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Airykaﬁski pomar $win, wywotywany przez wiru-
a afrykanskiego pomoru $win (ASFV), to grozna,
$miertelna choroba wystepujaca u $win domowych
idzikich (1, 2). Choroba ma istotny negatywny wptyw
na Swiatowy przemyst trzody chlewnej. Obecnie na
terenie Europy, Azji i Oceanii oraz Ameryki Potudnio-
wej krazy genotyp II ASFV (z wyjatkiem genotypu [,
ktdry jest endemiczny na Sardynii; ryc. 1; 1, 2, 3). Ak-
tualnie nie ma zarejestrowanej szczepionki przeciw-
ko ASF. Kontrola choroby opiera sie na zapewnieniu

bezpieczenstwa biologicznego, wczesnej diagnosty-
ceiwybijaniu zwierzat (stad) zakazonych ASFV (1, 2).
Procedury diagnostyczne w odniesieniu do rozpo-
znawania ASF sg regulowane i pozostaja pod $cisty-
mi zaleceniami Swiatowej Organizacji Zdrowia Zwie-
rzat (OIE), jak réwniez Europejskiego Laboratorium
Referencyjnego ds. ASF (4, 5). Podczas gdy wczesne
wykrycie i usuniecie zakazonych zwierzat wydaje
sie niezbedne do wyeliminowania lub zmniejszenia
ryzyka przeniesienia wirusa, prewencyjny ubéj lub
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depopulacja w gospodarstwie czesto prowadzi do wy-
soce emocjonalnych sytuacji, a wtasciciele zwierzat
nie widzg uzasadnienia dla tak drastycznych Srodkdow.
Przestrzeganie zasad bezpieczenstwa biologiczne-
go na poziomie gospodarstwa i krajowych rozporza-
dzen dotyczacych zwalczania chor6b jest niezbedne
w zwalczaniu choroby i zapobieganiu rozprzestrze-
niania sie wirusa. Jak pokazuje zycie, strategie te sg
jednak niewystarczajace do zwalczenia choroby i cze-
sto niemozliwe do wdrozenia w krajach o ograniczo-
nych zasobach, gtéwnie w Afryce czy Azji, ale takze
w krajach wysoko rozwinietych. Zwalczanie ASFV,
zaréwno w Europie czy Azji, jak i w Afryce, jest nie-
zwykle trudne ze wzgledu na tatwos¢ rozprzestrze-
niania sie tego patogenu, wysoka oporno$¢ ASFV na
warunki Srodowiskowe oraz wiele przeszkod zwig-
zanych z opracowaniem skutecznej immunoprofi-
laktyki swoistej. W ostatnich latach coraz wigksza
liczba zespotéw badawczych na catym Swiecie pracu-
jenad opracowaniem skutecznej szczepionki (6, 7, 8,
9,10, 11, 12). Najnowsze wyniki badan wskazuja, Ze jej
pojawienie si¢ wydaje sie coraz bardziej realne, cho¢
jest zgoda co do tego, ze na rynku komercyjna szcze-
pionka w najblizszych latach raczej sie nie pojawi.

