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Vakcinak hasznalata az afrikai sertespestis
elleni vedekezésben
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Ugynevezett ASP kisérleti vakcinak,
Hazi készitésd vakcinak

Kinaban ASP ,vakcina”: NDV, interferon
alkalmazott ASP Csempészett spanyol/portugal vagy vietnami vakcinak
vakcinak — —
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Artalmatlan
Virémia
Virusirités
Idedlis vakcina Klinikai tiinetek (vemhes kocdk)
Virulencia visszanyerése
Rekombinacio
Genetikai stabilitas (in vitro, in vivo)

Hatékony
Humordlis és cellularis immunvalasz
Sterilizal6 immunitas
Homoldg és heteroldg torzsek
Vaddiszno, hazisertés

DIVA




ASPV
tulajdonsadagai

* ¥

Komplex virus, nagy méretii, hosszti genom: 170-190 kb (170 gén)

Komplex molekularis struktura, ismeretek hianya

. a T sa7 Kb 0% consv. = 125,2.426,5 KB, Asae Kb ' 200 nm
Nagy genetlkal o o0 o yoors, | TObb mint 100 struktaralis
variabilitas, 24 genotipus fehérje

Nem termel6dnek megfelel6 neutralizalé antitestek

Keresztvédettség laboratoriumi médszerekkel nem detektalhaté: allatkisérletek




Velesziletett immunvalasz gatlasa (50 gén)
|-es tipusu interferonok, gyulladasos citokinek, apoptdzis blokkolasa

MPS sejtek

Korfejlédés Apoptodzis (gyulladdsos mediatorok)

Lymphopénia
Bystander apoptodzis

Trombocitopénia
Megakariocitak apoptozisa

Vérzések
Endotelsejtek karosodasa/fagocita aktivitassa, DIC

Lépinfarktus
Makrofagok lizise, bazalis membran szabadda valasa, vérkeringés ledlldsa




Artalmatlansag | Hatékonysag D] \V/Y

Inaktivalt Artalmatlan  Részleges
védelem
ASP vakcinak
Alegység Részleges lgen
DNS védelem
RNS Artalmatlan
Rekombinans
fehérje
Virus vektor
ElS attenudlt virus Hosszu ideig tarté
Természetes Nem megfelel6 cellularis és
Szovetpasszazs ,Tul jo0” humoralis ?
Célzott Valtozo immunitas,
maodositasok Magas foku
hatékonysag,

keresztvédelem




Komplexitas

Gének szama | Genom mérete | Virion mérete | Fehérjék

ASPV genetikai (kilobazis) (nanométer) |szamaa
modositdsanak virionban
nehézségei ASPV 200 180 200 >50
PRRSV 10 15 60 8
Parvo 2 5 22 2
PCV2 2 2 17 1

Megfeleld gének kivalasztasa (attenualas, DIVA)
Fert6z6 klon nem all rendelkezésre

Sejtvonalak

Tiszta mutans virus stock kialakitasa bonyolult




Virus replikacioért felel6s gének

Makrofag

Géndelécios Nem osztddd sejt, oxidativ kornyezet: DNS karosodas
mutdns torzsek

ASPV: replikacioért, DNS javitasért felel6s gének, fehérjék
Timidin kinaz, helikaz, (NTPaz), hiszton-like protein

ASFV-g/VATK Il (Georgia 2010) 1 (TK)
ASFV-AQP509L/ Il (CN/GS/2018) 2 (QP509L/ QP383R) v X X
QP383R

ASFV-G-AA104R Il (Georgia 2010) 1 (A104R) X ? X




MGF-300B
MGF-100A

MGF-100C
/

Multigene family (MGF) gének \_/ MR werame "G"”’"’“

Genom 5’, 3’ végén (~40) O 2000 aWa
Gfé"deféc"és Virulens ASFV: nagyobb kdpiaszam worin HX?%\ ,
mutans torzsek Makrofag tropizmus (\7‘/; \%i % \\§
Veleszuletett immunvalasz gatlasa :\,, /); vorses == o e

ASFV-G-AMGF Il (Georgia 2007/1)
HLJ/18-6GD HLJ/2018
Benin-AMGF | (Benin 97)

Georgia-AMGF Il (Georgia 2007/1)

SY18AL7-11

Il (SY18)
Il (CN/GS/2018)
ASFV-AH240R-A7R 1l (HLJ18)

ASFV-A9L7R

6 (MGF 360/505) \ (vaddiszné)
6 (MGF 360/505) X

10 (MGF 360/505/530)

