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Del 1: Utforlig sammanfattning

The general aim of this study was to increase knowledge on the outcome of influenza
vaccination in competition horses. Specifically, we monitored the influenza antibody
levels in Standardbred trotters in training vaccinated twice yearly during a 13-month
period.

The study comprised 56 horses from four trainer’s yards, 21 mares, 27 stallions and 8
geldings aged between 2 and 8 years at the start of sampling. The horses were trained
and raced as usual during the study and were high to average performers according to
the trainers. Horses were vaccinated twice yearly, in December and in June, with a
commercial equine influenza vaccine according to the trainers’ standard procedures.
Serum samples were collected monthly, from August year 1 to August year 2 and in
total 549 serum samples were available for the present study. Influenza antibody levels
to A/equi 2/Borliange/91 (an antigen included in the vaccine) were determined with an
in-house ELISA.

Results showed that all horses were seropositive to influenza virus throughout the study
period although antibody levels showed a large variation between individuals.
Significant increases in antibody levels were observed at sampling occasions one and
two months after vaccinations where after antibody levels declined to near pre-
vaccination levels. During the present study period the December vaccination induced
significantly higher increases in antibody levels compared to the June vaccination. The
December vaccination was also preceded by the lowest antibody levels during the
study. Moreover, a correlation between low pre-vaccination and high post-vaccination
antibody levels was observed. A selection of 105 samples with the highest and lowest
antibody levels according to the ELISA were also tested using SRH-methodology that is



considered to give correlates of protection against virus shedding and clinical disease.
From these results it was calculated that the antibody levels detected in our material at
infection with virus strains in the vaccine confer protection against clinical disease in
100 — 94 % of the horses and protection against virus shedding in 97 — 45 % of the
horses during the 13 month period.

Taken together, the kinetics of vaccination induced antibodies in this study differ from
what has earlier been reported from experimental studies with this vaccine type as we
observed more rapid declines in antibody levels in the present material. This is the first
report of long-term kinetics of influenza vaccine induced antibody responses in
competition horses and the results will contribute to the evaluation and design of
vaccination regimes.

This summary is published on the SVA website
(https://www.sva.se/en/research/researches/antibodies-to-equine-influenza-in-real-life-
a-study-of-swedish-trotters-in-training-1538).




Del 2: Rapporten (max 10 sidor)

Inledning

Syfte

Projektets syfte var att 6ka kunskapen om vad som sker nir man vaccinerar
tavlingshéstar mot hastinfluensa. Det specifika malet var att studera hur
antikroppsnivaerna mot héstinfluensavirus hos travhéstar som vaccinerats tva génger
arligen foridndras under en 13-ménadersperiod.

Bakgrund

Infektion med influensavirus orsakar ovre luftvigsinfektion hos hést. Hos héstar utan,
eller med otillrdcklig, immunitet ger infektionen upphov till allvarliga kliniska symptom
med hog feber, respiratoriska symptom och nedsatt allméantillstdnd. Hastarna drabbas
vanligen ocksd av sekunddra bakteriella luftvigsinfektioner. Infektionen orsakar stora
ekonomiska forluster for histniringen och forebyggande behandling, profylax, genom
vaccination dr den viktigaste metoden for att forhindra sjukdom och begréinsa
smittspridning. Att forhindra denna sjukdom anses sa angelédget att bade nationella, t.ex.
Svenska Travsportens Centralférbund (STC) och Svenska Ridsportforbundet, och
internationella, t.ex. Fédération Equestre Internationale (FEI), histsportorganisationer
har infort obligatorisk vaccination for tdvlande héstar.