Szczepionka przeciwko ASF - co juz wiemy

Do chwili obecnej nie opracowano bezpiecznej i sku-
tecznej szczepionki przeciwko ASF. Dotychczas prze-
badane prototypy szczepionek inaktywowanych prze-
ciwko ASFV nie zapewnity skutecznej odpowiedzi
przeciwzakaznej. Preparaty nie byty skuteczne w in-
dukowaniu specyficznych cytotoksycznych limfocy-
téw T CD8+, kluczowych dla eliminacji komorek za-
kazonych wirusem. Wykazano jednak, Ze zwierzeta,
ktore przezyly ostre zakazenie umiarkowanie zjadli-
wym ASFV, wykazywaty dtugotrwata ochrone przed
zakazeniem homologicznymi szczepami ASFV. Po-
nadto, podanie siary lub przeciwciat pochodzacych
od $win rekonwalescentéw z ASF zapewniato cze-
§ciowg ochrone przed eksperymentalnym zakaze-
niem zjadliwymi szczepami ASFV. Fakty te wskazuja,
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Vaccine against African swine fever — where are we and where are we
going?
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African swine fever (ASF), is a viral disease of pigs and wild boar that is usually
deadly. There are neither vaccines nor cures. African swine fever has got
a significant negative impact on the global pig industry. The disease control is
based on ensuring biosecurity, early diagnosis and culling pig herds with ASFV
infected animals. However, in view of the ease with which ASFV spreads, its
high resistance to environmental conditions and the many difficulties related
to the introduction of effective specific inmunoprophylaxis, this process is
extremely difficult. Despite encountering problems such as lack of an animal
model other than the natural host, lack of an effective continuous cell line for the
isolation and propagation of ASFV, a risk of reversion to virulence, or inability to
differentiate infected animals from vaccinated ones, scientists do not stop trying
to design an effective vaccine. Recent approaches to ASF vaccine construction
have focused on the development of modified live vaccines by targeted gene
deletion from different isolates or of subunit vaccines. Here, we discuss current
scientific advances and technological progress in this issue. The design of
a safe and effective vaccine against ASFV seems to be achievable, nevertheless,
a commercial vaccine is unlikely to appear within the next few years.
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ze zaprojektowanie skutecznej szczepionki moze by¢
wykonalne. Jednak przeciwciata indukowane za-
réwno przez wirusa, jak i antygeny szczepionkowe
nie sa w petni zdolne do neutralizacji ASFV. Lokali-
zacja i funkcja wszystkich komponentéw bioracych
udzial w odpowiedzi immunologicznej przeciwko
ASFV réwniez nie jest w petni poznana. Co ciekawe,
niektére badania wykazaty, ze przeciwciata swoiste
dla ASFV oprdcz roli ochronnej moga réwniez powo-
dowac zaostrzenie przebiegu choroby i wystapienie
zmian przewlektych. Jednoczesna obecno$é wirusa
i przeciwciat prowadzita niekiedy do odkladania sie
kompleksow immunologicznych, czego konsekwencja
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Rycina 1. Sytuacja epidemiologiczna w zakresie wystepowania ASFV na $wiecie w latach 2020-2022 (wg AFRICAN SWINE FEVER (ASF) - Situation report 9,
07/04/2022; https://www.oie.int/app/uploads/2022/04/asf-report9.pdf, data dostepu 11.04.2022)
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byto uszkodzenie naczyn krwionos$nych i powsta-
wanie ognisk martwiczych. Zaostrzenie po podaniu
prototypow szczepionek obserwowano réwniez po
immunizacji szczepionkami atenuowanymi lub pod-
jednostkowymi. Zjawisko to wymaga doktadniejszych
badan. Wyniki dotychczas przeprowadzonych badan
sugeruja, ze szczepionki przeciwko ASF powinny in-
dukowac zaréwno przeciwciata, jak i odpowiedz ko-
modrkowga T CD8+, aby zapewni¢ odpowiednig ochrone.
Wiadomo takze, ze ASFV jest w stanie unika¢ odpo-
wiedzi immunologicznej gospodarza, negatywnie
wptywajac na jego uktad odpornosciowy, co prowa-
dzi do skutecznej replikacji wirusa. Najnowsze podej-
Scia do projektowania szczepionek przeciwko ASFV
koncentruja sie, z r6znymi rezultatami, na opraco-
waniu zmodyfikowanych, zywych szczepionek po-
przez ukierunkowang delecje genéw z réznych izo-
latéw lub szczepionek podjednostkowych.

Zywe szczepionki atenuowane

Zywe szczepionki atenuowane (LAV) mogg by¢ oparte
na naturalnie wystepujacych szczepach ASFV o ob-
nizonej zjadliwoSci lub szczepach zjadliwych atenu-
owanych. Eksperymentalne LAV, oparte na szczepach
wyizolowanych z kleszczy lub naturalnie atenuowa-
nych izolatach pochodzacych od przewlekle zaka-
zonych §win, zapewniaty homologiczna ochrone,
jednak ostateczny wynik i poziom ochrony zalezat
od kilku zmiennych i ostatecznie nie udato sie do-
tychczas skonstruowac zadawalajgcej szczepionki.
W ostatnim czasie nowe technologie, w tym edycja
gendw czy rekombinacja, stanowig duze utatwienie
w opracowaniu nowych rekombinowanych LAV. Nowo
opracowane, obiecujace antygeny dla potencjalnych
szczepionek zestawiono w tabeli 1.

Chociaz LAV okazaty sie obiecujace, warto wspo-
mnie¢ o mozliwo$ci transmisji wirusa szczepion-
kowego, ktéra moze mie¢ zaréwno negatywne, jak
i pozytywne skutki w populacji dotknietej ASF. W ba-
daniach Barasona i wsp. (8) wiekszo$¢ kontaktowych
zwierzat wskaznikowych rozwineta odpowiedz im-
munologiczng, co sugeruje nie tylko immunogen-
nos$¢ szczepionki, ale takze mozliwo$¢ horyzontalnej
transmisji wirusa szczepionkowego pomiedzy podat-
nymi osobnikami. Racjonalna delecja genéw wiru-
lencji i inhibitoréw interferonu wydaje sie obiecujacg

Tabela 1. Obiecujace prototypy szczepionek przeciwko ASF badane w latach 2015-2021

Nazwa szczepu ASFV Genotyp Usuniete geny Mutant delecyjny

Pretorisuskop/96/4 XX 9GL

Malawi Lil 20/1 (Mal) Vil 9GL

Georgia 2010 I nr7L ASFV-G-AINT77L

HLJ/18 I MGF505-1R, MGF505-2R, | HLj/18-7GD
MGF505-3R, MGF360-12L,
MGF360-13L, MGF360-14L

OURT 88/3 | 1329L OURT88/ 3AI329L

Lv17/WB/Riel217 I
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droga do uzyskania kandydatéw na skuteczna szcze-
pionke przeciwko ASFV. Geny 9GL (B119L), UK (DP96R),
CD2v (EP402R), DP148R i rodziny wielogenowe (MGF)
sa przyktadowymi genami zwigzanymi z wirulencja,
ktdre zostaly usuniete w réznych badaniach. Dele-
cja genu 9GL (B119L) w wysoce wirulentnych izola-
tach ASFV Malawi Lil-20/1 (Mal) i Pretoriuskop/96/4
(A9GL) spowodowata catkowitg ochrone przed izo-
latami rodzicielskimi. Niestety, gdy podobna delecja
zostata uzyta do atenuacji ASFV Georgia 2007, atenu-
acja zostata osiggnieta, ale dawki ochronne i $mier-
telne byty podobne. Petng atenuacje uzyskano po-
przez dodatkowa delecje DP96R.