10 (MGF 360/505/530)

\/
\/
5 (L7L-L11L) X
2 (360-9L, 505-7R) v

\/

2 (H240R, MGF505-7R)

2 X =2 X =2 =2

X X X X X X X



Sejthez kot6édésért, hemadszorpcidért
felel6s gének

Virulens torzsek hemadszorpciét okoznak
Gfé"de_!éc"és Természetesen attenualddott ASFV: delécid
mutans torzsek CD2V, limfocita proliferacio gatlasa

pPE153R, programozott sejthalal gatlasa

Genome

Core shell

Inner membrane
Icosahedral capsid
Outer envelope

CD2v

p54
DIVA
S 7 S N [T [ 7
BA71ACD2 | (BA71) 1 (CD2v)
SY18-ACD2v-AUK 11 (SY18) 2 (UK, CD2v) v \/ X
ASFV-AECM3 Il (GZ201801) 5 (MGF360-12L, -13L, v v X

-14L, EP153R, CD2v)
HLJ/18-7GD I (HLJ/2018) 7 (MGF 360/505, CD2v) v \ @




Ujonnan felfedezett gének ismeretlen funkciéval
9GL (morfogenezis), UK (interferon inhibitor)
DP148R, 1226R, A137R, E184R, 1177L
Géndelécios
mutadns torzsek

ASFV-G-A9GL Il (Georgia 2007/1) 1 (9GL) X
ASFV-G-A9GL/AUK Il (Georgia 2007/1)  2(9GL,UK) \/ v X
HLJ/18-A9GL/AUK Il (HLJ/2018) 2(9GL,UK) v X X
BeninADP148R | (Benin 97) 2 (DP148R) v v X
SY18-AI226R Il (SY18) 1 (1226R) \ v X
ASFV-G-AA137R Il (Georgia 2007/1) 2 (A137R) v v X
ASFV-G-AE184L Il (Georgia 2010) 1 (E184L) X v v
ASFV-G-AI177 L Il (Georgia 2007/1) 1 (1177 L) v v X
ASFV-G-AI177 L- Il (Georgia 2007/1) 1 (1177 L) v \ X

ALVR




K6z0s fejlesztés USDA-val
korlatozott piaci engedélyezés, 2022 marcius
600,000 dozis, 12 régid
Els6 ASP vakcina Vietndmi hatdsagok, monitorozas

(NAVE.’-.'ASFVAC) a Nem hivatalos hirek elhullasokrol és vetélesekrol
piacon L ) , _ . :
Vietnémban Vakcinazas felfiggesztése 3/12 régidban elhullasok miatt

Vakcindzas folytatasa tovabbi 9 régidban
Engedélyezés 2023 julius
lllegalis kopiak megjelenése Kinaban

Vakcina formula: liofilizalt |
Vakcinatdrzs: ASFV-G Al177L
Vakcina dézis: 1026 HAD,, ——
Alkalmazas: i.m. 8-10 hetes kor (booster 3—4 hét mulva)
Termelés PBMC sejteken




K6zos fejlesztés USDA-val
Engedélyezés 2024 Ill. negyedév

ASP vakcina In vivo kisérletek Vietnamban és Dominikai kdztarsasagban
(DACOVAC AFS2)
fejlesztése NS SATZ €70 § Iy iy P WP USSP SN ES— S A SIS S U S S S———— p— ——
° ’ 10L 13La 13Lb 4L 6L X69R 1L IR 4L B8BL SL 10L 1}jL 1R 1IL 13L 14L ZR 3R 4R SR GR
Vietnamban
16818 27660
MGF360
ASFV-GAIITTL ALVR —— = e — — w—-S— ———— ) \GF505

10L 13La 13Lb 4L-11L 1R 12L 13L 14L 2R 3R 4R SR 6R

=== MGF30
fusion

) MGF110

Vakcina formula: liofilizalt

Vakcinatorzs: ASFV-G Al177L/ ALVR

Vakcina dézis: ?

