Szczepionka przeciwko afrykanskiemu pomorowi swin
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Wedlug najnowszych danych, cytowanych przez
niekwestionowanego lidera i §wiatowy auto-
rytet w zakresie badan nad afrykanskim pomorem
$win, prof. José Manuela Sanchez-Vizcaino z Uni-
versidad Complutense w Madrycie, mimo istotne-
go postepu w doskonaleniu skutecznosci i nieszko-
dliwosci szczepionki przeciwko ASF, jak dotychczas
zadna z nich nie zostata zaakceptowana przez Ko-
mitet ds. Weterynaryjnych Produktéw Leczni-
czych Europejskiej Agencji Lekéw i Amerykanskiej
Agencji ZywnoSci i Lekéw. Innymi stowy, nikt do-
tychczas takiej szczepionki nie opracowat, o czym
$wiadcza réwniez inne publikacje dotyczace tego
zagadnienia (1).

Jednoczes$nie wiadomo, ze $winie po przebytym
zakazeniu i wyzdrowieniu uzyskujg odpornos¢ prze-
ciwko powtdrnej infekcji wysoce zjadliwym szczepem
wirusa ASF (ASFV). Dotyczy to jednak, z nieliczny-
mi wyjatkami, szczepéw homologicznych w sto-
sunku do szczepu, ktory wywotat zakazenie i wzbu-
dzit odpornos¢ (2). W srodowisku wystepuja jednak
takze szczepy heterologiczne ASFV, przeciwko kt6-
rym szczepionka o innej swoistoSci chronitaby tylko
w ograniczonym stopniu.

Dotychczas nie wyjasniono, w jaki sposob powstajg
uktady heterologiczne, czyli rézny poziom swoistosci
immunologicznej miedzy szczepem uodporniajagcym

i zjadliwym szczepem sprawdzajgcym efektywno$é
uodpornienia (2, 3). Ciggle zatem mechanizmy od-
pornosci przeciwko zakazeniu ASFV nie sa wystar-
czajaco dobrze poznane. Dodac nalezy, ze w ochro-
nie przeciwzakaznej dla omawianej choroby, bierze
udziat odpornos$¢ komorkowa, gtéwnie komoérki jed-
nojadrzaste, jak rowniez odporno$¢ humoralna repre-
zentowana przez swoiste przeciwciata neutralizujace.
Istotna role odgrywa réwniez dopetniacz — czynnik
odpornos$ci wrodzonej (4). Gtéwnga przyczyna nie-
dostatecznej poszczepiennej odpornosci ochronnej
przeciwko ASF nie musi by¢ jako$¢ szczepionki, ale
duza réznorodnos$¢ antygenowa izolatéw ASFV. Ba-
dania in vivo i in vitro wskazujg na udziat ASFV w ko-
morkowej lizie i cytotoksycznos$ci zaleznej od komd-
rek T CD8 oraz NK (5).

Zwalczanie ASF prowadzace do ograniczenia wy-
stepowania, a nastepnie eradykacji choroby i rezerwu-
arow wirusa ma charakter kompleksowy. Skuteczna,
nieszkodliwa szczepionka moze odegra¢ wiec zna-
czaca role. Postepowanie stopniowo eliminujgce ASF
opiera sie jednak przede wszystkim na realizowaniu
wytycznych aktéw prawnych Swiatowej Organizacji
Zdrowia Zwierzat (OIE) i krajowych stuzb weteryna-
ryjnych, reprezentowanych przez Gtéwnych Leka-
rzy Weterynarii poszczegélnych panstw. Celem ni-
niejszej publikacji jest przedstawienie stanu wiedzy
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na temat uzyskania szczepionki przeciwko ASF, nie-
zbednej w zwalczaniu i eradykacji tej choroby.