Niestety delecja nie zawsze przynosi zamierzone
efekty. Na przyktad zakazenie naturalnie atenuowa-
nym szczepem OURT88/3 wywotuje ochrone przed
tymi samymi lub blisko spokrewnionymi szczepami,
powodujac jednoczesnie dziatania niepozadane. Reis
iwsp. (7) podjeli probe zwiekszenia bezpieczenstwa
szczepionki poprzez usuniecie genu I1329L. Okazato
sig, ze ochrona indukowana przez mutanta z delecja
OURT88/3AI329L byta znacznie stabsza. U zwierzat
obserwowano obnizenie poziomu przeciwciat prze-
ciwko biatku ASFV VP72/B646L oraz spadek liczby
komorek produkujgcych IFN-y, natomiast stezenie
IL-10 w surowicy zwierzat immunizowanych mu-
tantem OURTS88/3A1329L byto podwyzszone. W tym
samym badaniu wykazano réwniez, ze delecja genu
I329L nie spowodowata ostabienia wirulentnego izo-
latu Georgia/2007. Inne badania wykazaty, ze dele-
cja inhibitora IFN (A276R) z izolatu NH/P68 powo-
dowata catkowitg utrate ochrony przed zakazeniem
ArmO07, w przeciwienstwie do 100% ochrony zapew-
nianej przez szczepienie dzikim typem ASFV. Kolej-
nym przyktadem nieprzewidywalnos$ci manipulacji
genetycznych polegajacych na jednoczesnej delecji
wielu genéw z genomu ASFV sg badania przeprowa-
dzone przez Gladue i wsp. (13). Autorzy wykazali, ze
delecja genéw CD2-podobnych i C-typu lektyny zna-
czaco obnizyta potencjat ochronny szczepu szcze-
pionki eksperymentalnej atenuowanej po delecji 9GL
z izolatu Georgia-2010 (ASFV-G-A9GL). Delecja genu
CD2-podobnego oraz genu lektyny typu C pozwolita
na uzyskanie szczepéw ASFV-G-A9GL/ACD2v oraz
ASFV-G-A9GL/ACD2v/AEP153R, zawierajacych od-
powiednio dwie i trzy delecje genowe. Po tych mani-
pulacjach genami, poziomy wiremii wywotane przez

Efekty
catkowita ochrona przed izolatami homologicznymi
catkowita ochrona przed izolatami homologicznymi

podanie doustne jest tak samo skuteczne jak podanie i.m.,
zwierzeta pozostaty klinicznie zdrowe po zakazeniu ASFV-G,
a swoista odpowiedZ humoralna byta na tym samym poziomie

petna atenuacja u $win; zapewnienie catkowitej odpornosci
na $miertelne zakazenie ASFV; brak rewersji do szczepu
wirulentnego

hamowanie wrodzonej odpowiedzi immunologicznej gospodarza

92% ochrona u dzikow po zakazeniu wirulentnym izolatem
ASF Arm07
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ASFV-G-A9GL/ACD2v i ASFV-G-A9GL/ACD2v/AEP153R
byly prawie niewykrywalne po zaszczepieniu Swin,
ale szczepionki nie chronity zwierzat przed zakaze-
niem rodzicielskim zjadliwym ASFV-Georgia, w prze-
ciwienstwie do ASFV-G-A9GL, ktéry zapewniat sil-
na ochrone przeciwzakazng. ASFV-G-A9GL/ACD2v/
AEP153R miat réwniez zmniejszong zdolnos¢ do re-
plikacji in vitro w hodowlach makrofagow swin w po-
réwnaniu do rodzicielskiego ASFV-G-A9GL.

Wyniki powyZsze sugeruja, Ze racjonalne opraco-
wywanie nowych szczepionek przeciwko ASFV wy-
maga duzej ostroznosci i unikania bezposredniego
przenoszenia wynikéw uzyskanych wskutek spe-
cyficznej delecji genéw w danym szczepie wirusa na
nowe izolaty terenowe.

