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DIVA strategy in the eradication of infectious diseases of animals

Summary

The article discusses the essence, purposes, methods of realizing and benefits of applying DIVA (Differentia-
ting Infected from Vaccinated Animals) strategy for the eradication of infectious diseases of animals. Various
types of marker vaccines and compatible serological tests suitable for use in this strategy are characterized.

The article presents possibilities, principles, results and perspectives of applying DIVA strategy to eradicate
Aujeszky«s disease, infectious bovine rhinotracheitis, classical swine fever, bovine viral diarrhoea and mucosal
disease, foot and mouth disease, avian influenza, porcine parvovirus infection, bluetongue, equine influenza
and African horse sickness.

Through the application of marker vaccines which enable differentiation between infected and vaccinated
animals as well as detection of asymptomatic carriers and shedders, DIVA strategy makes it possible to rid the
population of many dangerous pathogens causing epizootics and panzootics. In appreciating the considerable
importance of modern marker vaccines in the comprehensive eradication programmes for infectious diseases,
this strategy not only considerably reduces economic losses and restores possibilities of international trade in
animals and animal products, but also constitutes an alternative to the extremely expensive and sometimes
strongly criticized administrative eradication method. That is why DIVA strategy should be more and more
often applied for the eradication of infectious diseases in animals, but some of its elements, concerning mainly
vaccine evaluation and the monitoring of infections in vaccinated and non-vaccinated groups of people, could

also be utilized in public health protection.
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Choroby zakaZne stanowia ciagle wazna przyczyng
znacznych strat w chowie i hodowli zwierzat w skali
Swiata, wptywajac jednocze$nie na pogorszenie ich
dobrostanu oraz obnizenie jakosci zywnosci pocho-
dzenia zwierzgcego (9, 16). W ochronie przed choro-
bami zakaZznymi niezwykle istotna role¢ odgrywa im-
munoprofilaktyka swoista z wykorzystaniem coraz do-
skonalszych generacji szczepionek (38).

Szczepionki, stworzone poczatkowo dla zabezpie-
czenia przed zachorowaniem, stanowia nadal jedno
z najsilniejszych profilaktycznych narz¢dzi w ochro-
nie zdrowia zwierzat i ludzi. Jako wazny element kon-
troli choréb pozwalaja na utrzymywanie dobrego sta-
nu zdrowia zwierzat w intensywnych i ekstensywnych
systemach chowu. Znajduja wreszcie coraz wigksze
zastosowanie w programach zwalczania chorob zakaz-
nych, umozliwiajac catkowita eliminacj¢ danego za-
razka z populacji ludzi czy zwierzat (33). Przyktada-
mi tego typu dziatan moze by¢ uwolnienie populacji
cztowieka od wirusa ospy prawdziwej, ogloszone przez
WHO w 1980 r., czy zakonczone sukcesem w wielu
krajach uwolnienie populacji $win od wirusa choroby

Aujeszky’ego (chA) (37). Skuteczna realizacja progra-
mu zwalczania chA, ktory w maju 2008 r. zostat wdro-
zony w naszym kraju, stala si¢ mozliwa dzigki opra-
cowaniu nowej generacji szczepionek (25, 30).

Liczne badania 1 obserwacje terenowe dowodza, ze
szczepionki sa niezbgdne nie tylko w procesie ekono-
micznego chowu 1 hodowli zwierzat gospodarskich,
ale takze w ochronie zdrowia zwierzat domowych
1 wolno zyjacych, a poprzez zapobieganie rozprzestrze-
nianiu zoonoz i redukcji siewstwa drobnoustrojow
chorobotworczych — réwniez w ochronie zdrowia pu-
blicznego 1 ochronie srodowiska. Stosowanie szcze-
pionek w przypadku wielu jednostek chorobowych
umozliwia krajowy i migdzynarodowy obrdt oraz
handel zwierzgtami 1 produktami pochodzenia zwie-
rzgcego, a w niektorych sytuacjach pozwala unikad
zabijania zwierzat podejrzanych o zakazenie w zwal-
czaniu chorob, gdzie z reguly stosuje si¢ metody ad-
ministracyjne.