Po raz pierwszy, na przetomie lat 50.i 60. ubiegte-
go wieku w Portugalii i Hiszpanii, w zwalczaniu ASF
u $win zastosowano w warunkach do$wiadczalnych
szczepionki, ktére zawieraty zywy, atenuowany natu-
ralnie ASFV. Cechowaty sie one szczatkowa zjadliwo-
$cig i wywotywaty u niektérych uodpornianych §win
przej$ciowa reakcje poszczepienng w postaci pod-
wyzszonej temperatury ciata, osowiatosci oraz ob-
nizenia taknienia w ciggu 1-3 dni. Objawy te bytyby
do zaakceptowania, gdyby réwnolegle nie rozwijata
sie u zwierzat kliniczna postac ASF i siewstwo wirusa.
Okazato sie bowiem, Ze szczep ten podany swiniom
w warunkach terenowych wywotywat u znacznego
odsetka immunizowanych zwierzat objawy klinicz-
ne i siewstwo wirusa szczepionkowego, co prowa-
dzito do rozwoju ASF u $win wrazliwych na zakaze-
nie. W konsekwencji strat, zwigzanych z immunizacjg
zwierzat szczepionkami atenuowanymi zostaty one
wowczas wycofane ze stosowania.

W podjetych p6zniej w wielu krajach, w tym w USA,
badaniach nad uzyskaniem szczepionki przeciwko ASF
wykazano, Ze zupetnie nieskuteczne byty szczepion-
ki inaktywowane. Z kolei szczepionki podjednostko-
we, ktore okazaty sie catkowicie nieszkodliwe, byty
tylko czeSciowo skuteczne, wiec réwniez nie znala-
zty zastosowania w programach zwalczania ASF (5).

Powrdcono wiec do prac nad otrzymaniem szcze-
pionki atenuowanej. Wykazano bowiem, ze wyste-
pujace naturalnie lub uzyskane w warunkach la-
boratoryjnych szczepy ASFV o niskiej zjadliwosci/
patogennosci dajg najwieksze szanse opracowania
szczepionek skutecznych i nieszkodliwych. Braku-
je jednakze jednoznacznej podstawy do stwierdze-
nia, ze szczepy takie po zastosowaniu u $win nie bedg
ulegaly rewersji w kierunku zwiekszenia ich choro-
botwdrczosci (5, 6, 7, 8).

W Europie, Rosji i Chinach afrykanski po-
moér $win jest najcze$ciej spowodowany zakaze-
niem szczepami wysoce zjadliwymi, nalezgcymi
do genotypu II wirusa. ASFV jest duzym, dwunicio-
wym wirusem DNA. Jego genom ma wielko$¢ okoto
17-19 tys. par zasad i koduje ponad 150 biatek, wsrod
ktorych okoto 70 stanowig biatka strukturalne. Duzg
cze$¢ genomu ASFV stanowia tzw. rodziny wieloge-
nowe MGF (multigene families) takie jak MGF360,
MGF110, MGF300 czy MGF530. Stwarzajaca olbrzy-
mie problemy przy opracowaniu szczepionki roz-
norodno$¢ genetyczna izolatéw ASFV polega za-
zwyczaj na braku lub obecno$ci dodatkowych kopii
gendéw MGF. Przyktadowo grupa genéw MGF360 za-
wiera 11-15 gendw, a rodzina MGF530 to 9-10 ge-
noéw. Funkcja tych dwdéch rodzin wielogenowych jest
prawdopodobnie zwigzana z proliferacja zakaZzonych
makrofagéw oraz hamowaniem ekspresji interfero-
nu typul (12). Oczywiste jest, Ze przy tak duzej licz-
bie genéw identyfikacja tych, ktére moga wyzwala¢
ekspresje biatek ochronnych po podaniu szczepionki
jest bardzo trudna. Co wiecej, testowanie szczepow-
-kandydatéw do uzyskania ewentualnej szczepion-
ki moze by¢ prowadzona wytacznie na Swiniach lub
dzikach, a nie np. na myszach lub innych zwierzetach
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African swine fever (ASF), occurring for many years, is at present the most
significant viral disease of swine and wild boar. Despite of the situation, defined
as a large epidemic or even pandemic, a vaccine is not yet available, It has been
claimed that live, attenuated anti-ASF vaccines are most promising products
on the way to control the disease. However the safe and effective vaccine is yet
to be obtained. The current status in the field of ASFV vaccine development is
encouraging, since ASFV strain(s) have been obtained, that have their virulence
genes deleted. Deletion of ASFV genes that inhibit host antiviral type | interferon
responses is considered as the most effective strategy to attenuate the virus.
Deleted, live vaccinal strain(s) are still able to replicate and encode immunogenic
antigens thus induce protective immunity in swine. However, a licensed cell line
in which live, attenuated virus (LAV) can be propagated and produced on a large
scale, is still not available. Concerning wild boar, the natural reservoir of ASFV,
while developing live vaccine for swine protection, rigorous conditions for its

