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Testy HI, ELISA, SRH i odporności
komórkowej w ocenie szczepień

ptzeciw grypie koni*)
Katedra Epizootiologii z Kliniką Chorób ZakaźnychWydziału Weterynaryjnego SGGW, ul. Grochowska272,03,849 Warszawa

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 and29 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, EL!-
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 intranasa||y with viral
subtype A1 (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 fqund in nonvaccinated
horses at the same time, but it was observed in that
group of animals after viral cha||enge. The leukocyte
migration inhibition index was signific.antly high_er
foi the A2 subtype in vaccinated horses during the
who|e experiment. It was not found for the A1 sub,
type.

A statisticat|y 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 cha||enge in vaccinated
and nonvaccinated horses, but only in the SRH test.
A total corre|ation (regression) between ELISA and
SRH tests was observed before the vira| challenge.
Attempts to reisolate the virus from nasal cavities of
the horses were unsuccessful.

Zwa i polega na szcze-
pieniu (I, ż, Iż, l9). Wia-
domo, obydwu podtypów
wirusa grypy - H3N8 (A-equi/l) i H7N7 (A-equi/2) nie
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rusa. Ponadto szczepionki te często łączone są z lnnyml
antygenami, w tym także z anatoksyną tężcową (I, ż, 79).

Pierwszą szczepionkę przeclw grypie koni opracowano
w 1965 r. w USA (16). W tym czasie zalecano dwukrotne
szczepienie koni w odstępie 4-6 tygodni, a potem corocz-
ne doszczepianie. Obserwacje terenowe wskazywały, że

systematyczne szczepienie chro zakażeniem
podtypem A1, natomiast dawało hronę przed
zakażeniempodtypem A2 wirusa ść, że szcze-
pionka inaktywowana daje krótką odporność, spowodo-
wała, że przez pewlen czas w USA szczepiono konie
co 30-60 dni. Podjęto wtedy badania nad immunogen-
nością szczepionki, adjuwantami, programem szczepień
oraz zmiennością antygenową wirusa. Między innymi

podtypu A1, w
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zbtcle cząsteczek
wirusa pozwoliło na uzyskanie podobnych mian w teście
HI dla obydwu podtypów (9), co udowodniło, że przy-
czyną była odmienna struktura badanych wirusów. W
ostatnich latach do oceny wartości szczepionki i odpor-
ności humoralnej tworzącej się po szczepieniu wpro-
wadzono test pojedynczej radialnej hemolizy - SRH,
który okazał się bardziej miarodajny i nie wymagający
rozbijania wirusa. Wykazano równteż, ze dynamika
kształtowania się miana przeciwciał po szczepieniu moze

estem ELISA (11).
twierdzono, że immu-
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pojedynczej radialnej immunodyfuzji - SRD. Dostateczna
Żiwattość wynosi 1-5 pg (13). Tak więc, standaryzacjQ
szczepionki oparto na tym teście, a poziom przeciwciał
u koni określa się najczęściej testem SRH. Do oceny
szczepionki wprowadzono takze doświadczalne zakaże-
nie, początkowo metodą donosową, a następnie aeTozo-

lową.
Dotychczasowe badania dostarczają dowodów, ze ist-

ochrony przed zakażeniem (4, 5, 6, 14, I5).*) Praca wykonana w ramach grantu KBN 5 PO6K 008 l0
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W ostatnim czasie szereg autorów wskazuje naznaczną
rolę mechanizmów odporności komórkowej w zabezpie-
czantl koni przed zakażentem wirusem grypy (1, 8, 11).
Za\eska i wsp. (19) sugerują wprowadzenie oceny od-
porności komórkowej zatówno w początkowym okresie
podejmowania akcji profilaktyki swoistej, jak również
w okresie późnielszym, w trakcie regularnie prowadzo-
nego doszczepiania.

Celem badń było sprawdzenie korelacji (regresji) wy-
ników testów odporności humoralnej (HI, ELISA, SRH)
oraz poznanie dynamiki kształtowania się wybranych
parametrów odporności komórkowej po immunizacji
przeciw grypie koni.

Materiał i metody

Badania przeprowadzono na 12jednorocznych koniach peł-
nej krwi angielskiej, Grupe badaną stanowiło 6 koni, które
zaszczepiono dwukrotnie (0 i 29 dzień doświadczenia) szcze-
pionką Duvaxyn IE-T Plus (Solvay Duphar, Holandia). 6 koni
nieszczepionych stanowiło grupę kontrolną. Użyta w doświad-
czeniu inaktywowana szczepionka z wodorotlenkiem glinu,
zawięra antygeny trzech szczepów wirusa grypy - A equi
l/Praga 56, A equi ZlMtami 63 i A equi 2/Suffolk 89 oraz
anatoksynę tęźcową.

