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Effect of combined application of Zylexis and a vaccine against FHV-1 and FCV
on selected immune response parameters in cats

Summary

The aim of the study was to evaluate the immune response in cats after the administration of Zylexis (group A),
a vaccine against FHV-1 and FCV infections (group B), and a combination of the vaccine and Zylexis (group D).
The evaluated parameters included the total number of leukocytes and lymphocytes in peripheral blood, the
number of CD4 and CD8 lymphocytes, the ratio of CD4 to CD8 (CD4/CD8) and the concentration of anti-
FCV and anti-FHV-1 antibodies in the serum of the subjects, as well as the bacteriolytic activity of lysozyme
and the haptoglobin level. Significantly higher values of almost all these parameters were recorded in cats
receiving a combination of the immunostimulator and the vaccine during the whole study period compared
to cats receiving only the immunostimulator or only the vaccine. Additionally, the increase in immunological
parameters in animals from this group was positively correlated with the concentration of anti-FHV-1 and
anti-FCV antibodies. This may indicate a stimulated humoral as well as cellular response. Neither Zylexis
nor the vaccine alone induced as strong an immune response as the combined administration of the vaccine
with the immunostimulator. This indicates that it may be advisable to combine vaccines against FHV-1 and
FCV with immunostimulators to increase immunity against FHV-1 and FCV. Further studies of the influence
of combined administration of vaccines and different immunomodulating preparations on the parameters of
specific and non-specific immune responses in cats are necessary.
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Zakazenie gornych drég oddechowych u kotow
(FURTD - feline upper respiratory tract disease), okre-
Slane czgsto jako zespot oddechowy lub katar kotow,
nalezy do jednych z najczesciej wystepujacych chordb
tego gatunku Schorzenie to wystepuje powszechme
na calym §wiecie, powodujac zachorowania zar6wno
kociat, jak i dorostych osobnikow. W etiologii tego
schorzenia najwazniejsze znaczenie odgrywaja: her-
peswirus kotéw typu 1 (FHV-1) 1 kaliciwirus kotow
(FCV) (3), ktore w warunkach naturalnych spotykane
sg najczesciej (1, 3, 4). Katar koci przebiega z zapale-
niem spojowek, btony $luzowej nosa, tchawicy, ptuc

oraz tworzeniem si¢ pgcherzykow i1 owrzodzen na
btonie $luzowej jamy ustnej (15). FHV-1 nalezacy do
rodziny Herpesviridae jest wirusem DNA i naleZy do
jednego serotypu (12). Chociaz szczepy FHV-1 r6znig
si¢ zjadliwo$cia, to obraz kliniczny zakazenia u kotow
jest z reguly podobny. Po zakazeniu wirus stymuluje
odpowiedZ humoralng utrzymujacg si¢ przez okoto
5 miesiecy. U czesci kotdéw po przechorowaniu nie
stwierdza si¢ w surowicy przeciwcial neutralizujgcych
wirus, jednak w takich przypadkach gtoéwna role od-
grywa odporno$¢ komoérkowa i odpornos¢ miejscowa
bton §luzowych (21). Drugi z wirusow, FCV, jest
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wirusem RNA i charakteryzuje si¢ duza zmienno$cig
antygenows. Zakazenia na tle FCV mogg przebiegac
pod roznymi postaciami, od bezobjawowe] przez
tagodng do cigzkiej (4, 22). Poniewaz oba wirusy
wystepuja powszechnie w populacji kotéw, jednym
z najskuteczniejszych sposobdw zapobiegania po-
tencjalnym zakazeniom jest szczepienie (1, 26, 27).
W profilaktyce zakazen FHV-1 1 FCV stosowane sg
przewaznie szczepionki wielowazne, ktére chronig
przed kliniczng postacig choroby, Jednak nie chronig
przed zakazeniem i nosicielstwem wirusow, a w przy-
padku FHV-1 réwniez przed stanem latenCJl Ponadto
FHV-11FCV charakteryzuja si¢ niskg i 1mmun0genn0s-
cig, co stwarza konieczno$¢ powtarzania szczepien (21,
27). Ograniczenia aktualnie stosowanych szczepionek
uzasadniajg potrzebe podejmowania kolejnych badan
nad opracowaniem nowych 1 skutecznych bioprepa-
ratow lub nowych rozwigzan w zakresie programow
profilaktycznych chorob zakaZnych kotéow. Jedna
zmetod stosowanych w leczeniu i proﬁlaktyce chordb
zakaznych kotoéw przebiegajacych z immunosupresja
jest nieswoiste pobudzanie odpowiedzi immunologicz-
nej za pomoca preparatow immunostymulujacych, jak
Zylexis (Pfizer, Polska).

Celem badan byta ocena stopnia nasilenia, czasu
trwania oraz mechanizmoéw odpowiedzi immunolo-
gicznej kotdw po zastosowaniu szczepien przeciwko
FHV-1 1 FCV, immunostymulatora Zylexis oraz szcze-
pien polaczonych z podaniem preparatu Zylexis.

