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Coraz szybciej szerzaca sie epidemia afrykariskiego
pomoru $win (ASF), szczegdlnie w populacji dzi-
kéw, we wszystkich krajach dotknietych tg chorobag,
w tym w Polsce, uwidacznia, Ze jej zwalczanie zwlasz-
cza w populacji zwierzat wolno zyjacych jest przedsie-
wzieciem niezwykle trudnym. Do$wiadczenia zwia-
zane ze zwalczaniem klasycznego pomoru $win (CSF)
w populacji dzikéw w Niemczech czy wscieklizny u li-
sOw wskazuja, ze dopiero zastosowanie odpowiednich
szczepionek pozwolito na skuteczne rozwiazanie pro-
blemu szerzenia sie tych choréb. Wydaje sie, Ze takze
w przypadku ASF do przetomu w zakresie zwalczania
choroby, przede wszystkim w populacji dzikéw, dojdzie
dopiero po uzyskaniu skutecznej szczepionki.

Celem tego artykulu przegladowego jest przed-
stawienie stanu badan nad szczepionka przeciw ASF
w powigzaniu z mechanizmami odpornosci prze-
ciwzakaznej, okreslanej tez jako odpornos¢ ochron-
na. Gléwnym zZrédlem odnosnych informacji jest
dokument roboczy Dyrektoriatu Generalnego Zdro-
wia i Bezpieczeristwa Zywno$ci Komisji Europejskiej
Z 31 stycznia 2017 r. (1).
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African swine fever vaccine

Pejsak Z., Truszczynski M., Department of Swine Diseases, National
Veterinary Research Institute, Pulawy

Information on the present epidemic situation of African swine fever (ASF) in
Europe, including Poland, during the years 2014-2018 is shortly characterized,
underlining the spread of the disease to the west direction. The actual scenario
of controlling ASF would be supported by effective and safe vaccines but such
products are not available yet. Having this in mind, the state of knowledge
necessary to develop a vaccine is presented. The value of inactivated vaccines,
subunit vaccines and live vaccines with attenuated strains of ASF is defined. It
has been concluded that the best choice would be offered by live, attenuated
vaccine containing recombinant, highly immunogenic strain of ASFV, free from
causing post-vaccinal complications. Simultaneously, a reliable DIVA test enabling
differentiation of vaccinated from infected pigs or wild boar should be developed.
The vaccines for domestic swine and for wild boar should be elaborated as soon
as possible. It is difficult however, to predict the availability of such products.
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Jak wynika z tego opracowania oraz innych zawar-
tych w nim publikacji, do chwili obecnej nie udato sie
uzyska¢ w pelni skutecznej i niewywotujgcej powiktan
poszczepiennych szczepionki, ktéra mogtaby by¢ uzna-
na urzedowo jako nadajaca sie do uzytku terenowego.

Wazng tego przyczyna jest niedostateczne pozna-
nie u poszczegdlnych szczepow ASFV zaleznej od ge-
néw genomu danego szczepu swoistosci poszczeg6l-
nych antygenéw uodporniajacych, czego rezultatem
moze by¢ niepelna homologia w tym wzgledzie mie-
dzy antygenami szczepow szczepionkowych i szcze-
pow wywotujgcych ASF u danej $wini.

W przypadku ASF, podobnie jak w innych choro-
bach zakaznych, odpornos¢ przeciwzakazna obejmuje
odpowiedz immunologiczng humoralng i komérkowa
(2). Odnosnie do pierwszej wykazano, ze parenteral-
ne podanie $winiom surowicy od $win, ktére przezy-
ly zakazenie wirusem ASF, chronilo je przed zakaze-
niem zjadliwym homologicznym antygenowo szczepem
ASFV, a znacznie rzadziej szczepem heterologicznym
w stosunku do poprzedniego. U $win zakazonych, ktére
wczesniej otrzymywaty surowice od ozdrowienicéw, ob-
serwowano opdznienie w pojawianiu sie objawow Kli-
nicznych i mniejsza intensywnos$¢ oraz zmniejszenie
poziomu wiremii (3). W odpornosci komorkowej prze-
ciw ASFV zasadnicze znaczenie majg limfocyty T i ko-
morki NK (natural killers), czyli naturalni zabdjcy (2),
jak réwniez komérki T CD8 (4, 5).