Krew do badań hematologicznych (liczby leukocytów i erytro-
cytów, odsetki limfocytów i granulocytów obojętnochłonnych,
hematokryt), odporności komórkowej i humoralnej pobrano
siedmiokrotnie w 0, 14, ż9, 43, 6ż, ]3I,138, 1 82 dniu doświad-
częnla.

W 131 dniu doświadczenta dokonano doświadczalnego do-
nosowego zakażenia (po 1,5 ml do jamy nosowej) 3 koni
szczepionych i 3 nieszczepionych, kolejno pojednym zkażdej
z tych grup odpowiednio wirusem Al/Praga 56 (miano wiru-

sa - 102'7 TCIDso/ml), AżlMiami 63 (miano wirusa - 102'1

TCIDso/ml) i A2iSuffolk 89 (miano wirusa - toŻ,z TCIDso/ml,
Namnazanie obydwu podtypów wirusa przed doświadczalnym
zakażenlem oraz ptóby reizolacji w 1,2, 3, 4, 5,6, 7 dniu po
zakażeniu z wymazów z jam nosowych, prowadzono na zarod-
kach kurzych (19). W tych dniach prowadzono również obser-
wacje kliniczne i pomiary temperatury ciała.

Do oceny odporności komórkowej zastosowano test swoistej
(inkorporacja 3H tymidyny o aktywności 40 Mbq/ml, Chema-
pol, Praga, Czechy) transformacji blastycznej 1imfocytów, w
którym, jako stymulatora tych komórek w hodowlach zastoso-
wano antygen Al (w rozcięńczęniu 1:800) i antygen A2 (w
rozcieńczeniu 1:700), zgodnie z wynikiem wcześniejszej stan-
daryzacji (19). Limfocyty izolowano z krwi w gradiencie Gra-
disolu L (Polfa, Kutno, Polska) o gęstości 1,077t0,001
g/cm3. Do badania radioaktywności użyto licznika scyntylacyj-
nego promieniowania B. Aktywność immunologiczną limfo-
cytów określano poprzez wyliczanie indeksów stymulacji tych
komórek.

Do oceny aktywności immunologicznej leukocytów zasto-
sowano test hamowania migracji, w którym użyto antygenów
A1 i A2 wirusa grypy w stęzeniach 20 pg/ml (l9).

Kontrolę swoistej odporności humoralnej prowadzono testa-
mi HI, ELISA i SRH (2, 3), Poziom przeciwciał w surowicach
określano w teście HI oddzielnie dla podtypów Al i A2 wirusa,
w teście ELISA dla mieszaniny antygenów obydwu podtypów,
w teście SRH dla podtypu A2 (Suffolk 89).

Srednie wartości badanych parametrów u koni szczepionych
niezakażonych i zakażonych i nieszczepionych zakażonych i
niezakażonych porównywano testem dwukrotnej analizy wa-
riancji (ANOVA). Równiez tym testem analizowano istotnośó
zmian wartości badanych parametrów w przebiegu doświad-
czenja u koni obydwu grup doświadczalnych,

Wzajemne związki między wynikami testów HI, ELISA i

SRH uzyskanymi przed doświadczalnym zakażeniem koni,
określano przy pomocy regresji liniowej i korelacji, zarówno
u koni szczepionych, jak i nieszczepionych.

Wyniki i omówienie

W 29 dniu doświadczenia, w dniu drugiego szczepienia, u

koni szczepionych wykazano istotny wzrost stymulacji lim-
focytów w hodowlach stymulowanych antygenami wirusa gry-
py podtypu A2, jak równiez istotny wzrost indeksów stymulacji
tych komórek (pś0,0a) (ryc, l, 2).Za7eska i wsp. (l9), stwier-
dzili wzrost indeksów stymulacji limfocytów stymulowanych
mieszaniną antygenów wirusów grypy podtypów A1 i A2 już
l7 dni po pierwszym szczepieniu koni szczepionką Equigrip
(Rhone-Merieux, Francja). Szczepionka ta zawiera antygeny

obydwu podtypów wirusa grypy, nie zawiera zaś anatoksyny
tęzcowej, Autorzy ci wykazali również wzrost indeksów sty-

mulacji limfocytów zarówno u koni szczepionych, jak i nie-

szczepionych 6 dni po doświadczalnymzakażentu. Nie stwier-
dzono tego w powyzszych badaniach. Obserwowano natomiast
wzrost indeksu stymulacji w dniu doświadczalnego zakażenia
(13I dzień doświadczenia) koni szczepionych i nieszczepio-
nych (ryc. 1), Nieznany jest czynnik, który spowodował wzrost
tego parametru,