W profilaktyce chordb zakaznych zwierzat od daw-
na byly i nadal sa stosowane szczepionki konwencjo-
nalne w celu nie dopuszczania do zakazenia badz wy-
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stapienia objawow choroby lub przynajmniej zmniej-
szenia ich natezenia po zakazeniu. Szczepionki te,
mimo redukcji siewstwa zjadliwego zarazka oraz ogra-
niczania jego krazenia w $rodowisku, nie daja jednak
mozliwosci jego ehmmacp z populacji zwierzat, ze
wzgledu na niemozno$¢ odrdznienia osobnikow za-
kazonych od szczepionych. Zatem stosowanie szcze-
pionek konwencjonalnych, aczkolwiek o duzym zna-
czeniu ekonomicznym i nawet epizootycznym, unie-
mozliwia ocen¢ wystgpowania, stopnia rozprzestrze-
nienia i krazenia zjadliwego zarazka wsrdd zwierzat
szczepionych, a tym samym zwalczenie choroby w ro-
zumieniu eliminacji zarazka z populacji.

Przetomowym momentem w zwalczaniu chordb
zakaznych zwierzat przy pomocy szczepien byto stwo-
rzenie w latach 80. ubieglego wieku szczepionek de-
lecyjnych przeciw chA. Szczepionki te, nalezace do
grupy szczepionek znakowanych lub markerowych
(marker vaccines), powstaly z potrzeby opracowama
metody serologicznego réznicowania $win szczepio-
nych przeciw chA 1 zakazonych zjadliwym Herpes-
virus suis typ 1 (SHV-1) w krajach stosujacych maso-
we szczepienia jako metodg zwalczania chA (15, 25,
30, 40). W slad za chA szczepionki markerowe opra-
cowano réwniez przeciw innym chorobom zakaznym
1 tak narodzita sig strategia DIVA, jako nowa metoda
zwalczania chorob zakaznych zwierzat. Termin DIVA
pochodzi od pierwszych liter stow: Differentiating In-
fected from Vaccinated Animals (8) lub Differentia-
ting Infected from Vaccinated individuals (23) 1 ozna-
cza ,,0odréznianie zwierzat zakazonych od szczepio-
nych”. W realizacji tej strategii zwalczania moga by¢
stosowane rozne szczepionki markerowe, dlatego van
Oirschot (23) zaproponowat dla nich okreslenie szcze-
pionki diva (diva vaccines).

Szczepionki delecyjne stosowane w strategiit DIVA
sa oparte na drobnoustrojach pozbawionych zwykle
jednego lub kilku bialek (glikoprotein) antygenowych,
ktore posiada zarazek zjadliwy (marker ujemny). Na-
tomiast wprowadzenie do zarazka szczepionkowego
dodatkowego biatka (marker dodatni) jest nieprzydat-
ne, poniewaz istota tej strategii jest wykrywanie zwie-
rzat zakazonych wsrod szczepionych, a nie zwierzat
szczepionych. Celowi temu stuza specjalne testy se-
rologiczne do wykrywania przeciwcial przeciwko an-
tygenom usunigtym z zarazkdéw szczepionkowych, kto-
re wystepuja u zwierzat zakazonych, a nie wystepuja
u zwierzat szczepionych, nie zakazonych. Testy te
umozliwiaja takze oceng krazenia zjadliwych szcze-
poéw danego zarazka w populacjach zwierzat szcze-
pionych oraz oceng skutecznos$ci szczepionek w wa-
runkach terenowych (26, 28). Klasycznymi przykta-
dami szczepionek markerowych sa delecyjne szcze-
pionki przeciw chA oraz zakaZnemu zapaleniu nosa
i tchawicy bydta (IBR) (14, 25,27). W strategii DIVA
moga by¢ jednak z powodzeniem stosowane roéwniez
inne szczepionki, np. podjednostkowe, DNA, wekto-
rowe czy nawet konwencjonalne inaktywowane 1 od-

Medycyna Wet. 2009, 65 (6)

powiadajace im testy serologiczne do réznicowania
zwierzat zakazonych i szczepionych. Jako przyktady
mozna podac¢ strategie zwalczania pomoru klasyczne-
go swin (pks), wirusowej biegunki bydta i choroby bton
sluzowych (BVD-MD), pryszczycy czy influenzy pta-
kéw (7, 8, 13, 18, 31).

