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HUMORALNI IMUNITET KOD STENADI IMUNIH KUJA,
KOJA SU VAKCINISANA ATENUIRANOM I INAKTIVISANOM
VAKCINOM PROTIV PARVOVIRUSNE INFEKCIJE PASA’
HUMORAL IMMUNITY IN PUPPIES OF. IMMUNE BITCHES
VACCINATED WITH AN ATTENUATED AND INACTIVATED
VACCINE AGAINST PARVOVIRAL INFECTION IN DOGS

D. Bacié¢, Sonja Obrenovié, M. Valéié, D. R. Trailovié, D. Dobri¢™

U cilju ispitivanja humoralnog imunog odgovora na vakcinu protiv
parvovirusa pasa kod $tenadi koja potiéu od imunih kuja, vakcinisanih
tokom graviditeta, izveden je ogled na ukupno 56 stenadi iz 10 legala,
koja su bila podvrgnuta trokratnoj vakcinacijiu 7, 11. i 17. nedelji Zivota.
Jedna grupa Stenadi je, pri tome, vakcinisana atenuiranom vakcinom,
dok je Stenad druge grupe vakcinisana inaktivisanom vakcinom. Titar
maternalnih antitela, zatim vakcinalni titar specifiénih antitela ispitivan
je metodom IHA testa.

Titar maternalnih antitela kod Stenadi pre prve vakcinacije bio je u
intervalu od 20 do 1:80. Posle vakcinacije je utvrdeno ocekivano
povecanje titra specifiénih antitela, viSe od 1:160, bez znacajnih razlika
izmedu dva tipa vakcine.

Klju¢ne reci: parvovirusna infekcija, psi, inaktivisana vakcina,
atenuirana vakcina, IHA test

Uvod / Introduction

Parvovirusna infekcija pasa je infektivno oboljenje koje se javija u

prvim nedeljama Zivota i karakteriSu ga miokarditis i intestinalni poremec¢aji, pri
¢emu su narocito osetljiva Stenad nevakcinisanih kuja. Inficirani odrasli psi iako
prijemdivi, pokazuju simptome blagih intestinalnih poreme¢aja ili infekcija prolazi
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inaparentno, a sa primenom adekvatne terapije u najve¢em broju slu¢ajeva obo-
lienje prolazi bez posledica. Slobodno moze da se kaze da su odrasli psi, bilo
vakcinacijom bilo preboljenjem, zasti¢eni od inficiranja parvovirusom pasa. Ste-
nad imunih kuja zasti¢ena su pasivno primljenim antitelima koja poti¢u od majke i
ova zastita traje 7 do 8 nedelja [5]. Prviimunogeni koji su se koristili za imunoprofi-
laksu ovog oboljenja bili su inaktivisani zbog toga $to nije moglo da se ocekuje da
se u kratkom vremenskom periodu obavi atenuiranje ovog DNK virusa. Jedna od
njegovih karakteristika je slaba mutagenost i postojanje malog broja antigeno
razli¢itih izolata i sojeva. Medutim, u poslednjih 10 do 15 godina intenzivno se
radilo na slabljenju virulentnosti i patogenih svojstava ovog virusa, a zadrzavanju
imunogenih karakteristika, tj. na atenuiranju parvovirusa pasa.

