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Artyku³ przegl¹dowy Review

Jednym z g³ównych czynników etiologicznych wy-
wo³uj¹cych schorzenia uk³adu oddechowego u koni
jest wirus influenzy. Powoduje on straty zw³aszcza
w hodowli koni wierzchowych, sportowych, bowiem
zwierzêta rekonwalescenci czêsto nie powracaj¹ do
stanu zdrowia sprzed zachorowania. Wymiana koni
pomiêdzy stadninami, torami wy�cigowymi zwiêksza
ryzyko transmisji zaka¿enia. W takiej sytuacji immu-
noprofilaktyka influenzy ma bardzo istotne znaczenie.
W celu zapobiegania infekcjom zaleca siê czynne uod-
pornianie koni (28).

Szczepionki przeciwko influenzie koni
i ich skuteczno�æ

Najpowszechniej stosowane s¹ szczepionki zawie-
raj¹ce inaktywowane wirusy oraz szczepionki podjed-
nostkowe. Szczepionki inaktywowane wykorzystuj¹
kompletne cz¹stki wirusowe inaktywowane najczê�ciej
substancjami chemicznymi. Natomiast szczepionki
podjednostkowe zawieraj¹ w swym sk³adzie oczysz-
czone wirusowe glikoproteiny powierzchniowe: hema-
glutyninê (HA) i neuraminidazê (NA). Szczepionki
inaktywowane i szczepionki podjednostkowe nie za-
pewniaj¹ d³ugotrwa³ej odporno�ci, a w szczególno�ci
s¹ nieskuteczne u m³odych koni (6, 11, 12, 20). Zasto-
sowanie w szczepionce szczepu blisko spokrewnio-
nego z tym, który aktualnie kr¹¿y w populacji koni,
zdecydowanie poprawia jej efektywno�æ. Ka¿dego
roku OIE (World Organisation of Animal Health), na

podstawie charakterystyki ostatnio izolowanych szcze-
pów influenzy koni og³asza, które szczepy s¹ rekomen-
dowane do produkcji szczepionek. Szczepami og³o-
szonymi w styczniu 2006 r. jako rekomendowane s¹:
A/eq/South Africa/4/2003 (H3N8) linia amerykañska
(lub A/eq/Ohio/2003) oraz A/eq/Newmarket/2/93
(H3N8) linia europejska (lub A/eq/Suffolk/89 i A/eq/
Borlänge/91) (1).

Szczepionki nowej generacji
zawieraj¹ce ¿ywe szczepy wirusowe

Zastosowanie w szczepionkach ¿ywych szczepów
wirusowych, które nie wywo³uj¹ objawów chorobo-
wych, natomiast pobudzaj¹ uk³ad immunologiczny,
daje szansê na efektywniejsz¹ i d³u¿sz¹ odporno�æ
porównywaln¹ do odporno�ci poinfekcyjnej. Szczepy
maj¹ce zastosowanie w tym przypadku mo¿na uzys-
kaæ poprzez atenuacjê z wykorzystaniem niskich tem-
peratur lub nowoczesnej techniki genetycznej okre�la-
nej jako reverse genetics. Stosowane s¹ równie¿ wiru-
sowe wektory szczepionkowe dla genów bia³ek wirusa
influenzy (2, 4, 18).

Nowa, donosowa szczepionka zawieraj¹ca mody-
fikowany ¿ywy wirus, otrzymana z zastosowaniem
atenuacji szczepu macierzystego poprzez stopnio-
we obni¿anie temperatury namna¿ania (szczepion-
ka zatwierdzona do u¿ytku)

