztett CP7_E2alf elnevezési kiméra vakcinavirus-

torzsnek a hatékonysdgaval kapcsolatos, az Eurépai



Gyogyszerkonyvben leirtaknak megfelel6 vizsgélatokat

mutatom be.
Il. Célkit tizések
Célunk volt, hogy:

i) fert6zéses kisérletekben igazoljuk az egy adag

CP7_E2alf markervakcina-jel6lt hatékonysagét,

i) megallapitsuk az immunitas kialakuldsanak

idejét (onset of immunity, OOI)

iii) 6sszehasonlitsuk a vakcinajelolt kalonb6zé
alkalmazasi modok Altal kivaltott hatdsait 6

hetes, pestivirusok elleni anyai ellenanyagoktdl

mentes, ill. anyai ellenanyagokkal rendelkezé
malacokban,
iv) megvizsgaljuk az immunizalas

eredményességét az anyai ellenanyagok
arnyékaban is.
lll. Vizsgalati médszerek
A két vizsgalatot azonos korulmények kozott,
azonos kisérleti elrendezés mellett a Nemzeti
Elelmiszerlanc-biztonséagi Hivatal (Nébih)

Allatgyégyaszati  Termékek Igazgatésaganak (ATI)



godolléi zart allattartd telepén végeztuk el. Az egyetlen
eltérés a kisérleti allatok immunolégiai statuszaban volt,
ugyanis az egyik kisérlethez pestivirusok elleni anyai
ellenanyagoktél mentes (Maternally Derived Antibody
negative, MDA-), mig a masikhoz pestivirusok elleni
anyai ellenanyagokkal rendelkezé (Maternally Derived
Antibody positive, MDA+) malacokat hasznaltunk fel. Az
MDA+ malacok elballitasdhoz a beszallitotol 6 db
KAHYB vemhes kocat vasaroltunk, amelyeket a
vemhességik 75. napjan helyeztiink el a zart istalloban.
A kocékat az ellést megel6zb 4. héten Thiverval CSF-
virustorzzsel immunizaltuk. A vakcinazott kocak malacai
kozil a szlletéesuket kovetd masodik, ill. 6tddik héten
vett szérummintaik alapjan a szerolOgiailag pozitiv

egyedeket vontuk be a kisérletbe.

Mindkét kisérletbe vizsgalatonként 40 db 6 hetes
malacot Aallitottunk be. A kisérlet id6tartama alatt a

malacok takarmanyhoz és vizhez ad libitum jutottak.

Harom Kkisérleti csoportot hoztunk létre: Kkét,
egyenként 15 egyedbdl all6 vakcinazott (TG1, TG2),
valamint egy 10 egyedet szamlald, oltatlan kontroll

csoportot (CG).



Az Aallatok testhémérsékletét, illetve a klinikai
tineteiket rogzitettik. Lazasnak tekintettik a kisérleti
allatot, ha a testhémérseéklete két egymést kdveté napon

is meghaladta a 40,0°C-ot.

Az Allatokat a kisérletek alatt a 2010/63/EU
rendelet allatjoléti eldirasaival, és az ATl allatkisérleti
szabalyzataval 0Osszhangban kezeltik. A Kisérlet
lezarasat kovetben a jogszabalyoknak megfelelé médon

az allatokat végleg elaltattuk.

A Kkisérlet sordn a TG1 csoport egyedeit a
CP7_E2alf vakcinajelolt 1 ml adagjaval izomba (im.)
oltottuk, mig a TG2 csoport egyedeit a vakcina 1,3 ml
adagjaval szjon &t (p.o.) immunizaltuk. A vakcina
hatéértéke 100 PD50 volt adagonként. A fertézéshez a
magas virulenciaju Koslov CSF-virustérzset hasznaltuk.
A vakcinazas utan 14 nappal a felhasznalasra kész
izoldtum 2 ml adagjaval minden allatot oronasalisan

fert6ztlink.

Az immunizalasok el6tt, tovabba a vakcindzasok
utani 14., 18., 21., 24., 28. és 35. napokon E2 specifikus
ellenanyag ELISA (HerdChek® CSFV Ab ELISA [IDEXX
Laboratories]) és  virusneutralizaciés  tesztekhez

alvadasban nem gatolt vért vettiink az &allatokbdl. A



szérummintakban jelen lévd CSFV antigéneket a gyartd
Utmutatasait kdvetve, a virus Erns felszini fehérjéjét
detektal6 antigén ELISA teszttel (HerdChek® CSFV
Ag/Serum ELISA [IDEXX Laboratories]) vizsgaltuk.

Emellett alvaddsban gétolt vért is vettink a
malacokbodl, hogy RT-PCR-rel (megerésitésképpen real-
time RT-PCR-rel) és virusizolalassal kimutathassuk a

CSFV genomjat, ill. igazolhassuk a virus jelenlétét.