safety and efficacy are strongly required.
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laboratoryjnych, ze wzgledu na fakt, Ze nie posiada-
jg one swoistych dla biatek ASFV receptoréw i nie sg
dla tych gatunkéw patogenne.

Zabite szczepionki przeciwko ASF sg nieskuteczne.
Znacznie lepsze efekty uzyskuje sie, stosujac szcze-
pionki atenuowane, sporzadzone z naturalnie wyste-
pujacych szczepow wirusa o niskiej zjadliwosci lub ze
szczep6w zywych, zmodyfikowanych. Powstata u $win
odporno$c¢ ochronna zabezpiecza jednak tylko przed
zakazeniem homologicznym szczepem, nalezacym
to tego samego genotypu, ale nie przed zakaZeniem
szczepem heterologicznym wirusa. Przy stosowaniu
szczepionek atenuowanych moga wystepowac skutki
niepozadane, jak zmiany skorne i obrzek stawéw, co
w zasadzie uniemozliwia ich wprowadzenie do uzytku.
Wsrdd dziatan niekorzystnych, zwigzanych z reszt-
kowa zjadliwoscig, jest tez niebezpieczenstwo wy-
stapienia przewlektego zakazenia szczepem szcze-
pionkowym i zagrozenie jego rewersjg do szczepu
zjadliwego. Takze produkcja takich szczepionek na-
potyka zasadnicze problemy, poniewaz ASFV namna-
za sie w hodowli pierwotnej makrofagéw $wini i nie
ma ustalonej linii komérkowej bedacej jej odpowied-
nikiem. Z tych powodéw intensywnie bada sie takze
mozliwo$¢ uzyskania bezpiecznej i skutecznej szcze-
pionki z podjednostek oraz szczepionki wektorowej
przeciwko ASF.

Ponadto ustalono, ze $winie uodporniane szcze-
pem atenuowanym ASFV nie uzyskuja pelnej odpor-
nosci krzyzowej na niespokrewnione szczepy tereno-
we. Wobec braku jednoznacznych danych odnosnie do
r6znic w nabywaniu odpornosci poszczepiennej przez
poszczeg6lne osobniki stosowanie zywej szczepion-
ki moze by¢ wiec rowniez nieskuteczne.

W badaniach szczep6w-kandydatow do uzyskania
zywej szczepionki przeciwko ASF okreslono geny, ko-
dujace czynniki zjadliwosci wirusa. Podjeto wiec prace
majace na celu uzyskanie bezpiecznych, niezjadliwych
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szczepow poprzez delecje tych genéw. Okazato sig, ze
skutki delecji tego samego genu byly rdzne w zalez-
nosci od szczepu wirusa ASF, a wiec efekt atenuacji
molekularnej byt zréznicowany (8, 9, 10). Dwa szcze-
py ASFV — Malawi i Georgia — poddano skutecznej
atenuacji poprzez delecje genéw warunkujacych zja-
dliwos¢, ale tylko szczep Malawi zachowat zdolno$é
wzbudzania odpornosci u $win.

