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Dotyczy: Prowadzenia badan nad szczepionka przeciwko afrykarnskiemu pomorowi

Swin.

Szanowny Panie Prezesie,

W odpowiedzi na pismo z dnia 1 czerwca 2023 r. znak: KRIR/JM/646.2023 w
sprawie prowadzenia badan nad szczepionka przeciwko afrykanskiemu pomorowi

swin informuje, co nastepuje.

Prace nad szczepionka przeciwko afrykanskiemu pomorowi $win (ASF) sa
prowadzone w Panstwowym Instytucie Weterynaryjnym - Panstwowym Instytucie

Badawczym w Putawach od 2017 r.

W latach 2017-2020 w ramach projektu NCN: ,Konstrukcja rekombinowanego
szczepu wirusa afrykanskiego pomoru $win (ASFV) przy uzyciu techniki
CRISPR/Cas9” prowadzane byty badania majace na celu uzyskanie i zbadanie
witasciwosci biologicznych rekombinowanego szczepu ASFV pozbawionego genéw
A238L, EP402R i 9GL.

W ramach podjetych w PIWet-PIB badan zastosowano innowacyjng technike
CRISPR/Cas9 (regularnie zgrupowanych i oddzielonych krotkich sekwencji
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palindromowych), stanowigca obecnie najbardziej nowoczesne narzedzie inzynierii

genetycznej.

W ramach tego dziatania prowadzono serie pasazy wraz z manipulacja

medium odzywczym w celu uwrazliwienia komérek linii ciggtej na infekcje wirusa.
Manipulacjom i sprawdzeniu podlegaty linie komdrkowe takie jak: VERO, IPAM,
COS-1, MARC-145. Ze wzgledu na wyniki préb adaptaciji, transfekcje prowadzono na
pierwotnej linii komorkowej makrofagéw ptucnych swin (PPAM) dla ktérej uzyskano

najlepsze wskazniki replikacji wirusa.

Po pomyslinie przeprowadzonej transfekcji hodowle komérkowe selekcjonowano z
uzyciem puromycyny i zakazano szczepem terenowym Poll8_28298_OlIl. Wybrane
hodowle komérkowe poddano sprawdzeniu z uzyciem konwencjonalnej techniki
PCR. Na tym etapie wykluczono mozliwos¢ mutacji dotyczacej genu A238L -

otrzymano produkty reakcji PCR dla tego genu.

Wtasciwosci rekombinowanego szczepu ASFV zostaty zbadane in vitro w hodowlach
komodrek makrofagéw ptucnych (PPAM) i izolowanych leukocytach swin.
Rekombinowany wirus zachowat zdolno$¢ do namnazania sie w zakazonych

komédrkach hodowli z takg sama dynamika, jak wirus macierzysty uzyty do badan.

W konhcowym etapie projektu przeprowadzono badania z uzyciem 30 swi o0 znanym
statusie immunologicznym W maju2019 roku rozpoczeto doswiadczenie z uzyciem
14 swin, w wieku 5 tygodni, ktére podzielono na 2 grupy. Osiem $win z grupy
badanej zakazono donosowo zjadliwym szczepem terenowym. Grupekontrolng

(niezakazona) stanowito 6 $win.

Bardzo interesujacy jest fakt wyraznie zwiekszonej serokonwersji w grupach
Szczepionych” szczepem rekombinowanym ASFV. Taki wynik moze by¢
nastepstwem zarowno zmian we wiasciwosciach wirusa wywotanych np. poprzez
manipulacje genetyczne, jak réwniez moze by¢ wynikiem zmiennosci osobniczej i
predyspozycji genetycznych swin. Wskazniki $miertelnosci nie pozostawiajg
watpliwosci jednak, ze wywotana odpowiedz immunologiczna wsréd grup
,szczepionych” wirusem rekombinowanym nie ma istotnego wptywu na

przezywalnosé swin.



Przyczyna tego zjawiska jest brak wytwarzanych po zakazeniu ASFV przeciwciat
neutralizujgcych. Wysoka $miertelno$¢ mimo obecnosci przeciwciat jest gtéwnym
problemem w badaniach nad szczepionka przeciw ASFV. Ponadto stwierdzony brak
odpornosci u ,szczepionych” $win w takich przypadkach mozna ttumaczy¢ poprzez
prawdopodobny brak immunologicznej odpowiedzi komérkowej z udziatem
cytotoksycznych limfocytéw TCD8+, podczas gdy obserwowane przeciwciata

stanowig tylko indykatory zakazenia niezdolne do neutralizacji wirusa.

Réwnolegle do prowadzonych badan zespét KLR ds. ASF prowadzit poszukiwania
szczepodw naturalnie atenuowanych, mogacych stanowic potencjalny materiat

szczepionkowy.

W 2017 roku zespét KLR ds. ASF zidentyfikowat 5 unikalnych mutacji dotyczacych
gendw MGF 110-7L, MGF 505-5R. KI45R. 12671 oraz DP60R . Z czego 1 mutacja
byta cicha a pozostate zmieniaty sekwencje aminokwasowe mogace mie¢ wptyw na
wirulencje patogenu. Jak pokazaty pézniejsze badania kliniczne - mutacje te

pozostaty bez wptywu na przebieg ASF u zakazonych swin.