Ryc l. Średnie wartości pobudzenia limfocytów koni szczepionych
i nieszczepionych (DPM) w hodowlach stymulowanych antygenami

wirusa grypy A2 przed zakażeniem

Objaśnienia: ! - szczepienie, * - zakażenie
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Ryc. 2 Średnie warlości indeksów stymulacji limfoclów antygenami

wirusa grypy A2 u koni szczepionych i nieszczepionych przed zakażeniem

Objaśnienie:
liczba DPM hodowli stymulowanej
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Ryc. 3 Średnie wartości indeksórv hamowania migracji leukocytów
przez antygeny wirusa grypy A2 u koni szczepionych

i nieszczepionyclr przed zakażeniem

Obj aśnienie:

indeks migracji leukocytów= l -
średnia strefa migracji z antygenem

X 100
średnia strefa migracji bez antygenu
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konie nieszczepione szczeplone

Ryc. 4. Srednie wartości odsetków granulocytów obojętnochłonnych

pałeczkowatyclr u koni szczepionych i nieszczepionych przed zakażeniem

o/o6,3

4,3

2,3

0,3

konie niezokożone konie zokożone

Ryc. 5. Średnie wartości odsetków granulocytów obojętnochłonnych
pałeczkowatych u koni nieszczepionych

Średnie wartości indeksu hamowania migracji leukocytów
przez arfiygeny wirusa grypy podtypu A2 były istotnie wyżSzę
u koni szczepionych niż nieszczepionych (pś0,01) (ryc. 3),

Średnie wartości tego parametru, ale w odniesieniu do anty-
genów wirusa podtypu A1, były jednakowe w przebiegu do-
świadczenia u koni szczepionych i nieszczepionych. Zakażenie
doświadczalne nie spowodowało zmian średnich wartości in-

deksów hamowania migracji leukocytów w odniesieniu do

antygenów obydwu podtypów wirusa grypy, Zaleska i wsp.
(19) zastosowali do oceny aktywności immunologicznej leu-

kocytów test hamowania migracji, w którym użyto mieszaniny
antygenów podtypów A1 i A2 wirusa grypy, Autorzy wykazall
jedynie zarówno u koni szczepionych, jak i nieszczepionych
istotne różnlce średnich wartości indeksów hamowania mi-
gracji leukocytów uzależnione od okIesu doświadczenia, co
wynikało z nlcznacznęgo spadku wartoŚci tego parametru po

doś wiadczaln y fi zakażenlu wirusowym,
29 dni po pierwszym szczepieniu, w dniu drugiego szcze-

pienia u koni szczepionych stwierdzono istotnie wyższy od-

setek granulocytów obojętnochłonnych pałeczkowatych niż u
koni nieszczepionych (p<0,02) (ryc. 4), Natomiast u koni
nieszczepionych istotny wzrost odsetka tych komórek nastąpił

dopiero po doświadczalnym zakażenill (ryc, 5) (porównanie
z końmi nieszczepionymi i niezakażnymi). Po zakażeniu nie

stwierdzono wzrostu odsetków" granulocytów obojętnochłon-
nych pałeczkowatych u koni uprzednio szczepionych (porów-

nanie z poprzednim pomiarem). W przebiegu doświadczenia
nie stwierdzono istotnych statystycznie róznic średnich war-
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Ryc 6. Średnie wartości mian przeciwciał przeciwko wirrrsovn,i grypy koni

oznaczane testami HI, ELISA i SRH u koni szczepionych

Ryc. 7 Średnie wafiości mian przeciwciał przeciwko wirusowi grypy koni

oznlcz^I1e testami HI, ELISA i SRH u koni nieszczepionych
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Ryc 8 Regresja między testami SRFI i EI-ISA u koni szczepionyclr przed
ic[.. zakażeniem v/lfl]sen grypy

F.;,c 9 R.egresja nrięcizy testami SR}l i EI-iS,Ą u koni nieszczepionych
przed ich zakażeniern wirusem gl),py

tości innych parametlów badań hernatologicznych u koni
SZeZepionych i nieszczepionych.