Materiat i metody

Badania przeprowadzono na 28 kotach w wieku od 1 do
2 lat, samcach, rasy europejskiej, podzielonych na 4 grupy
oznaczone jako A, B, C i D, z ktorych kazda liczyta po
7 osobnikow. Kotom w grupie A podany zostal preparat
Zylexis (Pfizer, Polska) jako immunostymulator w dawce
1 ml na zwierze w jednorazowej iniekcji podskornej, mimo
wskazan producenta do 2- lub 3-krotnego podania prepa-
ratu w przypadku przewidywanej ekspozycji na zakazenie
w okresie najblizszych 7-14 dni. Preparat zawiera szczep
D1701 Parapoxvirusovis, ktory stymuluje monocyty i ko-
morki dendrytyczne do produkcji cytokin prozapalnych,
jak interferon (IFN), TNF-a, interleukiny oraz powoduje
aktywacje komorek N i NK (2, 13, 30). W grupie B podana
zostata szczepionka (Nobivac Tricat Trio, Intervet, Polska)
zawierajgca zywy, atenuowany szczep F9 FCV, zywy, ate-
nuowany szczep G2620A FHV-1 oraz zywy, atenuowany
szczep MW-1 wirusa panleukopenii (FPLV) w jednorazo-
wej dawce 1 ml w iniekcji podskoérnej. W grupie D podana
zostata jednokrotnie szczepionka wraz z immunostymulato-
rem. Koty w grupie C stanowily grupe kontrolng. Wszystkie
osobniki w grupie A, B i D otrzymaty wymienione preparaty
tego samego dnia. Przez caly okres badan koty utrzymy-
wane byty w warunkach domowych i zywione jednakowa
karma komercyjng. Zwierzeta byty regularnie odrobaczane
co 3 miesigce, jednak nigdy nie stosowano zadnych szcze-
pionek oraz preparatow immunomodulujacych. Zgodnie
z informacjami uzyskanymi z wywiadu lekarsko-wetery-
naryjnego, koty nigdy wczesniej nie chorowaty.
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W trakcie badan pobierano krew do badan kolejno w dniu
podania preparatdw, nastepnie po 14 dniach, 1 miesigcu,
2 miesigcach, 6 miesigcach i 12 miesigcach od podania
preparatow. Celem oceny wybranych parametrow okresla-
jacych stan odporno$ci humoralnej i komoérkowej badanych
kotow w zaleznosci od grupy doswiadczalnej, zastosowano
badania hematologiczne, serologiczne, metode cytometrii
przeplywowej oraz okreslenie aktywnosci bakteriolityczne;j
typu lizozymu i poziomu haptoglobiny w surowicy krwi.

Materiat od zwierzat (krew) pobierano w toku rutyno-
wego postgpowania lekarsko-weterynaryjnego i za zgoda
ich wiascicieli, celem okreslenia skutecznosci zastosowanej
szczepionki i preparatu immunomodulujacego Zylexis. Ko-
lejne wizyty kontrolne miaty na celu okreslenie statusu im-
munologicznego kotow po zastosowaniu tych preparatow.

Badanie hematologiczne. Peing krew pobierano do pro-
bowek z EDTA (Medlab Products, Polska) i analizowano
w analizatorze Exigo (BouleMedical AB, Szwecja). Analiza
obejmowata ogolng liczbe biatych krwinek (WBC) oraz
limfocytow we krwi obwodowe;.

Cytometria przeplywowa. Badania przeprowadzono
za pomocg cytometru przeplywowego BD FACScan (BD
Biosciences, USA) z oprogramowaniem BD WinMDI 2.9
z uzyciem kocich przeciwcial monoklonalnych (Feline
CD4 i CD8 marker antibodies — CytofixCytoperm CO, BD
Biosciences, USA), stosujac jednostopniowe znakowanie
komorek, zgodnie z procedura zalecang przez producenta.
Z uzyskanych wynikow obliczano liczbg oraz stosunek
liczbowy 1 procentowy limfocytéw CD4 do CDS.

Badanie serologiczne. Poziom przeciwciat dla FCV
i FHV-1 oznaczano ilo$ciowa metodg ELISA za pomoca
zestawow FCV-Elisa Kit i FHV-Elisa Kit (Demeditec Dia-
gnostics GmBH, Niemcy) wg zalecen producenta.

Aktywnos$¢ bakteriolityczna typu lizozymu w suro-
wicy krwi. Aktywnos¢ bakteriolityczng typu lizozymu
oznaczono ptytkowa metoda mikrobiologiczng. Oceniano
wielkos¢ strefy przejasnienia wokot basenika wypetnio-
nego surowicg w zelu agarozowym zawierajacym Micro-
coccusluteus 1 300 png siarczanu oksytetracykliny. Wynik
odczytywano po 24 godz. inkubacji ptytek wypetnionych
surowicg w temp. 18-24°C. Stezenie lizozymu w badane;j
probee obliczono z krzywej kalibracyjnej (analiza regres;ji,
model eksponowany y = exp (a + gX)) i wyrazono w mg/
ml surowicy w przeliczeniu na aktywno$¢ lizozymu biatka
jaja kurzego (EC.3.2.1.17). Wszystkie oznaczenia powto-
rzono trzykrotnie, podajac w wynikach wartosci $rednie
oraz odchylenie standardowe.

Poziom haptoglobiny w surowicy krwi. Poziom hap-
toglobiny (Hp) w surowicy krwi kotow oznaczono metoda
ELISA, stosujac zestaw ELISA Kit, reactivity Cat (Feline)
ABIN 956173 (Life Diagnostics, USA) wg procedury po-
danej przez producenta. Wielko$¢ badanej probki surowicy
wynosita 5 pl. Zestaw umozliwia wykrycie haptoglobiny
w stezeniu od 0 do 2000 ng/ml surowicy kota. Wszystkie
oznaczenia powtorzono trzykrotnie, podajac w wynikach
srednig z trzech oznaczen.