W latach 2019-2021 w ramach dofinansowania z Ministerstwa Rolnictwa - temat
S/932: “Zwiekszenie potencjatu naukowo-badawczego PIWet-PIB w celu
opracowania szczepionki ASF” réwnolegle kontynuowano poszukiwanie szczepéw
naturalnie atenuowanych. W badaniach poréwnano 16 nowo otrzymanych sekwencji
catego genomu terenu Polski do dotychczas posiadanych sekwencji polskich i
sekwencji wirusa ,macierzystego” z obszaru Gruzji z 2007r. Badania genetyczne
ujawnity brak mutacji w genach strategicznych dla wirulencji ASF, wobec czego
zaniechano préb klinicznych z uzyciem szczepéw terenowych do czasu uzyskania
odpowiednio rokujgcych kandydatéw szczepionkowych. Na uwage zastuguje fakt, ze
analizy genetyczne ujawnity szereg pomniejszych rdéznic genetycznych w genach
0O174L. K145R. MGF 505-5R i regionie migdzy- genowym IGR I73R/1329L
pozwalajgcych wykorzystaé je jako markery przydatne w $ledzeniu rozprzestrzeniania

sie ASF na terenie Polski.

W trakcie badan klinicznych, ktére zostaty przeprowadzone w ramach projektu
NCN: ,Konstrukcja rekombinowanego szczepu wirusa afrykanskiego pomoru $win

(ASFV) przy uzyciu techniki CRISPR,'Cas9” uzyskano cenny materiat od swin-



ozdrowiencéw. Ktory podlegat m. in. analizie pod katem odpowiedzi

immunologicznej zachodzacej w przebiegu choroby.

Na podstawie przeprowadzonych badan w zakresie odpowiedzi immunologicznej w
whnioskuje sie z duzym prawdopodobienstwem, ze do efektywnego zwalczania
choroby niezbedna jest odpowiedz z dwéch komponent uktadu immunologicznego t;.
odpowiedzi immunologicznej humoralnej (wys. miana przeciwciat) i odpowiedzi

immunologicznej komorkowej (wzrost odsetka limfocytow T).

W okresie od 2021 r. do chwili obecnej W ramach badania odpowiedzi
immunologicznej przeciw ASFV, szczegblng uwage poswiecono na zbadanie
interakcji przeciwciato-patogen w ASF. W ramach badan wyselekcjonowano
surowice pochodzace od dobrze udokumentowanych przypadkéw ozdrowiencow.
Woyselekcjonowane surowice (3 surowice pochodzace od dzikéw, 2 surowice
pochodzace od $win) poddano badaniom in vitro w celu przesledzenia mozliwosci
neutralizacji ASFV. Makrofagi ptucne pobrane od $win zakazono terenowym
szczepem ASF Pol_18_28298 Ol 11 w obecnosci wybranych surowic w dwdch
stezeniach (10% i 20%). Wszystkie surowice poddano mianowaniu przeciwciat i

wykazano ich wysokie miano.

Wyniki badan dowiodty, ze pomimo zahamowania hemadsorpcji, replikacja wirusa
zachodzi. Ma to prawdopodobnie zwigzek z mechanizmem internalizacji wirusa
(makropinocytoza konstytutwyna), ktory w przeciwienstwie do innych znanych
wiruséw (np. Sars-COV-2) nie posiada strategicznych receptoréw koniecznych do
internalizacji, a tym samym nie istniejg przeciwciata zdolne do zablokowania tychze
receptoréw (stad prawdopodobnie niepowodzenia szczepionek inaktywowanych i
podjednostkowych). Wyniki te podkreslity, ze w organizmie gospodarza podczas
efektywnego zwalczania choroby dochodzi do wspétgrania komponenty humoralnej i

komoérkowej. Wyniki przedstawiono w publikacji naukowej w 2022 roku

W latach 2021-2023 zaplanowano wspélny miedzynarodowy projekt z ramienia
programu ERA NET 1CRAD (IFNASF), wniosek zostat ztozony w sierpniu 2020 przez

konsorcjum:

. PIWet-PIB



° Centrum Biologii Molekularnej ,Severo Ochoa” (Hiszpania),
° Uniwersytet Ludwiga Maksymiliana w Monachium (Niemcy)

° Szwedzki Narodowy Instytut Weterynaryjny (Szwecja).

Celem projektu jest zidentyfikowanie genéw odpowiedzialnych za hamowanie
wydzielania interferonu typu I, a nastepnie wprowadzenie mutacji nakierowanej na

zidentyfikowane geny wirusa ASFV.

Przewaga projektu jest zastosowanie innowacyjnej techniki single-cell RNA-
sequencing (scRNA-seq) umozliwiajacej $ledzenie mechanizmdw regulacji
wydzielania interferonu w pojedynczych komorkach, identyfikacje subpopulacji
komérek, w ktérych w/w regulacja zachodzi oraz identyfikacje gendw ulegajacych

ekspresji w procesie hamowania wydzielania interferonu.

