Medycyna Wet. 2007, 63 (8) 891

Artykul przeglgdowy Review

Mozliwosci i ograniczenia
profilaktyki swoistej grypy Swin

IWONA MARKOWSKA-DANIEL, ANDRZEJ KOWALCZYK

Zaktad Choréb Swin Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego — Panstwowego Instytutu Badawczego,
Al. Partyzantow 57, 24-100 Putawy

Markowska-Daniel I., Kowalczyk A.
Possibilities and limitations of swine influenza prophylaxis

Summary

The aim of the paper was the presentation of the newest information regarding abilities to prevent swine
influenza using conventional vaccines and technologically advanced preparations obtained by using genetic
engineering.

In the 90s most swine influenza isolates were closely related to human influenza virus and therefore the
vaccine based on human virus type A, subtype H3N2, was widely used. Due to its subsequently decreased
efficacy, resulting from antigenic drift and shift as well as the occurrence of new reasorrtants, a new
generation of preparations was elaborated. Induction of natural protection against influenza virus is
correlated with non-mutation-dependant antibodies, therefore the use of genes coding conserve proteins for
immunoprophylaxis was tested. The use of protein NS1 as a differentiation marker between naturally exposed
and vaccinated animals, as well as protein NP as an antigen inducing effective cell-mediated and humoral
immunological response were suggested. Much attention was given to the selection of gene carriers like
plasmid vectors and recombinant viruses; the mechanism of cross-immunoprotection between SIV subtypes;
and the adjuvant function.

Currently we have no commercially available new generation vaccine that would be able to guarantee
spectacular results of immunization for pig breeders, but we have to underline that pilot studies on animals

models have as a goal the development of effective tools for the protection of humans against influenza.
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Po raz pierwszy wirus grypy swin (swine influenza
virus — SIV) zostat wyizolowany od zwierzat choruja-
cych z objawami zaburzen ze strony uktadu oddecho-
wego przez Richarda Shope’a w 1918 r. (21). Na pod-
stawie charakterystyki serologicznej szczepéw wirusa
grypy izolowanych w tym czasie od ludzi i wykazanego
ich bliskiego pokrewienstwa z pochodzacym od §win
szczepem A/swine/lowa/15/30, o wzorze antygenowym
HIN1, okreslanym jako klasyczny podtyp wirusa in-
fluenzy $win (classical swine influenza virus), Shope
postawil hipotezg, ze byt on odpowiedzialny za wybuch
pandemii grypy zwanej hiszpanka. Teoria ta zostata p6z-
niej potwierdzona przez wyniki analizy sekwencji nu-
kleotydowej omawianych drobnoustrojow (10).

Analizy filogenetyczne wiruséw grypy, jak rowniez
serologiczne badania diagnostyczne czy stosowane do
oceny immunogennos$ci szczepionek opieraja si¢ na
budowie biatek hemaglutymny (H) ineuraminidazy (N ).
W populacji cztowieka oraz $win wystgpuja naj czqsmej
szczepy posiadajace H typu 113 oraz N typu 112 (2).

