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Summary

HI, ELISA, SRH and cellular immunity tests in eva-
luating immunization against equine influenza

A study group of six horses was immunized twice
(day 0 and 29 of the experimental) with an inactivated
vaccine (Solvay-Duphar, the Netherlands). The con-
trol group was formed of six unvaccinated horses.
Blood for hematological examinations, cellular im-
mune responses, specific humoral immunity (HI, ELI-
SA, SRH) was collected on days 0, 14, 29, 43, 63,
131, 138 and 182 of the experiment. A viral challenge
of 3 vaccinated and 3 nonvaccinated horses was made
on day 131. One of the animals from each of these
two groups was challenged intranasally with viral
subtype Al (Prague/56), another with A2 (Miami/63)
and the third with A2 (Suffolk/89).

It is worth noting that 14 days after first vaccination
a statistically significant increase of the lymphocyte
stimulation index for the A2 subtype was observed
in vaccinated horses. At the same time the percentage
of rod neutrophils was also significantly elevated in
the same group. This was not found in nonvaccinated
horses at the same time, but it was observed in that
group of animals after viral challenge. The leukocyte
migration inhibition index was significantly higher
for the A2 subtype in vaccinated horses during the
whole experiment. It was not found for the Al sub-
type.

A statistically significant increase of the specific
antibody titres was observed in vaccinated horses
after the second vaccination (HI, ELISA, SRH). It
was also determined after the challenge in vaccinated
and nonvaccinated horses, but only in the SRH test.
A total correlation (regression) between ELISA and
SRH tests was observed before the viral challenge.
Attempts to reisolate the virus from nasal cavities of
the horses were unsuccessful.

Zwalczanie grypy (influenzy) koni polega na szcze-
pieniu koni zagrozonych zakazeniem (1, 2, 12, 19). Wia-
domo, Ze antygeny powierzchniowe obydwu podtypow
wirusa grypy — H3N8 (A-equi/l) i H7TN7 (A-equi/2) nie
reaguja krzyzowo w reakcjach serologicznych in vitro
ani nie wywoluja krzyzowej odpornosei (10, 16, 17, 18).
Dlatego tez wszystkie inaktywowane szczepionki przeciw
grypie koni zawieraja antygeny obydwu podtypow wi-
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rusa. Ponadto szczepionki te czgsto taczone sa z innymi
antygenami, w tym takze z anatoksyna tezcowa (1, 2, 19).

Pierwsza szczepionke przeciw grypie koni opracowano
w 1965 r. w USA (16). W tym czasie zalecano dwukrotne
szczepienie koni w odstepie 4-6 tygodni, a potem corocz-
ne doszczepianie. Obserwacje terenowe wskazywaly, ze
systematyczne szczepienie chronilo przed zakazeniem
podtypem A1, natomiast dawato niepeina ochrong przed
zakazeniem podtypem A2 wirusa. Swiadomos§¢, ze szcze-
pionka inaktywowana daje krétka odporno$¢, spowodo-
wala, ze przez pewien czas w USA szczepiono konie
co 30-60 dni. Podjeto wtedy badania nad immunogen-
noécia szczepionki, adjuwantami, programem szczepien
oraz zmiennoscia antygenowa wirusa. Migdzy innymi
wykazano, ze ta sama dawka wirusa podtypu Al, w
poréwnaniu z podtypem A2, stymuluje powstawanie niz-
szego miana przeciwcial, okredlanego testem zahamo-
wania hemaglutynacji (HI). Dopiero rozbicie czasteczek
wirusa pozwolilo na uzyskanie podobnych mian w tescie
HI dla obydwu podtypéw (9), co udowodnito, ze przy-
czyna byla odmienna struktura badanych wiruséw. W
ostatnich latach do oceny wartosci szczepionki i odpor-
no$ci humoralnej tworzacej si¢ po szczepieniu wpro-
wadzono test pojedynczej radialnej hemolizy — SRH,
ktéry okazal sie bardziej miarodajny i nie wymagajacy
rozbijania wirusa. Wykazano réwniez, ze dynamika
ksztaltowania sic miana przeciwcial po szczepieniu moze
by¢ bardzo dokladnie okre§lana testem ELISA (11).