Poreklo pseéeg parvovirusa nije sigurno, ali studije ukazuju da je anti-
geno razli¢it od minutnog parvovirusa i psec¢eg adeno-asociranog virusa, a anti-
geno je mnogo blizi virusu macije panleukopenije [7]. Parvovirusi pripadaju grupi
najmanjih i po strukturi najjednostavnijih eukariotskih virusa, veli¢ine 18-24 nm
[1]. |kosaedralnog su oblika, bez omotada, imaju 32 kapsomere — svaka je
pre¢nika 2-4 nm. Parvovirus se sastoji od 50 posto proteina i 50 posto DNK koja
ima tri proteinska omotada, VP1-3. VP-1 i VP-2 su molekularne mase 82,3,
odnosno 67,3 kD. Kao i kod ostalih parvovirusa, sva tri proteina kodira isti gen, pri
&emu postoje znadajna preklapanja poretka amino-kiselina u proteinskom lancu i
antigenoj strukturi molekula. VP-3 se dobija razlaganjem VP-2 proteina enzimom
proteaza. CPV-2 pokazuje hemaglutinirajuéu aktivnost prema eritrocitima prasadi,
madaka i rezus majmuna (pri pH 6,0 do 8,2 i pri temperaturi od 4°C) [2]. Parvovi-
rus pasa tip 2 umnozava se u velikom broju kultura ¢elija koje potiu od kanida, fe-
lida, pa &ak i bovida. Najée$ée se za njegovo umnozavanje koriste kulture Celija
psa (primarne kulture bubrega), macaka (bubreg) i lasica (plu¢a). Infektivni virioni
parvovirusa pasa sadrze 60 proteinskih subjedinica, a koli¢inski je dominantan

VP-2.

Materijal i metode rada / Materials and methods

Ogled je izveden na ukupno 56 $tenadi rase nemacki ovcar u Centru
za obuku pasa Vojne ustanove Kikinda.

Sva $tenad su podeljena u dve grupe: grupa A — Stenad vakcinisana
inaktivisanom vakcinom parvovirusa pasa i grupa B - $tenad vakcinisana atenui-

ranom vakcinom parvovirusa pasa. ’
Sa sedam nedelja starosti, $tenadima je uzimana krv (1.uzorkovanje

krvi) punkcijom v. cephalicae antebrachii u koligini od 4 do 6 ml. Posle spontane
koagulacije na sobnoj temperaturi i centrifugovanja 10 minuta na 2500 obr;
taja/min odvojeni serumi su zamrzavani na -20°C i guvani do izvodenja testa inhi-

bicije hemaglutinacije.
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Seroloskim pregledom krvi testom inhibicije hemaglutinacije zeleli
smo da odredimo titar maternalnih antitela i imunolo8ki status Stenadi pre prve
vakcinacije. '

Istovremeno smo vakcinisali svu $tenad: Stenad iz grupe A inaktivisa-
nom vakcinom, a Stenad iz grupe B atenuiranom vakcinom parvovirusa pasa.
Vakcina je aplikovana s.c., po preskripciji proizvodaca. Cetrnaestog dana posle
prve vakcinacije (9 nedelja starosti) Stenadima je ponovo uzimana krv (2. vadenje
krvi). Ovim smo hteli da proverimo imunolo$ki odgovor Stenadi iz grupe A i B po-
sle prve vakcinacije. Cetiri nedelje posle prve vakcinacije (11 nedelja starosti) $te-
nadima je uzeta krv i ponovljen je isti postupak (3. vadenje krvi). Sa 11 nedelja sta-
rosti Stenad iz grupe A i B su vakcinisana drugi put, a 14 dana kasnije (13 nedelja
starosti) uzimana je krv i ceo postupak je ponovljen po istom protokolu (4. vadenje
krvi). Sa 15 nedelja starosti krv je uzeta svim Stenadima (5. vadenje krvi), a sa 17
nedelja starosti je uzeta krv svim $tenadima da bismo odredili imunolo$ki status
pre treée vakcinacije (6. vadenje krvi). Sa 17 nedelja starosti izvedena je tre¢a
vakcinacija istim vakcinama. Krv je uzeta posle 14 dana (19 nedelja starosti, 7.
vadenje krvi) i isti postupak je ponovljen.

U ogledu smo koristili monovalentnu vakcinu Candur P (Boehringer,
Nemacka), polivalentnu Candur SHL (Boehringer) i polivalentnu vakcinu Van-
guard SHLA + P (Pfizer, USA). Monovalentna vakcina Candur P sadrzi homologi
parvovirus uzgajan na kulturi éelija, inaktivisan B-propiolaktonom, adsorbovan na
aluminijum-hidroksid i aluminijum-fosfat. Sadrzaj jedne doze, tj. ampule aplikovan
je s.c. po preskripciji proizvodada. Polivalentna vakcina Vanguard (Pfizer, USA)
sadrzi atenuirani imunogen parvovirusa pasa. Virus je atenuiran serijskim pa-
sazama u kulturi ¢elija bubrega pasa (NL - DK 1).

