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un tros de virus!

Familia: Asfarviridae
género: Asfivirus

v envuelto

v" DNA bicatenario (170-193Kb)
v’ virus “grande” (>150 proteinas)
v’ > 20 genotipos

v’ Células diana: macrofagos/monocitos
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Cuadros clinicos y lesiones de la PPA

Muerte subita * Fiebre alta Similar a la Fiebre baja, intermitente
* Anorexia forma aguda, * Pérdida de peso
£ * Apatia pero mas leve. * Tos, disnea
% * Debilidad * Diarrea, vomito
g * Disnea * Inflamacion articulaciones
9 * Eritema/Cianosis piel * Lesiones cutaneas (necrosis,
é * Hemorragias (epistaxis, melena) eritema)
* Abortos * Abortos
Sin lesiones * Hemorragias internas (hemotérax, * Focos de necrosis/ulceras
hemoabdomen, contenido gastrointestinal) cutaneas
* Esplenomegalia * Consolidacion pulmonar
£ * Linfonodos hemorragicos y aumentados de *  Pericarditis
..‘é’ tamafio (Gastrohepatico!) * Adhesiones pleurales
g * Petequias renales +/- edema perirrenal. * Linfadenopatia
2 * Petequias/equimosis en serosas (pleura, * Inflamacidn articulaciones
g pericardio, peritoneo).

* Edema pulmonar.
* Edema de la pared de la vesicula biliar.

IRTA CrReSA UNB
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Cuadros clinicos y lesiones de la PPA
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Cuadros clinicos y lesiones de la PPA
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Un poquito de historia...

1921: Descrita por 1a vez en Kenya (Montgomery)
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Un poquito de historia...
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Un poquito de historia...
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Un poquito de historia...

Highly virulent

Georgia2007/1 ASFVstrain @ %
European F h
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El escenario africano

Domestic pig  Direct contact with
other infected pigs

Soft tick

African wild suids
Inapparent infection A / (Genus Ornithodoros)
with low viremia titers Vector and reservoire
and reservoire ‘ N -
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El escenario europeo

Domestic pig Direct contact with

m other infected pigs

ASFV is highly Feed

resistant in the
environment 0

Materials 9 N

Human-mediated
transmission has
an active role

M Carcass

European wild boar
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El escenario asiatico...

Domestic pig
ASFV is highly Feed
resistantin the
environment
| Human-mediated
\ transmission has
an active role
Materials @

OUTs| CTRL
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Un virus altamente resistente...

Muy resistente en medio ambiente (baja T2!)

Puede mantenerse viable:

Medium-Rare
145-150°F
 dias en heces o
* hasta 18 meses en sangre (4°C) 150-155°F
Medium-Well
e afos en canales congeladas 155.160°F
Well

* mas de 140 dias en procesados L60°F

(30’ a 70°C / 150°F : inactivacion)
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...0 NO

cerdos introducidos en corrales

contaminados :

1 dia post vaciado: transmision
3,5 0 7 dpv: no transmission PPA

(Olesen et al, 2018)
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Summary

Since the intreduction of African swine fever vines [ASFY] into the Baltic states and
Poland In 2014, the disease has continued to spread within these reglons. In 2017,
the virus spread further west and the first cases of disease were reported In the
Czech Republic and Romanla, in wild boar and domestic plgs, respectively. To con-
trol further spread, knowledge of different modes of transmission, incheding Indirect
transmission via a contaminated environment, Is cruclal. Up untll now, such an indl-
rect mode of transmission has not been demonstrated. In this study, transmission
via an environment contaminated with excretions from ASFV-infected plgs was
Investigated. Following euthamasia of plgs that were Infected with an |solate of
ASFV from Poland (POL/2015/Podlaskle/Uindholm), healthy plgs were introduced
Into the pens, In which the ASFV-Infected plgs had been housed. Introduction was
performed at 1, 3, 5§ or 7 days, following euthanasia of the infected pig groups. Plgs,
that were Introduced Into the contaminated environment after 1 day, developed
clinlcal disease within 1 week, and both ASFY DMA and infectlous virus were lso-
lated from thelr Mood. However, pigs introduced Into the contaminated pens after
3, 5 or 7 days did not develop any signs of ASFV Infection and no viral DNA was
detected In blood samples obtalned from these plgs within the following 3 weeks.
Thus, It was shown that exposure of plgs to an emronment contaminated with
ASFV can result in Infection. However, the time windew for transmissibility of ASFV

seems very limited, and, within our experdmental system, there appears to be a rapld
Aareaasa bn tha Infartlulte of AGEV In tha ansdennmant
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...en todo caso, no es indestructible!