Pochodzenie szczepow SIV
wystepujacych na Swiecie

Szczep klasyczny influenzy §win HIN1 utrzymywat
si¢ na kontynencie potnocnoamerykanskim przez wiele
lat, po czym w 1970 r. zostatl zawleczony do Europy
(gtownie Wtoch) 1 Azji (19). Pod koniec lat 70. stop-
niowo ustapil miejsca ptasiej odmianie wirusa grypy
(avian like) o tym samym podtypie, ktory rozpowszech-
nit si¢ 1 utrwalit wérdd europejskich §win (4). Rowno-
legle do populacji trzody chlewnej zostat wprowadzo-
ny ludzki szczep wirusa grypy o wzorze H3N2, odpo-
wiedzialny za epidemi¢ grypy ludzi w 1968 r. Spowo-
dowal on masowe zachorowania §win w Czechostowa-
cjiw 1975 1. (24), we Wloszech w 1980 1. (17), w Belgii
(11) oraz Francji (1) w 1984 r., jak rowniez w Wielkiej
Brytanii w 1987 1. (27). W p010w1e lat 80. wsrdd izola-
tow SIV pojawity si¢ dwa reasortanty: H3N2 oraz HIN2.
Pierwszy z nich wystgpowat w dwoch postaciach: re-
asortanta podwojnego oraz potrOJnego POdWO_]l’ly
reasortant powstal w wyniku wymieszania si¢ genow
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ludzkiego szczepu H3N2 oraz klasycznego $swinskiego
szczepu HIN1, za$ potrdjny reasortant zawierat dodat-
kowo geny pochodzace z ptasiej odmiany wirusa (4).
Z kolei szczep o wzorze HIN2 byt nowym podtypem
posiadajacym gen H najbardziej zblizony do ludzkiego
wirusa HIN1 krazacego w latach 80. oraz gen N wyka-
zujacy pokrewienstwo z genem N szczepu wystepuja-
cego u ludzi (human-like) H3N2 (2). W Wielkiej Bryta-
nii wykazano obecnos¢ szczepu HIN2 bedacego wielo-
krotnym reasortantem, ktéry powodowat zachorowania
swin na duza skalg, krazac daleko poza pierwotnym
miejscem jego izolacji. Omawiany skok antygenowy jest
typem mutacji wystgpujacym rzadko, ale powodujacym
powazne utrudnienia zarowno w diagnostyce, szczegol-
nie serologicznej, jak i w immunoprofilaktyce.

Najczgsciej wystgpujacy mechanizm zmiennos$ci po-
legajacy na pojedynczych mutacjach w genomie wirusa
grypy w znacznie mniejszym stopniu Wp%ywa na stabg
ochrong obserwowana po szczepieniu niz ma to miej-
sce w przypadku skoku antygenowego (2). Przyktadem
tego procesu moze by¢ nieznaczne zrdznicowanie szcze-
pow SIV Wylzolowanych w Holandii w latach 1995-
-1996, majace Scisty zwiazek z miejscem izolacji wiru-
sa (4). Nie stwierdzono natomiast rozbieznosci migdzy
izolatami z dwoch nastgpujacych po sobie epizodow
choroby w obrgbie tej samej fermy. Przyjeto wigc, ze
nowe ,,mikro-warianty” moga rezydowa¢ w populacji
stada przez kilka sezonow, powodujac corocznie zacho-
rowania zwierzat.