Pierwszymi szczepionkami, ktére umozliwity wdro-
zenie strategii DIVA do zwalczania chorob zakaznych,
byly szczepionki delecyjne przeciw chA (15, 25). Ich
opracowanie byto mozliwe dzigki gwattownemu roz-
Wwojowi b1010g11 molekularnej w latach 80. XX wieku,
opracowaniu technik mapowania genomu wielu wiru-
sow, w tym tych z rodziny Herpesviridae (SHV-1,
BHV-1) oraz okresleniu roli poszczegdlnych glikopro-
tein otoczkowych i enzyméw w zjadliwosci, wnika-
niu, replikacji 1 transmisji wirusé6w oraz mechanizméw
patogenezy i stymulacji odpowiedzi immunologicznej
(20, 21). Konstrukcja tych szczepionek byta oparta na
mutantach delecyjnych, tzn. zjadliwych szczepach
wirusa pozbawionych gendéw (delecja) odpowiedzial-
nych za ekspresj¢ okreslonych glikoprotein otoczko-
wych (25, 30). Dla ujednolicenia programéw zwalcza-
nia chA w mutantach SHV-1 najcze¢sciej dokonywano
delecji genu dla glikoproteiny gE (ujemny marker se-
rologlczny) Swinie immunizowane takimi szczepion-
kami nie wytwarzaja wowczas przeciwciatl anty-gE,
co pozwala na odroznienie zwierzat zakazonych od
szczepionych przy pomocy testu gE-ELISA (29).
Oproécz tej wlasciwos$ci szczepionki delecyjne ograni-
czaja siewstwo zjadliwego SHV-1 do srodowiska i sa
bezpieczne dla piodéw a szczepy szczepionkowe nie
Szerza sig w pOpulaCJI swin 1 wykazuja stabilnos¢ ge-
netyczng wyrazajaca si¢ brakiem rewersji do zjadli-
wosci. Istotne jest, aby glikoproteina wykorzystywa-
na jako marker serologiczny nie obnizata znaczaco
immunogennos$ci mutanta delecyjnego, wystepowata
we wszystkich szczepach terenowych wirusa oraz sty-
mulowata po zakazeniu szybko powstajace, dtugo
utrzymujace si¢ i fatwo wykrywalne przeciwciata (24).
Zasadnicza cecha szczepionki delecyjnej Jest zatem
wywotanie okreslonej, charakterystycznej, roznicowej
reakcji immunologicznej, bedacej rezultatem podania
odpowiedniego wirusa szczepionkowego lub zakaze-
nia (28). Dlatego, zdaniem van Oirschota (24), szcze-
pionka delecyjna powinna by¢ raczej okreslana termi-
nem: szczepionka ARD (Antlbody Response Differen-
tiable). Wtasnie te¢ roznicowa reakcje serologlcznq
poszczepienna i pozakazna wykorzystuje si¢ w strate-
gii DIVA réwniez do zwalczania innych choréb za-
kaznych przy uzyciu odmiennych od delecyjnych ro-
dzajow szczepionek.

Strategia DIVA zwalczania chA oparta na stosowa-
niu szczepionek delecyjnych i kompatybilnych testow
serologlcznych w ramach programu ,,szczepienie—eli-
minacja’ (Vaccmatlon—eradlcatlon programme) (35,
36) doprowadzita juz w wielu krajach europejskich
1 w USA do uwolnienia populacji §win od wirusa chA,
w innych program ten jest bliski pozytywnego zakon-
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czenia lub mocno zaawansowany. Wdrozony w 2008 r.
w Polsce program zwalczania chA, realizowany in-
tensywnie i prawidtlowo z wykorzystaniem strategii
DIVA powinien, podobnie jak w innych krajach, przy-
nie$¢ oczekiwane rezultaty w realnej perspektywie cza-
sowej (37).