Wobec braku urzedowo zarejestrowanej szczepionki
przeciw ASF, ktéra w strategii zwalczania tej choroby
moglaby odegrac¢ znaczacg role, aktualnie w zwalczaniu
choroby pozostaje jedynie jak najwczesniejsze kliniczne,
sekcyjne i laboratoryjne rozpoznanie choroby, wybija-
nie catych stad $win, w ktdrych s3 osobniki zakaZone
ASFV, oraz stosowanie w szerokim zakresie bioaseku-
racji i urzedowych zarzadzen dotyczacych zwalczania
ASF. Blizsze dane na ten temat znajduja sie we wczesniej
opublikowanych polskojezycznych pracach oraz obszer-
nym pi$miennictwie zagranicznym, do ktérego dolaczaja
publikacje dotyczace zwalczania ASF u dzikéw, bedacych
najgrozniejszym rezerwuarem ASFV. Nie ma watpli-
wosci, ze potrzeba dysponowania bardzo dobra szcze-
pionka jest szczegdlnie wazne, w odniesieniu do dzi-
kow. Chodzi tu przede wszystkim o szczepionke doustna.

W ostatnich latach wiele grup badaczy na catym
$wiecie zajmowato sie opracowywaniem technologii
produkcji szczepionek z wirusem ASF inaktywowa-
nym metodami fizycznymi i chemicznymi; szczepio-
nek podjednostkowych oraz szczepionek ze szczepa-
mi ASFV atenuowanymi, czyli pozbawionymi w duzym
stopniu whasciwosci chorobotwoérczych, przy zachowa-
niu wlasciwos$ci uodporniajgcych.

Szczepionki inaktywowane, nawet z dodatkiem ad-
iuwantu, okazaly sie nieskuteczne w wywolywaniu
u $win odpornosci przeciwzakaznej przeciwko ASFV (6).
Przypuszcza sig, ze przyczyna tego jest ztozonos$¢ wi-
rusa, ktéry zawiera ponad 50 réznych bialek, oraz fakt
istnienia dwoch postaci infekcyjnych ASFV: jednej we-
wnatrzkomoérkowej oraz drugiej zewnatrzkomérkowej.

Szczepionki podjednostkowe zawierajg uzyska-
ne w bakulowirusie biatka ASFV: p72, p54 i p30. Pod-
czas gdy preparaty z biatkami p54 i p30 wywolywa-
ty u immunizowanych $win znaczacg ochrone przed

zakazeniem szczepem E75 ASFV, to polaczenia bialek
P54 + p30 + 72 uzyskane w bakulowirusie nie chronity
uodpornianych $win przed zakazeniu szczepem Malawi
ASFV (1, 7). Sprzeczne wyniki wymienionych doswiad-
czen, moga by¢ zwigzane z uzytym szczepem ASFV,
chociaz ostatnie wyniki badan szczepionek podjednost-
kowych z DNA kodujacym p54 i p30 nie doprowadzity
do ochrony przed letalnym zakazeniem ASFV o symbolu
E75 ani indukcji swoistych przeciwcial neutralizujacych.

Z cytowanych prac dotyczacych szczepionek pod-
jednostkowych przeciw ASF wynika, Ze ta grupa bio-
preparatéw indukuje u szczepionych nimi §win odpo-
wiedZ immunologiczna przeciw ASFV, w tym pojawienie
sie swoistych przeciwciat i/lub swoistych komorek T,
jednak uzyskana ochrona przeciwzakazna nie chro-
ni przed zakazeniem (8). Uzasadnione sg jednak dal-
sze badania nad ta grupa biopreparatéw przeciw ASF
zmierzajace do zwiekszenia ich immunogennosci, bo-
wiem dotychczas uzyskane podjednostkowe szczepion-
ki nie spelniaja wymogéw ich urzedowej rejestracji.