Przyk³adem wprowadzania nowych typów szczepio-
nek jest szczepionka MLV (modified-live virus) � Flu
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Avert. Szczepionka zawiera w swym sk³adzie mody-
fikowany, ¿ywy wirus influenzy koni. W celu otrzy-
mania szczepu wirusowego zastosowano atenuacjê
poprzez seriê pasa¿y na zarodkach kurzych ze stop-
niowym obni¿aniem temperatury do 26°C. Szczepion-
ka w przeciwieñstwie do tradycyjnej inaktywowanej,
nie posiada w swym sk³adzie adjuwantu i jest poda-
wana donosowo. Celem atenuacji by³o uzyskanie
szczepu wirusowego, wydajnie namna¿ajacego siê
w ni¿szych temperaturach. Ta ni¿sza temperatura wy-
stêpuje w górnych drogach oddechowych koni, gdzie
indukowana jest lokalna i systemowa odpowied� im-
munologiczna. Mutant wra¿liwy na temperaturê
niezdolny jest do replikacji w obrêbie dolnych dróg
oddechowych, gdzie temperatura jest zdecydowanie
wy¿sza. Wirus wykorzystany w szczepionce otrzyma-
no z dzikiego szczepu H3N8 A/equine/KY/91. Klony
wirusa zosta³y wyselekcjonowane z poszczególnych
pasa¿y i scharakteryzowane fenotypowo pod wzglê-
dem stabilno�ci oraz wra¿liwo�ci na temperaturê
z u¿yciem linii komórkowej MDCK (Madin Darby
Canine Kidney). Selekcja opiera³a siê na obserwacji
efektu cytopatycznego oraz badaniu intensywno�ci syn-
tezy bia³ek w temperaturze 34°C w porównaniu do
39,5°C. Wybrane klony zosta³y poddane testom na
bezpieczeñstwo oraz skuteczno�æ. Fenotyp spe³niaj¹-
cy oczekiwania otrzymano w pasa¿u 34. Szczep u¿yty
do szczepionki wykazywa³ stabilno�æ zarówno w wa-
runkach in vitro, jak i in vivo. Efektem szczepienia
by³a indukcja odporno�ci wobec szczepów hetero-
logicznych influenzy A2 z linii amerykañskiej oraz eu-
ropejskiej (4, 14).

Odpowied� uk³adu immunologicznego wystêpuje
2 tygodnie po szczepieniu MLV i charakteryzuje siê
wzrostem poziomu immunoglobulin: IgGa i IgGb
w surowicy. Szczyt miana immmunoglobulin IgGa na-
stêpuje pomiêdzy 2. a 4. tygodniem po szczepieniu,
nastêpnie miano spada w ci¹gu kolejnych 2 miesiêcy.
Najwy¿szy poziom immunoglobulin IgGb jest osi¹-
gany oko³o 4. tygodnia po szczepieniu.

Szczepienie donosowe MLV u ludzi prowadzi do
powstania immunoglobulin IgA w wydzielinie górnych
dróg oddechowych. W przypadku szczepienia koni nie
zaobserwowano takiego zjawiska (14). Przeprowadzo-
ne badania dowodz¹, ¿e szczepienie nawet pojedyn-
cz¹ dawk¹ MLV koni, które wcze�niej nie mia³y kon-
taktu z wirusem influenzy zapewnia 3-miesiêczn¹
ochronê przed zaka¿eniem szczepem homologicznym.
Inaktywowana szczepionka komercyjna zawieraj¹c¹
zabity wirus nie zapewnia takiej ochrony (13).

Pojawia siê niebezpieczeñstwo, ¿e szczepionki MLV,
pomimo swojej wy¿szej skuteczno�ci, mog¹ stanowiæ
zagro¿enie dla zwierz¹t o obni¿onej odporno�ci oraz
nios¹ ryzyko rewersji szczepu atenuowanego do for-
my patogennej (16). Do�wiadczenia przeprowadzone
na koniach poddanych znacznemu wysi³kowi fizycz-
nemu przed szczepieniem w celu obni¿enia kondycji
oraz mitogenezy limfocytów dowiod³y, ¿e i dla takiej

grupy zwierz¹t szczepienie jest bezpieczne i zapew-
nia ochronê przed zaka¿eniem w równym stopniu, jak
u zwierz¹t nie poddanych stresowi (4).