W dalszych do$wiadezeniach stwierdzono, ze immu-
nogennoéé szczepionki zalezy od zawartosci w niej mi-
krograméw hemaglutyniny (HA), co okreSla si¢ testem
pojedynczej radialnej immunodyfuzji — SRD. Dostateczna
zawarto$¢ wynosi 1-5 pg (13). Tak wigc, standaryzacje
szczepionki oparto na tym tecie, a poziom przeciwciat
u koni okresla sic najczeSciej testem SRH. Do oceny
szczepionki wprowadzono takze do§wiadczalne zakaze-
nie, poczatkowo metoda donosowa, a nastepnie aerozo-
lowa.

Dotychczasowe badania dostarczaja dowodow, ze 1st-
nieje korelacja pomiedzy poziomem przeciwcial typu
HA, a stopniem ochrony. Rouse i Ditchfield (14) wykazali
przeciwciata neutralizujace w Sluzie nosa przeciw pod-
typowi A2 wirusa, po dwukrotnym szczepieniu domigs-
niowym szczepionka inaktywowana. Tym niemniej przyj-
muje sie, ze szczepionki inaktywowane chronia giéwnie
poprzez stymulowanie wytwarzania wysokiego miana
przeciwcial typu HA, okre§lanego w surowicy. Przyjeto,
ze miana od 1:8 do 1:128 sa wystarczajace do zapewnienia
ochrony przed zakazeniem (4, 5, 6, 14, 15).
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W ostatnim czasie szereg autorow wskazuje na znaczng
role mechanizméw odpornosci komc’)rkowej w zabezpie-
czaniu koni przed zakazeniem wirusem grypy (1, 8, 11).
Zaleska 1 wsp. (19) sugeru]a, wprowadzenie oceny od-
pornosci komérkowej zaréwno w poczatkowym okresie
podejmowania akcji profilaktyki swoistej, jak réwniez
w okresie péZniejszym, w trakcie regularnie prowadzo-
nego doszczepiania.

Celem badan byto sprawdzenie korelacji (regresji) wy-
nikéw testéw odporno$ci humoralnej (HI, ELISA, SRH)
oraz poznanie dynamiki ksztaltowania si¢ wybranych
parametréw odpornosci komérkowej po immunizacji
przeciw grypie koni. .

Materiat i metody

Badania przeprowadzono na 12 jednorocznych koniach pel-
nej krwi angielskiej. Grupe badana stanowilo 6 koni, ktére
zaszczepiono dwukrotnie (0 1 29 dziet do$wiadczenia) szcze-
pionka Duvaxyn IE-T Plus (Solvay Duphar, Holandia). 6 koni
nieszczepionych stanowito grupe kontrolna. Uzyta w do§wiad-
czeniu inaktywowana szczepionka z wodorotlenkiem glinu,
zawiera antygeny trzech szczepéw wirusa grypy — A equi
1/Praga 56, A equi 2/Miami 63 i A equi 2/Suffolk 89 oraz
anatoksyne tezcowa.

Krew do badari hematologicznych (liczby leukocytéw i erytro-
cytéw, odsetki limfocytéw 1 granulocytéw obojetnochtonnych,
hematokryt), odpornosci komérkowej i humoralnej pobrano
siedmiokrotnie w 0, 14,29, 43, 62, 131, 138, 182 dniu doSwiad-
czenia.

W 131 dniu do§wiadczenia dokonano do§wiadczalnego do-
nosowego zakazenia (po 1,5 ml do jamy nosowej) 3 koni
szczepionych i 3 nieszczepionych, kolejno po jednym z kazdej
z tych grup odpowiednio wirusem Al/Praga 56 (miano wiru-
sa — 10%7 TCIDs5¢/ml), A2/Miami 63 (miano wirusa — 10%!