Zywe, atenuowane szczepionki wystepuja w dwéch
odmianach: a) jako preparaty ze szczepami ASFV o ni-
skiej zjadliwosci, czyli naturalnie atenuowanymi i b)
jako preparaty zawierajace ASFV pozbawiony w znacz-
nym stopniu zjadliwos$ci, dzieki zastosowaniu tech-
nik inzynierii genetycznej, eliminujacej, w procesie
delecji, z genomu wirusa geny determinujace zjadli-
wos$¢. Wymienione jako pierwsze preparaty stosowa-
no we wczesnych latach 60. XX w. do zwalczania ASF
w Portugalii i Hiszpanii. Ze wzgledu jednak na cze-
ste powiklania poszczepienne, wigcznie z zejSciami
$miertelnymi, szczepionki z tej grupy zostaly wyco-
fane z uzycia w zwalczaniu ASF w wymienionych kra-
jach, a potem nigdy nie byly stosowane. Szczepionki
nalezace do drugiej grupy byty i nadal sg przedmiotem
licznych badan majacych na celu uzyskanie szczepow
szczepionkowych modyfikowanych genetycznie w kie-
runku znacznego obnizenia ich chorobotworczosci po-
przez usuwanie z genomu genow determinujacych te
wlasciwo$¢. Badania genetyczne zmierzaja rowniez do
konstruowania genomu ASFV szczepu szczepionkowe-
go, tak aby zawieral geny determinujgce ekspresje wy-
soce immunogennych antygenéw uodporniajacych nie
tylko w uktadach homologicznych, lecz réwniez hete-
rologicznych, gdyz szczegdlnie w drugim przypadku
szczepy szczepionkowe obecnie oceniane cechuja sie
zbyt niska immunogennoscia.

Z przedstawionych danych wynika, Ze szczepion-
ki z rekombinowanymi szczepami szczepionkowymi
wydaja sie najbardziej obiecujacymi biopreparatami
do zastosowania w zwalczaniu ASF, pod warunkiem
zwiekszenia ich immunogenno$ci, zwtaszcza w ukla-
dach heterologicznych, oczywiscie rownoczesnie z in-
nymi strategiami zwalczania, o ktérych wspomniano
uprzednio. Dodatkowym, niezbednym warunkiem urze-
dowej rejestracji skutecznych i nieszkodliwych szcze-
pionek jest dysponowanie technika DIVA, umozliwiajg-
cg odréznienie $win i dzikéw szczepionych przeciwko
ASF od zwierzat zakazonych wirusem. Szczepionki ta-
kie stosowano w programie zwalczania choroby Au-
jeszkyego. Trudno okresli¢, kiedy wymienione wymogi
odnosnie do ASF zostang w petni zrealizowane, nato-
miast intensyfikacja badan w tej dziedzinie w peini
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uzasadnia ponoszenie ogromnych nakladéw na tego
typu badania, wobec strat wywolywanych przez ASFV.

W kolejnosci oméwione zostang istniejgce niejasno-
$ci i luki w odniesieniu do szczepionek z zywymi ate-
nuowanymi szczepami ASFV. Pozostale scharakteryzo-
wane rodzaje szczepionek majg mate szanse, aby mogly
by¢ zarejestrowane do uzytku terenowego. W nawig-
zaniu do powyzszego i w odniesieniu do atenuowane-
go szczepu szczepionkowego, uzyskanego w wyniku
delecji genéw kodujacych chorobotworczosé, rewersja
takiego szczepu do zjadliwosci jest mato prawdopo-
dobna ze wzgledu duza stabilnos¢ zmodyfikowanego
genetycznie DNA. Nie jest jednak wykluczone i wyma-
ga sprawdzenia, czy zaszczepione zwierzeta moga za-
kazi¢ sie terenowym szczepem ASF, ktorego geny ko-
dujace zjadliwo$¢ moga zosta¢ wlaczone do genomu
szczepu szczepionkowego, ktéry uzjadliwi sie i wy-
wota zachorowania szczepionych $win.

