Rola krajowego laboratorium referencyjnego ds. ASF
PIWet-PIB w Putawach w badaniach naukowych nad wirusem

ASF i epizootiologig afrykanskiego pomoru swin.

Krzysztof Niemczuk, Anna Szczotka - Bochniarz, Maciej Frant
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Postanowieniem Nr 2/2021 Przewodniczacego Miedzyresortowego
Zespotu do spraw fagodzenia skutkow zwigzanych z wystgpieniem
przypadkow afrykanskiego pomoru swin z dnia 21 maja 2021 r.,,
powotano grupe roboczg ds. zintensyfikowania badan naukowych nad

wirusem afrykanskiego pomoru swin.
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Krajowe Laboratorium
referencyjne ds. ASF

Rozporzadzenie Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dnia 17 maja 2002r.

w sprawie wykazu laboratoriéw referencyjnych wiasciwych dla poszczegdlnych rodzajow i kierunkéw badan.

EURL ds. ASF, Valdeolmos Hiszpania
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Funkcja naukowa i zadania KLR ds. ASF w PIWet-PIB

* badania genetycznie nad wirusem ASF (ASFV) oraz mozliwosSciami
opracowania w przysztosci skutecznej szczepionki przeciwko ASF;

* badania nad epizootiologig ASF, w tym prognozy rozwoju sytuacji
w zakresie ASF w Polsce;

* badanie przezywalnosci wirusa ASF w zaleznosci od roznych warunkow
otoczenia i w przypadku ewentualnego zanieczyszczenia wirusem
ptodéw rolnych;

* badania nad opracowaniem innowacyjnych systemow diagnostyki ASF
— szybkie wykrywanie wirusa;
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Szczepionka



v' badania genetycznie nad wirusem ASF (ASFV) oraz mozliwos$ciami
opracowania w przysztosci skutecznej szczepionki przeciwko ASF

Ukierunkowany knock-out 3 genéw (A238L, 9-GL i EP402R)
w kontekscie zywej atenuowanej szczepionki.

Immunizacja swin mutantami delecyjnymi genéw EP-402R
i 9-GL zapewnita ochrone przeciwko infekcji szczepami
rodzicielskimi. Biatko A238L petni funkcje

immunomodulacyjna. @p.wm



Badania wykonywane w Instytucie majg na celu ocene wtasciwosci biologicznych rekombinowanego

szczepu ASFV

W ramach podjetych badan

pozbawionego

zastosowano

okreslonych

genow (A238L, EP402R

innowacyjng technike CRISPR/Cas9

i 9GL).

(regularnie

zgrupowanych i oddzielonych krétkich sekwencji palindromowych), stanowigca obecnie najbardziej

nowoczesne i efektywne narzedzie inzynierii genetyczne;
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Uzyskane dane z przebiegu patogenezy ASF stanowig bardzo istotny wktad

w zrozumienie kolejnych faz choroby. Niezwykle interesujgce jest ,,ozdrowienie”
swini zakazonej ASFV. Moze byc¢ to wynikiem uruchomienia u niej na skutek
niepoznanych czynnikow odpowiedzi typu komorkowego, badz tez spontaniczng
mutacjg genetyczng wirusa uzytego do zakazenia swin, ktora spowodowata

ostabienie jego wtasnosci patogennych.




Opracowanie szczepionki przeciwko ASF, jest tak bardzo skomplikowane, poniewaz
w odpornosci komorkowej przeciwko ASFV zasadnicze znaczenie majg limfocyty T
(szczegodlnie limfocyty T cytotoksyczne — TCD8+) i komorki NK (natural killers), czyli
naturalni zabojcy. W przebiegu zakazenia ASFV systemy odpowiedzi typu
komorkowego ulegajg rozregulowaniu. Wirusowe systemy unikania odpowiedzi
immunologicznej gospodarza polegajg m.in. na synergistycznym dziataniu biatek
kodowanych przez regiony A238L, EP402R i 9GL. Dodatkowo w procesy ,ucieczki”
przed rozpoznaniem wirusa ASF przez uktad immunologiczny swini czy dzika
wigczone sg rowniez inne biatka o niewyjasnionej dotad funkcji biologicznej,

dotychczas zidentyfikowano ich ponad 130.