Analiza statystyczna. Uzyskane wyniki badan podda-
wano analizie statystycznej w programie Statistica 10.0
(StatSoft, Polska). W analizie uwzgledniono srednig aryt-
metyczng, odchylenie standardowe oraz istotnos$¢ roznic
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pomiedzy wynikami uzyskanymi w badanych grupach
zwierzat. Istotnos$¢ roznic obliczono za pomocg testu rang
Manna-Whitneya-Wilcoxona. Korelacje mi¢dzy badanymi
parametrami obliczono metodg Spearmana. Za statystycznie
istotne przyjmowano wartosci przy prawdopodobienstwie
p <0,05.
Wyniki i oméwienie

Ogolna liczba leukocytow i limfocytow we krwi
obwodowej. W grupie kontrolnej (C) sredni poziom
leukocytow we krwi obwodowej w poszczegdlnych
okresach badania nie r6znit si¢ statystycznie istotnie.
Zar6wno po podaniu preparatu Zylexis (grupa A), jak
1 szczepionki (grupa B) nastgpit przejSciowy, staty-
stycznie istotny wzrost liczby leukocytow, odpowied-
nio, pomiedzy 14. dniem a 2. miesigcem w przypadku
Zylexis oraz miedzy 14. dniem a pierwszym miesigcem
w przypadku szczepienia. W grupie B liczba leuko-
cytow w 14. dniu byla statystycznie istotnie wyzsza
(p =0,004) w odniesieniu do 12. miesigca od podania
szczepionki. Ten wzrost byl dodatnio skorelowany
ze stgzeniem przeciwciat anty-FCV (r = 0,340195).
Ponadto szczepienie (grupa B) powodowato statystycz-
nie istotny wzrost (p = 0,003) liczby leukocytow w po-
zostalych okresach badania w poréwnaniu do grupy
kontrolnej (grupa C). Szczepienie 1gcznie z podaniem
immunostymulatora (grupa D) powodowalo istotny
statystycznie wzrost liczby leukocytow jedynie 14.
dnia od podania, a nastepnie istotny spadek w dalszych
okresach badania (p =0,002). Liczba leukocytow u ko-
tow szczepionych (grupa B) byla statystycznie istotnie
wyzsza (p = 0,002) w okresie od pierwszego miesigca
do 12. miesigca badania w pordwnaniu do kotow, ktore

Tab. 1. Poziom leukocytéw we krwi obwodowej kotow (Srednia warto$¢ £ SD, x 10%/ul) po
podaniu preparatu Zylexis (A), szczepieniu (B), kontrola (C), szczepieniu lgcznie z poda-

niem preparatu Zylexis (D)
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otrzymaly szczepionke wraz z immunostymulatorem
(grupa D). Uzyskane wyniki przedstawiono w tab. 1.

W przypadku liczby limfocytow we krwi obwodo-
wej po podaniu immunostymulatora (grupa A) docho-
dzilo do statystycznie istotnego wzrostu (p = 0,001)
w okresie od 14. dnia do kofica badania w pordwnaniu
do wartosci wyjsciowej. Dodatkowo liczba limfocytow
w 14. dniu i pierwszym miesigcu byla statystycznie
istotnie wyzsza (p = 0,001) w poréwnaniu do kolej-
nych okreséw badania. Najwyzszg liczbe limfocytéw
zarowno w grupie A, jak i B, wykazano 14. dnia
1w pierwszym miesigcu, przy czym immunostymulator
(grupa A) powodowat dluzej trwajacy 1 statystycznie
istotny wzrost (p = 0,002) w okresach od 2. miesigca
do konca badania w poréwnaniu do szczepionki (grupa
B) i grupy kontrolnej (C). Szczepienie tagcznie z immu-
nostymulatorem (grupa D) spowodowalo statystycznie
istotny spadek (p = 0,001) liczby limfocytéw 14. dnia
1 w 6. miesigcu od podania w odniesieniu do pozo-
statych okreséw w tej grupie i od 14. dnia do konca
badania w odniesieniu do grupy A. Uzyskane wyniki
przedstawiono w tab. 2.

Liczba limfocytéw CD4 i CD8. Immunostymulator
(grupa A), po przejsciowym spadku w 14. dniu, powo-
dowat zwigkszenie liczby limfocytow CD4 w okresie
od 1. miesigca do konca badania. Immunostymulator
podany tacznie ze szczepionka (grupa D) rowniez
powodowat zwigkszenie liczby ale juz od 14. dnia
1 wzrost ten byt statystycznie istotny (p = 0,001).
Szczepienie (grupa B) powodowato tylko nieznaczny
1 statystycznie nieistotny wzrost liczby limfocytow
CD4, za wyjatkiem 14. dnia i 6. miesigca od podania.
W 14. dniu nastgpit statystycznie istotny spadek do war-
tosci 1,61 +£0,58 x 10°/ul,aw
6. miesigcu istotny wzrost wy-
noszacy 3,98 = 0,14 x 10°/ul

Objasnienia: okres badania: 1 — dzien pierwszy, 2 — 14. dzien, 3 — 1. miesigc, 4 — 2. miesigc,
5 — 6. miesiac, 6 — 12. miesigc

Tab. 2. Poziom limfocytéw we krwi obwodowej kotéw (Srednia warto$é = SD, x 10%/ul) po
podaniu preparatu Zylexis (A), szczepieniu (B), kontrola (C), szczepieniu lgcznie z poda-
niem preparatu Zylexis (D)

Objasnienia: jak w tab. 1.