TCIDso/ml) i A2/Suffolk 89 (miano wirusa — 10%* TCIDs/ml.
Namnazanie obydwu podtypéw wirusa przed doswiadczalnym
zakazeniem oraz préby reizolacji w 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 dniu po
zakazeniu z wymazow z jam nosowych, prowadzono na zarod-
kach kurzych (19). W tych dniach prowadzono réwniez obser-
wacje kliniczne i pomiary temperatury ciata.

Do oceny odpornosci komérkowej zastosowano test swoistej

(inkorporacja *H tymidyny o aktywnoSci 40 Mbg/ml, Chema-
pol, Praga, Czechy) transformacji blastycznej limfocytow, w
ktérym, jako stymulatora tych komérek w hodowlach zastoso-
wano antygen Al (w rozciefczeniu 1:800) i antygen A2 (w
rozciedczeniu 1:700), zgodnie z wynikiem wczesniejszej stan-
daryzacji (19). Limfocyty izolowano z krwi w gradiencie Gra-
disolu L (Polfa, Kutno, Polska) o ggstosci 1,077 +0,001

g/cm3. Do badania radioaktywnosci uzyto licznika scyntylacyj-
nego promieniowania B. Aktywno§¢ immunologiczng limfo-
cytéw okreslano poprzez wyliczanie indeksow stymulacji tych
komdrek.

Do oceny aktywnosci immunologicznej leukocytéw zasto-
sowano test hamowania migracji, w ktérym uzyto antygenow
Al 1 A2 wirusa grypy w stgzeniach 20 pg/ml (19).

Kontrole swoistej odpornosci humoralnej prowadzono testa-
mi HI, ELISA i SRH (2, 3). Poziom przeciwciat w surowicach
okreslano w te$cie HI oddzielnie dla podtypéw Al1i A2 wirusa,
w teScie ELISA dla mieszaniny antygenéw obydwu podtypow,
w tescie SRH dla podtypu A2 (Suffolk 89).

Srednie wartosci badanych parametrow u koni szczeplonych
niezakazonych i zakazonych i nieszczepionych zakazonych i
niezakazonych poréwnywano testem dwukrotnej analizy wa-
riancji (ANOVA). Réwniez tym testem analizowano istotnosc¢
zmian warto$ci badanych parametréw w przebiegu doswiad-
czenia u koni obydwu grup do§wiadczalnych.

Wzajemne zwiazki miedzy wynikami testéw HI, ELISA i
SRH uzyskanymi przed do$wiadczalnym zakazeniem koni,
okreslano przy pomocy regresji lintowej i korelacji, zar6wno
u koni szczepionych, jak i nieszczepionych.

Wyniki i omdédwienie

W 29 dniu do$wiadczenia, w dniu drugiego szczepienia, u
koni szczepionych wykazano istotny wzrost stymulacji lim-
focytéw w hodowlach stymulowanych antygenami wirusa gry-
py podtypu A2, jak réwniez istotny wzrost indekséw stymulacji
tych komoérek (p<0,04) (ryc. 1, 2). Zaleska i wsp. (19), stwier-
dzili wzrost indekséw stymulacji limfocytéw stymulowanych
mieszaning antygenéw wiruséw grypy podtypéw Al i A2 juz
17 dni po pierwszym szczepieniu koni szczepionka Equigrip
(Rhone-Merieux, Francja). Szczepionka ta zawiera antygeny
obydwu podtypéw wirusa grypy, nie zawiera za$ anatoksyny
tezcowej. Autorzy ci wykazali réwniez wzrost indekséw sty-
mulacji limfocytéw zaréwno u koni szczepionych, jak i nie-
szczepionych 6 dni po doswiadczalnym zakazeniu. Nie stwier-
dzono tego w powyzszych badaniach. Obserwowano natomiast
wzrost indeksu stymulacji w dniu do§wiadczalnego zakazenia
(131 dzied doswiadczenia) koni szczepionych i nieszczepio-
nych (ryc. 1). Nieznany jest czynnik, ktéry spowodowat wzrost
tego parametru.
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Ryc. 1. Srednie wartosci pobudzenia limfocytéw koni szczepionych
i nieszczepionych (DPM) w hodowlach stymulowanych antygenami
wirusa grypy A2 przed zakazeniem
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Ryc. 2 Srednie wartoéci indekséw stymulacji limfocytéw antygenami
wirusa grypy A2 u koni szczepionych i nieszczepionych przed zakazeniem
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Ryc. 3. Srednie wartosci indekséw hamowania migracji leukocytéw
przez antygeny wirusa grypy A2 u koni szczepionych
i nieszczepionych przed zakazeniem
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Ryc. 4. Srednie wartosci odsetkéw granulocytéw obojetnochtonnych
paleczkowatych u koni szczepionych i nieszczepionych przed zakazeniem
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Ryc. 5. Srednie wartosci odsetkéw granulocytéw obojetnochionnych
pateczkowatych u koni nieszczepionych