Manga faktorer kan péverka det skydd som erhalls vid vaccination. Egenskaper hos
vaccinet sdsom vilken variant av viruset det innehéller och vilken hjélpsubstans”, s.k.
adjuvans som anvénds ger grundforutséttningarna for vilket immunsvar som stimuleras.
Vaccinationsintervallet bdde for grundvaccinationen och efterfoljande revaccinationer
ar avgorande for bl.a. hur immunsvaret mognar” och hur linge ett effektivt skydd
kvarstar. Vilket vaccinationsintervall som ger optimalt skydd beror pa egenskaper hos
vaccinet och hur immunsystemet har svarat. Det ér t.ex. sedan lange ként att alltfor tita
vaccinationer, t.ex. medan antikroppssvaren dr under 6kning eller ligger pa hog niva ar
ineffektiva och till och med kan resultera 1 ldgre antikroppsnivéer och otillrdackliga
immunsvar. | extrema fall kan dven s.k. tolerans framkallas och individen blir
ofdrmogen att skapa immunsvar. Hur en individ svarar vid vaccination paverkas ocksa
andra faktorer sdsom stress och nutritions- och hélsostatus.

Betrédffande vaccinationsintervall rekommenderar tillverkarna av alla
histinfluensavacciner som anvinds 1 Sverige idag efter grundvaccinationsprogrammet
en arlig revaccination. STCs och Svenska ridsportforbundets regler stipulerar ocksa
arlig revaccination mot héstinfluensa efter grundvaccination. Det forekommer dock bl.a.
hos svenska travtrinare att man istéllet vaccinerar hdstarna med 6 ménaders intervall.
Aven regimer med #nnu frekventare influensavaccinationer har beskrivits (A. Ekfalk,
personligt meddelande). Vidare anbefaller det internationella ridsportférbundet FEI
vaccination mot héstinfluensa med 6 manaders intervall. Vad vi kédnner till har det dock
inte publicerats nigon studie dver utfallet betrdffande antikroppsnivéerna hos hastar
som vaccinerats tva ganger om aret med moderna hastinfluensavacciner.



Materiell och metoder

Hdistar, provtagning och tillgdngliga prover

Histar och forsoksuppligg har tidigare beskrivits utforligt av Back el al. (2015)
Totalt omfattade materialet 66 varmblodiga travare i trdning hos fyra trdnare. Hastarna
var vid studiens borjan 2-8 ar gamla och ansags av trdnarna vara normal- till
hogpresterande. Alla héstar vaccinerades mot héstinfluensa tva génger/ar med vaccinet
Equip® F vet. (Orion Pharma Animal Health), 1 slutet av december och i slutet av juni,
enligt tranarnas normala rutiner. Under studieperioden trdnades och tdvlades histarna
normalt. De genomgick dven klinisk undersokning och genomforde standardiserade
arbetsprov 1 gang/ménad. Provtagningarna utférdes mellan augusti 2010 (&r 1) och
augusti 2011 (ar 2), d.v.s. under 13 manader.

Serumprover togs 1 gang/manad fran varje hést och férvarades vid -20°C. I denna
studie inkluderades 56 héstar dir serumprover frdn minst 4 provtagningstillfillen fanns
tillgdngliga. Materialet inkluderade da totalt 549 st serumprover fran 28 st 2-driga, 18 st
3-driga, 4 st 4-ériga, 4 st 5-ariga och 2 st 8-ariga histar varav 21 st ston, 27 st hingstar
och 8 st vallacker.