Znaczacym odkryciem ostatnich lat wydaje sie ate-
nuowany szczep HLJ/18-7GD skonstruowany przez
Chen i wsp. (14). Zgodnie z wynikami badan szczep
HLJ/18-7GD, z delecja siedmiu genéw, nie byt w sta-
nie przeksztalcic¢ sie w szczep wirulentny i zapewniat
catkowitg odporno$¢ na $miertelne zakazenie ASFV
u $win. Wspomniane badanie daje obiecujace wyniki
dla mozliwoSci opracowania skutecznej szczepion-
ki, jednakze posiada tez wazne ograniczenia, utrud-
niajace wiarygodna ocene jego wartosci. Autorzy nie
opublikowali catej sekwencji delecyjnego szczepu.
Nie przeprowadzili tez dlugoterminowych (powy-
zej miesigca) badan w aspekcie braku wiremii po za-
kazeniu szczepem terenowym $§win zaszczepionych.
W 2015 r. O'Donell i wsp. (15) zaproponowali podob-
na kombinacje delecji i otrzymali rekombinowany
wirus ASFV-G-AMGF pochodzacy z wysoce wiru-
lentnego izolatu ASFV Georgia 2007. Byta to pierw-
sza eksperymentalna szczepionka, ktora wywotata
ochrone u $win zakazonych wysoce zjadliwym ASFV
Georgia 2007 i wykazata role genéw MGF w wirulen-
cji ASFV. Badacze usuneli sze$¢ genéw nalezacych
do MGF360 lub MGF505: MGF505-1R, MGF360-12L,
MGF360-13L, MGF360-14L, MGF505-2R i MGF505-3R.
Swinie zaszczepione domie$niowo ASFV-G-AMGF nie
wykazywaty objawdw choroby. Po zakazeniu wyso-
ce zjadliwym szczepem rodzicielskim ASFV u zwie-
rzat nie wystapity objawy kliniczne, chociaz u cze-
$ci z nich wykrywano wirusa.

W badaniu Chen i wsp. (14) jako podstawe do opra-
cowania zywej atenuowanej szczepionki wybrano
szczep Pig/Heilongjiang/2018 (HLJ/18), pierwszy chin-
ski izolat ASFV. W badaniu tym stworzono sze$¢ mu-
tantoéw poprzez usuniecie segmentéw gendow kodu-
jacych od jednego do siedmiu réznych biatek, ktore
wczesSniej okazaly sie niezbedne dla wirulencji r6z-
nych szczepéw ASFV. Najwazniejszy z pozbawionych
gendéw wirusow zostat okreslony jako HLJ/18-7GD
(usunieto geny kodujace MGF505-1R, MGF505-2R,
MGF505-3R, MGF360-12L, MGF360-13L, MGF360-14L,
CD2v). Aby ocenic¢ skutecznos¢ delecji, Swinie zo-
staty zakazone domigesniowo i doustnie wirulent-
nym szczepem ASFV. Wszystkie zaszczepione §winie
przezyly 3-tygodniowy okres obserwacji. Niski po-
ziom wirusowego DNA potwierdzono w wezle chton-
nym u jednej $wini w grupie zakazanej domigsniowo.
Wirusowe DNA nie zostato wykryte u zadnej ze Swin
w grupie zakazanej doustnie. Oceniono réwniez czas
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trwania ochrony po podaniu tej szczepionki, zaka-
zajac $winie 10 tygodni po szczepieniu. Stwierdzono,
ze wszystkie zaszczepione S$winie pozostaty klinicz-
nie zdrowe i przezyty okres obserwacji, a u wiekszo-
$ci $win nie wykryto materiatu genetycznego wirusa.
Jest mozliwe, ze dtugotrwata odporno$¢ indukowana
przez pojedyncza dawke HLJ/18-7GD zapewni solidng
ochrone przed ekspozycja na Smiertelny ASFV, a dwie
dawki HLJ/18-7GD mogga odpowiednio chroni¢ $wi-
nie przez cate zycie. W powyzszym badaniu ocenia-
no rowniez bezpieczenstwo podawania HLJ/18-7GD
u ciezarnych loch. Lochy byty szczepione HLJ/18-7GD
w 35., 63.194. dniu cigzy i monitorowane do 4 tygo-
dni po porodzie. Wszystkie lochy pozostaty klinicz-
nie zdrowe i urodzity prosieta w oczekiwanych ter-
minach, co wskazuje, ze szczepienie HLJ/18-7GD nie
wywotuje negatywnych skutkéw u ciezarnych loch
i nie wptywa na zdrowie prosiat. Wyniki te sugeru-
ja, ze szczepionka oparta na HLJ/-18-7GD ASFV jest
zaréwno bezpieczna, jak i skuteczna i moze odegrac
kluczowa role w ograniczaniu rozprzestrzeniania sie
wirusa w przysztosci.

Pomimo bardzo obiecujgcych wynikéw powyz-
szych badan szczepionka HLJ/18-7GD moze okazaé
sie nieskuteczna w Europie, gdzie powaznym pro-
blemem s3 zakazenia u dzikéw. Aby HLJ/18-7GD mégt
zosta¢ wprowadzony na rynek europejski, koniecz-
ne sg szeroko zakrojone badania. Szczep ten mu-
sialby zapewniac ochrone przed wariantami wirusa
krazacymiw Europie, potrzebne sg rowniez badania
potwierdzajace brak powstawania nosicielstwa po
podaniu szczepionki. Co wazne, szczepionka ta wy-
maga oceny skutecznos$ci i bezpieczenstwa po poda-
niu per os u dzikéw, co jest kluczowym czynnikiem
dla eradykacji choroby.