Okros badania (p = 0,091). Ponadto llcz‘t?a

Grupa ) ) 3 . 5 5 limfocytow CD4 w grupie
A byla statystycznie istotnie

A 12,16+0,68 | 13542051 | 15682041 | 13642008 | 11782063 | 11912072 | \vigsa (p=0,001) w porow-
B 11,45:1,27 | 16,15:0,78 | 13,34x1,16 | 11,7421,15 | 12,1420,49 | 11,192067 | naniu do grupy B w okresie
c 10,96+0,29 | 11,65+0,91 | 11,08+0,76 | 11,10+0,96 | 10,95+0,65 | 10,99:0,40 | od 1. do 12. miesigca oraz do
D | 11152076 | 17112089 | 10442045 | 937058 | 951:044 | 981066 | Srupy kontrolnej Cw okresie

od 14. dnia do konca badania.
Z kolei w grupie D liczba
limfocytoéw CD4 wzrosta za-
réwno w odniesieniu do gru-
py kontrolnej (grupa C), jak
1 grupy kotow szczepionych

Grupa Okres badania (grupa B). W poréwnaniu do
1 2 3 4 5 6 grupy A nastgpita podobna

A 484+056 | 917:037 | 943:072 | 6,24:039 | 650:0,88 | 599:025 | tendencja wzrostowa liczby

B 470:036 | 977+043 | 874:068 | 476+031 | 447:015 | 4,50+0,34 llmfo‘fYFOW CD4, z tym, 7€

C | 481s058 | 4175021 | 4272036 | 450036 | 444x021 | a3as03 | “oroscistatystycznicistotnie

D 4235031 | 333:036 | 4392031 | 4205026 | 3872017 | 430£028 | o o0 uzyskano w 14. dniu,
G i i i Dkl ST 2. i 6. miesigcu od podania

(ryc. 1).
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Zaréwno immunostymulator (grupa A), jak i im-
munostymulator podany lacznie ze szczepionka
(grupa D) wywolaly statystycznie istotny wzrost
liczby limfocytéw CDS8 od 14. dnia do 12. miesigca,
jednak liczba ta miala tendencj¢ spadkowa pod koniec
okresu badania. Zwigkszenie liczby limfocytow CDS8
w grupie A bylo dodatnio skorelowane ze wzrostem
ogo6lnej liczby limfocytoéw (r=0,405706) i leukocytow
(r = 0,423203). Zastosowanie szczepionki (grupa B)
powodowato tylko nieznaczny wzrost liczby limfocy-
tow CD8 w pordéwnaniu do grupy A i D. W kazdym
okresie badan, poczawszy od 14. dnia, immunostymu-
lator podany facznie ze szczepionka (grupa D) powo-
dowat statystycznie istotny wzrost liczby limfocytéw
CDS8 (p=0,001) w poréwnaniu do efektu uzyskanego
po podaniu samego immunostymulatora (grupa A)
1samej szczepionki (grupa B). Liczba limfocytow CD8
w grupie D byta dodatnio skorelowana ze stezeniem
przeciwcial anty-FCV (r = 0,718067) 1 anty-FHV-1
(r=10,576038). Wyniki przedstawiono na ryc. 2.

Stosunek liczbowy i procentowy limfocytow CD4
do CD8 (CD4/CD8). Zaré6wno immunostymulator
(grupa A), szczepionka (grupa B), jak i immunosty-
mulator podany tacznie ze szczepionka (grupa D)
powodowaly statystycznie istotny spadek stosunku
liczbowego CD4/CD8 we wszystkich okresach ba-
dania w odniesieniu do dnia podania w poszczegdl-
nych grupach, za wyjatkiem 14. dnia w przypadku
szczepionki (grupa B). W grupie B najnizszy stosu-
nek liczbowy CD4/CD8 wynosit 1,42 w 14. dniu,
a spadek ten byt ujemnie skorelowany ze wzrostem
liczby limfocytow CD8 (r =—-0,677224). W grupie D
najnizsza warto$¢ wyniosta 1,13 w 6. miesigcu badania
1 byta ujemnie skorelowana z poziomem haptoglobi-
ny (r =-0,721378), stezeniem przeciwciat anty-FCV
(r = —0,736414) oraz anty-FHC-1 (r = —-0,601740).
Immunostymulator (grupa A) powodowat statystycz-
nie istotny spadek stosunku liczbowego CD4/CD8
(p = 0,001) w odniesieniu do grupy kontrolnej (gru-
pa C) w okresie od 14. dnia do 12. miesigca badania.
W przypadku szczepionki (grupa B) statystycznie
istotny spadek (p = 0,003) w poréwnaniu do grupy kon-
trolnej (grupa C) nastapit w 14. dniu oraz w okresie od
2. do 12. miesigca. Najnizsze warto$ci w porownaniu
do grupy kontrolnej (grupa C) uzyskano po podaniu
szczepionki facznie z immunostymulatorem (grupa D),
w ktorej stosunek liczbowy limfocytow CD4/CDS8
obnizyt si¢ statystycznie istotnie (p = 0,002) w okresie
od 14. dnia do 12. miesigca. Uzyskane wyniki przed-
stawiono w tab. 3.

Pod wptywem immunostymulatora (grupa A) stosu-
nek procentowy limfocytéw CD4 do CD8 nie ulegat
statystycznie istotnym zmianom. Szczepienie (gru-
pa B), po przejSciowym obnizeniu 14. dnia obserwacji,
powodowato nieznaczny, ale statystycznie istotny
wzrost stosunku procentowego limfocytoéw CD4/CD8
(p = 0,001) w 6. 1 12. miesigcu badania. Natomiast
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Ryc. 1. Poziom limfocytow CD4 (Srednia warto$¢ x 10%/ul)
u kotéw po podaniu preparatu Zylexis (A), szczepieniu (B),
kontrola (C), szczepieniu lacznie z podaniem preparatu
Zylexis (D)

Objasnienia: okres badania: 1 — dzien pierwszy, 2 — 14. dzien,
3 — 1. miesigc, 4 — 2. miesigc, 5 — 6. miesigc, 6 — 12. miesiac
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Ryec. 2. Poziom limfocytow CD8 (Srednia warto$¢ x 10%/pl) po
podaniu preparatu Zylexis (A), szczepieniu (B), kontrola (C),
szczepieniu lacznie z podaniem preparatu Zylexis (D)
Objasnienia: jak na ryc. 1.