W celu unikniecia zwigzanych ze stosowaniem
szczepionek z atenuowanymi szczepami ewentualnych
powiklan poszczepiennych nalezy przy konstruowaniu
szczepu szczepionkowego dazy¢ do rdownowagi mie-
dzy jego zjadliwosScia, zwigzang ze stopniem atenu-
acji, a skutecznoscia przeciwzakazna, dla osiggniecia
ktorej resztkowa zjadliwosc szczepu szczepionkowe-
go niejednokrotnie jest pozadana. Jednak zbyt dale-
ko idaca atenuacja szczepu szczepionkowego prowa-
dzi do uzyskania szczepionki o niskiej skutecznosci,
czego efektem moze by¢ pojawienie sie u immunizo-
wanych $win po zetknieciu sie z terenowym wirusem
zjadliwym bezobjawowe nosicielstwo i siewstwo ASFV.
Natomiast atenuacja niskiego stopnia szczepu szcze-
pionkowego moze by¢ powodem powiktan poszczepien-
nych. Doskonalenia wymaga zatem metodyka umozli-
wiajaca uzyskanie optymalnego wyniku co do wartosci
ochronnej i nieszkodliwos$ci biopreparatu, co dotych-
czas nie zostalo w oczekiwanym stopniu osiggniete.

Delecja (usuniecie) genéw warunkujacych zjadliwos¢
z genomu szczepu kandydata na szczep szczepionko-
wy ciagle jeszcze skutkuje réwnoczesnym ostabieniem
jego immunogennosci, prawdopodobnie ze wzgledu na
wzajemne powigzania w genomie. W zwigzku z tym,
uzyskujac szczepionke niewywotujaca powiklan po-
szczepiennych, réwnoczesnie uzyskujemy bioprepa-
rat o niskiej skutecznosci (9, 10). Z tego powodu w po-
szukiwaniu szczepu szczepionkowego nalezy w obrebie
genotypu lub kilku genotypow bada¢ mozliwie liczne
szczepy ASFV o znaczeniu epidemiologicznym w celu
trafienia na optymalne polaczenie maksymalnego ko-
dowania antygendéw immunogennych i delecji genow
warunkujacych patogennos$¢ szczepu szczepionkowego.
Innymi stowy, konieczne sg dalsze badania w kierunku
optymalizacji kombinacji genéw, ktére moga podlegac
delecji przy zachowaniu cech szczepu szczepionkowego,
niezbednych do produkcji szczepionki, ktdra ma szan-
se na urzedowa rejestracje jako preparat komercyjny.

Prowadzone sg aktualnie prace nad uzyskaniem
genomu ASFV zdolnego do pobudzania w organizmie
zwierzecia produkeji znacznych ilosci interferonu (IFN).
Waznym tematem, wymagajacym dalszych badan w celu
doskonalenia skutecznosci szczepionek, sa prace doty-
czace uzyskania lepszych linii komérkowych, przydat-
nych do namnazania szczepéw szczepionkowych ASFV.
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Obecnie w Pafistwowym Instytucie Weterynaryjnym
- PIB w Putawach w ramach projektéw finansowanych
przez Narodowe Centrum Nauki oraz przez europej-
ski program Horyzont 2020 prowadzone s3 pilotaZowe
badania nad mozliwo$cig opracowania prototypu ate-
nuowanego szczepu ASFV nalezacego do genotypu II.
Do modyfikacji genomu ASFV w obrebie genow wirusa
majacych potencjalny wplyw na unikanie przez niego
odpowiedzi immunologicznej zakazonego gospodarza
stosowany jest system inzynierii genetycznej CRISPR/
Cas9. Zastosowanie tego typu nowoczesnych narzedzi
inzynierii genetycznej, a nastepnie badanie opracowa-
nych prototyp6w wirusa w warunkach in vivo z uzy-
ciem $win pozwalajg przede wszystkim na udzielenie
odpowiedzi na pytanie dotyczace funkcji poszczegél-
nych regionéw genomu ASFV i wplywie wprowadzo-
nych modyfikacji na patogenno$¢ wirusa dla $win.

Trudno jest jednak jednoznacznie méwic o efek-
tywnym systemie czy ostatecznym projekcie opraco-
wania szczepionki przeciwko ASF.