HORIZON 20207 — potencjalna miedzynarodowa
wspotpraca nad szczepionkg przeciwko ASF

Aktualnie PIWet-PIB prowadzi rozmowy
nad potencjalng wspodtpracg z osrodkami
badawczymi z Hiszpanii i Danii oraz
firmami komercyjnymi z Francji i Butgarii
odnosnie wspdlnego projektu
(HORIZON2020) dotyczacego szczepionKi
przeciwko ASF, spetniajgcej zasade DIVA.

Rozmowy sg w toku.
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Whnioski:

- opracowany rekombinowany szczep wirusa ASF Pol18 28298 0111 pozbawiony okreslonych genow
wykazywat zmniejszong patogennosc dla swin, jednakze nie pozwala na zapewnienie petne;
protekcji poszczepienne,i.

- uzyskane wyniki wskazujg na mozliwy przebieg ostry, nadostry i chroniczny ASF u zakazonych swin
po zakazeniu zjadliwym szczepem wirusa ASFV Pol18 28298 0111.

- konieczna jest dalsza kontynuacja badan, ktore pozwolg na konstrukcje szczepu ASF pozbawionego
dodatkowo gendw 286L i K145R a nastepnie wprowadzenie dodatkowego ,markera” genetycznego

pozwalajgcego na zastosowanie strategii DIVA (odrozniania zwierzat szczepionych od zakazonych).
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badania epizootiologiczne, w tym prognozy rozwoju

sytuacji w zakresie ASF w Polsce.



v' badania epizootiologiczne, w tym prognozy rozwoju sytuacji w zakresie ASF
w Polsce.

Sekwencje kompletnych genomow izolatow ASFV z Polski

99.91%-99.95% podobienstwa do Georgia 2007/1, Kashino
04/13, Odintsovo 02/2014

13 | 2018 Styczen 00662 958 Wofomin

Powyzsze badania moga poméc w wyjasSnieniu

pochodzenia wirusa ASF w ogniskach choroby

@ PIWet w gospodarstwach trzody chlewne;.



Uzyskane wyniki badan molekularnych wskazujg na mozliwosc sledzenia
podobienstwa genetycznego izolatow ASFV z ognisk i przypadkow ASF w
Polsce i w krajach, w ktorych wystepuje ta choroba. W obrebie genomu
ASFV stwierdzono obecnos¢ charakterystycznej mutacji (insercji 14
nukleotydow) w obrebie genu O174L kodujacego polimeraze DNA
wirusa ASFV
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v' Sekwencje kompletnych genoméw izolatéw ASFV z Polski, pozwala na
Sledzenie ,migracji” wirusa ze wchodu Polski (granica z Biatorusig,
wrzesien 2016) do Niemiec (wrzesien 2020): gen O174L
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Prawdopodobne scenariusze szerzenia sie ASF na terenie kraju w poszczegdlnych latach. Grubymi strzatkami
zaznaczono drogi naturalnej introdukcji (wedrowka dzikow) poszczegdlnych wariantdow wirusa do Polski. Cienkimi
strzatkami oznaczono drogi prawdopodobnych drég rozwleczenia choroby przez cztowieka w obrebie kraju.

Gwiazdg oznaczono prawdopodobne zawleczenie choroby przez cztowieka spoza kraju (doktadne pochodzenie

trudne do oszacowania).

Legend:
® Genetic group |
® Genetic group 1|
® Genetic group Il |
® Genetic group IV
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unknNowWN origin
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Whnioski

- przeprowadzone badania filogenetyczne szczepow wirusa ASF izolowanych w Polsce na podstawie
genu O174L, K145R orz MGF 505-5R, a takze regionu miedzygenowego IGR 173R/1329L wskazujg na
niezalezng introdukcje wirusa z Obwodu Kaliningradzkiego w 2017 i 2018 roku, z terenu Biatorusi w
latach 2014-2017 oraz z terenu Ukrainy w latach 2018-2020.

