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Odpornosc przeciw zakazeniu wirusem influenzy koni
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Immunity against equine influenza virus infection

Summary

Influenza virus plays an important role in respiratory diseases in horses. Equine influenza virus is repre-
sented by two different serotypes: H7N7 and H3N8. The strain H7N7 has not been isolated since 1980 and H3N8
circulates in the equine population throughout most of the world. For preventive and prophylactic measures
inactivated and subunit vaccines are most commonly used. Contrary to natural infections, traditional vaccines
induce neither cytotoxic lymphocytes T nor mucosal antibodies and they do not provide enduring immunity.
There is also the difference in the immune response as the natural infection induces IgA, IgGa and IgGb anti-
bodies whereas the traditional vaccines induce IgGe and IgG(T) and no IgA. The low efficacy of the traditional
vaccines also depends on an antigenic drift of the surface glycoprotein — hemagglutynin.
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Wirus influenzy koni nalezy do rodziny Orthomyxovi-
ridae do typu A i reprezentuja go dwa serotypy: H7N7
(podtyp A1) oraz H3N8 (podtyp A2). Ostatnia izolacja
wirusa H7N7 miata miejsce w 1980 r. w Jugostawii (19).
Obecnie w populacji koni krazy tylko podtyp A2, ktéry
dzieli si¢ na dwie linie ewolucyjne linig szczepow ame-
rykanskich oraz linig szczepéw europejskich. Podstawe
tej klasyfikacji stanowi lokalizacja geograficzna tych
dwoch puli genowych wirusa influenzy. R6znice migdzy
dwiema liniami ewolucyjnymi dotycza genéw kodujacych
nastgpujace biatka wirusowe: kompleks polimerazy (PB1,
PB21PA), hemaglutyning (HA), neuraminidaze (NA) oraz
biatka NS. Wirus influenzy koni moze wystgpowac ende-
micznie, moze tez wywotywac epidemie o duzym zasig-
gu geograficznym. Aktualnie epidemie influenzy zazwy-
czaj wystepuja poza Europa (14) i sa powodowane przez
wirus H3N8 (A2). Wirus powoduje straty zwlaszcza
w hodowli koni wierzchowych, sportowych, bowiem
zwierzeta rekonwalescenci czgsto nie powracaja do stanu
zdrowia sprzed zachorowania (21, 22).

Chorobotworczo$¢ wirusa influenzy koni

Podobnie jak influenza u ludzi, influenza koni jest
wysoce zarazliwa choroba. Wirus najczesciej przenosi si¢
droga inhalacji. Wymiana koni pomigdzy stadninami, to-
rami wyscigowymi zwigksza ryzyko transmisji zakaze-
nia. Po okoto 1 do 3 dni inkubacji wystepuja pierwsze
symptomy chorobowe: wzrost cieptoty ciata do 41°C,
napadowy, suchy kaszel, wyciek z nosa, niech¢é¢ do
ruchu spowodowana bolem migsni, brak apetytu, powigk-
szenie podzuchwowych we¢ztéw limfatycznych i oso-
wienie. Szczegblnie kaszel sprzyja rozprzestrzenianiu si¢
wirusa. Nasilenie objawdw chorobowych zalezne jest od
szczepu wirusowego oraz statusu immunologicznego za-

infekowanego zwierzgcia. Zapalenie oskrzeli, oskrzelikow
oraz ptuc moga by¢ nastepstwami zakazenia wirusem in-
fluenzy. W przypadku braku wspolzakazenia bakteryjne-
g0, nasilenie objawow chorobowych stabnie w okresie
2 tygodni. Notowane byly rowniez przypadkl (dotyczace
koni o obnizonej odpornosci) penetracji wirusa influenzy
w glab btony podstawowej komodrek nabtonka drog od-
dechowych, co w dalszej fazie moze prowadzi¢ do zapa-
lenia mig$ni, zapalenia migénia sercowego, obrzeku czy
nawet zapalenia mézgu (3, 7).

Odpowiedz immunologiczna komdrkowa i humoralna
na zakazenie wirusem influenzy koni