Powazna trudno$cig w uzyskaniu bezpiecznej i sku-
tecznej szczepionki przeciwko ASF jest tez opisywa-
na u szczepow szczepionkowych zmienno$¢, kt6-
ra nie dos¢, ze obniza powaznie skuteczno$c takiej
szczepionki, ale tez znaczaco zwieksza podatnos¢
niektérych, uodpornianych $win na ryzyko zakaze-
nia szczepami terenowymi wirusa. Przebieg zakaze-
nia jest u tych zwierzat gwattowny i czeste sa u nich
upadki w przebiegu ASF.

W podsumowaniu swoich wieloletnich badan Rock
iwsp. (5) stwierdzili, Ze na obecnym etapie prac, po-
mimo niewatpliwego postepu, opracowywana przez
nich szczepionka nie moze by¢ testowana w warun-
kach terenowych.

Kolejng przeszkoda na drodze do eliminacji afry-
kanskiego pomoru $win poprzez szczepienia ochronne
jest brak systemu DIVA (differentiating infected from
vaccinated snimals), ktéry w badaniu serologicznym
umozliwia odréznienie $win zakazonych naturalnie
od szczepionych. Jak sie wydaje, szczepionki delecyjne
moga by¢ dobrym kandydatem do opracowania tego
systemu. Nie ma jednak, jak dotad, prac potwierdza-
jacych takie przypuszczenie i rozwigzanie tego za-
gadnienia jest najpewniej odlegte w czasie.

Poglad ten potwierdzaja autorzy najnowszego
opracowania na temat szczepionki przeciwko ASF —
badacze z o$rodkéw naukowych w Uppsali (Szwecja)
iPirbright (Wielka Brytania; 11). Wskazuja oni, Ze ate-
nuowane szczepionki przeciw ASF u $win i dzikéw sg
najbardziej obiecujaca technologia, a ponadto ostat-
nio poczyniono znaczne postepy w konstruowaniu
zywych szczepionek delecyjnych.

Powaznym ograniczeniem w pracach nad uzy-
skaniem nieszkodliwej i skutecznej szczepionki
przeciwko ASF jest brak modelu zwierzecego inne-
go niz naturalny gospodarz. ASFV moze zakazac je-
dynie $winie i dziki. Wszystkie dotychczasowe prace
prowadzone byty na $winiach i dotyczyty szczepio-
nek, ktére moga by¢ podawane w iniekcji. Szcze-
pionki przeznaczone dla dzik6w powinny natomiast
przej$¢ badania na tym gatunku. Nalezy pamietac,
ze w warunkach naturalnych muszg by¢ podawane
doustnie w postaci keséw, . Bardzo wazny jest wiec
sposdb wprowadzania szczepionki do $rodowiska
le$nego; powinna by¢ zakopywana na odpowied-
nig gleboko$¢, a kesy musza by¢ na tyle atrakcyjne
smakowo, aby dziki niezaleznie od wieku byty nimi
zainteresowane.

Wedtug Rocka i wsp. (5) teoretycznie powinno by¢
mozliwe uzyskanie szczepéw ASFV o duzo wiekszej
nieszkodliwo$ci i immunogennosci niz bedace obecnie
w dyspozycji zywe, atenuowane szczepy szczepion-
kowe. Staje si¢ to mozliwe miedzy innymi dlatego, ze
przeprowadzone w wielu laboratoriach poré6wnawcze
badania genomu r6znych szczepéw ASFV pozwolity na

identyfikacje czesci genéw kodujacych ich zjadliwosé
i patogennosc¢ oraz immunogenno$¢. Dysponujemy juz
szczepami ASFV z dokonang, w warunkach laborato-
ryjnych, delecja genéw, miedzy innymi determinu-
jacych ekspresje kinazy tymidynowej (TK) oraz od-
powiedzialnych za ekspresje biatek 9GL (B11GL) i NL
(DP71L), ktére decyduja o zjadliwosci wirusa. Co waz-
ne, usuniecie tych genéw nie pozbawito tak zmody-
fikowanego ASFV zdolnosci do indukcji odpornosci
ochronnej przeciw homologicznym szczepom wiru-
sa (13). Uzyskana atenuacja ASFV jest w tym przypad-
ku zwigzana najprawdopodobniej z ostabieniem na-
mnazania sie tych szczepéw wirusa w makrofagach,
ktére sa gtéwnym celem jego intensywnej replikacji.
Co ciekawe, delecja genu determinujacego ekspresje
biatka NL w europejskim szczepie E70 zmniejszy-
ta zjadliwo$¢ i ograniczyta replikacje tego szczepu
u $win, nie hamujac jego namnazania sie w makro-
fagach, wwarunkach in vitro. Jest to niezwykle waz-
ne z punktu widzenia mozliwo$ci namnazania ASFV
w komoérkach hodowanych in vitro dla potrzeb pro-
dukcji przysztej szczepionki.