U radu smo Koristili standardni test inhibicije hemaglutinacije, uz
upotrebu 4 IHA jedinice antigena parvovirusa pasa, a kao indikator sistem koristili
smo 1,0% suspenziju eritrocita praseta.

Reakciju IHA izvodili smo u mikro titar plo€ama, a pocetno razredenje
bilo je 1 : 10, pa sve do 20480.

Rezultati rada / Results

Rezultati ispitivanja maternalnih antitela stenadi, kao i vrednosti post-
vakcinalnog titra Stenadi vakcinisanih trokratno (7, 11 i 17 nedelja starosti) sa
mrtvom i Zivom vakcinom, (grupa A i B) prikazani su u tabeli 1 i 2.

Kako se uocava u tabeli 1 ukupno je ispitano 28 Stenadi iz 5 legala.
Sva $tenad su vakcinisana inaktivisanom vakcinom. Titar antitela sa 7 nedelja sta-
rosti predstavlja nivo maternalnih antitela u momentu uzorkovanja krvi. U tabeli se
vide titri antitela za svako Stene pojedina¢no, a u zavisnosti od vremena uzor-
kovanja krvi.
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Titar maternalnih antitela bio je od <20 do 1:80, a sa 19 nedelja sta-
rosti postvakcinalni titar je u obimu od 1:320 do 1:2560. S obzirom da je titar 1:80
zastitan, dobijeni rezultati ukazuju da je Stenad dobro imunologki odreagovala.

Kako se vidi u tabeli 2 ukupno je ispitano 28 Stenadi iz 5 legala. Sva
Stenad su vakcinisana atenuiranom vakcinom. Titar antitela sa 7 nedelja starosti
predstavlja nivo maternalnih antitela u momentu uzorkovanja krvi. U tabeli se
uogavaju titri antitela za svako $tene pojedina¢no, a u zavisnosti od vremena
uzorkovanja Krvi.

Titar maternalnih antitela bio je od <20 do 1:80, a sa 19 nedelja sta-
rosti postvakcinalni titar je u obimu od 1:640 do 1:2560.

Na osnovu dobijenih rezultata aritmeti¢ke srednje vrednosti i stan-
dardne devijacije za obe grupe stenadi, tj. Stenadi vakcinisanih inaktivisanom
vakcinom i Stenadi vakcinisanih atenuiranom vakcinom uradili smo t-test za dva
uzorka i dobili rezultate: '

Tabela 3. Inaktivisana vakcina - statistiCki rezultati (logaritamske vrednosti podataka iz
tabele 1)
Table 3. Inactivated vaccine - statistical results (logarithmic values of data in Table 1)

9nedelja/ | 11 nedelja/ | 13 nedelja/ | 15 nedelja/ | 17 nedelja/ | 19 nedelja/

9 week 11 week 13 week 15 week 17 week 19 week
X 5,3929 4,2857 5,8214 4,8571 4,3929 6,2143
Sd 0,7373 0,7127 0,5480 0,5245 0,5669 0,6862

Tabela 4. Atenuirana vakcina — statistiCki rezultati (logaritamske vrednosti podataka iz
tabele 2)
Table 4. Attenuated vaccine - statistical results (logarithmic values of data in Table 2)

9 nedelja/ | 11 nedelja/ | 13 nedelja/ | 15 nedelja/ | 17 nedelja/ | 19 nedelja/

9 week 11 week 13 week 15 week 17 week 19 week
X 5,8571 5,0000 5,7857 5,0714 4,7500 6,6429
Sd 0,6506 0,6667 0,4987 0,5394 0,5182 0,6785

Tabela 5. Rezultati t-testa za dva uzorka (tabela 3 i 4)
Table 5. Results of t-test for two samples (Tables 3 and 4)