Wirus influenzy koni wnika i replikuje si¢ w komor-
kach nablonka drog oddechowych. W efekcie komorki
nabtonka gornych drog oddechowych traca orzgsienie
w ciagu 4-6 dni po zakazeniu. Inicjacja odpowiedzi im-
munologicznej zwiazana jest z tkankami limfatycznymi
gornych drog oddechowych —NALT (nasal associated lim-
phoid tissue). Odpornos¢ przeciwgrypowa warunkowana
jest zarowno przez komorkowe, jak i humoralne mecha-
nizmy obronne. Majq one za zadanie zapobieganie oraz
ograniczenie szerzenia sig infekcji (18, 24). Odpowiedz
komorkowa na zakazenie wirusem influenzy koni jest
dlugoterminowa i moze by¢ niezalezna od wytwarzania
przeciwcial. W toku odpowiedzi komorkowej indukowa-
ne sa cytotoksyczne limfocyty T oraz pomocnicze limfo-
cyty T. Cytotoksyczne limfocyty T (Tc) zalezne od MHC
klasy I (Major Histocompatibility Class I) rozpoznaja an-
tygeny wewnatrzkomorkowe. Natomiast pomocnicze lim-
focyty T (Th) zalezne od MHC klasy II rozpoznaja anty-
geny egzogenne. HA wirusa influenzy zwiazana z btona
komorek gospodarza wywoluje jedynie staba odpowiedz
komoérkowa typu Th. HA moze réwniez powstawac
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w cytoplazmie jako wynik delecji sekwencji cDNA,
kodujacej N-koncowy peptyd sygnatowy HA. Wowczas
indukowana jest silna odpowiedz komorek Tc przeciwko
HA. Lokalizacja biatka HA w komorce decyduje, czy sty-
mulowana bedzie odpowiedz zalezna od MHC klasy I,
czy od MHC klasy II (17). Ponadto aktywowane pomoc-
nicze limfocyty T reguluja funkcje¢ komoérek B i T po-
przez wytwarzanie cytokin oraz innych czynnikow che-
motaktycznych. Indukowana jest lokalna synteza inter-
leukiny 6 (IL-6) oraz interferonu &/ (INF a/f). Nastepu-
je rowniez wzrost poziomu interferonu y (INF-y), inter-
leukiny 4 (IL-4) oraz interleukiny 2 (IL-2) we krwi ob-
wodowej oraz w wezlach limfatycznych. Szczegdlna rolg
odgrywa lokalna synteza cytokin zapalnych: IL-6 oraz
INF a/B. IL-6 aktywuje limfocyty B i T, jest zaangazowa-
na w produkcj¢ wydzielniczych przeciwcial klasy IgA.
INF a/f pobudza komorki NK (natural killer) oraz po-
mocnicze limfocyty T (9, 13, 16).

Odpowiedz humoralna skierowana jest przeciwko po-
szczegblnym biatkom wirusowym. Stopien glikozylacji,
masa czasteczkowa oraz liczba kopii danego biatka
w wirionie warunkuja ich aktywno$¢ immunologiczna.
Szczegdlna rolg w indukcji odpowiedzi humoralnej od-

Tab. 1. Wykaz szczepionek przeciw zakazeniom wywolanym przez
wirus influenzy koni dopuszczonych do obrotu na terytorium Polski
wg Rejestru Produktow Leczniczych Weterynaryjnych (stan na sier-

pien 2006 r.)
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grywaja dwa wirusowe biatka powierzchniowe: hema-
glutynina i neuraminidaza. Zar6wno hemaglutyning, jak
i neuraminidazg cechuje duza zmienno$¢. Zrédlem zmien-
nosci sa najczesciej mutacje typu missens. Wtedy kon-
sekwencja zmiany pojedynczego nukleotydu jest zmiana
aminokwasu w kodowanym biatku wirusowym. Mutacje
wystepuja czesto, powoduja dryft antygenowy i sa przy-
czyna nieskutecznosci stosowanych szczepionek (4). Me-
chanizmy immunologiczne stymulowane przez hemaglu-
tyning i neuraminidaz¢ warunkuja odpornos¢ homotypo-
wa. Odpornosc heterotypowa, obejmujaca szersze spek-
trum szczepow wirusowych, oparta jest o mniej zmienne
biatka np. nukleoproteing lub biatko M1.

W obronie organizmu przed zakazeniem biora udziat
przeciwciala zawarte w wydzielinach §luzowych, jak row-
niez neutralizujace przeciwciata zawarte w surowicy.
U koni wyrdznia si¢ immunoglobuliny klas: IgM, IgE,
IgA oraz, w odrdznieniu od czlowieka, 5 izotypow im-
munoglobulin klasy IgG: IgGa, Ing IgGe, IgG(T) oraz
IgG(B). Niektore zrodta podaja szes¢ izotypow immuno-
globulin IgG (20). Szczegodlne znaczenie odgrywaja im-
munoglobuliny klasy IgA wystgpujace w wydzielinach
gornych droég oddechowych. Stanowia one barierg ochron-
ng przed wirusem (11). Podczas transportu przez
komorki nabtonka przeciwciata IgA sa zdolne do
neutralizacji wewnatrzkomorkowych czastek wi-
rusowych juz w pierwszym etapie zakazenia.
Efektywna obrona przed zakazeniem uwarunko-
wana jest produkcja wydzielniczych przeciwciat