Tab. 3. Stosunek liczbowy limfocytow CD4/CD8 w krwi obwo-
dowej kotow po podaniu preparatu Zylexis (A), szczepieniu
(B), kontrola (C), szczepieniu lacznie z podaniem preparatu
Zylexis (D)

Okres badania
Grupa
1 2 3 4 5 6
A 2,36 1,09 1,74 1,61 1,68 1,20
B 2,66 1,42 2,25 1,75 1,78 1,76
C 2,38 2,43 2,38 2,54 2,88 2,89
D 2,65 1,29 1,23 1,14 1,13 1,97

Objasnienia: jak w tab. 1.

po podaniu immunostymulatora wraz ze szczepionka
(grupa D) nastapit staty, statystycznie istotny wzrost
stosunku procentowego limfocytow CD4/CD8 w kaz-
dym okresie badania w odniesieniu do dnia podania
preparatow. Wzrost ten byl dodatnio skorelowany ze
wzrostem liczby limfocytow CDS8 (r = 0,715735),
stezeniem przeciwciat anty-FCV (r=0,729499) i anty-
-FHV-1 (r=0,614312). Dodatkowo immunostymulator
(grupa A) powodowat statystycznie istotny wzrost sto-
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sunku procentowego limfocytoéw CD4/CD8 (p =0,002)
14. dnia i 2. miesigca badania w porownaniu do grupy
kontrolnej (grupa C) oraz grupy kotow szczepionych
(grupa B). Szczepienie tacznie zimmunostymulatorem
(grupa D) spowodowalo statystycznie istotny wzrost
we wszystkich badanych okresach w poréwnaniu do
grupy kontrolnej (grupa C) oraz do analogicznych
okresow w pozostatych badanych grupach (grupa A
1 B). Uzyskane wyniki przedstawiono na ryc. 3.

Stezenie przeciwcial anty-FCV i anty-FHV-1
w surowicy. Absorbancja surowicy kotow, u ktorych
zastosowano Zylexis (grupa A), wykazywata niewiel-
kie odchylenia i wahata si¢ w granicy od 0,225 + 0,06
do 0,299 + 0,01. Stezenie przeciwciat anty-FCV bylo
skorelowane dodatnio ze st¢zeniem przeciwcial anty
FHV-1 (r=0,969111) (ryc. 4).

Rowniez w grupie kontrolnej (grupa C) absorbancja
byta na zblizonym poziomie i wahata si¢ w granicach
od 0,281 = 0,008 do 0,299 + 0,009 w pierwszym
1 drugim miesigcu doswiadczenia dla przeciwciat
FCV i FHV-1. Szczepienie zwigkszylo absorbancje
poczawszy od 14. dnia (0,521 + 0,023) do 2. miesigca
(0,985 + 0,012) w stosunku do poczatkowej 0,268
+ 0,02 1 wzrost ten byt statystycznie istotny (p = 0,001)
(ryc. 3). Najwyzszy wzrost absorbancji dla FCV wy-
stapil od 14. dnia do 6. miesigca w surowicach kotow
szczepionych 1 otrzymujacych Zylexis (grupa D).
Wabhat si¢ on od 1,205 + 0,05 w 14. dniu, osiagajac
najwyzszy poziom w 2. miesigcu wynoszacy 1,73574
+ 0,04 do 0,562 + 0,02 w 6. miesigcu doswiadczenia.
Wazrost absorbancji w grupie D w poréwnaniu do grupy
B byt w tych okresach statystycznie istotny (p =0,001).
Wzrost stezenia przeciwcial anty-FCV w tej grupie byt
dodatnio skorelowany z wzrostem przeciwciat anty-
-FHV-1 (r = 0,831660).

W przypadku FHV-1, zar6wno szczepienie (gru-
pa B), jak i szczepienie facznie z zastosowaniem pre-
paratu bodzcowego (grupa D) zwigkszyto absorbancje
1 wzrost ten byt statystycznie istotny w okresie od 14.
dnia do 2. miesigca w grupie B 1 6. miesigca w grupie D
(wykres 10). Jednocze$nie wzrost absorbancji byt
wiekszy w grupie D w porownaniu do grupy B. W gru-
pie B najwyzsze warto$ci notowano w pierwszym
miesigcu (2,058 £ 0,014) i w drugim miesigcu (1,941
+ 0,06), zas w grupie D w 14. dniu (2,694 + 0,06),
w pierwszym miesigcu (3,863 £0,05) orazw 2. (2,401
+ 0,09) 1 6. miesigcu (2,499 £+ 0,07). Wyniki te byty
statystycznie istotnie wyzsze (p =0,001) w odniesieniu
do grupy A i C (kontrola) (ryc. 5).

Aktywnos¢ bakteriolityczna lizozymu. W grupie A
aktywnos$¢ lizozymu byta najwyzsza 14. dnia 1 1.
miesigca od podania immunostymulatora i wzrost ten
byt statystycznie istotny (p = 0,002) w pordwnaniu do
kolejnych okresow badania. W grupie B po podaniu
szczepionki statystycznie istotny wzrost aktywnosci
lizozymu wykazano rowniez od 14. dnia, jednak ak-
tywnos$¢ ta byla wyzsza i utrzymywata si¢ dluzej, do
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Ryec. 3. Stosunek procentowy limfocytow CD4/CD8 po podaniu
preparatu Zylexis (A), szczepieniu (B), kontrola (C), szczepie-
niu lacznie z podaniem preparatu Zylexis (D)

Objasnienia: jak na ryc. 1.
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Ryec. 4. Absorbancja (OD 420 nm) surowic kotéw w Kkierun-
ku przeciwcial dla FCV po podaniu preparatu Zylexis (A),
szczepieniu (B), kontrola (C), szczepieniu lacznie z podaniem
preparatu Zylexis (D)

Objasnienia: jak na ryc. 1.
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Ryc. 5. Absorbancja (OD 420 nm) surowic w kierunku
przeciwcial dla FHV- 1 po podaniu preparatu Zylexis (A),
szczepieniu (B), kontrola (C), szczepieniu lacznie z podaniem
preparatu Zylexis (D)

Objasnienia: jak na ryc. 1.