Alkalmazas: i.m. tesztelés 4, 8, 12 hetes kor
Termelés PIPEC sejtvonalon




Masodik ASP
vakcina (AVAC ASF
LIVE) a piacon
Vietnamban

K6z0s fejlesztés USDA-val
Engedélyezés 2023 julius
Hasznalat 17 régidban
Fulop-szigetek: 300 000 adag kiprébalasa, lehetséges export (5 millié adag)
Virulens revertalodott torzs klinikai mintabdl
WOAH
Megosztott adatok hianyosak
Globalis ASP vakcina értékelési szabvanyok 2024 majus

Vakcina formula: liofilizalt AVAC ASF LIVE

e v 5 e T P b G, g W

Vakcinatorzs: ASFV-G AMGF —

Vakcina dézis: 103> HAD., = e @l
foo i wia DILUENT
Alkalmazas: i.m. 4 hetes kor WES] \ ~~se

Termelés DMAC sejtvonalon



Spain Lithuania R:‘ﬁj ) K ﬁ

Universidad Complutense de Madrid (UCM) National Food and Veterinary Risk Assessment Institute
Instituto Nacional de Investigacion y Tecnologia Agraria y Alimentaria OA MP (NFVRAI)
(INIA)
Inmunologia y Genética Aplicada SA (INGENASA) Portugal A F

Stichting Wageningen Research (WR)

HORIZCIENCE SL (HORIZCIENCE) Faculdade de Medicina Veterinaria (Fl\g)—\’)
Netherands ST b p LEE
Intervet International BV (MAH) o ﬁ?ﬂ \‘ x " 0
European Coordination Via Campesina (ECVC) VACDIVA
Italy - ; _

Istituto Zooprofilattico Sperimentale della Sardegna G.Pegreffi (I1ZS)
Istituto Zooprofilattico Sperimentale dell’'Umbria e delle Marche (IZSUM) ¥

Czech Republic

State Veterinary Institute Jihlava (SVI)
Estonia §

Veterinaar Ja Toidulaboratoorium (VFL)

Germany
Max-Planck-Gesellschaft Zur Forderung Der Wissenschaften EV (MPG)

Hungary
National Food Chain Safety Office (NFCSO)

Latvia

Partikas Drosibas, Dzivnieku Veselibas Un Vides Zinatniskais Institutsbior (BIOR

HOAAr <l

13 partner, 2 ipari cég az EU-bdl
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Virulencia visszanyerése

% > >
Krénikus ASP f@;’}la f@“’}ﬁ 3

Természetes attenualt virusbdl modositott élé
vakcina

Artalmatlansdgi
kockazatok

DIVA
tulajdonsagok

Az eszkoz: célzott genetikai modositasok



Intracellularis homoldg rekombinacid CRISPR/Cas9 modszer
Mutdns ASPV P
vakcinajeloltek = ASPV="———"== e — _

eloallitasa gén of — géncC
interest

Reporter gén gén C
(
[ Y Y
Left arm p72 viral promoter+Rpt Right arm
Transzfer plazmid

l -HRt lat

rASPV % » ¢ emplate
INENEN [INNENENNAR RN NEEN | ‘H‘.H\“H- \\\\\\\\\

ASFV knock-out mutansok, riporter gén Kaosk o Koocki
nem-esszencialis gének 100-1000x jobb rekombinacids arany

nébth ‘



Vizualis validalas Validalas PCR-rel

Mutant infected cells
ASPV mutdnsok A Reporter gene B anti-ASFV PCR 1
Ty ,Universal” discrimination
validdlasa ) ) 190060
Mutans Vad tipus =
Wit [Gene A | Geneof interest \Einec |
50 um 960bp
¢ Hoechst - Mu
A <
2kbp
PCR 2
RpG+
1kbp 320 bp
Mu
Szekvenalas PCR 3
A Simple Method for Sample Preparation to Facilitate e P
Efficient Whole-Genome Sequencing of African Wt pcaeam Geneofll‘l_terest (GeneC |
Swine Fever Virus

Ferenc Olasz '*, Istvan Mészaros !, Szilvia Marton !, Gy6z6 L. Kajan 100, Vivien Tamas '0),
Gabriella Locsmandi 2, Tibor Magyar !, Adam Balint 2, Krisztian Banyai ! and Zoltan Zadori !




ASPV

vakcinajeloltek

11 delécidés mutans

Lvl7/WB/Riel
-9 célzott mutans
1 vagy 2 riporter gén
1, 2, 3, vagy 7 deletalt gén
5 DIVA markerrel
NH/P68 (NHV)
- 2 célzott mutans
1-1 riporter gén
1-1 deletalt gén
1 DIVA markerrel