Badania odporności hurnoralnej testarni t{l, ELISA i SRrł
lvykazyln/ały istarny wzrosi miaii przeciwciał u koni szcze-
pionyclr dopierł: po drugim szcz9pleniu, w 43 dniu dośw,tad-
ezęnja, (ryc, 6). Vy'zrost miana przeciwciał po cXośl,,,iadczainyrn
zakazeniu wykazał zarówno u kcni uprzerlnio szczepionych,
jak i nieszczepionych, jedyrrie tęsi SRII (ryc. 6, 7),

Do momentu doświaCczainęBo zakazeftia (131 dzień do-
śi^,,iadczenia) stwierdzono catkowitą zgorincść (regresję)
l:ształtowania się mia:r przeciwoiał w testaeh EL,ISA i SRH
u koni sz,czepionych i nieszczepionyeh (ryc. 8, 9) (regresja
r=0,9Cl1 przy maks;,mainej wa,rtcści r=1,0) i niepełną zgodność
wyrrików tych testów z wynikaini tęsiu }JL U koni nięszcze-
pionych 1,1 lr3 dniu doświadczenia obserwowano wzrosi rnirn
ptzec,iweiał określaiłyeh testami EL,ISA i SRF{. W ieśe;e Hi
nie stwiErłizano w tyn-! dniu lvzrostu miana przeciwciał przeciw
podtypowi A l wirusa grypy, bądź obserwowano spadek rniana
przeciw podtypo-łi A2 tego wirusa, W 43 dniu cioświadezenia
u koni szczepionych wszystkie testy wyi<azyruzały wzrost miana
przeciwciał. Pomimo to, ze porówllywano viynil,-i testów swoi-
stej odporności humoralnej, które rvykrywały rv surowicaclr
korri przeciwciała jedynie przeeiwi<o podtypov-,i A2 wirrrsa

grypy (FiI, SRFi) lub .jedynie przeciwko podtypowi A1 (iJi)
1,:b przeciwko mieszaninie podtypórv AI I A2 v,,irusa (EI-IS"Ą)
to wydaje się, że, nie wpłynęło to w znacv,ący sposób ira

lviarygodność opisu regresji między ni:r,i.
W kolejnyeh dniach pc zakazeniu (132, l33, l34, tr35, i36,

13'l i L38 dzień doświaCczenia) nię obserwowano ist,oinych
róznic l"r kształtowaniu się śrcdnich temperatur ciała u koni
łrprzedilii; szczepionych i nieszczepionych, Wartości wahały
się między 31 ,1"C e 38,2"C, Zaden r, koni nie wykazyrvał
ob_iawów charakterystyeznych dla osirego przebiegu grypi,.
Prowadzone rv tych dniaeh próby reizolacji obydwu podtypów
wirusa grypy nie daiy rezultatrr.

Podsumowuj ąc rnożna stwierdzić, ze badałria potwierdziły
ważną rolę mechanizmów odporności komórkowej w ochronie
koni przed zakażeniem wirusem grypy. Są one szczegóinio
vr'azne w początkowyrn okresie szczepień (po pier,,vszym
szczepieniu), kiedy nie stvrierdza się jeszcze statystycznie
istotnego wzrostu mian przeciwciał swoistych w surowicach
koni szczepionych" Wydaje się, ze oprócz limfocytów równiez
granulocyty obojętnochłonne są popuiacją kornórek iirrmu-
nokompetentnych, od której uzalezniona jest pierwotna
odpowiedź immunoiogiczna fta kontakt z antygenami wirusa
grypy. Takiej roli nie odgrywają one juz po ponownym kon-
takcie z tylni antygenami, Mozna jednak przypuszczać, ł,e,

rod.zaj kornórek immunokornpete ninych oraz i n tensyw no ść ich
pobudzenia po szczepieniu szczepionką inaktywowaną zalłż4
w pe$lnym stopniu od użytego preparatu np. mozo na lo
wpływać dor1atek ana_toksyny tgżcorł,ej,

Podejmując ł;adania oclporności humoralnej poszczepien;lej
nalezałcby uzaieżniać roclzaj stosowanegc testu (r{I, ELISA,
SRH) od tęgo, czy ehcetny badać dynarnikę kształtowania się
mian przociwciał w cz:isie - wtedy wskazane jest uzycie testrr

SRF1 lub ELISA (nieco ezuiszy jest test SR.I{), czy teź jedypjp
cheemy stwierdzić obecność przecivłciał w surowicach koni

- i,v tej sytuacji mozna zastosowaó testy t{I, ELISA i §I{F{.
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