Inny obiecujacy kandydat na szczepionke LAV zo-
stal zaproponowany przez Borca i wsp. (16, 17). Autorzy
odkryli, Ze usuniecie genu I177L z ASFV skutkuje od-
pornoscia przeciwko ASFV. Zgodnie z wynikami badan
usuniecie nieznanego wczesniej genu 1177L z wyso-
ce patogennego szczepu ASFV Georgia 2010 (ASFV-G)
spowodowalo jego pelna atenuacje. W tym bada-
niu $winie zaszczepione réznymi dawkami szczepu
ASFV-G-AI177L pozostaty klinicznie zdrowe przez
28 dni obserwacji, niezaleznie od dawki szczepionki.
U zaszczepionych zwierzat obserwowano niewielka
wiremie, ale nie wykazywaty one objawow klinicznych
ASF. Zwierzeta zaszczepione domie$niowo szczepem
ASFV bez genu [177L wytworzyty silng odpowiedZ hu-
moralng, bedac w peini chronione przed zakazeniem
zjadliwym rodzicielskim ASFV-G przez 28-dniowy
okres obserwacji. Dodatkowo, nie zaobserwowa-
no siewstwa wirusa, co wskazuje, ze przeniesienie
ASFV-G-AI177L z zakazonych zwierzat na zwierzeta
naiwne jest mato prawdopodobne. ASFV-G-I177L jest
jednym z niewielu wspo6tczesnych szczepow kandy-
dujacych do szczepionki, w przypadku ktérego wy-
kazano, ze wywotuje ochrone przed izolatem ASFV
Georgia, a takze pierwszym zdolnym do wywota-
nia sterylnej odpornosci przeciwko szczepowi ASFV,
ktory jest odpowiedzialny za aktualng pandemie. Po-
niewaz delecja jakichkolwiek innych genéw w innych
izolatach ASFV nie zdotata skutecznie hamowac ASFV
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Georgia, odkrycie supresji poprzez delecje genu I177L
jest zaskakujace, nawet jesli szlaki gospodarza, ktd-
re posrednicza w obronie przed zakazeniem ASFV sg
nadal przedmiotem dyskus;ji.

Szczepionki wektorowe
I szczepionki podjednostkowe

Istota szczepionek wektorowych jest wiaczenie do ge-
nomu wektora genéw pochodzacych z drobnoustroju
chorobotworczego. Geny, pochodzace z drobnoustro-
jow chorobotwoérczych, zaczynaja kodowac antygeny
ochronne. Bezpieczenistwo w tego typu szczepionkach
zapewnia sie poprzez usuniecie lub zastgpienie ge-
néw wirulencji lub poprzez uniemozliwienie repli-
kacji wektora wirusowego. Co wazne dla przysztego
rozwoju szczepionki przeciwko ASFV, wektory wiru-
sowe umozliwiaja kodowanie immunogendw, ktére
moga stuzy¢ jako markery szczepionkowe, pozwala-
jace na odréznienie zwierzat zakazonych od zaszcze-
pionych. Dotychczas w badaniach doswiadczalnych
jako wektory rekombinowanych Zzywych szczepionek
wektorowych ASFV stosowano wirus choroby Aujesz-
kyego, alfawirusy i adenowirusy (18).

W 2013 r. BacMam-sHAPQ, wektor oparty na ba-
kulowirusie, zostat wykorzystany do dostarczenia
$winiom konstruktu fuzyjnego sHA/p54/p30 i za-
pewnit ochrone przed subletalnym dawkami ASFV
u czterech z sze$ciu $win. Trzy lata pdzniej ocenia-
no rekombinowany wirus choroby Newcastle (rNDV)
z ekspresja biatka 72 ASFV (p72). Ostatnio Feng i wsp.
(19) skonstruowali atenuowany szczep wirusa cho-
roby Aujeszkyego z ekspresjg biatka ASFV CD2v
(PRV-AgE/AgI/ATK- (CD2v)) za pomocg technolo-
gii CRISPR/Cas9 i indukowali swoistg dla CD2v hu-
moralna i komérkowa odpowiedZ immunologiczna
umyszy. Konieczne sa dalsze badania, aby potwier-
dzi¢ skuteczno$c¢ tych zmodyfikowanych szczepow
u $win i ocenié¢ ich potencjal w zapobieganiu ASF
u $winiowatych.

Szczepionki podjednostkowe zawieraja wytacznie
oczyszczone, immunogenne antygeny, ktére wcho-
dza w sktad komoérek drobnoustrojow chorobotwor-
czych i specyficznie stymulujg uktad odpornosciowy
do wytwarzania swoistych przeciwciat. Szczepion-
ki te sg najczesciej oparte na biatkach, peptydach lub
polisacharydach, ktére zawieraja immunogenne epi-
topy wywotujace odpowiedZ immunologiczna. Zna-
lezienie skutecznego antygenu dla szczepionki pod-
jednostkowej nie jest proste. Jak wcze$niej sagdzono,
ASFV nie jest zdolny do indukowania przeciwciat neu-
tralizujgcych, natomiast wiele dekad badan nad su-
rowica $win rekonwalescentéw pozwolito na odkry-
cieiopisanie kilku biatek ASFV (p30, p54, p72, CD2v,
EP153R, p12, D117L, pp62). P72, P30 i P54 s3 uwaza-
ne za najbardziej znaczace biatka antygenowe, kt6-
re wywotujg humoralng odpowiedZ immunologiczng
podczas infekcji. Adsorpcja wirusa moze by¢ bloko-
wana przez przeciwciata przeciwko P72 i P54, a en-
docytoza wirusa moze by¢ zachowana dzigki prze-
ciwcialom przeciwko P30. Odkrycia te doprowadzilty
do duzego zainteresowania badaniami nad szcze-
pionkami podjednostkowymi. Niestety w niektorych