Zastosowanie techniki reverse genetics
Technika reverse genetics pozwala na skonstruowa-

nie ca³kowicie �sztucznego� wirusa � rekombinanta
dziêki sklonowanemu cDNA, koduj¹cego poszczegól-
ne bia³ka wirusowe. Mo¿liwe jest �z³o¿enie� w jeden
wirion genów, dziêki którym wirus bêdzie charaktery-
zowa³ siê cechami po¿¹danymi dla szczepu szczepion-
kowego: bêdzie bezpieczny oraz immunogenny. Dla
uzyskania takiego szczepu wirusowego mo¿na zasto-
sowaæ ró¿ne manipulacje genetyczne: wprowadziæ do
organizmu zwierzêcia geny HA, NA cyrkuluj¹cych
obecnie wirusów oraz geny konserwatywne ze szcze-
pu laboratoryjnego, ³atwo namna¿aj¹cego siê; skon-
struowaæ wirion bez genu dla bia³ka NS1 (bia³ko ma
aktywno�æ antagonisty interferonu, nieblokowany
interferon indukowany infekcj¹ wirusow¹ zapobiega
replikacji wirusowej); stworzyæ mutanta NS2 (dopro-
wadzenie do pojedynczego cyklu replikacyjnego, bez
formowania cz¹stek infekcyjnych). Technika reverse
genetics pozwala na konstrukcjê atenuowanego wiru-
sa w sposób stosunkowo szybki i precyzyjny. Jednak-
¿e jest to koncepcja jeszcze do�æ odleg³a od zastoso-
wania praktycznego (18, 19, 24, 25).

Wykorzystanie wektorów szczepionkowych
Zasada dzia³ania szczepionek tzw. wektorowych

opiera siê na wprowadzaniu do genomu niechorobo-
twórczego wirusa wybranych genów wirusa patogen-
nego. Bezpieczny dla organizmu wirus namna¿a siê
i zapewnia ekspresjê wybranych bia³ek patogennego
szczepu i tym samym indukuje skierowan¹ przeciwko
nim odpowied� immunologiczn¹. Antygeny s¹ prezen-
towane przez MHC klasy I oraz II, stymulowana jest
odpowied� zarówno humoralna, jak i komórkowa.
Wirusy zastosowane w tego typu szczepionkach po-
winny byæ genetycznie stabilne oraz zdolne do przyjê-
cia du¿ego fragmentu obcego genomu. Szczep wirusa
krowianki MVA (modified vaccinia Ankara) jest przy-
k³adem wirusa bêd¹cego modelem wektora wirusowe-
go przenosz¹cego geny wirusa influenzy koni. Jest to
szczep atenuowany, posiadaj¹cy znaczny defekt repli-
kacyjny. Do genomu tego wirusa wprowadzone zosta-
³y geny HA, NA, NP (3). Jednak¿e dla zapewnienia
skutecznej ochrony przed zaka¿eniami z wykorzysta-
niem szczepionek wektorowych stosuje siê szczepie-
nia mieszane. Jest to strategia, gdzie pierwszym szcze-
pieniem jest szczepienie szczepionk¹ DNA (ekspre-
sja HA i NP), a nastêpnie szczepienie z u¿yciem mo-
dyfikowanego szczepu Ankara. Takie postêpowanie
wywo³uje siln¹ indukcjê surowiczych przeciwcia³ IgGa
i IgGb, proliferacjê limfocytów, produkcjê INF-g. Na
szczególn¹ uwagê zas³uguje fakt, ¿e tego typu szcze-
pienie indukuje wydzielnicze przeciwcia³a IgA (2).
Przeprowadzone badania dowodz¹, ¿e zastosowanie
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rekombinowanego wektora MVA z genami wirusa gry-
py jako szczepionki zapewniaj¹ skuteczn¹ ochronê
przed zaka¿eniem.

W 2003 r. modyfikowany wirus canarypox zosta³
zatwierdzony jako wektor koduj¹cy bia³ka HA repre-
zentatywne dla linii europejskiej oraz linii amerykañ-
skiej wirusa influenzy koni i zastosowany jako szczep
szczepionkowy w szczepionce ProteqFlu zatwierdzo-
nej do u¿ytku w Unii Europejskiej. W sk³ad szcze-
pionki wchodzi równie¿ adjuwant � Carbomer 974P.
Szczepionka zapewnia ochronê przed zaka¿eniem
szczepami pokrewnymi w stosunku do kodowanej
hemaglutyniny. Zjawisko dryftu genetycznego, charak-
terystyczne dla wirusa influenzy, powoduje potrzebê
ci¹g³ych modyfikacji genetycznych dla utrzymania jej
efektywno�ci (7, 10, 23).