W dalszym etapie projektu w wirulentnych szczepach ASFV zidentyfikowane geny

zostang poddane mutacji z uzyciem techniki CRISPR?Cas9.

Réwnoczesdnie pragne zapewnid, ze dziatania zwigzane ze zwalczaniem i

zapobieganiem ASF w Polsce sg prowadzone w sposéb ciagty.

Realizowana jest redukcja populacji dzikow w pierwszej kolejnosci w ramach
planowej gospodarki towieckiej (kompetencje Ministra Klimatu i Srodowiska) oraz
uzupetniajaco w ramach odstrzatu sanitarnego (nakazywanego przez powiatowych
lekarzy weterynarii lub wojewoddow - na wniosek wojewddzkich lekarzy weterynarii).
Systematycznie prowadzenie sg akcje poszukiwania padtych dzikéw i ich szczatkdw
na terenach wystepowania ASF oraz terenach zagrozonych wystepowaniem choroby
- celem ich eliminacji ze srodowiska. W akcjach poszukiwawczych wykorzystywane
sg dodatkowo odpowiednio przeszkolone psy, a skutecznos$¢ ich dziatania oceniana

jest bardzo wysoko.

W przypadku pozyskiwania dzikéw duzy nacisk ktadziony jest réwniez na kwestie
przestrzegania przez mysliwych i osoby biorgce udziat w polowaniach zasad
bioasekuracji. Inspekcja Weterynaryjna wykonuje w zakresie m.in. kontrole punktéw
przetrzymywania tusz odstrzelonych dzikdw w zakresie weryfikacji spetniania tych

zasad.



Kolejnym elementem walki z ASF jest ograniczanie dalszego szerzenia sie choroby po
przez budowanie sztucznych barier majgcych na celu spowalnianie przemieszczania
sie dzikow, w szczegdlnosci w okresie inkubacji choroby (ogrodzenia i zamykanie
przej$¢ dla zwierzat wzdtuz drog ekspresowych i autostrad, bariery w postaci

ogrodzen siatkowych, bariery zapachowe, odtownie zywotowne).

Ponadto prowadzony jest w Polsce pasywny i aktywny monitoring u dzikdéw i $win, w
celu wczesnego wykrywania zakazenia i szybkiego wdrozenia dziatan zmierzajacych
do przerwania tancucha szczerzenia sie choroby i jej zwalczenia. Likwidacja ognisk
choroby jest realizowana sprawnie i zachowaniem odpowiednich procedur przez

organy Inspekcji Weterynaryjnej.

Kolejnym istotnym elementem w zwalczaniu choroby jest takze niezwtoczne
reagowanie organdéw Inspekcji Weterynaryjnej na podejrzenia ASF w stadzie w tym
w szczegoblnosci rzetelne prowadzenie dochodzenia epizootycznego, zabezpieczenie
miejsca podejrzenia, pobranie prébek i ich wysytka do laboratorium diagnostycznego
oraz przekazanie informacji do wtadz zwierzchnich o podejrzeniu. Warto podkresli¢,
ze istotna role w szybkim wykryciu i likwidacji choroby w stadzie odgrywajg réwniez
hodowcy swin. Niezwtoczne zgtoszenie do lekarza weterynarii niepokojacych

objawéw u $win, ogranicza ryzyko zawleczenia choroby do innych gospodarstw.

Majac jednak na wgladzie, ze usuwanie skutkéw choroby pociagga za sobg dodatkowe
koszty oraz prowadzi do dodatkowych obostrzen i ograniczen wynikajgcych z
obowiazujacych w tym zakresie przepiséw, w realizowanych dziataniach duzy nacisk

jest potozony na bioasekuracje gospodarstw.

W tym zakresie Inspekcja Weterynaryjna planowo wykonuje kontrole gospodarstw
utrzymujacych $winie w zakresie spetniania wymagan bioasekuracji. Kontrolne
bioasekuracji stanowig istotny element zapobiegajacy zawleczeniu choroby do
gospodarstw utrzymujgcych swinie. Wtasciwa bioasekuracja gospodarstw i
stosowanie sie do wynikajacych z niej zasad, stanowig bowiem istotny element
minimalizujacy ryzyka przeniesienia wirusa na teren takich gospodarstw, zwtaszcza w

sezonie intensyfikacji prac polowych.



Waznym aspektem dziatah zaradczych s3 dziatania informacyjne oraz szkoleniowe.
Dlatego tez w szczegolnosci do hodowcow, lekarzy weterynarii, mysliwych,
kierowane sg rownego rodzaju akcje informacyjne, szkolenia, konferencje odnosnie
zagrozenia chorobg i roli bioasekuracji w ochronie przed ASF. Na stronach
internetowych Inspekcji, Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego - Panstwowego
Instytutu Badawczego w Putawach, Osrodkéw Doradztwa Rolniczego czy Generalnej

Dyrekcji Laséw Panistwowych prowadzone s3 state zaktadki na temat ASF.

Z wyrazami szacunku

Z up. Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi
Krzysztof Cieciora

podsekretarz stanu

/podpisano elektronicznie/
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