Szczepienia tradycyjne

Wsrdd scharakteryzowanych antygenowo izolatow
SIV pochodzacych z Europy, zgromadzonych w latach
1977-1995, wigkszos¢ wykazywata bliskie pokrewien-
stwo ze szczepami ludzkimi pochodzacymi z lat 1972-
-1979. Wskazuje to na wprowadzenie wirusa grypy
z populacji ludzi do populacji trzody chlewnej na po-
czatku lat 70. Z tego powodu ludzki szczep wirusa gry-
py typu A, podtypu H3N2, stanowil szczepionkg stoso-
wang w profilaktyce grypy $win az do konca lat dzie-
wigcédziesiatych (5). Okazato si¢ jednak, ze izolaty
pochodzace z przypadkow grypy swin w Holandii po-
czawszy od 1993 r. nie reagowaty krzyzowo z surowica
przeciwko ludzkiej odmianie szczepu H3N2, co potwier-
dza, ze niska efektywnos¢ szczepien mogla by¢ spowo-
dowana niedostosowaniem antygenu szczepionkowego
do biezacej sytuacji epizootycznej. Poréwnano takze
szczepy H3N2 izolowane od ludzi i §win w tym czasie
na obszarze Holandii i Belgii. Okazato sig, ze uplaso-
waly sig one na odrgbnej gat¢zi powiazan filogenetycz-
nych (5). Uznano wigc, Ze przyczyna wspomnianych za-
chorowan §win byt inny wirus H3N2, ktéry dostat si¢
do populacji trzody chlewnej, niz szczep zblizony do
stanow1qcego szczepionke. Przeprowadzone badania
serologiczne wykazaly reaktywnos$¢ izolatéw holender-
skich skolekcjonowanych po 1993 r. z przeciwciatami
dla odmiany §winskiej H3N2. Na tej podstawie de Jong
1 wsp. (5) odrzucili koncepcje Wprowadzenla ludzkiego
szczepu H3N2 do populacji §win na poczqtku lat 90.
Wyniki te wyraznie kontrastowaty z opisanymi przez
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Donatelli 1 wsp. (6) badaniami przeprowadzonymi
w 1995 r. we Wioszech, w ktérych wykazano reaktyw-
nos$¢ izolatow SIV z surowica posiadajaca przeciwciata
dla ludzkiej odmiany szczepu H3N2. Przedstawione roz-
bieznosci mogly wynika¢ z ré6znego pochodzenia geo-
graficznego szczepow SIV. Rozpatrujac przyczyny nie-
skutecznosci szczepien swin w krajach Beneluksu szcze-
pionka zawierajaca komponenty wirusa ludzkiego, po-
stawiono dwie hipotezy. Wedlug pierwszej brak reakcji
krzyzowych w tescie HI oraz oddzielny filogenetycznie
podklaster izolatéw $winskich w stosunku do szczepow
ludzkich byt spowodowany niezaleznym dryftem nowe-
go typu H3N2. Druga wskazywata na zmiang w budo-
wie podstawnikéw w tancuchu aminokwasowym hema-
glutyniny w pozycji 144, polegajaca na glikozylacji.
Zaznaczono jednak, ze tego rodzaju zmiana nie wpty-
wa na przebieg reakcji immunologicznej w sposob row-
nowazny jak w przypadku substytucji aminokwasowej
(5).

Znanym zjawiskiem jest indukcja wysokiego pozio-
mu przeciwcial w nastgpstwie szczepien homologicz-
nych i stabsza ochrona oraz odpowiedz po szczepieniach
heterologicznych (22). W celu przesledzenia wystepo-
wania oraz mechanizméw immunoprotekcji krzyzowej
migdzy réznymi podtypami SIV, a szczegdlnie wobec
nowego reasortanta H1N2, przeprowadzono szereg do-
$wiadczen. Migdzy innymi Van Reeth i wsp. (20) im-
munizowali zdrowe, seronegatywne §winie szczepami
HINI, HIN2 oraz H3N2 w nastgpujacych 5 kombina-
cjach: oddzielnie kazdym z trzech wariantéw wirusa,
podajac rownoczesnie atenuowane szczepy HINI1
i H3N2 lub aplikujac konwencjonalna szczepionke
zawierajaca komponenty szczepow HIN1 oraz H3N2
z 1976 r. Po zakazeniu kontrolnym wszystkich osobni-
kéw szezepem HIN2 wyizolowanym w 1998 r. stwier-
dzono wysokie miano przeciwcial w grupach szczepio-
nych szczepami homologicznymi, stabg indukcjg prze-
ciwciat (2 osobniki na 9) w grupie immunizowane;j
HIN1 oraz H3N2 w sposob skojarzony, natomiast ko-
mercyjny biopreparat nie zapewniat ochrony. Prawdo-
podobnie byto to spowodowane réznicami w sekwencji
aminokwasowej bialka H, bowiem 39 miejsc byto od-
miennych w genie H w podtyple HINI i HIN2. Brak
ochrony immunologicznej ze strony szczepionki komer-
cyjnej wskazuje jednoznacznie, ze mutacje zachodzace
w budowie hemaglutyniny maja znaczacy wptyw na
efektywnos$¢ szczepien, potwierdzajac tym samym ko-
nieczno$¢ okresowej aktualizacji sktadu biopreparatow
stosowanych w zapobieganiu grypie §win.