Resistente, si, pero puede ser INACTIVADO

Muchos desinfectantes en el mercado no son eficaces

2% hidroxido sodico

detergentes y derivados del fenol

hipoclorito sodico o calcico (2-3% cloro)

compuestos yodados

EMPRES

——-—'-'-..'
-__-—-'-‘
______---_._-———

emergency prevention system
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., Como controlamos la PPA?

* BIOSEGURIDAD!!!

» diagnodstico rapido y sacrificio

e compensaciones econdomicas
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-¢y la vacuna?

- la vacuna no esta... jiipero se la esperal!l!
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M Total

Vaccine

ASF
(desde 1955)

PRRS
(desde 1982)


http://www.google.es/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0CAcQjRw&url=http://davidurbano.eu/contact&ei=WGiZVYPENofTUb2sgpgM&bvm=bv.96952980,d.d24&psig=AFQjCNHRb7SEKtKilIH6D06RTWu6WRivbA&ust=1436203470439544

épor donde

empezamos? 1
®

—
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équé sabiamos de antemano?

v’ vacunas inactivadas: no habian funcionado
v’ proteinas: proteccidn parcial o no-proteccion (interesante a largo plazo)
v’ vacunes atenuadas: sélida proteccién homéloga / problemas de seguridad

v mecanismos de proteccion:
o Ac: poden inducir proteccion parcial (transferencia pasiva, Onisk et al, 1994)

o Linf CD8+: proteccidn parcial (deplecidon in vivo, Oura et al, 2005)
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estrategias seguidas per la linea de PPA del CReSA

v inmunizaciéon con DNA
v’ vacunas atenuadas
v’ vacunas de subunidades
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B
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primeras tentativas...

cDNA fragment

v’ facil de producir/manipular

v no hay limite de informacién

v no hay respuesta contra el vector

v" inmunidad de larga duracién

v" modular respuesta (humoral / celular)

contra PPA, hasta un 33% proteccion

Inmunizando con 3 Ag: p30, p54 y sHA

(fusionados a ubiquitina, para inducir respuesta CD8)

Purified plasmids

/////////(

Purification

'
N
~
N

Va7,

Column
chromatography
filter
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estrategia ELI: inmunizacion con “librerias” de expresion gendmica)

a partir del genoma de Ba71V (soca apatdgena, permite trabajo en NBS2)

_ Digestion con
EcoRI |SaII

Ub-ELlypps
4.029 clones
3 ORFs
76,5% genoma
promotor del CMV
fusionado a ubiquitina
(sin p30, p54 & HA)

clonacion al atzar en pCMV
fusionado a ubiquitina

B D e
oy e,
inmunizacion O
del animal § O
IRTA CResA UNB O
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resultados de la inmunizacion con Ub-ELI,pp,

100 $—e—o—s— ooy o e
] w0 = pCMV-Ub Ub_ELIVPPA
5§ T ' 60% supervivencia
g ‘ 60% ausencia de Ac
g animales recuperados
20 1 NO viremia (21dpi)
o

01 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
dias post-infeccion

Ub-ELI\;p, aumenta la proteccién

2 ) L obtenida anteriormente

“=-Ub-ELlgpy2
10 4 ~*~Ub-ELlxsp,3
~-Ub-ELl,gry4
- Ub-ELlgr5
1 -=-pCMV-Ub1l
- pCMV-Ub2
. pCMV-Ub3
1= pCMV-Ub4

Hay mas Ag potencialmente

[e ]

protectores en el genoma del
VPPA (ELl\pp, Sin p30, p54, HA)

UHA;, / ml (Logy)
E= [+)]

N
1

o

3 5 7 10 21

IRTA C Re SA U "‘ B i dias post-infeccion
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feina feta no fa destorb

La estrategia Ub-ELI, ., €s una herramienta ideal para identificar:

v nuevos Ag con potencial protector (proteccion sin p30, p54 & HA)

v’ mecanismos inmunoldgicos implicados a la proteccié (linf T CD8+)

identificar determinantes protectivos en el genoma del
VPPA es clave para disefiar una vacuna de subunidades
(estrategia a largo plazo)
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épor donde seguir?