Minden elhullott és Kkiirtott allatot felboncoltunk,
majd bel6luk korszovettani és immunhisztokémiai

vizsgalatokhoz szervmintakat gyjtottink.

A vakcinajel6lt hatékonysagat a VE = 1 — RR x
100 képlet alapjan szamoltuk ki, ahol RR (relativ
kockadzat) = ARV (a vakcindzott csoport morbiditasi

rataja) / ARU (az oltatlan csoport morbiditasi rataja).
IV. Eredmények és diszkusszio

Amig az MDA- kisérletben a fert6zést kovetd 4-5.
naptél minden kontroll A&llatban megjelentek a
betegségre jellemzd Klinikai tunetek, és kozulik az
Osszes Allat a kisérlet lezardsa elétt elhullott, addig az
MDA+ kisérlet kontroll malacai kozil a tizb8l csupan hat

allat mutatta 6 nappal a fert6zés utan a CSF jellegzetes



klinikai tineteit, és a kisérlet lezarasa el6tt a kontroll
allatok csupan 70%-a hullott el. Emellett az MDA+
kisérlet egyik kontroll allatanak testhémérséklete sem
emelkedett 41,0°C folé. A mérsékelt klinikai tiinetek és a
kis ardnyd mortalitAs magyardzhaté az anyai

ellenanyagok védéhatasaval.

Az MDA- Kkisérletben a fertézés sikerességét
jelezte, hogy az 6sszes kontroll allat fertézés utan vett
vérmintaja pozitivnak bizonyult antigén ELISA teszttel,
kett6 kivételével virusizolalassal, valamint a megvizsgalt
o6t RT-gPCR-rel is. A kontroll allatokon elvégzett post
mortem vizsgalatok minden esetben igazoltdk a CSF-re
jellemzé elvaltozasokat, illetve minden minta esetében
az immunhisztokémiai vizsgalatok soran erésen pozitiv

immunfestédést tapasztaltunk.

Fontos megallapitas, hogy az MDA+ Kkisérlet
harom kontroll malaca szeroldgiailag athangolédott: 10-
14 nappal a fertézést kovetéen megjelentek bennik az
E2 glikoproteinre specifikus ellenanyagok, illetve a
fertézés utan 10 nappal vett szérummintaiknak
neutralizicios titere is enyhén megemelkedett. A hét
spontédn elhullott kontroll &llat fertézés utan vett

vérmintaja pozitivnak bizonyult antigén ELISA teszttel,



egy kivételével virusizolaldssal, valamint RT-gPCR-rel is.
A kontroll allatokon elvégzett post mortem vizsgalatok a
hét elhullott malac esetében igazoltak a CSF-re jellemzd
elvaltozasokat, illetve bennik az immunhisztokémiai
vizsgalatok soran négy esetben erésen, harom esetben
pedig mérsékelten pozitivimmunfestédést tapasztaltunk.
A harom életben maradt kontroll malac fertézés utan vett
0sszes vérmintgja azonban mind antigén ELISA teszttel,
mind virusizolalassal, mind pedig az immunhisztokémiai
vizsgalatok sordn negativnak bizonyultak. Ezek a kapott
eredmények azzal egyutt, hogy harom kontroll malac a
kisérlet végéig életben maradt, j6l szemléltetik a passziv
védettség és a védtelen allatok kozotti kulonbséget,
illetve igazoljdk, hogy a Kkisérleti modelliinket jol
valasztottuk meg, hiszen megfeleld mennyiségl anyai
ellenanyag volt jelen az MDA+ Kkisérletbe vont

malacokban.

Az MDA- kisérletben az immunizalt malacok kozul
Ot izomba oltott, és hat szajon at vakcinazott allat
esetében a fert6zés utan 4-5 nappal par napig mérsékelt
klinikai elvaltozasokat figyeltink meg — kivéve egy
szgjon at vakcindzott malacot, ami olyan sulyos, a CSF-

re jellemzé Klinikai tineteket mutatott, hogy azt allatjoléti



megfontolasbol hét nappal a fertézést kdvetéen végleg
elaltattuk. Ennek a p.o. kezelt malacnak az esetében a
szeroldgiai vizsgélatok negativ, illetve az antigén-
detektal6 modszerek pozitiv eredményeit is figyelembe
véve valoszinisithetd, hogy az immunizalas kivitelezése
technikailag nem volt kielégité: az allat nem vett fel
megfelel6 mennyiségli vakcinat ahhoz, hogy benne
protektiv immunvalasz alakulhasson ki. Az im.
vakcinazott malacok szerologiai athangolédasat az
oralisan immunizaltakhoz képest egy héttel kordbban,
mar a 14. naptdl megfigyeltik, és az intramuszkularis
alkalmazast kovetben a neutralizacios titerértékek is
hamarabb, mar a 18. naptdl elkezdtek emelkedni. A
kezelt allatok vakcinazas utani, és a fertézést kovetéen
vett vérmintdi virusizolalassal és antigén ELISA teszttel
is (egy malac kivételével) mind negativnak bizonyultak.
Az oltott malacok (a méar emlitett egyedet kivéve) nem
mutattak sulyos kérbonctani elvaltozasokat, és kettdé
szgjon at vakcinazott malac kivételével egyik oltott allat

sem mutatott pozitiv immunfestédést.