- pod wzgledem genetycznym szczep wirusa ASF stwierdzony na terenie Wielkopolski w 2019 roku jest
najbardziej zblizony do szczepow izolowanych w latach 2017-2019 w woj. mazowieckim — na terenie
pow. piaseczynskiego. Fakt ten moze wskazywac na dziatalnos¢ cztowieka w szerzeniu sie ASF w

Polsce.



badanie przezywalnosci wirusa ASF w zaleznosci od réznych warunkow
otoczenia i w przypadku ewentualnego zanieczyszczenia wirusem ptodow

rolnych
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Badania te miaty na celu wyznaczenie okresu pottrwania (T72) oraz wskaznika redukcji dziesietnej (D-value)
wirusa ASF w wybranych temperaturach (—20, +4, +23°C).

Materiat do badan stanowity zamieszczone wirusem tkanki (sledziona, nerki, ptuca), ktore zostaty pobrane od
swin padtych z powodu ASF. Ponadto wyznaczono nieliniowy model regresji pozwalajacy przewidywac T/

w zaleznosci od temperatury. Zgodnie z danymi literaturowymi, ASFV okazat sie patogenem wysoce stabilnym w

temperaturze ponizej 0°C, jednakze jej wzrost, powoduje znaczny wzrost tempa inaktywacji wirusa.




Whnioski

- podjete badania jako pierwsze pozwolity na wyznaczenie matematycznego modelu
inaktywacji ASF podczas rozktadu tkanek, ktory w przysztosci moze byc przydatnym
czynnikiem w ocenie ryzyka.

- otrzymane wyniki podwazajg dotychczasowe poglady dotyczace wysokie;
opornosci wirusa ASF na warunki srodowiska i dowodzg szybkiego tempa

inaktywacji wirusa w naturalnie rozktadajgcych sie tkankach padtych zwierzat.



v' badania na nad opracowaniem innowacyjnych systemdéw diagnostyki

ASF = szybkie wykrywanie wirusa
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1. Etap testy prototypu w Atenach:
2. Drugi etap: testy prototypu we Wtoszech w
Polsce i na Wegrzech

Design and Development of Photonic Biosensors
For Swine Viral Diseases Detection

Gyula Balka ', Amadeu Griol 2, Sergio Peransi 3, Manuel Rodrigo 3, Juan Hurtado 2, Laurent Bellieres 2, Teodora Ivanova 2,
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BACKGROUND

The H2020 SWINOSTICS project aims to develop a novel field
diagnostic device, based on advanced, proven, bio-sensing and
photonics technologies (Figure 1) to detect emerging and i

4. 5.
! Consiglio
N Nazionale delle
fER Ricerche

www.swinostics.eu
www.facebook.com/swinostics/

OVRIC www.linkedin.com/company/18392774
project coordinator www.twitter.com/swinostics

6.

FUNCTIONAL ELEMENTS OF THE PIC

Ring resonators (Figure 5a, b) — the surface was first oxidized,
then silanized and treated with a mix of carbodiimide and N-

viruses causing epidemics in swine farms

SwmoSTICs device

Sample Sample Out

Figure 1. Overalldesign and
architecture schome

OBJECTIVES

Fabrication of a photonic integrated circuit (PIC) to detect of PCV2 by
the use of a commercially available polyclonal antibody
(Thermo Fisher Scientific Cat. No.: PA-534969)

PIC DESIGN AND FABRICATION

The biosensors were fabricated on Si;N, 6" wafers, comprised of a top
layer of 300 nm of Si;N, deposited by LPCVD (low chemical vapor
deposition) on a 3.26 pym thick layer of thermal SiO, (Figure 2)

hydrc ide to ensure the oriented, covalent bind of the
antibodies by their carboxy terminal on the Fc part of the
immunoglobulins

Messurers Figure 5a. Nano-ring
resonators with PCV2
antibodies immobilized on
their surface

Figure Sb. Antioody-
antigen capture on the
surface of the nano-rings

OPTICAL CHARACTERIZATION OF THE
FUNCTIONALIZED PICS

PCV2b cell culture supernatant (QPCR Ct: 10) was used in serial
PBS dilutions to test the functionalized PIC. Anti PCV2 antibodies
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SWINGSTICS

System do szybkiej diagnostyki
chordb swin: PRRS, CSF, PPV,
PCV2, SIV oraz ASF
Wykrywanie antygendéw
wirusow w probkach sliny,

surowicy oraz innych tkankach.