Srednie wartosci indeksu hamowania migracji leukocytéw
przez antygeny wirusa grypy podtypu A2 byly istotnie wyzsze
u koni szczepionych niz nieszczepionych (p<0,01) (ryc. 3).
Srednie wartogci tego parametru, ale w odniesieniu do anty-
genéw wirusa podtypu Al, byly jednakowe w przebiegu do-
$wiadczenia u koni szczepionych i nieszczepionych. Zakazenie
do§wiadczalne nie spowodowato zmian Srednich wartosci in-

dekséw hamowania migracji leukocytéw w odniesieniu do
antygenéw obydwu podtypéw wirusa grypy. Zaleska i wsp.
(19) zastosowali do oceny aktywnogci immunologicznej leu-
kocytéw test hamowania migracji, w ktérym uzyto mieszaniny
antygenéw podtypéw Al1i A2 wirusa grypy. Autorzy wykazali
jedynie zaréwno u koni szczepionych, jak i nieszczepionych
istotne réznice $rednich warto$ci indekséw hamowania mi-
gracji leukocytéw uzaleznione od okresu doSwiadczenia, co
wynikato z nieznacznego spadku wartosci tego parametru po
do$§wiadczalnym zakazeniu wirusowym.

29 dni po pierwszym szczepieniu, w dniu drugiego szcze-
pienia u koni szczepionych stwierdzono istotnie wyzszy od-
setek granulocytéw obojetnochfonnych pateczkowatych niz u
koni nieszczepionych (p<0,02) (ryc. 4). Natomiast u koni
nieszczepionych istotny wzrost odsetka tych komorek nastapit
dopiero po do$wiadczalnym zakazeniu (ryc. 5) (poréwnanie
z korimi nieszczepionymi i niezakaznymi). Po zakazeniu nie
stwierdzono wzrostu odsetkéw, granulocytéw obojetnochton-
nych pateczkowatych u koni uprzednio szczepionych (por6w-
nanie z poprzednim pomiarem). W przebiegu doswiadczenia
nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic §rednich war-
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Ryc. 6. Srednie warto§ci mian przeciwcial przeciwko wirusowi grypy koni
oznaczane testami HI, ELISA i SRH u koni szczepionych
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Ryc. 7. Srednic wartosci mian przeciwciat przeciwko wirusowi grypy koni
oznaczane testami HI, ELISA i SRH u koni nieszczepionych
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Ryc. 8 Regresja miedzy testami SRH i ELISA u koni szczepionych przed
ich zakazeniem wirusem grypy
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Ryc, 9 Regresja migdzy testami SRH 1 ELISA u koni nieszczepionych
przed ich zakazeniem wirusem grypy

toscl innych parametréw badad hematologicznych u koui
szczepionych i nieszczepionych.

Badania odpornodei humoralnej testami HI, BELISA 1 SRH
wykazywaly istoiny wzrost mian przeciwcial u koni szcze-
pionych dopiero po drugim szczepieniv, w 43 dniu doswiad-
czenia (ryc. 0). Wzrost miana przeciweiaf po do§wiadczalnym
zakazeniu wykazal zaréwno u koni uprzednio szczepionych,
jak 1 nieszczepionych, jedynie test SRH (ryc. &, 7).