W badaniach na myszach stwierdzono, ze zakazenie
kontrolne wirusem grypy analogicznym do zastosowa-
nego w szczepionce nie wywotuje zadnych objawow
klinicznych, a obecnosci wirusa nie wykrywa si¢ w dro-
gach oddechowych po uptywie jednego dnia od zakaze-
nia. Z kolei zakazenie szczepem heterologicznym wy-
dhuza okres siewstwa z jednego dnia do pigciu, jedno-
czesnie zwigkszajac proliferacj¢ 1 réznicowanie limfo-
cytow T cytotoksycznych (28).

Naukowcy z Uniwersytetu w Ames (14) po podaniu
prosigtom wirusa heterologicznego w stosunku do prze-
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ciwcial obecnych w siarze macior zaobserwowali wzmo-
zone objawy zapalenia pluc, bedace prawdopodobnie
konsekwencja interferencji i zmiany kierunku prolife-
racji limfocytow pomocniczych Thl na Th2. Wzmozo-
na proliferacja Th2 hamuje tworzenie subpopulacji Th1l
oraz wzmaga wydzielanie interleukiny (IL) 4 1 10.
W takim przypadku przeciwciata siarowe nie sg w sta-
nie wzbudzi¢ szybkiej odpowiedzi komorkowej zwiaza-
nej z Thl 1 doprowadzi¢ do usunigcia wirusa z ustroju.

Szczepionki genetyczne i rekombinowane

Brak w pelni skutecznej ochrony przed zakazeniem
wirusem grypy po zastosowaniu szczepionek konwen-
cjonalnych zrodzil potrzebg podjgcia badah zmierzaja-
cych do opracowania nowoczesnych preparatoéw opar-
tych m.in. na wykorzystaniu kwaséw nukleinowych.
Rozw¢j badan w tym kierunku uzasadniony byt takze
konieczno$cia znalezienia alternatywnej metody immu-
nizacji, pozwalajacej unikna¢ ryzyka wynikajacego
z wprowadzania calego wirusa, jego mutacji podczas
pasazy w procesie produkcji czy objawow ubocznych
bedacych konsekwencja alergizacji przez biatka jaj ku-
rzych, nadal powszechnie wykorzystywanych do pro-
dukcji antygenu szczepionkowego. Wigkszos¢ badan
w tym zakresie koncentruje si¢ na wykorzystaniu plaz-
midow DNA zawierajacych geny kodujace antygeny po-
wierzchniowe H oraz N, wprowadzanych domig$nio-
wo (i.m.), dozylnie, donosowo (i.n.) lub $rodskoérnie,
najczesciej przy uzyciu tzw. pistoletu genowego (gene
gun) (9). Poniewaz wprowadzony material jest podda-
wany ekspresji de novo w komorkach, jego produkt jest
eksponowany przez receptory MHC klasy I 1 II, czego
rezultatem jest stymulowanie zarowno odpowiedzi ko-
morkowej, jak 1 humoralne;.

Zdania badaczy na temat skutecznosci szczepionek
DNA bazujacych na genie H sa podzielone. Dla przy-
ktadu: Ulmer i wsp. (25) sugeruja brak znaczacej ochro-
ny immunologicznej u §win po wstrzyknigciu DNA
z genem H. Z kolei Larsen i wsp. (15) odnotowali wzrost
poziomu przeciwcial po szczepieniu szczepionka gene-
tyczna z genem H i dodatkowej immunizacji szczepionka
tradycyjna.