badaniach nie udato si¢ odtworzy¢ ochrony zapew-
nianej przez te biatka w innych modelach zakaZnych,
aich zastosowanie w dosSwiadczeniach ze szczepion-
kami przeciwko wirulentnym szczepom ASFV nie
przyniosto znaczacych efektow.

W 2020 r. Urbano i Ferreira zaproponowali nowe
biatko ASFV, ktére moze mie¢ potencjat do wykorzy-
stania w projektowaniu szczepionek podjednostko-
wych. pA104R jest jednym z biatek, ktore wczesniej
okazaty sie gtéwnym celem odpornosci humoralnej
u $win. Biatko to wydaje sie glteboko zaangazowa-
ne w przestrzenng organizacje genomu ASFV. Od-
powiedz przeciwcial na pA104R jest wyzsza u zwie-
rzat bezobjawowych niz u przewlekle zakazonych,
stad przeciwciata przeciwko temu biatku moga by¢
wskaznikiem skutecznej odpowiedzi immunologicz-
nej i prawdopodobnie biorg udziat w ochronie prze-
ciwzakaznej. Urbano i Ferreira sugerujg, ze pA104R
moze by¢ wykorzystane w przysztych szczepion-
kach podjednostkowych i ma potencjat do zapew-
nienia skutecznej ochrony.

Szczepionka przeciwko ASF - trudnosci
i ograniczenia

Afrykanski pomor swin i dziki

Wirus afrykanskiego pomoru §win jest patogenny
jedynie dla $win domowych i dzikich, co moze sta-
nowic ograniczenie w pracach nad uzyskaniem nie-
szkodliwej i skutecznej szczepionki przeciwko ASF
ze wzgledu na brak modelu zwierzecego innego niz
naturalny gospodarz. Wprowadzenie do powszech-
nego uzytku skutecznej szczepionki jest szczegdl-
nie wazne w przypadku dzikéw. Dziki sg wysoce
podatne na ASF. Jednocze$nie gatunek ten uwa-
zany jest za najgrozniejsze zrédto ASFV w Europie
(za zycia i po $mierci). Prawie we wszystkich kra-
jach europejskich dotknietych do tej pory ASF cho-
roba ta zostata wprowadzona do kraju, a nastepnie
do populacji $win domowych bezposrednio lub po-
$rednio przez dziki. Obecnie zapobieganie rozprze-
strzenianiu sie ASF poprzez dziki uzyskuje sie po-
przez zmniejszenie zageszczenia populacji dzikow
oraz usuwanie padliny. Jednak, jak podaje Europej-
ski Urzad ds. Bezpieczeistwa Zywnosci (EFSA), kon-
trolowanie liczebnos$ci populacji dzikow jedynie po-
przez ich odstrzal nie zawsze przynosi oczekiwane
rezultaty. W wiekszos$ci krajéw europejskich popu-
lacja tego gatunku zwierzat ro$nie w wielu regio-
nach mimo pojawienia si¢ ASF.

Szczepionki przeznaczone dla dzikéw powinny
by¢ testowane $cisle na tym gatunku. Wskazane jest,
aby byly podawane w formie keséw i aby byty do-
stepne dla dzikéw w naturalnym $rodowisku. Nie-
stety wiekszo$¢ badan opublikowanych do tej pory
dotyczy szczepionek podawanych w iniekcji. Bio-
rac to wszystko pod uwage, szanse na ograniczenie
rozprzestrzeniania sie ASFV wsrdod dzikéw poprzez
szczepienia sa bardzo ograniczone. W ciggu najbliz-
szych kilku lat taki scenariusz jest mato realny. Prze-
prowadzono niewiele badan dotyczacych doustnego
uodporniania dzik6w. Pierwsze doniesienie na temat
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eksperymentalnego szczepienia dzikow przeciwko
genotypowi I ASFV, a takze pierwsze badanie doty-
czace doustnej immunizacji przeciwko jakiemukol-
wiek szczepowi ASFV u dzikéw zostaty opublikowa-
ne w 2019 r. przez Barasona i wsp. (8). Zastosowanie
naturalnie atenuowanego izolatu ASFV (Lv17/WB/
Riel217) zapewnito 92% ochrone po inokulacji wi-
rulentnym izolatem wirusa ASF (Arm07). U Zadnego
z zaszczepionych zwierzat nie wystapity objawy kli-
niczne ani powazne dziatania niepozadane. Jednakze
do badan uzyto matej grupy zwierzat (12 zwierzat).
Badania wykazaty, Ze zwierzeta szczepione doustnie
moga wydala¢ wirusa szczepionkowego, co z jednej
strony moze przyczyni¢ sie do zwiekszenia zasiegu
szczepien, zmniejszajac potrzebe kosztownej pro-
dukcji na duza skale i podawania szczepionek w te-
renie. Z drugiej strony, wydalanie wirusa szczepion-
kowego moze oznacza¢, ze dziki mogg by¢ trwatymi
nosicielami wirusa i stwarza ryzyko przedostania sie
wirusa szczepionkowego do $rodowiska.