9 nedelja/ 11 nedelja / 13 nedelja / 15 nedelja / 17 nedelja / 19 nedelja /
9 week 11 week 13 week 15 week 17 week 19 week
2,4984* 3,8730** 0,2551 1,5070 2,4604* 2,3500*
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Grafikon 1. Uporedni prikaz IHA titra kod Stenadi koja su vakcinisana
inaktivisanom vakcinom (grupe A} i $tenadi koja su
vakcinisana atenuiranom vakcinom (grupa B)

Graph 1. Comparative presentation of IHA titer in puppies vaccinated with inactivated
vaccine (Group A), and puppies vaccinated with attenuated vaccine (Group B)

Rezultati nasih ispitivanja ukazuju da ne postoji znagajna razlika u vis-
ini titra dobijenih jednom ili drugom vakcinom, osim u periodu sa 11 nedelja sta-
rosti, gde se uocCava znacajna razlika u visini titra antitela u korist atenuirane
vakcine.To se objasnjava ¢injenicom da atenuirane vakcine sadrze Ziv virus, koji
se umnozava u organizmu tako da je latentni period neprimetan ili prakti¢no ne
postoji. Kriva koja prikazuje kretanje titra antitela je relativno ravna, dok je kriva
koja prikazuje kretanje titra antitela za inaktivisanu vakcinu sa uodljivim oscilaci-
jama (vidi se latentni period i razlika izmedu primarnog i sekundarnog imu-
nolo$kog odgovora). UoCava se da u periodu sa 19 nedelja starosti IHA titri an-
titela za obe vakcine sustizu se i priblizno su jednaki.

Diskusija / Discussion

Uticaj prisutnih maternalnih antitela se smatra glavnim uzrokom neus-
peha vakcinacije protiv parvovirusne infekcije pasa. Ukoliko $tenad poseduju pa-
sivno primljena antitela (poreklom od majke) i to u zastitnom titru, neée se stvoriti
sopstvena zastita [3]. Otuda je vrlo vazno da se prilagode protokol i vreme vakci-
nacije radi odredivanja pravog vremena kada e titar pasivno primljenih antitela
jo$ uvek da stiti mlade jedinke od infekcije, sa jedne strane, a ipak ¢e da bude na
dovoljno niskom nivou da $tene stvori sopstvenu zastitu, sa druge [6]. Pre nego
§to razmotrimo i prodiskutujemo rezultate ispitivanja titra antitela $tenadi, vakcini-

291



Vet. glasnik 56 (5 - 6) 285 - 294 (2002) D. Baci¢ i sar.: Humoralni imunitet kod $tenadi
imunih kuja, koja su vakcinisana atenuiranom i inaktivisanom vakcinom protiv...

sanih inaktivisanom i atenuiranom vakcinom protiv parvovirusne infekcije, pre
svega, moramo da posvetimo znacajnu paznju vakcinaciji gravidnih kuja i mater-
nalnim antitelima koja su prisutna u serumima vakcinisane $tenadi. Placenta kod
pasa je endotelio-horijalnog tipa, $to nam ukazuje da Stene intrauterino ne moze
da primi dovoljne kolidine specifi¢nih antitela. Stene prima imunoglobuline preko
kolostruma, i to samo u prva 24-72 ¢asa [11]. Kolostrum se lu€i u prvih nekoliko
dana posle partusa i klasa imunoglobulina koja dominira u njemu je IgG. Uporedo
sa menjanjem sekreta mle¢ne Zlezde od kolostruma ka mileku, menja se i sastav
imunoglobulina. IgA klasa je najzastupljenija u mleku, pa na taj na¢in mleko imu-
nih kuja, bogato specificnim imunoglobulinom IgA klase, deluje lokalno, spre€a-
vajuéi nastanak enteralnih infekcija. Analizom dobijenih rezuitata moze da se
zakljuci da su $tenad adekvatno imunolo$ki odgovorila (1:160), 8to je u skladu sa
rezultatima istrazivanja drugih autora [8].

. Zakljuéak / Conclusion

1. Stenad koja potiéu od kuja vakcinisanih inaktivisanom vakcinom
nisu obolela od parvovirusne infekcije u prvih 49 dana Zivota.