Tian i wsp. z Instytutu Weterynarii w Harbin w Chi-
nach (23) postanowili zwr6ci¢ uwage na rodzaj wekto-
ra, pozostawiajac wysoce zmienny gen H jako antygen
szczepionkowy. W swoich badaniach wykorzystali wi-
rus choroby Aujeszky’ego (PRV), w ktérym zastapili
nieistotne fragmenty repetytywne genem H Wyc1qtym
z izolatu podtypu H3N2 z 2001 r., pochodzacego od $wi-
ni wykazujacej objawy grypopodobne Dzigki temu
czastka zakazna nie stracita funkcji replikacyjnych in
vivo oraz in vitro, nabywajac zredukowana Wimlench
Immunizacji poddano myszy podajac jednej grupie zwie-
rzat dosw1adczalnych i.n. wirusa transgemcznego dru-
giej wyjsciowy szczep PRV, a trzeciej grupie placebo.
Dwadziescia osiem dni pdzniej zwierz¢ta poddano za-
kazeniu kontrolnemu szczepem H3N2, z ktorego pocho-
dzit gen H. Przeciwciata anty-SIV wykryto wylacznie
Ww grupie myszy szczepionych transgenicznym PRV-H,
przy czym ich poziom podnosit si¢ do 6 tygodni po za-
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kazeniu. Badania histopatologiczne wykazaty u nich
brak typowych, zwiazanych z zakazaniem SIV, zmian
w obregbie uktadu oddechowego. U pozostatych zwie-
rzat przeciwciatla na minimalnym poziomie wykryto
dopiero po 6 tygodniach. Na podstawie uzyskanych
wynikow Tian 1 wsp. uznali, ze rekombinat PRV-H jest
w stanie zapewni¢ ochrong myszy zakazanych SIV, in-
dukujac przede wszystkim odpowiedz typu komorko-
wego.

Kompleksowe badania w tym zakresie przeprowadzili
takze Macklin 1 wsp. (16). Dokonali oni oceny immu-
nogennosci oraz wartosci ochronnej szczepionki DNA
zawierajacej plazmid niosacy gen H lub gen nukleopro-
teiny (NP), optaszczone na czasteczkach ztota, ktore
aplikowali w 6 miejsc na skorze lub dojezykowo (ce-
lem penetracji do uktadu immunologicznego bton §lu-
zowych). Porownali ponadto skuteczno$¢ szczepionek
genetycznych z biopreparatem komercyjnym, zawiera-
Jacym inaktywowane czastki calego wirusa oraz z po-
ziomem odpornos$ci nabytej po przechorowaniu grypy.
Immunizowane jednorazowo lub dwukrotnie w odstg-
pie 4 tygodni warchlaki poddano zakazeniu kontrolne-
mu szczepem HIN1 SIV, podanym i.n. 2 tygodnie po
powtornej immunizacji. Stwierdzono, ze jednorazowa
immunizacja konstruktami genetycznymi nie byta wy-
starczajaca do indukcji przeciwciat dla wirusa grypy na
wykrywalnym poziomie. Wyzsze miano przeciwciat za-
rejestrowano po dwukrotnej aplikacji antygenu szcze-
pionkowego do uktadu immunologicznego bton §luzo-
wych. Z kolei miano przeciwcial aglutynujacych byto
wyzsze u zwierzat immunizowanych $rodskornie. Naj-
wyzszy poziom odpowiedzi humoralnej stwierdzono
u zwierzat immunizowanych szczepionka komercyjna.
Zwierzeta zakazone naturalnie produkowaty przeciw-
ciata 3 tygodnie po zakazeniu, a poziom odpowiedzi im-
munologicznej byt zblizony do grup immunizowanych
preparatami zawierajacymi gen H. Oceniajac warto$¢
ochronng testowanych szczepionek brano pod uwage
miano wirusa w wydzielinie z nosa oraz czas trwania
siewstwa. Szczepienie konstruktem zawierajacym gen
NP nie wptynglo zasadniczo na ograniczenie amplifi-
kacji wirusa. Zwierzgta immunizowane genem H takze
nie byty w petni chronione przed 1nfekcya<, ale siewstwo
wirusa utrzymywato sig o 2 dni krocej niz w grupie kon-
trolnej, a jego miano w grupie szczepionej dojezykowo
byto istotnie nizsze dzien po zakazeniu niz po immuni-
zacji srodskornej. Szczepionka komercyjna, pomimo in-
dukCJl najwyzszego poziomu przeciwcial, zapewnita naj-
nizszy poziom ochrony na zakazenie kontrolne sposrod
wszystkich ocenianych biopreparatéw. Jedynie przecho-
rowanie infekcji dawalo kompletna ochrong przed
powtoérnym zakazeniem kontrolnym SIV. W zwiazku
z uzyskaniem wysokiego poziomu genowo specyficz-
nej odpowiedzi humoralnej i wymiernego ograniczenia
amplifikacji wirusa, autorzy tej pracy poktadaja duze
nadzieje w opracowaniu w peni skutecznych szczepio-
nek genetycznych przeciwko grypie ludzi.