Do momentu do§wiadezainego zakazenia (131 dzled do-
swiadczenia) stwierdzono catkowity zgodncél (regresig)
ksztaltowania sig mian przeciwcial w testach ELISA 1 SRH
u koni szczepionych i nieszczepionych (ryc. 8, 9) (regresja
r=0,901 przy maksymalnej wartedei r=1,0) i niepeing zgodnosd
wynikéw tych testdw z wynikami testu HI. U koni nieszcze-
pienych w 43 dniu dos§wiadczenia obserwowano wzrost mian
przeciwcial okreslanych testami ELISA i SRH. W tedcie HI
nie stwierdzanoc w tym dniu wzrostu miana przeciwcial przeciw
podtypowi Al wirusa grypy, badZ cbserwowano spadek miana
przeciw podtypowi A2 tego wirusa. W 43 dniu do§wiadczeria
u koni szezepionych wszystkie testy wykazywaly wzrost miana
przeciwceial. Pomimo to, Ze poréwnywano wyniki testw swoi-
stej odpornosei humoralnej, ktére wykrywatly w surowicach
koni przeciwciala jedynie przeciwko podtypowi A2 wirusa

grypy (HI, SRH) lub jedynie przeciwko podtypowi Al (HI)
fub przeciwko mieszaninie podtypdw Al i A2 wirusa (ELISA)
to wydaje sig, ze niec wplynglo to w znaczacy sposéb na
wiarygodnos¢ opisu regresji migdzy nimi.

W kolejnych dniach po zakazeniu (132, 133, 134, 135, 136,
137 1 138 dzierd doswiadczenia) nie obserwowano istotnych
réinic w ksztaltowaniu sig Srednich temperatur ciafa u koni
uprzednio szczepionych 1 nieszezepiconych. Wartosel wahaly
sig miedzy 37,1°C a 38,2°C. Zaden z koni nie wykazywat
objawéw charakterystycznych dla ostrego przebiegu grypy.
Prowadzone w tych dniach préby reizolacji obydwu podlypéw
wirusa grypy nie daly rezultatu.

Podsumowujac mozna stwierdzi¢, ze badania potwierdzity
wazna role mechanizméw odpornosci komoérkowej w ochronie
koni przed zakazeniem wirusem grypy. Sq one szczegdinie
wazne w poczatkowym okresie szczepien (po pierwszym
szezepieniu), kiedy nie stwierdza sig jeszcze statystycznie
istotnego wzrestu mian przeciwcial swoistych w surowicach
kont szczepionych, Wydaje sig, ze oprécz limfocytéw réwniez
granulocyty obojetnochionne sa populacja komédrek immu-
nokompetentnych, od ktdrej uzalezniona jest pierwotna
odpowiedZ immunologiczna na kontakt z antygenami wirusa
grypy. Takiej roli nie odgrywaja one juz po ponownym kon-
takcie z tymi antygenami. Mozna jednak przypuszczad, Ze
rodzaj komérek immunokompetentnych oraz intensywnos$¢ ich
pobudzenia po szczepieniu szczepionks inaktywowang zaleza
w pewnym stopniu od uzytego preparatu np. moze na to
wplywac dodatek anatoksyny tezcowe).

Podejmujac badania odpornosci humoralnej poszczepienne]
nalezatoby uzalezniad rodzaj stosowanego testu (HI, ELISA,
SRH) od tego, czy checemy badad dynamike ksztaltowania sig
mian przeciwcial w czasie — wtedy wskazane jest uzycie testu
SRH lub ELISA (nieco czulszy jest test SRH), czy tez jedynic
chcemy stwierdzi¢ obecnos¢ przeciwceial w surowicach koni
— w tej sytuacji mozna zastosowacd testy HI, ELISA 1 SRH.
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