2. miesigca od szczepienia. Po tym okresie aktywno$¢
stopniowo ulegala obnizeniu do wartosci zblizonych,
jak po podaniu immunostymulatora. W grupie D
aktywnos$¢ lizozymu znacznie wzrosta i1 byta staty-
stycznie istotnie wyzsza (p = 0,002) od 14. dnia do
12. miesigca od jednoczesnego podania szczepionki
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wraz z immunostymulatorem. Jednocze$nie wszystkie
uzyskane wyniki w grupie D, poczawszy od 14. dnia,
byty statystycznie istotnie wyzsze w porownaniu do
analogicznych wynikow w pozostalych grupach (A, B
1 C). Uzyskane wyniki przedstawiono na ryc. 6.

Poziom haptoglobiny. Zarowno w grupie A 1 B
poziom haptoglobiny wzrost w 14. dniu 1 osiagnat
najwyzsza warto$§¢ miesigc po podaniu preparatow,
przy czym wyzszy wzrost uzyskano po podaniu im-
munostymulatora (grupa A). Uzyskane wyniki byly
statystycznie istotne wyzsze (p = 0,001) w porowna-
niu do poziomu haptoglobiny w kolejnych okresach
w poszczegolnych grupach. Ponadto poziom hapto-
globiny w grupie A w 14. dniu i 1. miesigcu badania
byt statystycznie istotnie wyzszy w stosunku do tych
okresow w grupie B. W grupie D nastapit znaczny
wzrost poziomu haptoglobiny od 14. dnia do konca
okresu badania i wartosci te byly statystycznie istotnie
wyzsze (p = 0,002) w tej grupie, jak i w stosunku do
analogicznych okreséw badania w grupie A, B 1 C.
W stosunku do grupy kontrolnej C, poczawszy od 14.
dnia, poziom haptoglobiny byt statystycznie istotnie
wyzszy w pozostatych badanych grupach. Uzyskane
wyniki przedstawiono na ryc. 7.

Herpeswirus typu 1 (FHV-1) i kaliciwirus (FCV)
naleza do waznych zakaznych przyczyn chorob uktadu
oddechowego u kotow (14, 15). W profilaktyce zaka-
zen przez nie wywotanych powszechnie wykorzystuje
si¢ szczepienia preparatami pohwalentnyml (27). Na
rynku wystepuja szczepionki zywe atenuowane oraz
inaktywowane, ktore zapobiegaja zachorowaniom,
fagodza objawy kliniczne oraz skracaja czas siewstwa
wirusow, jednak nie chronig przed zakazeniem i no-
sicielstwem oraz latencja w przypadku FHV-1 (9-11,
16, 20). Z reguly odporno$¢ poszczepienna pojawia
si¢ po 1-3 tygodniach po drugim szczepieniu i wy-
maga rewakcynacji po roku (9). Dziatanie ochronne
trwa najczeséciej do 3 lat, jednak nie zawsze jest ono
zadowalajace 1 w krotkim okresie po szczepieniu moze
ulega¢ obnizeniu (16).

Od wielu lat w leczeniu i zapobieganiu zakazen wi-
rusowych u zwierzat coraz wigksze znaczenie zyskuja
leki immunomodulujace (30). Zastosowany w bada-
niach wlasnych preparat Zylexis zawierajacy w swoim
sktadzie Parapoxvirus owiec jest immunostymulato-
rem wplywajacym na nieswoiste oraz swoiste mecha-
nizmy odpowiedzi immunologicznej (2). Wigkszo$¢
swiatowych badan koncentruje si¢ na stosowaniu
preparatu u zwierzat towarzyszacych, gospodarskich
1 koni w zapobieganiu i leczeniu chorob zakaznych
oraz zaburzeniach odporno$ci powodowanych przez
czynniki stresogenne (7, 24, 30). Skutecznos¢ dzia-
fania stymulujacego oceniano gtéwnie na podstawie
oceny obrazu klinicznego dotyczacego zmniejszenia
odsetka zachorowan lub ztagodzenia przebiegu choro-
by. Janeczek 1 wsp. (8) oceniali u kotow skuteczno$¢
preparatu na podstawie ztagodzenia zmian zapalnych
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Ryec. 6. Ksztaltowanie sie Sredniej aktywnosci bakteriolitycz-
nej lizozymu (ug/ml) w surowicy kotéw po podaniu preparatu
Zylexis (A), szczepieniu (B), kontrola (C), szczepieniu lacznie
z podaniem preparatu Zylexis (D)

Objasnienia: jak na ryc. 1.
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Rye. 7. Ksztaltowanie si¢ Sredniego poziomu haptogloginy
(mg/ml) w surowicy kotéw po podaniu preparatu Zylexis (A),
szczepieniu (B), kontrola (C), szczepieniu lacznie z podaniem
preparatu Zylexis (D)

Objasnienia: jak na ryc. 1.