Grupa naukowcow amerykanskich (26) podj¢ta ba-
dania nad wykorzystaniem rekombinowanego adenowi-
rusa 5 (ADVY) jako wektora czasteczek RNA wirusa
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grypy. Stworzono trzy konstrukty zawierajace: gen H,
NP oraz obydwa geny, pochodzace ze szczepu H3N2
powodujacego kliniczne przypadki grypy $win w Ame-
ryce Polnocnej. Podawano je i.m. prosigtom po odsa-
dzeniu. Wesley i wsp. (26) zrejestrowali wysokie miano
przeciwciat u osobnikoéw szczepionych ADVS5 z genem
H oraz z kombinacja dwoch genow, poczawszy od dru-
giego tygodnia po immunizacji. Zwierzgta szczepione
preparatem zawierajacym obydwa geny byly catkowi-
cie chronione przed zakazeniem, co wyrazato si¢ bra-
kiem objawow grypy po zakazeniu do§wiadczalnym oraz
zmian patologicznych w pkucach 1 tydzien po ll’lfekC_]l
nie wykrywano u nich réwniez obecnos$ci wirusa
w wymazach z nosa. U §win szczepionych wektorem
z samym genem H miano wirusa ksztattowalo si¢ na
niskim poziomie. Z kolei grupa zwierzat immunizowa-
na wylacznie genem NP oraz grupa kontrolna nie wy-
tworzyty odpowiedzi humoralnej do 5. tygodnia po im-
munizacji. Typowe dla grypy zmiany histopatologiczne
w tkance plucnej zarejestrowano wytacznie u zwierzat
kontrolnych. Na tej podstawie za istotny czynnik deter-
minujacy skuteczng ochrong przeciwko wirusowi gry-
py uznano kombinacj¢ dwoch insertow H oraz NP.
Autorzy ci uwazaja, ze zaleta opracowanej przez nich
szczepionki jest brak interferencji antygenu szczepion-
kowego z przeciwcialami siarowymi, ktore moga blo-
kowa¢ efekty immunizacji mtodych prosiat szczepion-
kami tradycyjnymi. Wyniki tych badan korespondu-
ja z zaprezentowanymi wczesniej rezultatami prac
Macklina i wsp. (16).

Liczne zachorowania powodowane w ostatnich latach
przez wysoce patogenne szczepy wirusa grypy ptasiej
podtypu H5N1 sktonity do badan nad mozliwo$cia wy-
korzystania rekombinantéw ADV z konserwatywnym
genem NP tego szczepu. Epstein i wsp. (7) zaobserwo-
wali, ze immunizacja myszy ADV z genem NP wyraz-
nie zwigkszata odpowiedz humoralng oraz wydzielanie
IFN-y i TNF-«, a takze limfocytow T CD4+ oraz CD8+
w stosunku do zwierzat szczepionych wyltacznie plazmi-
dem z genem NP. Taka immunizacja dawata efektywna
ochrong przeciwko 200-krotnie wigkszej dawce wirusa
HIN1 uzytej do challengu, ktéra dla myszy kontrolnych
okazata sig letalna. W przypadku zakazenia wysoce pa-
togennym szczepem H5N1 myszy immunizowane plaz-
midem z genem NP utracity mniej masy ciata w stosun-
ku do grupy kontrolnej, a 50% z nich przezyto challen-
ge, podczas gdy wszystkie myszy kontrolne padly po
zakazeniu. Wykazano rowniez wyraznie nizsze miano
wirusa w ptucach myszy z grupy doswiadczalnej. Uzna-
no, ze wektor adenowirusowy wptywa korzystnie na
podwyzszenie skutecznos$ci szczepionki, stymulujac
zaré6wno odpowiedz humoralna, jak i komorkowa oraz
hamuj ac replikacje wirusa. Badania te potwierdzilty row-
niez przydatnos¢ preparatow opartych na konserwatyw-
nych fragmentach genomu wirusa grypy oraz qukszq
wydajnos¢ i skutecznos$¢ rekombinantéw w poréwna-
niu do iniekcji plazmidowego DNA (8).