W analogiczny sposob strategia DIVA jest wyko-
rzystywana w niektorych krajach do zwalczania IBR.
Uwalnianie populacji bydla od BHV-1 jest rowniez
dokonywane przy pomocy programu ,,szczep1en1e—eh-
minacja”, realizowanego w oparciu o zywe i inakty-
wowane delecyjne szczepionki gE-negatywne 1 odpo-
wiadajace im testy gE-ELISA (14, 26, 27). Moze by¢
ona realizowana takze w oparciu o podjednostkowa
szczepionke zawierajaca glikoproteing gD, a pozosta-
fe immunogenne proteiny otoczkowe BHV-1, ktore
indukuja dhugo utrzymujaca si¢ reakcje humoralna,
wlaczajac gE, moga by¢ uzyte jako marker w testach
serologicznych do réznicowania zwierzat szczepionych
od zakazonych (5, 11).

Strategia DIVA moze stanowi¢ alternatywe metody
administracyjnej w zwalczaniu pomoru klasycznego
swin (pks). W Unii Europejskiej od 1992 1. obowiazu-
je zakaz szczepien przeciw pks, ale opracowano kilka
typow nowoczesnych szczepionek markerowych i od-
powiadajacych im testow serologicznych, mozliwych
do zastosowania w przypadku trudnos$ci z opanowa-
niem epizootii pk§ metoda administracyjna (2). Kon-
strukcja tych szczepionek oparta jest na otoczkowej
proteinie E2, uznawanej za gtdéwny immunogen wiru-
sa o aktywnoS$ci neutralizujacej, produkowanej lub
eksponowanej w rdéznych systemach ekspresyjnych,
a ich skutecznos¢ jest podobna do konwencjonalnych,
zywych, zmodyfikowanych szczepionek przeciw pks
(2). Do tej grupy naleza: szczepionki podjednostkowe
zawierajace pojedyncze peptydy lub mieszaning pep-
tydow z antygenowych domen BC lub A proteiny E2,
szczepionki DNA na bazie plazmidoéw wyposaZonych
w sekwencje kodujace E2, szczepionki wektorowe
z genem E2 wlaczonym w genom wirusé6w krowian-
ki, chA, adenowirusa, parapoxw1rusa lub wirusa ospy
$win. Opracowano rowniez szczepionki zawierajace
chimery pestiwirusowe z sekwencjami kodujacymi E2
wirusa pks, wlaczonymi do genomu wirusa BVD, albo
odwrotnie z sekwencjami dla E2 wirusa BVD lub wi-
rusa choroby granicznej (BD), wlaczonymi w genom
wirusa pks, a takze trans-komplementarne replikony
z delecjami w regionach kodujacych proteiny E2 lub
ERNS (2). Serologiczne réznicowanie zwierzat szcze-
pionych wymienionymi szczepionkami od zakazonych
oparte jest gldwnie na wykrywaniu przeciwciat prze-
ciw proteinie otoczkowej ERNS (12). Testy wykrywaja-
ce przeciwciata przeciw niestrukturalnej proteinie NS3
sq mniej przydatne, ponlewaz wykrywaja zakazenie
pestiwirusami innymi niz wirus pks (23).

W podobny sposdb mozna wykorzysta¢ strategig
DIVA w zwalczaniu BVD-MD przy pomocy podjed-
nostkowej szczepionki zawierajacej proteing E2 i kom-

375

plementarnego testu serologicznego (7). Zwierzg¢ta
szczepione od zakazonych mozna takze odr6zni¢, sto-
sujac szczepionke inaktywowana i test ELISA, ktory
wykrywa w prébkach surowicy lub mleka przeciwcia-
ta swoiste przeciwko proteinie niestrukturalnej NS3,
produkowanej przez zywe szczepy zjadliwe, a nie pro-
dukowanej przez inaktywowane szczepy szczepion-
kowe (19).