Szczepionki DNA
Badania dotycz¹ce zastosowania plazmidów DNA

jako szczepionek, rozpoczê³y siê we wczesnych latach
90. Podstaw¹ immunizacji z u¿yciem DNA, jest zdol-
no�æ komórki do pobrania �nagiego� DNA (transfek-
cja), dziêki czemu dochodzi do ekspresji obcych ge-
nów w komórce. Geny wprowadzane do plazmidów
s¹ pod kontrol¹ eukariotycznych promotorów. Szcze-
pionki DNA eliminuj¹ ryzyko rewersji do formy pato-
gennej, jakie mo¿e mieæ miejsce przy zastosowaniu
szczepionek zawieraj¹cych ¿ywe szczepy wirusowe,
brak jest towarzysz¹cych substancji pochodzenia zwie-
rzêcego � materia³ jest wysoce oczyszczony. Z tech-
nicznego punktu widzenia produkcja plazmidów DNA
nie jest droga, s¹ one stabilne i mog¹ byæ przechowy-
wane przez d³ugie okresy w formie zliofilizowanej
(16). Szczepienie DNA zapewnia, ¿e immunogeny s¹
syntetyzowane de novo. Dziêki transfekcji DNA do
komórek gospodarza antygeny mog¹ byæ prezentowa-
ne przez MHC klasy I oraz II, w rezultacie stymulo-
wana jest odpowied� zarówno humoralna, jak i ko-
mórkowa (9, 21).

Szczepionki DNA najczê�ciej w swym sk³adzie
posiadaj¹ geny dla HA. Wprowadzane s¹ równie¿ geny
dla NP i IL-6 oraz adjuwanty, jak np. toksyna przecin-
kowca cholery (5, 27).

Badania przeprowadzone na myszach dowiod³y, ¿e
szczepionka HA-DNA zapewnia ochronê przed zaka-
¿eniem dziêki indukcji przeciwcia³ neutralizuj¹cych �
surowiczych IgA i IgG (22). Badania skuteczno�ci
szczepionki DNA przeprowadzane na koniach (szcze-
piono je �ródskórnie oraz w na �luzówkê górnych dróg
oddechowych � 60 miejsc iniekcji, 3 immunizacje, 70
i 42 dni przerwy pomiêdzy kolejnymi immunizacja-
mi) wykaza³y, ¿e po cyklu szczepieñ osi¹gana jest czê�-
ciowa lub ca³kowita odporno�æ na zaka¿enie szcze-
pem homologicznym (15, 26).

Szczepienie DNA powoduje u koni indukcjê suro-
wiczych immunoglobulin IgGa i IgGb, wydzielniczych
IgG, brak jednak indukcji wydzielniczych przeciwcia³
IgA. Wprowadzenie dodatkowo genu koduj¹cego IL-6,

nie wywo³uje indukcji wydzielniczych immunoglobu-
lin IgA, natomiast pobudza odpowied� pomocniczych
limfocytów T. Zaobserwowano równie¿ poszczepien-
n¹ indukcjê INF-g (26). Ostatnie badania dowodz¹, ¿e
mo¿liwe jest pobudzenie uk³adu immunologicznego
w kierunku produkcji wydzielniczych przeciwcia³ IgA
poprzez podwójn¹ donosow¹ immunizacjê szczepion-
k¹ HA-DNA, która nastêpuje po podwójnym szcze-
pieniu �ródskórnym oraz na b³ony �luzowe górnych
dróg oddechowych (23).