Jak wspomniano wczesniej, ASFV-G-AI177, uzy-
skany poprzez delecje genu I177L z genomu ASFV-G,
okazat sie bezpieczny i wysoce skuteczny w bada-
niach z uzyciem rodzicielskiego ASFV-G. Borca i wsp.
w 2021 1. przeprowadzili nowe badania, w ktérych po-
dawali ten szczep droga oronasalng (ON) i uzyskali
podobng skuteczno$¢ jak w przypadku podawania do-
mie$niowego (17). Podanie droga ON wysokiej dawki
ASFV-G-AI177L nie powodowato pojawienia sie ob-
jawow klinicznych ASFV. Zwierzeta zaszczepione ON
pozostaty klinicznie zdrowe po zakazeniu zjadliwym
izolatem ASFV-G. Ponadto miana swoistych przeciw-
cial obserwowane u zwierzat zaszczepionych droga
ON lub domie$niowo nie r6znity sie. ASFV-G-AI177L
jest zatem skuteczny zaréwno po podaniu ON, jak
i domiesniowo po zakazeniu zjadliwym rodziciel-
skim ASFV-G. Co wazne, badacze sugeruja, Ze zwie-
rzeta zaszczepione ON nie sialy wystarczajacej ilo-
$ciwirusa, aby zakazi¢ naiwne $winie podczas 28 dni
obserwacji. Fakty te wskazuja, ze podawanie ASFV-
G-AI177L doustnie jest bezpieczne i utatwia poten-
cjalne zastosowanie tej szczepionki w populacjach
dzikich $win.

Brak ustalonej linii komorkowej makrofagow

Postep w opracowaniu szczepionki jest utrudniony
przez brak ciagtej linii komérkowej stuzacej do na-
mnazania wirusa, ktéra bytaby odpowiednio wraz-
liwa na ASFV, przy jednoczesnym unikaniu dalszych
zmian genetycznych w obrebie genomu ASFV. Usta-
lona, licencjonowana linia komérkowa makrofagow
$win jest niezbedna do namnazania LAV ASFV. Uzy-
skanie pierwotnych makrofagdw jest pracochtonne
i kosztowne oraz budzi watpliwo$ci natury etycznej.
Wymienione przeszkody zostaty czeSciowo pokonane
przez adaptacje kilku wirulentnych izolatéw tereno-
wych do wzrostu w komérkach Vero lub MS, chociaz
po adaptacji wizolatach obserwowano zmiany geno-
mu. Trudno oceni¢ skutki tych i innych potencjalnych
mutacji punktowych obserwowanych podczas ada-
ptacji ASFV do komorek Vero, ktdre moga powodowac
zmiany fenotypowe wirusa. ASFV-G-AI177L okazat sie
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bezpieczny i wysoce skuteczny w badaniach prowo-
kacyjnych z uzyciem rodzicielskiego ASFV-G — w ba-
daniach opisanych wczeéniej przez Borca i wsp. (20).
Jednak efektywna replikacja tego szczepu szczepion-
kowego byta mozliwa tylko w pierwotnych makro-
fagach $win, co ograniczato produkcje na duza ska-
le. Ostatnio ten sam zesp6t badawczy zaproponowat
szczep pochodny ASFV-G-AI177L z delecja w lewym
regionie zmiennym (ASFV-G-AI177L/ALVR), ktéry
skutecznie replikuje sie w linii komérkowej. Dele-
cja ta pozwala na wzrost w hodowlach przy zacho-
waniu sity dziatania i skutecznosci macierzystego
szczepu szczepionki. ASFV-G-AI177L/ALVR zacho-
wat ten sam poziom atenuacji, wtasciwos$ci immu-
nogenne i skuteczno$¢ ochronng, co wczesniej pre-
zentowany ASFV-G-AI177L. Odkrycie to pozwala na
pokonanie jednej z gtéwnych przeszkéd w produk-
cji szczepionki przeciwko wirusowi ASF, ktora zale-
zy od produkcji szczepionki w pierwotnych makro-
fagach swin. ASFV-G-AI177L/ALVR jest pierwszym
kandydatem na szczepionke przeciwko ASF, kt6-
ry pozwala na zachowanie wtasciwosci izolatu przy
jednoczesnej replikacji szczepionki w hodowlach ko-
moérkowych w warunkach laboratoryjnych i komer-
cyjnej produkcji szczepionki na duza skale.