btony §luzowej jamy ustne;j. Nieliczne badania, gtow-
nie u pséw i koni, dotycza mechanizméw dziatania
1 wplywu immunostymulatora na odpowiedz typu
humoralnego i komoérkowego (7, 23, 24, 29), nato-
miast brakuje doniesien zwigzanych z zakazeniami
goérnych drog oddechowych u kotow). Zylexis indu-
kuje produkcje cytokin, zwtaszcza interferonu (IFN),
a pobudzenie uktadu odpornosciowego utrzymuje si¢
do 14 dni (18). Wptywa rowniez na produkcje przez
monocyty i plazmocytoidalne komoérki dendrytyczne
wczesnych cytokin prozapalnych, jak TNF-o, IL-6,
IL-8,IL-12, IL-18 oraz powoduje aktywacje komorek
K iNK (13). Badania wtasne wykazaty, ze jednokrotne
podanie preparatu powodowato statystycznie istotny
wzrost ogolnej liczby leukocytéw w okresie do 1 mie-
sigca natomiast limfocytow oraz limfocytoéw CD4
i CD8 przez caty okres badania. Preparat indukowat
takze istotny wzrost aktywnosci lizozymu i poziomu
haptoglobiny w okresie do 1 miesigca po podaniu pre-
paratu. Podobne wyniki uzyskali Traeder i wsp. (28),
ktorzy badali wplyw preparatuu 11-12-tygodniowych
kociat eksperymentalnie zakazonych kaliciwirusem
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(FCV). Po tygodniu okazato sig¢, ze trzykrotne podanie
preparatu co drugi dzien spowodowalo zmniejszenie
nasilenia objawow klinicznych oraz zwigkszenie
proliferacji limfocytow do 44,67% w odniesieniu do
ogolnej liczby leukocytow. W pdzniejszym okresie
doswiadczenia odsetek limfocytoéw zmalal, ale byt
ciagle wysoki i wynosit 32% w stosunku do grupy
kontrolnej, w ktorej wystapita wyrazna leukopenia
1 limfopenia. Podobnych wnioskéw w odniesieniu
do ogoélnej liczby limfocytow oraz limfocytow CD4
1 CD8 dostarczaja raporty z badan przeprowadzonych
na psach 1 koniach (17, 23, 24, 29). Z drugiej strony,
niektore badania potwierdzaja pobudzenie uktadu
odpornosciowego utrzymujace si¢ jedynie do 14 dni
(18). Niestety, w badaniach wlasnych nie wykazano
pozytywnego efektu podawania Zylexisu na wzrost
miana przeciwcial anty-FCV 1 anty-FHV-1, ktore
byty na poziomie grupy kontrolnej. Wynik ten moze
by¢ jednak zwigzany z faktem jednokrotnego podania
preparatu, w zwigzku z czym wskazane jest przepro-
wadzenie dalszych badan zwigzanych z kilkukrotnym
podaniem immunostymulatora.

W badaniach wlasnych wykazano, ze skuteczniejsza
metoda pobudzenia odpowiedzi zwigzanej z produkcja
przeciwcial anty-FHV-1 i anty-FCV jest zastosowanie
szczepienia. Szczepienia indukowaty ponadto lepszy
efekt w odniesieniu do aktywnosci lizozymu, zwlasz-
cza w okresie pomigdzy 14. dniem a 2. miesigcem
badania, jednak w przypadku haptoglobiny, jej poziom
u osobnikdw poddawanych wakcynacji byt znacznie
nizszy niz po podaniu preparatu Zylexis. Szczepienie
wptywalo réwniez na wzrost ogdlnej liczby leukocy-
tow 1 limfocytow we krwi obwodowej, jednak podob-
nie jak w przypadku haptoglobiny, lepszy efekt uzyska-
no po podaniu immunostymulatora. Tylko nieznacznie
wzrosta liczba limfocytow CD4 i CD8 w stosunku do
grupy kontrolnej oraz po podaniu immunostymulatora.
Efekt ten moze by¢ spowodowany niewystarczajacym
pobudzeniem limfocytow T na skutek podania tylko
jednej dawki szczepionki. Badania wlasne potwierdza-
ja, ze zastosowanie szczepionki w wiekszym stopniu
wplywa na rozwdj odpowiedzi zwigzanej z produkcja
przeciwcial, ale, niestety, nie wzbudza zadowalajacej
odpowiedzi komorkowej ze strony limfocytow CDS.
Mimo tego zasadno$¢ szczepien potwierdzaja badania
Dall’Ara P. i wsp (5), ktorzy okreslali poziom miana
przeciwcial anty-FH-1 i anty-FCV u kotow w réznym
wieku. O ile w przypadku przeciwcial anty-FCV po
szczepieniu miano bylo wysokie i dotyczylo 85,4%
badanych kotow, o tyle w przypadku przeciwciat anty-
-FHV byto nizsze i dotyczylo jedynie 37,1% kotow.
W swoich badaniach réwniez Bergmann i wsp. (3)
wykazali ponad 4-krotny wzrost miana przeciwciat
anty-FCP u szczepionych kotow. Efekty szczepienia
zywymi, atenuowanymi lub inaktywowanymi prepa-
ratami zawierajagcymi FHV-1 1 FCV byly przedmiotem
badan réznych autorow (16, 19). Z reguly okreslano
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jedynie wysoko$¢ miana przeciwciat oraz skutki zaka-
zenia eksperymentalnego w okresie kilku tygodni po
szczepieniu. Badania wlasne, zwlaszcza w odniesieniu
do poziomu przeciwcial, sg potwierdzeniem badan
przeprowadzonych przez Scott i wsp. (25), ktore wyka-
zaly znaczacy wzrost poziomu przeciwciat anty-FHV-1
1 anty-FCV po szczepieniu, a nast¢gpnie ich powolny
spadek w ciaggu 3 lat. Ponadto okazalo si¢, ze komor-
ki pamigci w stosunku do FHV-1 1 FCV wykrywano
w organizmie szczepionych kotéw jeszcze przez okres
ponad 7 lat. Z kolei w przypadku dwukrotnego poda-
nia szczepionki zywej, atenuowanej przeciwko FCV,
a nastgpnie poddawania zwierzeta doswiadczalnemu
zakazeniu zjadliwym szczepem FCV-255, u badanych
kociat nie doszto do rozwoju choroby w odroéznieniu
do grupy kontrolnej. Z drugiej strony, u duzego odsetka
kociat wystapita goraczka i drobne owrzodzenia jamy
ustnej, co moze $wiadczy¢ o zbyt niskim pobudzeniu
uktadu immunologicznego. Moze to §wiadczy¢ o po-
trzebie opracowania skuteczniejszych preparatéw
szczepionkowych zaréowno w odniesieniu do uzytych
antygenow, jak i dodatku adjuwantéw nowszej gene-
racji lub stosowania dodatkowych preparatéw immu-
nostymulujacych, zwigkszajacych immunogenno$¢
szczepionki.