-_— a4
| —
-
-

inmunizacion con cepas
de VPPA atenuadas (LAV)
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Inmunizacion con cepas de VPPA atenuadas

Establecimiento de la dosis éptima para inmunizar con E75CV1: 10* UHA,

v/ 100% supervivencia

v'sin viremia al final del experimento

100 l—@—@—@ @ & >

, 4/4 10* UHA.,
. .
. —~ 10e4 UHAS50 1
w 80 : 5 7 4 -+ 10e4 UHAS50 2
8 Aovroes LR 4 3/4 10 UHA, ~, | 1064 UHASO3
S 2° |- 10e4 UHAS0 4
= 60 . S
g ; =
g k- 2/4 10° UHAG, Ea
S
a 40 33 -
° <
- I
—+— 10e2 UHAS0 o
20 4 —6—10e4 UHAS0 1
- -A- -10e5 UHA50
0 : .
0 T T 0 3 5 710 18
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 dias post-infccion

dias post-infeccion
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E75CV1 induce una respuesta celular y humoral especifica

>200 >200 >200 >200

200 ] 4 ,

. E75CV1 estimula:
2150
5 - respuesta celular
E
<100 - respuesta humoral 2 Ac NO
= .
e 9 neutralitzantes
(&)

0

10e4 10e4 10e4 10e4 suero suero suero suero
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E75CV1 protege frente la infeccion con el homadlogo virulento E75
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...pero no frente la infeccion con la cepa virulenta Ba71, heterologa
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cepas VPPA atenuadas convencionales

v'proteccion sélida, pero solo contra la cepa homéloga

v'inviable usarlas en camp (peligro de reversion)

proximo paso:
trabajar con GMOs
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vacunas RECOMBINANTES: cepas atenuadas estables

v' eliminar genes que codifiquen para factores de virulencia claves
v NO eliminar genes esenciales en la replicacion del virus
v' marcadores DIVA

v" nuestro candidato: BA71ACD2

BA71 OO a — @ BA71ACD2

Vo O IV

B s SR = IR O - — RN

p72 3-gus p72 3-gus p72 B-gus p72 3-gus
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la delecidn del gen “CD2” atenua BA71 in vivo
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BA71ACD2 protege de forma dosis-dependiente

inmunizacién con BA71ACD2 §>
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IRTA C Re SA U " B Dias post challenge con BA71
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BA71ACD2 protege de forma dosis-dependiente frente E75

inmunizacién con BA71ACD2 ﬁ,@ &
Grupo 1: 103 PFU 58 dias
I Grupo 2: 3,3x10% PFU |
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La tincion CFSE
permite medir analizando la proteccidn cruzada conferida por BA71ACD2
la proliferacion
celular
(cels. madre
presentan 2x
intensidad de

proliferacion in vitro de linf-T CD8+ correlaciona con proteccion observada in vivo
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BA71ACD2 induce células T-CD8* que reconocen in vitro
especificamente cepas homologas (BA71) y heterdlogas (E75) del VPPA
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La tincion CFSE en cambio, E75CV1 (cepa atenuada “clasica”) sélo
permite medir

la proliferacion

confiere una proteccion homoéloga
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BA71ACD2 protege contra la cepa circulante en Europa y Asia?

Inmunizacion con BA71ACD2 Georgia07 (challenge letal)
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y... aun hay mas!

v' BA71ACD2 protege in vivo contra un challenge IN (100% proteccion)

v' BA71ACD2 protege in vivo contra un challenge hecho con garrapatas infectadas
(genotipos distintos de | & 1l)

v' BA71ACD2 no se transmite per garrapatas (defectivo en CD2)
v BA71ACD2 crece en linias celulares inmortalitzades (CLAVE en PRODUCCION VACUNA)

v" Necesitamos mejorar la vacuna (seguridad / DIVA)
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pero... no tot son flors i violes!

Hay que mejorar la vacuna (seguridad / DIVA)

v delecionar un segundo gen del VPPA es MUY complejo:
o a menudo afecta replicacion
o fragil equilibrio entre virulencia, atenuacion y inactivacion.
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respecto las vacunas de subunidades

es una estrategia a largo plazo:

v'100% segura
v’ el VPPA codifica multiples Ags protectivos
v’ proteccidén relacionada con cels T-CD8+

v resultados confidenciales
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Take-home messages

v" Delecién del CD2 atenta BA71 in vivo

v' BA71ACD2 protege in vivo (dosi-dependiente) contra challenge letal:
o BA71 cepa homologa
o E75 cepa heterdloga
o Georgia07 cepa circulante en Europa y Asia

v' BA71ACD2 induce linfocitos T-CD8+ que reconocen
cepas homologas & heterdlogas de VPPA in vitro

v' Debemos mejorar seguridad y DIVA de la vacuna
v' Vacunas de subunidades como estrategia a largo plazo

v" Una vacuna és posible
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o

THANK YOU
FOR

YOUR

ATTENTION!
ANY QUESTIONS?
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