Na szczepionkach inaktywowanych oparta jest row-
niez strateg1a DIVA zwalczania pryszczycy. Zasada
roznicowania zwierzat zakazonych od szczepionych
uwzglednia fakt, ze wirus zywy ma zdolnos$¢ replika-
cjiioprocz strukturalnych biatek kapsydu (VP1-VP4)
produkuje réwniez szereg biatek niestrukturalnych
(2A-C, 3A-D), natomiast inaktywowany wirus szcze-
pionkowy, na bazie ktérego wytwarzane sa aktualne
szczepionki przeciw pryszczycy, oprocz biatek kapsy-
du produkuje jedynie proteing 3D (3, 22). Zatem wy-
krycie przeciwciatl przeciw najbardziej immunogen-
nemu polipeptydowi 3ABC umozliwia odrdznienie
zwierzat zakazonych od szczepionych. Przeciwciala
te utrzymuja si¢ nawet do 560 dni po zakazeniu i sa
najbardziej wiarygodnym, serologicznym wskaznikiem
zakazenia wirusem pryszczycy, na ktorym oparto wigk-
szo$¢ aktualnie dostgpnych testow serologicznych (10,
17).

Wobec probleméw, jakie stwarza influenza ptakow,
czynione sa proby zastosowania strategii DIVA do
zwalczania tej choroby z wykorzystaniem szczepio-
nek podjednostkowych i wektorowych (34). Bardziej
obiecujace sa metody oparte na stosowaniu szczepio-
nek inaktywowanych, w ktorych szczepy szczepion-
kowy i zjadliwy maja identyczna hemaglutyning, ale
rézne neuraminidazy, np. H7N3 i H7N2, wowczas
wykrywajac przeciwciata anty-N3 mozna odroznié
ptaki szczepione od zakazonych (8). W podobny spo-
sob mozna dokonaé tego roznicowania, wykrywajac
przeciwciala przeciw proteinie niestrukturalnej NS1,
ktéra produkuja szczepy zjadliwe, a nie inaktywowa-
ne szczepy szczepionkowe (39). Wyklywame prze01w-
ciat anty- -NS1 wykorzystuje si¢ rowniez do réznico-
wania §win zakazonych parwowirusem (32), matych
przezuwaczy — wirusem choroby niebieskiego jezyka
(1) 1 koni — wirusami influenzy koni (4) oraz afrykan-
skiego pomoru koni (6).

Nowa, obiecujaca perspektywe stanowi genetyczna
strategia DIVA (genetic DIVA strategy), w ktorej do-
puszcza si¢ stosowanie zarOwno szczepionek nowo-
czesnych, jak i konwencjonalnych, a ré6znicowanie
zwierzat zakazonych i szczepionych odbywa sig¢ me-
todami bezposrednimi (wykrywanie zarazka), a nie
posrednimi (wykrywanie przeciwciat) (2).

Podsumowujac nalezy stwierdzi¢, ze strategia DIVA,
poprzez wykorzystame szczepionek markerowych,
umozliwiajacych réznicowanie zwierzat zakazonych
1 szczepionych oraz wykrywanie bezobjawowych no-
sicieli 1 siewcow, stwarza szanse uwolnienia popula-
cji od wielu niebezpiecznych patogendéw, powoduja-
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cych epizootie i panzootie. Doceniajac znaczaca role
nowoczesnych szczepionek markerowych w komplek-
sowych programach zwalczania choréb zakaznych
strategia ta wplywa nie tylko na znaczne obniZenie strat
ekonomicznych i przywrocenie mozliwo$ci migdzy-
narodowego obrotu zwierzgtami i produktami pocho-
dzenia zwierzgcego, ale stanowi rowniez alternatywe
niezwykle kosztownej i mocno czasami krytykowane;j
administracyjnej metody zwalczania. Dlatego strate-
gia DIVA powinna by¢ coraz czg$ciej stosowana
w zwalczaniu choréb zakaznych zwierzat, a pewne jej
elementy, dotyczace zwlaszcza oceny szczepionek
1 monitorowania zakazen w grupach ludzi szczepio-
nych i nie szczepionych, moga by¢ réwniez wykorzy-
stane w ochronie zdrowia publicznego (23).
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