Wykazano réwniez, ze skutki delecji genéw wa-
runkujacych zjadliwo$¢ oraz immunogenno$¢ moga
sie r6znic, zaleznie od szczepu poddanego temu pro-
cesowi. Dowiedziono bowiem, Ze delecja genu decy-
dujacego o ekspresji biatka NL w europejskim szcze-
pie E-70 catkowicie pozbawita ten szczep zjadliwosci,
natomiast nie uzyskano tego efektu u dwéoch innych
atenuowanych w ten sam sposéb szczep6w ASFV, izo-
lowanych od swin afrykanskich. Stwierdzono tez, ze
usuniecie wielu genéw z genomu ASFV moze nega-
tywnie wptywac¢ na immunogennos¢ tych szczepdow.

Inne podejscie do modyfikacji genomu ASFV —
wkierunku ostabienia jego patogenno$ci — polega na
delecji gendéw, ktdre koduja biatka wirusowe, biorace
udziat we wzbudzeniu syntezy interferonu przez ma-
krofagi. Geny, ktore zostaty poddane delecji, naleza do
rodzin wielogenowych MGF360 i MGF505. Szczep ASFV,
ostabiony w ten sposéb, zachowywat zdolno$¢ wzbu-
dzania silnej, poszczepiennej odpornosci ochronnej.

Nalezy podkresli¢, ze modyfikacje genetyczne od-
dziatuja nie tylko na poprawe bezpieczenstwa i zwiek-
szenie immunogennosci szczepu, ale takze umozli-
wiajg wprowadzenie do genomu wirusa markerow,
pozwalajacych na odréznianie osobnikéw szczepio-
nych od zakazonych (DIVA). Jest to bezwzglednie ko-
nieczne do monitorowania skutecznos$ci szczepien
i potwierdzenia eliminacji ASFV. Na razie uzyskano
obiecujace wyniki we wstepnych badaniach, wykona-
nych w warunkach laboratoryjnych. Jest oczywiste,
Ze nastepny etap wymaga sprawdzenia przydatnosci
szczepow-kandydatéw w probie biologicznej u natu-
ralnego gospodarza ASFV.

Duzym utrudnieniem jest brak ustalonej, licencjo-
nowanej linii komérkowej makrofagéw Swin, ktora
jest konieczna jako podtoze do namnazania szcze-
pow szczepionkowych wirusa.

Warto przypomnieé, ze Zzywe, atenuowane szcze-
pionkibytyinadal sg juz wykorzystywane z powodze-
niem w programach eradykacji takich choréb zakaz-
nych, jak ksiegosusz czy choroba Aujeszkyego. Istnieja
jednak obawy co do ich petnej nieszkodliwo$ci, ktéra
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powinna przejawiac sie w catkowitym braku wszelkich
dziatan niepozadanych oraz siewstwa wirusa szcze-
pionkowego. Szczepionka atenuowana niekoniecznie
musi chroni¢ wszystkie immunizowane zwierzeta, ale
odsetek skutecznie uodpornionych zwierzat powinien
by¢ jak najwyzszy. Tylko wtedy szerzenie sie choroby
zakaznej moze zostaé powstrzymane.