Ocena laboratoryjna sprzetu w
Atenach udowodnita jego
skutecznos¢ w wykrywaniu
wszystkich analizowanych
patogendw w probkach sliny.
Planowane testy laboratoryjne
w PIWet-PIB Putawy: lipiec-
sierpien 2021.
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Diaghostyka ASF w Polsce
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* KLR ds. ASF PIWet-PIB Putawy
* Zaktad Pryszczycy PIWet-PIB w Zduniskiej Woli

* Wyznaczone laboratoria ZHW
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Warto wspomniec¢, iz dotychczas w KLR ds. ASF w PIWet PIB w Pufawach
opracowano 3 innowacyjne techniki diagnostyki ASF, takie jak: amplifikacja krzyzowa
kwaséw nukleinowych w warunkach statej temperatury (CPA), tancuchowa reakcja
spiralno-krzyzowa (PCLSR) oraz modyfikacje techniki amplifikacji w warunkach state]
temperatury (LAMP). Zarowno CPA jak rowniez PCLSR s3 najnowszymi odmianami
technik biologii molekularnej, ktore przeprowadzane sg w warunkach statej
temperatury przy minimalnych wymaganiach laboratoryjnych i naktadach
finansowych. Obie metody zostaty poddane szczegdtowej ocenie mozliwosci
diagnostycznych i porownane z referencyjng technikg UPL real-time PCR. Czas
amplifikacji CPA jak i PCLSR byt znacznie krotszy niz dotychczas stosowanych metod

diagnostycznych i wynosit odpowiednio 45 i 60 minut.



WhniosKi

- podjete i kontynuowane w KLR ds. ASF w PIWet-PIB badania majg na celu doskonalenie diagnostyki
ASF oraz innych chordb zakaznych swin z wykorzystaniem nowoczesnych i szybkich testow
molekularnych, pozwalajgcych na wykonanie wstepnych badan obecnosci wirusa w warunkach
,Przy pacjencie/zwierzeciu” ang. ,,on-site”.

- wspotpraca miedzynarodowa KLR ds. ASF w PIWet-PIB z wiodgcymi osrodkami naukowymi na
swiecie pozwala na okreslenie przydatnosci opracowanych testow diagnostycznych w

zroznicowanych warunkach laboratoryjnych.



v badania nad mozliwym udziatem owaddw, gtéwnie much z rodzin
bagkowatych (Tabanidae), kuczmandéw (Culicoides), oraz much z rodzaju

Stomoxys jako mozliwego wektora wirusa ASF;
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Celem podjetych badan jest ustalenie roli owadow z rodziny bgkowatych (Tabanidae),
Bolimuszki  kleparki  (Stomoxys calcitrans), komarowatych (Culicidae) oraz
kuczmanowatych (Chironomoidea) w potencjalnym szerzeniu sie wirusa
afrykanskiego pomoru swin (ASFV) w populacji dzikbw oraz swin domowych na
terenie kraju.
Najwazniejszym zrodtem ASF w Polsce i innych krajach Europy Wschodnie;
dotknietych problemem ASF byty i s3 w dalszym ciggu zakazone dziki (wektor i
rezerwuar) oraz w szczegdlnosci szczatki tych padtych zwierzat, w ktorych wirus

pozostaje zakazny od kilku tygodni do kilku at.



Pomimo pilotazowych badan wykonanych na terenie Estonii
a takze eksperymentalnych w Danii, dotychczas nie wyjasniono
jednoznacznie potencjalnej roli owadow w szerzeniu sie ASFV

w hodowli trzody chlewnej.