7 In vivo teszt

Lvl7/WB/Riel/ mutansok
, e s Riporter In vivo
Név Deletalt gén 2én(RG) DIVA o
AAB dupla gén (A-B) RtG1 lgen lgen
AA szimpla gén (A) RtG1 lgen lgen
AC szimpla gén (C) RtG2 Nem Nem
AD szimpla gén (D) RtG3 Nem Igen
AE szimpla gén (E) RtG1 Nem lgen
AABC harmas gén (A-C) RtG1, RtG3 lgen lgen
AABD harmas gén (A-B, D) | RtG1, RtG3 lgen Igen
ACE dupla gén (C-E) RtG1, RtG3 Nem Nem
AAJ 7 gén (A-B, F-J) RtG1, RtG3 Igen Nem
NHV mutdnsok
. e s Riporter In vivo
Név Deletalt gén 2én(RtG) DIVA -
AK szimpla gén (K) RtG3 Nem Nem
AA szimpla gén (A) RtG1 lgen Nem




Lvi7/WB/Riel-ACD

Vad tipusu Lv17/WB/Riel (genotipus Il)
Biztonsagos vaddiszndban,
Akar 40%-os mortalitas hazisertésben

Alacsony virusatvitel vaddisznordl hazisertésre

Lvl7/WB/Riel-AAB
Lvl7/WB/Riel rekombinans valtozata
2 gén delécidja (CD2V, 153R)
Marker vakcina (EP153R delécid)
Genetikailag stabil
Szabadalmaztatott
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AABD

£ AAB
%\i.m. 102TCID,, O t; Prototipus

o c

(g Q . o
s ; . 4 Q 8
Artalmatlansagi 3 m‘ —
vizsgdlatok, = 2
klinikai tiinetek < 2
0

012 3 456 7 8 910111213141516 17 18 192021 22 23 24 25 26 27 28 29 30

Immunizalas utani napok

N

Sulyossag

o

!
.




AABD

AAB
Artalmatlansdgi Prototipus

vizsgadlatok, 100%
tulélési arany . 80% ;

Q)

o 60%

P 40%

N 20%

0%
AL T L S R R A SV SR

Immunizalas utani napok




Artalmatlansdgi
J Prototipus (5/5) AABD (5/5) AAB (5/5)

vizsgdlatok,
immunvdlasz 100606 . 100E06 S 1000
*G;-) ‘I,GOE-US 40:-) 1,00E-05 = 1,006:05
+— . = (@)
% 1,00E-04 % 1,00E-04 @ 100604
é\ 1,00E-03 é\ 1,00£-03 é 1,00€-03
©  1,00e02 © LO0EQ2 g 1,00E-02
c c ; o)
@ 1,000 @ 10001 —  1,006:01
LLI  1,00e+00 Ll LOOEQO L 1,00E+00
¢ 7 12 1 1@ 2 28 0 7 4 21 28 0 7 14 21 28
Immunizalas utani napok Immunizalas utani napok Immunizalas utani napok

Szeroldgiai athangolodas
7. nap (Prototipus)

14. nap (AABD, AAB)
Magas szint(i immunvalasz




41,50 AABD

Hatékonysagi 41,00 AAB ’

vizsgadlatok, 40,50 V 5rotot||[()qs’ .
klinikai tiinetek . 40,00 em vakcinazo

~ 39,50

'3 39,00

‘© 38,50

o 38,00

T 37,50

37,00

36,50

36,00

Rafertozés

O 3 6 9 12 15 18 21 24 27@33 36 39 42 45 48 51 54 57 60
Immunizalas utani napok




AABD
AAB

Prototipus

Nem vakcinazott
Hatékonysagi
vizsgalatok, 100%
e e g 90%
tulélési arany 30%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10% l
0%

Tulélési arany

Immunizalas (rafert6zés) utani napok

Artalmatlansag: ~100%
Hatékonysag: 100%




03,03,2020 Tue 19:12:26

Vaddiszno in vivo
kisérletek

Oralis és |.M. immunizalas
~100% artalmatlansag
100% hatékonysag

Terepi vizsgalatok engedélyezés alatt




Vakcina formula vaddisznok
részeére

Kisérletek csali kifejlesztésére és korcsoportok altali
felvételére







ViRUS VAKCINA DIVA
DIVA tesztek

AT AT (o )
' 3 13
& & j .

p72/p30 ... B antigén

Y ¥

p72/p30 ... Marker

Y v =




DIVA teszt
eredmények
értékelése

Riporter fehérje/gén

p
Genotipus Il ASPV
fertozott allatok

(G
)
Egyéb genotipusokkal
L fert6zott allatok

-

Vakcinazott allatok

&

p
Nem fert6z6tt/nem
vakcinazott allatok

.




K6szondm a figyelmet!
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