W badaniach wtasnych podjeto probe jednocze-
snego zastosowania szczepienia wraz z podaniem
preparatu Zylexis (grupa D). Mimo niewatpliwych
zalet w stosowaniu preparatu immunostymulujace-
go Zylexis lub szczepionki zawierajacej antygeny
FHV-1 i1 FCV, okazato si¢, ze kazde z nich indukuje
odmienne mechanizmy odpowiedzi immunologicz-
nej, a ich dziatania w niektérych przypadkach wza-
jemnie si¢ uzupetniaja. U kotow z tej grupy w ciagu
calego okresu badania zanotowano wyraznie wyzsze
wartosci niemal wszystkich ocenianych parametrow
w pordwnaniu do kotdéw, ktdre otrzymywaly tylko
immunostymulator lub tylko szczepionke¢. Dodatkowo
wzrost parametroOw immunologicznych u zwierzat
otrzymujacych immunostymulator i szczepionke
byt dodatnio skorelowany ze st¢zeniem przeciwciat
anty-FHV-1 1 anty-FCV. Moze to $wiadczy¢ o wzbu-
dzaniu zadowalajacej odpowiedzi typu humoralnego,
jak réwniez komorkowego. Wyniki badan wiasnych
wykazaly, ze ani Zylexis, ani szczepionka nie wywo-
hujg tak silnej reakcji immunologicznej, jak podanie
szczepionki wraz z immunostymulatorem. Warto
zwroci¢ uwage na znaczny wzrost odsetka limfocytéw
CD4 i CD8 oraz stosunku procentowego limfocytow
CD4/CD8 po zastosowaniu obu preparatow w po-
réwnaniu do opisanych wczesniej stabych efektéw
po zastosowaniu samej szczepionki. Potwierdzeniem
wspomagajacej roli immunostymulatora mogg by¢
badania przeprowadzone u psoOw przez Nascinbeni
1 wsp. (17) oraz Schutze 1 wsp. (24), ktoére wykazaty
pobudzenie limfocytow CD4 do proliferacji, zwigk-
szenie produkcji IL-6 1 TNF-a oraz wzrost stosunku



Med. Weter. 2020, 76 (10), 572-579

procentowego limfocytow CD4/CDS8 w zakazeniach
bakteryjnych. W badaniach wtasnych oceniano row-
niez wptyw nieswoistej odpowiedzi immunologicznej
poprzez oceng aktywnosci haptoglobiny i lizozymu.
Haptoglobina jest biatkiem ostrej fazy i bierze udziat
w utrzymaniu homeostazy organizmu zaburzonej pod
wplywem dziatania stresu oraz zakazen bakteryjnych
1 wirusowych (6). Wplyw haptoglobiny na odpowiedz
immunologiczng zwigzany jest z rolg regulujaca pro-
liferacje hmfocytow B, a w konsekwencji produkcje
przeciwcial. Pelni rowniez role aktywujaca limfocyty
T w procesie prezentacji antygenu. Analiza uzyska-
nych wymkow wykazata wysok1 1 dlugo utrzymujacy
si¢ poziom haptoglobiny i lizozymu po zastosowaniu
szczepionki jednocze$nie z immunostymulatorem.
W przeciwienstwie do tego, oddzielne zastosowanie
immunostymulatora lub szczepionki skutkowaty
mniejszym i krdcej utrzymujacym si¢ poziomem tych
parametrow. Niestety, dotychczas nie ma zbyt wielu
badan dotyczacych wplywu preparatéw immunosty-
mulujacych 1 szczepionek u kotow na ksztaltowanie
si¢ poziomu biatek ostrej fazy i1 lizozymu.
Reasumujac: przeprowadzone badania wykazaty,
ze najskuteczniejsza metoda pobudzenia odpowiedzi
immunologicznej bylo jednoczesne zastosowanie
szczepionki wraz z preparatem immunomoduluja-
cym. Juz po podaniu jednej dawki immunostymulator
w znacznym stopniu zwigkszal immunogenno$¢ an-
tygendw szczepionkowych w poréwnaniu do ich od-
dzielnego zastosowania. Niezbedne jest prowadzenie
dalszych badan zwigzanych z wptywem skojarzonego
podawania szczepionek i rdznych preparatéw immu-
nomodulujacych na parametry swoistej i nieswoistej
odpowiedzi immunologicznej u kotow. Badania takie
moga przyczynic si¢ do opracowania skuteczniejszych
metod profilaktyki zakazef wywolanych nie tylko
przez FHV-1 1 FCV, ale takze przez inne wirusy.
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