Antikroppsanalys

Kvantifiering av antikroppsnivéerna i serum bestimdes med ELISA-metodik. En
ELISA for detektion av antikroppar mot héstinfluensavirus A/equi 2/Borldnge/91
(H3N8) sattes upp for detta andamal. Viruset odlades pa embryonerade honsdgg och
koncentrerades sedan med ultracentrifugering. Dérefter preparerades en suspension av
virusproteiner med hjélp av sonikering och behandling med detergent (Triton™ X-100,
Sigma-Aldrich, www.sigmaaldrich.com) och proteinkoncentrationen bestdmdes med
Bradfordanalys. Proteinsuspensionen anvéndes som coatingantigen vid en koncentration
av 5 pg/ml 1 0.05 M Na,CO3/NaHCOs; coatingbuffert, pH 9.6, in flatbottnade 96-brunns
ELISA-plattor (PolySorp, Nunc™, ThermoFisher Scientific, www.thermofisher.com).
Fosfatbuffrad koksaltlosning med 0.05 % Tween 20 (Sigma-Aldrich) anvindes for
blockering, for provspddning och som tvéttbuffert. Serumsproverna analyserades vid en
initial spadning pa 1:1000 som sedan titrerades 1:2 ytterligare sju génger. I varje platta
analyserades som positiv kontroll dven ett referensserum mot A/equi2/Newmarket/2/93
(#E0850022, European Pharmacopoeia, European Directorate for the Quality of
Medicine & HealthCare, www.edqm.eu) och som negativ kontroll ett serumprov fran en
oinfekterad och ovaccinerad forsokshast ®. Antikroppar som bundit virusproteinerna
detekterades med peroxidaskonjugerad get anti-hést IgG antikropp (#108-035-008,
Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc., www.jacksonimmmuno.com) och
bindningen visualiserades med substratlosning (1-Step™ Turbo TMB-ELISA,
ThermoFisher Scientific). Reaktionen stoppades vid en standardiserad tidpunkt med 2
M H;SOy4 och absorbansen vid 450 nm, Auso , méttes 1 en ELISA-spektrofotometer.
Absorbanskurvan for varje prov plottades och en teoretisk spadning (titer) for att erhélla
ett absorbansvirde pa 1 rdknades ut med hjélp av regressionsanalys av kurvans linjédra
del.

Dataanalys
Resultaten frén antikroppsanalyserna (titrar) presenteras som geometriska medelvirden
+ 95% konfidensintervall som bada berdknades med hjilp av programvaran R @,



Virden dér konfidensintervallen inte 6verlappar varandra ansags vara statistiskt
signifikant skilda at. Spearmans rangkorrelationsanalys av relativa antikroppsnivéaer
inom individ fore och efter vaccination utférdes ocksd med programvaran R.

Resultat och diskussion
I den hér studien analyserades serumprover fran 56 varmblodiga travhéstar i traning for
méngden antikroppar mot hastinfluensavirus. Héstarna vaccinerades rutinmaissig tva
génger om aret med det kommersiella vaccinet Equip® F vet. Detta vaccin ér ett
subenhetsvaccin av ISCOM-typ  vilket innebir att vaccin-antigenen ar inkorporerade i
komplex som bestar av Quil A (saponin), fosfatidylkolin och kolesterol vilka agerar
adjuvans. Antigenen i detta vaccin dr hemagglutinin (ett ytprotein) fran
hastinfluensavirusstammarna: A/equi 1/Newmarket/77 (H7N7, ”Al-virus”), A/equi
2/Borldnge/91 och A/equi 2/Kentucky/98 (H3N8, ”A2-virus”). Ingen av dessa
virusstammar anses vara i cirkulation i histpopulationen for nirvarande ©. Vid
influensautbrott isoleras nu vanligen stammar som tillhor s.k. klad 1 eller klad 2 av
Florida-sublinjen som bland de aktuella vaccinstammarna dr mest slikt med A/equi
2/Kentucky/98. For att fa ett bra matt pa antikroppar som producerats i forsta hand som
svar pa vaccinationen valde vi i denna studie darfor A/equi 2/Borldnge/91 som mélstam
for att mata mangden antikroppar.
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Figur 1. Antikroppstitrar mot influensavirus (Alequi 2/Borlange/91) i serum  efter vaccinationerna
fran travhastar som vaccinerats | december ar 1 respektive juni ar 2 (roda  under studien. Endast
pilar). Geometriska medelvérden + 95% konfidensintervall (532n<25). vaccinationen 1 december
ar 1 foljdes bade fore
vaccinationen och vid fler tillfillen efter vaccinationen och efter denna hade
antikroppsnivaerna sjunkit till signifikant ldgre nivéer vid provtagningstillfallet 3