Nazwa szczepionki Sktad szczepionki

IgA oraz humoralnych przeciwciat IgGa i IgGb.

glikoproteiny herpeswirusa koni typ 1, inaktywowane
szczepy wirusa influenza koni: A/equine-1/Prague/56,
A/equine-2/Newmarket/2/93

podjednostki HA i NA wirusa influenzy koni szczepow:
A/equine-1/Prague/56, A/equine-2/Newmarket/1/93,
A/equine-2/Newmarket/2/93, toksyna tezcowa

Equiffa

Equilis Equenza T

Equilis Resequin NN |i typu 4 (2252), podjednostki HA wirusa influenzy koni

toksyna tezcowa

inaktywowany szczep herpeswirusa koni: typu 1 (RAC-H)

Plus szczepow: A/equine-1/Prague/56, A/equine-2/Newmarket/1/93,
A/equine-2/Newmarket/2/93
inaktywowane szczepy wirusa influenzy koni:

Tetagripiffa A/equine-1/Prague/56, A/equine-2/Newmarket/2/93,

Szczepionki tradycyjne

‘Najpowszechniej stosowane sa szczepionki za-
wierajace inaktywowane wirusy oraz szczepion-
ki podjednostkowe. Nie zapewniaja one catko-
witej ochrony przed zakazeniem, zwlaszcza
u mtodych koni (12). Tabele: 1 i 2 przedstawiaja
wykaz szczepionek zatwierdzonych do uzytku na
obszarze Polski i Unii Europejskiej. Szczepionki
inaktywowane zawieraja awirulentne, pozbawio-
ne zdolno$ci namnazania si¢ w organizmie bior-
cy wirusy, przy jak najmniejszej modyfikacji istot-

Tab. 2. Wykaz szczepionek przeciw zakazeniom wywolanym przez
wirus influenzy koni dopuszczonych do obrotu na podstawie pozwolen

wydanych przez Rad¢ Unii Europejskiej

nych determinant antygenowych. Czasteczki in-
aktywowanych wirionow dostaja si¢ do komorek
gospodarza na drodze endocytozy. Wewnatrz en-
dosomoéw ulegaja degradacii do peptydow, gdzie
1qczq si¢ z czasteczkami MHC klasy II. Po poja-

Nazwa szczepionki Sktad szczepionki

wieniu si¢ na powierzchni komorki gospodarza

podjednostki HA wirusa influenzy koni szczepow:
A/equine-1/Prague/56, A/equine-2/Newmarket/1/93,
A/equine-2/Newmarket/2/93

podjednostki HA wirusa influenzy koni szczepow:
A/equine-1/Prague/56, A/equine-2/Newmarket/1/93,
A/equine-2/Newmarket/2/93, toksyna tezcowa

Equilis Prequenza

Equilis Prequenza Te

posiadajace wtasciwos$ci ekspresji genu HA wirusa

influenzy koni szczepéw: A/equine-2/Kentucky/94,
A/equine-2/Newmarket/2/93, toksyna tezcowa

2 rekombinanty wirusa canarypox (vCP1529 i vCP1533)

AL influenzy koni szczepdw: A/equine-2/Kentucky/94,
A/equine-2/Newmarket/2/93
2 rekombinanty wirusa canarypox (vCP1529 i vCP1533)
ProteqFlu-Te posiadajace wtasciwosci ekspresji genu HA wirusa

aktywuja limfocyty T pomocnicze, tylko w zni-
komym stopniu antygeny zdegradowane w endo-
somach (egzogenne) wiaza si¢ z czasteczkami
MHC Kklasy I, co, jak juz wspomniano, warun-
kuje skuteczna odpowiedz cytotoksyczna. Szcze-
pionki podjednostkowe zawieraja w swym skta-
dzie oczyszczone wirusowe glikoproteiny po-
wierzchniowe: hemaglutyning (HA) i neuramini-
dazg¢ (NA). Wobec duzej zmiennosci glikopro-
tein powierzchniowych wirusa influenzy, przeciw-
ciata indukowane przez szczepy szczepionkowe
czgsto nie rozpoznaja i nie inaktywuja antygenow
pochodzacych od mutantdéw, zatem szczepienie
jest nieskuteczne (10, 15, 17, 23).
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Pordwnanie odpowiedzi humoralnej koni
po przechorowaniu oraz po szczepieniu
szczepionkg zawierajgcq inaktywowane wirusy