Podsumowujac dane z cytowanej na wstepie publi-
kacji (1), niedostatecznie scharakteryzowane sg mecha-
nizmy zwigzane z ochrong immunologiczng przeciwko
ASFV u $win i dzikéw. Wykazano, ze dla przeciwdzia-
lania zakazeniu i chorobie niezbedne jest wywotanie
odpornosci swoistej humoralnej i komdrkowej, tak
aby nie uzyskiwac tylko czesciowej odpornosci, ktéra
u immunizowanych $win wyzwala siewstwo wirusa
ASF i utrzymywanie sie epidemii na danym obszarze.

Badania nad uzyskaniem szczepionek przeciw ASF
wazne sg przede wszystkim w aspekcie opracowania
technologii produkecji szczepionki przeciw ASF dla dzi-
kow do jej doustnej aplikacji za posrednictwem atrak-
cyjnych dla nich kesoéw. Doswiadczenia zwigzane ze
zwalczaniem klasycznego pomoru $win w Niemczech
dowodzg, ze dysponowanie taka szczepionka jest nie-
zwykle waznym elementem w programie zwalczania ASF.

Nalezy pamietaé, ze podstawa urzedowej zgody
uzycia szczepionki przeciw ASF w warunkach tereno-
wych jest dysponowanie wiarygodnym testem diagno-
stycznym DIVA, umozliwiajgcym odréznianie zwierzat
szczepionych od zwierzat zakazonych patogennym wi-
rusem ASF. W celu zapewnienia wtasciwego odczytu
szczepionka powinna zawieraé¢ odpowiednie marke-
ry, umozliwiajgce takie ré6znicowanie.

Podobne dane jak scharakteryzowane powyzej,
z o$rodkéw europejskich, pochodza z tez z Uniwersy-
tetu Illinois w Urbannie w USA (11). Z danych tych wy-
nika, Ze ochronna, przeciwzakazna odpornos$¢ przeciw
ASFV nie jest do dzisiaj poznana w stopniu wystarcza-
jacym, tak w przypadku odpornosci humoralnej, jak tez
komorkowej. Bierny transfer przeciwciat swoistych dla
ASFV wystarcza do ochrony zakazanego zwierzecia przed
zachorowaniem i zejSciem $miertelnym (12). Jednak biat-
ka wirusa, czyli antygeny, ktore pobudzajg wytwarzanie
swoistych przeciwcial, nie zostaly dotychczas zidentyfi-
kowane w dostatecznym stopniu. Opisano neutralizujace
wirus przeciwciala (13), ale nie ma pewnosci, czy rze-
czywiscie odgrywaja one role w odpornosci przeciwza-
kaznej. Liczne wyniki wspieraja poglad o roli odpornosci
komoérkowej przeciw ASF (14, 15). Nie do konca zostaty
zidentyfikowane geny odpowiedzialne za wytwarza-
nie w ASFV antygen6w uodporniajacych przeciw ASFV
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i geny warunkujace zjadliwos¢ (16). Delecja tych drugich
umozliwia uzyskanie szczepoéw ASFV niewywotujacych
powiktan poszczepiennych, chociaz zbyt daleko idac
w kierunku nieszkodliwosci szczepionki, mozna uzyskac
preparaty o niskich wtasciwosciach uodporniajacych.

Konkludujac, badania w wielu o$rodkach badaw-
czych wskazujg, ze niezmiernie trudno jest uzyskac
szczepionki niewywotujace powiklan poszczepien-
nych, a réwnoczesnie cechujace sie wysokiego stopnia
wartoScig uodporniajaca $winie i dziki przeciwko ASF.

Nie dysponujemy zatem do dzisiaj szczepionkami,
ktére moglyby by¢ stosowane do zwalczania ASF wy-
stepujacego obecnie w Europie, jak tez w Azji. To samo
dotyczy kontynentu afrykanskiego, gdzie ASF wyste-
puje u wielu gatunkéw $win nieudomowionych.

Trudno okresli¢, kiedy zostanie opracowana dla $win
i dzikéw skuteczna i nieszkodliwa szczepionka prze-
ciw ASF, jednak eksperci w tej dziedzinie uwazaja, ze
moze to zajac jeszcze wiele kolejnych lat.
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