manader efter vaccinationen och forblev vid dessa nivéer till foljande vaccination, d.v.s.
ijuni ar 2. Efter vaccinationen som foregick studieperioden, d.v.s. juni ar 1, verkar
vaccinationssvaret vara nagot lagre an efter de 6vriga vaccinationerna
(antikroppsnivéerna for augusti ar 1 var signifikant lagre &dn de for januari ar 2 men
skiljde sig inte signifikant fran de for februari, juli eller augusti ar 2). Den snabba
reduceringen av antikroppsnivaerna som vi observerade 3 méanader efter vaccination
overinstimmer inte med den kinetik som rapporterats efter avslutad grundvaccination
med detta vaccin dir antikroppsninvaerna avtar gradvis till studiens slut vid 27 veckor
efter den sista (tredje) vaccinationen ©. Likaledes uppvisade antikroppsnivierna ett mer
gradvis avtagande bade efter avslutad grundvaccination och efter re-vaccination nar
héstar vaccinerades med ett liknande influensavaccin med ISCOM-Matrix adjuvans .
Faktorer som kan ha medverkat i att antikroppsmangden verkar avta snabbare 1 vart
material &n vad som rapporterats 1 experimentella studier dr bland annat att hastarna i
vart material trinades och tdvlades aktivt. Det &r ként att fysisk aktivitet pdverkar
immunsystemet och studier i t.ex. ménniskor har visat att intensiv trdning kan paverka
immunsvaret negativt medan mer moderat aktivitet har positiva effekter ®. En
experimentell studie i hist har ocksa visat att influensavaccinerade héstar som
genomgick intensiv traning under en 5-dagars period uppvisade nedsatt immunsvar mot
influensavirus och okad kénslighet nir de infekterades experimentellt med viruset .
Vidare kan det titare vaccinationsintervallet, var sjitte manad, 1 vart material ocksa
paverkat antikroppsnivaernas kinetik. Vi skall nu undersoka antikroppssvaren i vér
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visade att ligre vaccination i december ar 1 respektive juni ar 2. Geometriska
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respektive 3-ariga och aldre hastar (n=18 for bada).
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antikroppsnivéer efter vaccination (Spearmans rho=-0.241, p=0,03). Dessa resultat ar 1
linje med den vedertagna uppfattningen att de initiala antikroppsnivaerna inte far vara
for hoga for att ett kraftigt antikroppsvar ska kunna erhéllas vid en revaccination . En
studie av fullblodshéstar i trdning har ocksé visat att hdstar som vaccinerats mot
influensavirus med ett intervall av 3-6 manader mellan vaccinationerna hade lagre
antikroppsnivaer en médnad efter senaste vaccination dn de som hade mer 4n 6 manader
mellan vaccinationerna ",

Hilften av héstarna 1 var studie var unga, 2 ar, och nyligen tagna i traning vid studiens
borjan vilket eventuellt skulle kunna ha inflytande pa bade antikroppsnivaerna vid
studiens borjan och pd vaccinationssvaren. Resultaten visade dock inte nagra
signifikanta skillnader 1 antikroppsnivéer mellan 2-&riga och éldre héistar vid ndgon
tidpunkt under studien (data ej visade). For den relativa 6kningen av antikroppsnivaerna
efter vaccination tenderade de 2-driga héstarna att ha en hogre 6kning efter
vaccinationen 1 december ar 1 (Figur 2) men skiljde sig inte statistiskt signifikant fran
de dldre histarna. Rapporter fran influensautbrottet bland vaccinerade histar 1
Newmarket, England, 2003 visade att 2-4riga héstar generellt hade en ldgre risk for att
utveckla klinisk sjukdom trots likvirdiga antikroppsnivaer som éldre héstar vilket

indikerar att en kvalitativ skillnad 1 immunsvaren mellan de olika aldersgrupperna
13)

1z,

P4 individuell niva visade fem av hdstarna i studien inte nagon 6kning av
antikroppsnivéerna efter en av vaccinationerna i studien och tva av héstarna visade
ingen hojning av antikroppsnivderna vid ndgon av vaccinationerna. Detta kan bero pé
misstag eller tekniska problem vid vaccinationen eller att histarna var
immunsupprimerade, t.ex. pd grund av stress eller medicinering vid
vaccinationstillféllet. Nagon/nigra av dessa hdstar kan dven ha varit genetiskt betingad
till laga immunsvar. En utav de éldre (8 ar) hdstarna i studien hade hoga
antikroppstitrar, titer pa 2900-6900, vid alla provtagningstillfallena utan tydligt
samband med vaccination. Detta skulle kunna tyda pa att denna hist vid ett tidigare
tillfalle genomgétt en influensavirusinfektion dd immunsvaren vid naturlig infektion ar
betydligt starkare 4n de vid vaccination och kvarstar under mycket lingre tid '* '),