Bezpieczenstwo szczepionki

Kolejnym waznym aspektem jest bezpieczenstwo
szczepionki. Gldwnym problemem zwigzanym z LAV
jest mozliwo$¢ rewersji wirusa szczepionkowego do
wersji zjadliwej podczas replikacji u zaszczepionych
zwierzat. Poprzednio opracowane zywe szczepionki
przeciwko ASFV, atenuowane przez seryjne pasazo-
wanie w hodowli komadrkowej lub przez uzycie natu-
ralnie wyizolowanych szczepéw awirulentnych, ule-
gaty wiasnie takiej rewersji i powodowaty 10-50%
$miertelno$¢ podczas stosowania u $win hodowla-
nych w Portugalii i Hiszpanii w latach 60. XX wieku.
Z powodu powiktan poszczepiennych szczepionki
z tej grupy zostaly wycofane z rynku w tych krajach
i nigdy wiecej nie byly stosowane. Negatywny sce-
nariusz zwigzany z rewersjq do szczepu wirulentne-
go obserwowano rowniez w przypadku szczepionek
przeciwko PRRS. Badanie przeprowadzone przez Chen
iwsp. (14) potwierdza takq mozliwo$¢. Szczep HLJ/18-
-6GD, w ktorym usunieto szes$¢ genéw (MGF505-1R,
MGF505-2R, MGF505-3R, MGF360-12L, MGF360-13L,
MGF360-14L), moze stac sie bardziej zjadliwy podczas
replikacji u $win. Na przyktad wszystkie pie¢ $win,
ktérym podawano HLJ/18-6GD po szdstym pasazu,
wykazywato znaczace ilo$ci kopii wirusowego DNA
we krwi i narzadach. HLJ/18-6GD wykazat potencjat,
aby stac sie bardziej zjadliwy podczas replikacji, co
jest niewatpliwie niepokojace. Mechanizmy, dzieki
ktorym do tego doszlo, nie zostatly jeszcze poznane.
Dodatkowo nie mozna wykluczy¢ mozliwos$ci zaka-
zenia zaszczepionych zwierzat szczepem tereno-
wym ASFV. Wigczenie gendw kodujacych wirulencje
szczepu terenowego do genomu szczepu Szczepion-
kowego moze skutkowa¢ zwiekszeniem wirulencji
szczepu szczepionkowego i zachorowaniami u za-
szczepionych $win.
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Pomimo korzysci wynikajacych z delecji genow wi-
rulencji usuniecie genéw odpowiedzialnych za wiru-
lencje z genomu potencjalnego kandydata na antygen
szczepionkowy w wiekszo$ci przypadkéw powodu-
je jednoczesne ostabienie jego immunogennosci, co
moze by¢ zwigzane z wzajemnymi interakcjami w ge-
nomie. W ten sposob, uzyskujac szczepionke bez ry-
zyka wywotania skutkéw ubocznych, otrzymuje sie
biopreparat o niskiej skutecznosci.

Strategia DIVA

Brak strategii DIVA w odniesieniu do potencjalnych
szczepionek ASF jest kolejng przeszkoda w eliminacji
ASF poprzez immunizacje. Potencjalny produkt sto-
sowany w terenie musi spetnia¢ szereg wymogéw,
w tym skuteczno$¢ oraz zastosowanie markeréow
réznicujgcych zwierzeta zakazone od szczepionych.
Technika DIVA pozwala na odréznienie zwierzat za-
szczepionych przeciwko ASF od zwierzat zakazonych
szczepem terenowym i jest niezbedna w przypad-
ku skutecznego monitorowania eradykacji choroby.
Duze nadzieje zwigzane z DIVA przypisuje sie szcze-
pionkom podjednostkowym i wektorowym z wielo-
ma antygenamiimmunodominujgcymi, pozwalajg-
cymi na diagnostyke réznicowa.

Podsumowanie

0d kilkudziesieciu lat podejmowane sg proby opra-
cowania odpowiedniej i skutecznej szczepionki prze-
ciwko ASF, jednak jak dotad okazaty sie one nie-
skuteczne. Wysitki te sg komplikowane przez wiele
aspektow: swinie, ktére przezyty, sa chronione co
najwyzej przed zakazeniem tylko homologicznym
szczepem wirusa, a odporno$¢ krzyzowa jest trud-
nado osiggniecia. Ponadto nie zidentyfikowano osta-
tecznie element6w odpornosciowych odpowiedzial-
nych za ochrone przed zakazeniem ASFV, a antygeny
wirusowe zwigzane z odpornos$cia przeciwzakaz-
na sg nadal nieznane. Obecnie najwieksze nadzieje
wiaze sie z rekombinowanymi zywymi szczepion-
kami atenuowanymi oraz postepem badan w sek-
torze szczepionek podjednostkowych, szczepionek
DNA i szczepionek wektorowych. Ostatnie obiecu-
jace wyniki dajq nadzieje na wdrozenie skutecznej
szczepionki przeciwko ASFV. Problemem w wiekszo-
$ci krajow europejskich jest duzy udziat dzikich $wi-
niowatych wrozprzestrzenianiu wirusa, dlatego tez
opracowanie szczepionek doustnych wydaje sie naj-
bardziej obiecujagcym rozwigzaniem.
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