Zastosowanie adjuwantu � toksyny przecinkowca
cholery (CT) i (CTB) dodatkowo stymuluje zarówno
humoraln¹, jak i komórkow¹ odpowied� immunolo-
giczn¹ oraz wp³ywa na indukcjê wydzielniczych prze-
ciwcia³ IgA w porównaniu z zastosowaniem szczepion-
ki HA-DNA bez adjuwantu. Szczepione konie nie s¹
jednak w pe³ni chronione przed infekcj¹ wirusow¹.
Bardzo interesuj¹ce jest to, ¿e niektóre konie po szcze-
pieniu zachowuj¹ pe³n¹ odporno�æ na zaka¿enie po-
mimo bardzo niskiego poziomu przeciwcia³ surowi-
czych (27).

Kuce zaka¿one wirusem influenzy produkuj¹ prze-
ciwcia³a IgGa i IgGb w wêz³ach ch³onnych �ródpier-
siowych. Natomiast szczepienie DNA �ródskórne oraz
na b³ony �luzowe indukuje aktywacjê monocytów
i limfotyców we krwi obwodowej oraz w limfatycz-
nych wêz³ach pachwinowych. Zarówno szczepienie
HA-DNA, jak i naturalna infekcja indukuj¹ surowi-
cze immunoglobuliny IgGa i IgGb (26).

Szczepienia DNA zapewniaj¹ zdecydowanie sku-
teczniejsz¹ ochronê w porównaniu z konwencjonal-
nymi szczepionkami inaktywowanymi. Jednak¿e ba-
dania dowodz¹, ¿e nie zapewniaj¹ 100% ochrony przed
zaka¿eniem. Ma³o praktyczne s¹ równie¿ metody po-
dawania szczepionki � zalecane jest podawanie w wie-
lu miejscach na b³ony �luzowe, �ródskórnie oraz do-
nosowo (23).

Kierunki modernizacji szczepionek
Wprowadzane nowe strategie dotycz¹ce szczepio-

nek przeciwko influenzie koni maj¹ na celu stymula-
cjê odpowiedzi immunologicznej humoralnej, komór-
kowej i wywo³anie ochrony przed infekcj¹ porówny-
walnej do tej, jak¹ indukuje naturalne zaka¿enie.
Szczepionki tradycyjne zawieraj¹ce inaktywowane
wiriony lub podjednostki wirusowe, zapewniaj¹ krót-
koterminow¹ ochronê wobec szczepów homologicz-
nych i indukuj¹ przede wszystkim odpowied� humo-
raln¹. Szczepionki zawieraj¹ce szczepy atenuowane
oraz szczepionki DNA zapewniaj¹ lepsz¹ ochronê
przed zaka¿eniem ni¿ szczepionki tradycyjne. Inne
kierunki modernizacji szczepionek to zastosowanie
nowych adiuwantów, np.: liposomowych z choleste-
rolem, ciep³ochwiejnej toksyny E. coli, syntetycznych
adiuwantów (syntetyczny lipid A, syntetyczne dwu-
niciowe RNA) (16, 24) czy cz¹stek interferuj¹cych
wirusa influenzy (defective-interfering RNAs � DI).
Cz¹stki DI powstaj¹ na skutek pasa¿owania wirusa
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z u¿yciem wysokich inokulów wirusa (17). Nadziejê
budzi równie¿ szczepionka, w sk³ad której wchodzi
bia³ko M2. Jest ono trzecim, obok hemaglutyniny
i neuraminidazy, bia³kiem wchodz¹cym w sk³ad otocz-
ki wirusowej. W cz¹steczce wirusowej wystêpuje
w niewielkiej liczbie kopii. Sytuacja przedstawia siê
inaczej w b³onach zaka¿onych komórek, gdzie bia³ko
to wykazuje du¿¹ ekspresjê. Zablokowanie dzia³ania
bia³ka M2 efektywnie zapobiega replikacji wirusowej
ju¿ w pierwszych etapach zaka¿enia. W przeciwieñ-
stwie do zmiennych glikoprotein powierzchniowych:
HA i NA, bia³ko M2 jest konserwatywne, dziêki cze-
mu szczepionka mo¿e byæ uniwersalna i prawdopo-
dobnie skuteczna wobec zupe³nie nowych szczepów
wirusa influenzy (8).
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