W odniesieniu do ASF, w warunkach terenowych,
zwierzeta sg czesto zakazone krazacym w $rodowisku
szczepem wirusa i zaszczepienie ich — co de facto nie
powinno mie¢ miejsca — nie bedzie zapobiega¢ dtu-
gotrwatemu niekiedy siewstwu szczepu terenowego,
a to znaczaco spowalnia jego eliminacje i zwalczanie
choroby. Obserwacje te poczyniono podczas badan nad
szczepionka, do otrzymania ktérej uzyto naturalnie
ostabionego, a wiec stabo zjadliwego szczepu ASFV,
wyizolowanego od dzikéw na Lotwie w 2017 r. (14).

Wirus ten, ktdry poczatkowo dawat duze nadzie-
je na jego wykorzystanie do uzyskania szczepionki
przeciwko ASF, wywotatl u czesci $win objawy kli-
niczne podobne do wystepujacych w przewlektej po-
staci choroby. Co wiecej, naturalnie ostabiony szczep
totewski, ktéry postuzyt do otrzymania prototypo-
wej serii szczepionki, intensywnie replikowat sie
worganizmie immunizowanych zwierzat, u ktérych
osiagat wysokie miana we krwi. Uodporniane §wi-
nie wydalaty okresowo wirus szczepionkowy i za-
kazaty ta droga zwierzeta, ktére wraz z nimi prze-
bywaty w kojcu.

Wobec pandemii ASF nie dziwi pragnienie jak naj-
szybszego uzyskania szczepionki, ktéra bedzie zapo-
biegac tej chorobie u $win i dzikow. Moze to niestety
sprzyja¢ dopuszczeniu do stosowania szczepionek,
ktorych nieszkodliwo$¢ nie jest stabilna. Takie po-
stepowanie grozi utrwaleniem sie stanu nosiciel-
stwa u zwierzat i ogromnymi stratami w hodow-
li i gospodarce, jak to miato miejsce kilkadziesiat lat
temu w Portugalii i Hiszpanii. W jedenastym wydaniu
klasycznego podrecznika Diseases of Swine z 2019 1. (1)
specjalisci $wiatowej rangi pisza, ze pomimo istot-
nego postepu w pracach nad uzyskaniem nieszkodli-
wej i wysoce skutecznej szczepionki przeciwko ASF
nie udato sie otrzymac takiego preparatu, ktory spet-
niatby warunki niezbedne do jego zarejestrowania
iwprowadzenia na rynek.

Jak wspomniano na wstepie, gtéwng przyczyng
indywidualnych réznic w odpornoSci poszczepien-
nej u $win immunizowanych przeciwko ASF sg uwa-
runkowane genetycznie odmiennosci w rozwoju hu-
moralnej odpowiedzi immunologicznej, przejawiajace
sie bardzo niskimi mianami przeciwciat neutralizu-
jacych wirus.

Pewna nadzieje na pokonanie tego ograniczenia
daja wyniki najnowszych prac badaczy amerykanskich
(15). Autorzy wykorzystali w nich delecyjny szczep wi-
rusa ASF, pozbawiony genu I1177L. Podanie S$winiom
tak zmodyfikowanego szczepu indukowato u nich
100% ochrone przed doswiadczalnym zakazeniem
terenowym wirusem zjadliwym, co bywa okres$lane
jako odpornos¢ sterylna (sterile immunity). Oznacza
to, ze delecja genu I177L przyczynita sie do powstania
u zaszczepionych Swin przeciwciat, w petni zapobie-
gajace zakazeniu szczepem zjadliwym.
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Wazng przyczyng trudnosci, wzglednie niemoz-
nosci uzyskania odpowiedniej szczepionki, jest duza
réznorodno$¢ antygenowa terenowych izolat6w ASFV.
W podsumowaniu trzeba zdecydowanie stwierdzi¢,
ze wobec braku licencjonowanej szczepionki przeciw
ASF, do momentu jej pojawienia sig, co wedtug jed-
nych nastapi niebawem, a wedtug innych (wiekszo-
$ci) za kilka lat, nalezy korzystac z wytycznych bio-
asekuracji i solidnej diagnostyki, uwzgledniajacej
postep biotechnologiczny, jaki dokonat sie w ostat-
nich latach.
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