‘Wytworzenie naturalnej ochrony przeciwko wiruso-
wi grypy typu A jest skorelowane z obecnoscia prze-
ciwciat, ktore w duzej mierze nie bytyby zwiazane ze
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zmienno$cia antygenowa (12). Gtownym zadaniem ta-
kich szczepien bytaby indukcja odpowiedzi immunolo-
gicznej w stosunku do bardziej konserwatywnych bia-
tek lub epitopow, stad podjgto badania zmierzajace do
okreslenia wtasciwosci immunogennych bialek we-
wngtrznych SIV, w tym: niestrukturalnego (NS11NS2),

NP oraz matrix (M1). Kim i wsp. (13) wykorzystali dwie
grupy warchlakow: pierwsza stanowily zwierzg¢ta zaka-
zane i.n. izolatami HIN1 i H3N2, natomiast druga war-
chlaki szczepione i.m. szczepionkq komercyjna oparta
na komponentach tych samych podtypoéw wirusa. Od-
powiedz immunologiczna wobec biatek NP i M1 byta
w grupie pierwszej zblizona w odniesieniu do obydwu
podtypow wirusa. Obecno$¢ IgM oraz IgG rejestrowa-
no juz 7. dnia po zakazeniu wobec bialek NP, a takze
NSI 1 NS2. IgM utrzymywaty si¢ u wielu swin, a IgG
u wszystkich zwierzat do 28. dnia po zakazeniu. Zadne
ze zwierzat nie wytworzylo natomiast przeciwciat kla-
sy IgM anty M1, za$ przeciwciala klasy IgG wykryto 14
dni po infekcji. Dla poréwnania, w grupie sktadajace;j
si¢ ze §win szczepionych rejestrowano staba odpowiedz
na biatka NP i M1 oraz catkowity brak odpowiedzi na
biatko NS. Podobne obserwacje poczyniono wczesniej
Sledzac odpowiedz immunologiczna przeciwko wiru-
sowi grypy koni (18). Na podstawie uzyskanych wyni-
kéw zaproponowano aby biatko NS1 wykorzystac jako
marker réznicujacy zwierzgta naturalnie eksponowane
na dziatanie wirusa od zwierzat szczepionych, natomiast
ze wzgledu na znaczny konserwatyzm w budowie ami-
nokwasowej i zdolnos¢ do wczesnej indukcji przeciw-
cial, za najlepszy antygen szczepionkowy uznano bial-
ko NP.