Naturalne zakazenie indukuje wytwarzanie immuno-
globulin klas: IgA, IgGa i IgGb zaréwno w surowicy, jak
1w wydzielinie gérnych drog oddechowych. Poziom im-
munoglobulin IgA jest zdecydowanie wyzszy w wydzie-
linie z gornych drég oddechowych niz we krwi, odwrotne
zjawisko ma miejsce w przypadku immunoglobulin IgGa
1 IgGb. Najwyzszy poziom immunoglobulin IgA i IgGa
obserwowany jest 16. dnia po zakazeniu, po czym stabi-
lizuje si¢ w ciagu 53 dni w przypadku przeciwciat IgA
1100 dni dla przeciwciat [gGa. Naturalna infekcja stymu-
luje indukcjg przeciwcial IgA przez okres 3-5 miesigcey.
Poziom immunoglobulin IgGa osiaga swe apogeum przed
30. dniem po zakazeniu, nastgpnie obniza si¢ w ciagu ko-
lejnych 72 dni do osiagnigcia stalego poziomu w surowi-
cy, natomiast pozostaje podwyzszony w wydzielinie
z gomych drog oddechowych. Przeciwciata: [gGe 1 IgG(T)
nie zostaty wykryte. Calkowita kliniczna i immunologicz-
na odporno$¢ po przebyciu infekeji dla szczepéw homo-
logicznych utrzymuje si¢ co najmniej 32 tygodnie, a od-
porno$¢ czgsciowa ponad rok (6).

Surowica oraz wydzielina z gérnych drég oddechowych
koni immunizowanych szczepionka inaktywowana cha-
rakteryzuje si¢ brakiem przeciwciat w obrebie klasy IgA,
1izotypow: IgGa, IgGb, natomiast stwierdzono obecno$¢
przeciwcial izotypu IgG(T) w surowicy. W 16. dniu po
szczepieniu obserwowany jest najwyzszy poziom prze-
ciwcial IgG(T), po czym, w ciagu nastgpnych 93 dni utrzy-
muje on stata wartos¢. Przeciwciata IgG(T) indukowane
szczepionka inaktywowana utrzymuja si¢ w surowicy
krocej niz 100 dni po szczepieniu i nie zapewniaja catko-
witej ochrony przed kolejna infekcja (8, 19).

Zatem dtugotrwata ochrona przed zakazeniem wirusem
influenzy jest warunkowana obecno$cig przeciwciat IgA
w wydzielinach gomych drog oddechowych oraz surowi-
czych przeciwciat IgGa i IgGb. Jak wspominano wczes-
niej, inaktywowane szczepionki indukuja produkcje prze-
ciwcial IgG(T) i w niektorych przypadkach IgGe (8).
Mechanizmy regulujace indukcj¢ immunoglobulin IgGa/
IgGb réznig sig zasadniczo od mechanizméw reguluja-
cych wytwarzanie przemwmal IgG(T). Zarowno przeciw-
ciata IgG(T), jak rowniez przeciwciata IgGc nie zapew-
niaja skutecznej ochrony przed zakazeniem wirusowym.
Przeciwciata IgG(T) odgrywaja znaczaca rol¢ w neutrali-
zacji toksyn bakteryjnych oraz sa istotnym czynnlklem
w zwalczaniu pasozytow jelitowych. Dodatkowo, zarow-
no immunoglobuliny IgG(T), jak IgGc, nie wiaza dopet-
niacza i moga hamowac neutralizacje antygenéw wiruso-
wych przez inne izotypy przeciwciat [gG. Monocyty i neu-
trofile nie posiadaja miejsc receptorowych dla Fc immu-
noglobulin IgG(T), podczas gdy moga wiaza¢ inne izoty-
py IgG oraz przeciwciata IgA. Jak juz wspomniano, te
cechy immunoglobulin IgG(T) i IgGc wskazuja na ich
niewielka skuteczno$¢ w ochronie przed zakazeniem wi-
rusem influenzy. W odroznieniu, przeciwciata [gGa i [gGb
sa efektywne podczas procesu opsonizacji i posrednicza
w mechanizmie cytotoksycznosci komorkowej zaleznej
od przeciwcial (ADCC — antibody dependent cellular cyto-

toxity) (1, 13).
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Odpowiedz immunologiczna indukowana przez natu-
ralne zakazenie w dalszym ciagu jest najdoskonalsza (5),
a szczepionki tradycyjne — inaktywowane i podjednost-
kowe nie indukuja cytotoksycznych limfocytow T ani
przeciwcial IgA w wydzielinach §luzowych, co ma klu-
czowe znaczenie w uzyskaniu odpornosci (2). Konieczne
stato si¢ wprowadzenie szczepionek nowej generacji, ktore
bardziej skutecznie stymulowataby uktad immunologicz-
ny gospodarza.
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