Az MDA- Kkisérlet eredményeire tett fenti
megallapitasok alapjan kijelenthetd, hogy a vizsgélt

vakcinatorzs hatékony, valamint hogy a kisérletben



résztvevd 0Osszes malac esetében a vakcinazas, a
klinikai tlnetek, a koérbonctani és koérszovettani
elvaltozasok, valamint az immunhisztokémiai
eredmeények 6sszhangban voltak egymassal. Mindezek
arra utalnak, hogy az Altalunk alkalmazott kisérleti
elrendezés, ideértve a fert6zéshez hasznalt virustdrzset
és annak titerét is, megfelelt egy potencidlis vakcinajelolt

vizsgalatara.

Az MDA+ kisérletben ugyanakkor az immunizalt
malacok esetében méar nehezebb egyértelmi
kovetkeztetéseket levonni, ugyanis a 15-b8l harom im.
oltott malacnal a CSF-re jellemz6 mérsékelt, mig kilenc
szajon at vakcinazott malac esetében mérsékelt, vagy
sulyos klinikai tineteket tapasztaltunk, majd az ordlisan
immunizalt malacok kozul hét allat a kisérlet vége el6tt

spontan el is hullott.

Azt megdllapithatjuk, hogy az im. alkalmazott
vakcina megfelel6 védelmet nyujtott, hiszen megelézte a
mortalitast, szignifikAnsan csokkentette a klinikai tinetek
megjelenését és a virus mennyiségét a vérben azéltal,
hogy megnovelte az E2 glikoproteinre specifikus

ellenanyagok szintjét. Azonban kilenc szajon &t



immunizalt malac szérummintait ellenanyag ELISA-
teszttel még a vakcindzas utan két héttel is negativnak
taldltuk, és hat allat kdzulik az elhullasukig negativ is
maradt. Erdemes kiemelni, hogy az MDA+ kisérletben
elhullott, szjon at vakcindzott malacok vérmintai
virusizolalassal, antigén ELISA teszttel, és RT-gPCR-rel
is pozitivhak bizonyultak, azaz igazoltuk bennik a virus

jelenlétét.

Napjainkban, amikor a CSF-hez egy nagyon
hasonlé jarvanytanu (szik gazdaspektrum, vaddiszné-
populaciok kiemelt szerepe), és hasonld jarvanyvédelmi
stratégiat megkovetel6 betegség, az afrikai sertéspestis
(ASP) jelent meg, kifejezetten sirgeté probléma egy, a

vaddisznok szamara elérhetd vakcina kifejlesztése.

Osszességében véve megallapithatjuk tehat, hogy
a jelen doktori értekezésem alapjaul szolgalo, centralizalt
eljaras soran forgalomba hozatali engedélyt kapott
klasszikus sertéspestis elleni kiméra markervakcina a
betegség elleni védekezésnek egy hasznos eszkdze
lehet, habar hasznélata jelenleg kizarolag
jarvanykitoréskor, a korlatozas alatt all6 tertleteken lévd

hézisertés-allomanyokban megengedett.



V. Uj tudomanyos eredmények

A CSF ellen uUjonnan Kkifejlesztett kiméra
CP7_E2alf vakcinajeldlt hatékonysagat elséként

demonstraltuk szuboptimalis dézisban.

A pestivirusok ellen termelt anyai ellenanyagoktol
mentes malacokban a CP7_E2alf vakcinajeldlt mindkét
allkalmazasi méd mellett megfelelé védettséget
biztositott, mig a pestivirusokra specifikus anyai
ellenanyagokkal rendelkez6 malacokban az im
alkalmazassal szemben a szajon at torténé immunizalas

csupan részleges védelmet nydijtott.

Vizsgalataink soran megfeleléen demonstraltunk,
hogy az Ujonnan kifejlesztett kiméra CP7_E2alf
vakcinajeldlt j6 megoldast kinal az él6, attenualt CSF
elleni C-térzs alapi vakcindk legnagyobb hatranyanak

kikliszObdlésére: a DIVA-potencidl teljes hidnyéra.
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