Heinen i wSp. (12) opracowali wektor bazujacy na
korowej czgsci wirusa zottaczki typu B (HeB), na kto-
rym optaszczyli zewnatrzotoczkowy fragment biatka M2
oraz gen NP (szczepionka HeB-M2-NP). Dolaczenie
genu NP byto podyktowane dodatkowa indukcja proli-
feracji cytotoksycznych limfocytow T. Oba inserty: bial-
kowy 1 DNA pochodzity ze szczepu H3N2 A/Sw/Oeden-
rode/96, wyizolowanego od chorej §wini w tym samym
roku. Do badan wykorzystano 10-tygodniowe warchla-
ki, ktore immunizowano 3-krotnie w odstgpach 3-tygod-
niowych. Grupa I otrzymata i.m. wektor posiadajacy
jedynie biatko M2, grupa II otrzymata i.m. ten sam kon-
strukt z dodatkiem adiuwantu, §winie grupy III immu-
nizowano $rodskornie szczepionka zawierajaca obydwa
inserty, natomiast zwierzeta z grupy IV stanowily kon-
trolg. Cztery tygodnie po ostatnim szczepieniu zwierzg-
ta poddano zakazeniu kontrolnemu szczepem HINI.
Rejestrowano wysoki poziom przeciwciatl przeciwko
biatku M, a w grupie III dodatkowo wirusowo specy-
ficzna odpowiedz proliferacyjna ze strony limfocytow
T. Pomimo potencjalnie szerokiego spektrum dziatania
skonstruowaneJ szczepionki nie stwierdzono jej skutecz-
nosci, bowiem nie zabezpieczyla ona zadnej ze $win
przed zakazeniem kontrolnym. Zaobserwowano nato-
miast wigksze nasilenie objawoéw chorobowych u §win
szczepionych w porownaniu z grupa kontrolna, a wspot-
czynnik $miertelnosci w grupie III wynosit az 50%. Tak-
ze szczepienie konstruktem z samym biatkiem M2,
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w odroznieniu od odpornosci, jaka uzyskaty immuni-
zowane poréwnawczo myszy, nie zapewnito §winiom
ochrony przed zakazeniem, aczkolwiek objawy klinicz-
ne grypy bylty znacznie tagodniejsze w porownaniu do
swin kontrolnych czy zwierzat z grupy IIl. Nie wyjas-
niono jednoznacznie tego zjawiska, przypuszczalnie lim-
focyty Th nasility proces zapalny. Brak protekcji mogt
rowniez wynika¢ z niezgodnosci podtypow szczepu
szczepionkowego oraz uzytego do zakazenia. Podobne
zjawisko rejestrowano w przebiegu zakazenia wirusem
goraczki Denga, gdzie obserwowano nasilenie objawow
chorobowych przez heterotypowe przeciwciala nieneu-
tralizujace (12).

Prowadzac badania nad szczepionkami przeciwko
grypie, ukierunkowanymi na stymulacj¢ mechanizmow
odpornosciowych blon §luzowych, de Filette i wsp. (3)
zwrocili uwage na dobor bezpiecznego i skutecznego
adjuwantu. W tym celu do rekombinowanej szczepion-
ki opartej na genie M2 wklonowanym do wirusa zapa-
lenia watroby typu B jako adiuwant zastosowali enzy-
matycznie aktywna podjednostke toksyny pateczki cho-
lery polaczona z genem kodujqcym fragment proteiny
A Staphylococcus aureus, ktora wiaze sig z receptorem
dla IgG. Okazato sig, ze donosowa aplikacja szczepion-
ki data stuprocentowa ochrong zakazonych kontrolnie
myszy, u ktorych rozwingta si¢ zarowno odpowiedz
humoralna, jak i odpowiedz ze strony limfocytow Thl.
Z kolei podanie dootrzewnowe preparatu powodowato
wprawdzie wzrost miana przeciwcial, ale nie reduko-
walo wspotczynnika §miertelnos$ci.

Podsumowanie

Pomimo wielu wysitkow, na razie brak jest komer-
cyjnego biopreparatu nowej generacji, ktory mogltby
zagwarantowa¢ hodowcom trzody chlewnej spektaku-
larne efekty immunizacji, co powoduje, ze szczepienia
przeciwko grypie §win nie sa powszechnie stosowane.
Nalezy pamigtac, ze badania prowadzone na modelach
zwierzecych maja charakter eksperymentalny, a ich za-
sadniczym celem jest opracowanie skutecznych metod
ochrony ludzi przeciwko grypie. W zwiazku z dynamicz-
nym rozwojem technik molekularnych, by¢ moze, w nie-
dalekiej przysztosci cel ten zostanie osiagnigty. Biorac
pod uwage postepujaca ewolucje wirusa zaleca sig sta-
ty monitoring aktualnie krazacych szczepow w celu oce-
ny zgodnosci antygenow zawartych w szczepionce ze
szczepami wystgpujacymi na danym obszarze geogra-
ficznym.
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