Whnioski:

- muchy oraz inne owady z rodziny muchowek czy , bgkowatych” nie stanowig
obecnie wektora w szerzeniu sie ASF na terenie Polski.

- podjete dotychczas w PIWet-PIB badania wskazuja, ze rola wymienionych rodzin
owadow w szerzeniu sie ASF w kraju i Europie Wschodniej jest raczej watpliwa;

- zaistniata sytuacja moze sie jednak zmienic, dlatego tez wymagany jest ciggty

monitoring w tym zakresie.
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Planowane rozwiniecie projektu: EFSA + Litwa + Rumunia
+Polska

* Entomological survey to study the
possible involvement of arthropod
vectors in the transmission of African
swine fever virus

* Badanie probek owaddéw: bolimuszki
kleparki oraz kuczmanow na obecnos¢
DNA wirusa ASF

* Wstepne badania w Rumunii
potwierdzity obecnos¢ DNA ASFV w
analizowanych owadach.

* Do tej pory nie udato sie wyizolowac
,Zywego” wirusa z probek owadzich.

* PIWet-PIB podejmie prdbe izolacji
wirusa ASFV z prébek owadzich z
Polski, Rumunii oraz Litwy.
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v’ ocena skutecznosci sSrodkow dezynfekcyjnych

wykorzystywanych w ,walce z ASF”




Celem podjetych badan jest ustalenie skutecznosci substancji aktywnych
zawartych w popularnych srodkach dezynfekcyjnych rekomendowanych
do stosowania w hodowli trzody chlewnej.

Preparat uznaje sie za skuteczny, jesli spowodowat redukcje miana
wirusa o przynajmniej 4 log10, co oznacza inaktywacje 99.99%

poczatkowego miana ASFV.



Obecnie prowadzone sg badania nad ekstraktami roslinnymi i ich wykorzystaniem w obszarze
dezynfekcji przeciwko wirusowi ASF. Jest to innowacyjne rozwigzanie, ktore docelowo zapewni
skuteczng dezynfekcje, bezpieczne warunki stosowania zarowno dla ludzi jak i zwierzat, jak rowniez
ochrone srodowiska przed degradacyjnym dziataniem chemicznych srodkow dezynfekcyjnych.

Przebadano 14 ekstraktow roslinnych w trzech réznych
stezeniach i dwoch réznych warunkach zabrudzenia
kazdy :

Ekstrakt z nasion Aronii

Ekstrakt z nasion Truskawki
Ekstrakt z nasion Maliny

Ekstrakt z nasion Porzeczki Czarnej
Ekstrakt z Tymianku

Ekstrakt ze Skrzypu

Ekstrakt z Miety

Fotrakt 2 Pokrzywy Na obecnym etapie badan

Ekstrakt z Aloesu

Ekstrakt z Kozieradki
Ekstrakt z Wakroty Azjatyckiej 3 € kSt ra kty Wyka Zafy

Ekstrakt z Limonki dziatanie wirusobojcze

Ekstrakt z Melisy

@p.w Ekstrakt z Ogorka przeciwko ASFV




Wg PIWet-PIB skuteczna walka z ASF obejmuje nastepujace

obszary dziatan:

v" redukcja populacji dzikéw — planowa gospodarka towiecka, odstrzat sanitarny,

rozwigzania specustawy
v' identyfikacja dzikdw padtych

v' wadrazania i przestrzeganie zasad bioasekuracji (gospodarstwa hodowlane, mysliwi,

lekarze weterynarii, i inni)

v’ konfiskata zywnosci nielegalnie wwozonej na terytorium RP

<§E PlWet



Dziekuje za uwage

Sekwencja genomu Matryca gRNA
komplementarna do specyficzna dla ASFV
matrycowego

gRNA

Genomowy
DNA ASFV

Nukleaza Cas9 Region PAM
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poprzedzajacy
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Podwéjne peknigcie nici DNA
(DSB double strand breaks)