Ett urval av 105 serumprover med de hdgsta och lagsta antikroppsnivéerna enligt
ELISA metodiken analyserades ocksd med s.k. SRH-metodik av vir samarbetspartner
Dr Janet Daly, University of Nottingham, England, f6r antikroppsanalys med s.k. SRH-
metod (single radial haemolysis test). Denna metod detekterar och kvantifierar
komplemetfixerande antikroppar mot hemagglutinin och dr den metod som anvénds for
att ge virden som relateras till skyddande immunitet '®. Med resultaten fran denna
analys uppskattades att antikroppsnivéerna 1 vart material, vid infektion med virus som
ingar 1 vaccinet, ger skydd mot klinisk sjukdom hos 100 — 94 % av héstarna och skydd
mot virusutsondring 1 97 — 45 % av hidstarna under studieperioden.

En sammanfattning av resultaten frén projektet ar publicerad pd SVAs hemsida
(https://www.sva.se/forskning-och-utveckling/aktuella-forskningsprojekt/antikroppar-
mot-hastinfluensa-i-verkligheten-en-studie-av-vaccinerade-svenska-travhastar-i-traning)
och studien héller pa att sammanstéllas for publikation i en internationell peer-review
tidskrift.




Slutsatser

Sammantaget visar resultaten fran detta material pa potentiella skillnader i
antikroppssvaren vid influensavaccination av héstar 1 trdning jamfort med de
antikroppssvar som tidigare observerats vid experimentell utvirdering av vaccinet.

Nytta for naringen och rekommendationer

Detta dr den forsta detaljerade langtidsstudien av antikroppssvaren vid
influensavaccination av héstar i traning. Resultaten visar pa skillnader mellan svaren
hos denna héstpopulation jamfort med vad som tidigare var kédnt. De trinade héstarna 1
var studie visade bland annat en kortare period med hoga antikroppsnivéer efter
vaccination dn vad man kunde forvianta med tanke pa vad som tidigare visats i visats i
experimentella studier. Det verkar ocksa som att ett hogre antikroppssvar erhalls om
histarna vaccinerats nér antikroppsnivaerna sjunkit en ldgre nivd. Denna typ av kunskap
behovs for att utforma effektiva vaccinationsprogram for tavlingshéstar. I framtiden
skulle en liknande studie som denna av hastar som vaccinerats enligt tillverkarens
rekommendation, d.v.s. en géng per r, kunna bidra till en bédttre utvéirdering av utfallet
vid olika vaccinationsregimer.
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Vetenskapliga Planerad artikel 1 den internationella peer-review tidskriften
publiceringar Vapcine: ”Oqtcome of vaccination against'equine influenza virus
twice yearly in Standardbred trotters in training”, Wattrang E,
Back H, Treiberg-Brendtsson L, Daly J & Zohari S
(")Vl'iga Presentation av resultat vid “International Veterinary
publiceringar Immunology Symposium” 1 Seattle, USA, augusti 2019, Wattrang
E, Back H, Treiberg-Brendtsson L, Daly J & Zohari S.
Resultaten ar presenterade pd SVAs hemsida
Pa svenska: https://www.sva.se/forskning-och-
utveckling/aktuella-forskningsprojekt/antikroppar-mot-
hastinfluensa-i-verkligheten-en-studie-av-vaccinerade-svenska-
travhastar-i-traning)
Pa engelska:
https://www.sva.se/en/research/researches/antibodies-to-equine-
influenza-in-real-life-a-study-of-swedish-trotters-in-training-1538
Muntlig
kommunikation
Studentarbete

Ovrigt