2. Uporedujuéi titre antitela Stenadi grupe A, vakcinisanih inaktivisa-
nom vakcinom i Stenadi grupe B, vakcinisanih atenuiranom vakcinom, nije us-
tanovljena znacajna razlika, jer se primenom obe vakcine postize dovoljno visok

3. Vakcinacijom $tenadi atenuiranom vakcinom stvara se dovoljno vi-
sok titar antitela koji Stiti Stenad od parvovirusne infekcije pasa ve¢ posle druge
vakcinacije (11. nedelja, titar 1: 80).

4. Vakcinacijom Stenadi inaktivisanom vakcinom stvara se dovoljno vi-
posle tre€e vakcinacije (17. nedelja, titar >1:160).

5. Programom vakcinacije $tenadi u periodu 7, 11. i 17. nedelja sta-
rosti postize se solidan zastitni nivo antitela, posebno posle 19. nedelje starosti.
Ovako vakcinisana $tenad, primenom inaktivisane ili atenuirane vakcine, zasti¢e-
na su od parvovirusne infekcije pasa (titar 1:160).
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ENGLISH

HUMORAL IMMUNITY IN PUPPIES OF IMMUNE BITCHES VACCINATED WITH
AN ATTENUATED AND INACTIVATED VACINE AGAINST PARVOVIRAL INFECTION
IN DOGS

D. Bacié, Sonja Obrenovié, M. Valéi¢, D. R. Trailovi¢, D. Dobri¢

In order to examine the humoral immune response to a vaccine against ca-
nine parvoviruses in puppies of immune bitches, vaccinated during gravidity, an experi-
ment was performed on a total of 56 puppies from 10 litters, which were vaccinated three
times, on the 7th, 11th, and 17th weeks of life. One group of puppies was vaccinated with
an attenuated vaccine, while another was vaccinated with an inactivated vaccine. The titer
of maternal antibodies and the vaccine - induced titer of specific antibodies were examined
using the IHA test.

The titer of maternal antibodies in puppies before the first vaccination ranged
from <20 to 1:80. Following vaccination, we established an expected increase in the titer of
specific antibodies, over 1:160, without more significant differences between the two types
of vaccines.

Key words: parvoviral infection, dogs, inactivated vaccine, attenuated vacine, IHA test

PYCCKUA

F'YMOPAJIbHbIA UMMYHUTET Y LIEHKOB UMMYHHBbIX CYK,
BAKLUWHWUPOBAHHbIE ATTEHYMPOBAHHOM N UHAKTUBALIMOHHOW
BAKLIMHOM NPOTUB MAPBOBUPYCHOW MHOEKLIUN COBAK

. Bauuny, Consa O6pexosuy, M. Banuuy, [l. P. Tpannosudy, . Jo6puy

C yenio MHCMbITaHUS N'yMoOpasnbHOro UMMYHHOIO OTBETa Ha BakLMHY NpPOTUB
NapBOBUPYCOB CO6aK Yy WEHKOB, NMPONCTeKaloWmX N3 UMMYHHbIX CYK, BAKLUHWPOBAHHbLIX B
TeyeHne 6epeMeHHOCTH, COBEPLLEH ONbIT HA COBOKYMHO 56 weHkos n3 10 Noros, KOTOpbIe
66111 NoABEpPrHy Tl TPOEKpaTHOM BakuuHauun B 7, 11 1 17 Heaene xusnu. OgHa rpynna
LEHKOB MPU 3TOM, BaKLMHUPOBaHHAsA aTTeHyMPOBAHHON BAKLMHON, NoKa Apyras rpynna,
BaKLUVHUPOBAHHASA MHAKTUBALMOHHON BakUMHOW. TUTP MaTepHanbHbiX aHTUTen, 3aTeM
BaKUMHaNbHbIA TUTP cneuyuduyeckux aHTUTen ucnoitad metogom VXA tecra.
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TuTp MaTepHarbHbIX aHTUTEN Y LEHKOB [10 NEPBOM BakUMHaLuuy ABvrancs B
uHTepsane ot <20 ao 1:80. MNocne BakuMHaLMK YCTAaHOBNEHO OXUAaeMoe yBenn4eHue
TUTPpa cneyucryecknx aututen, ceepx 1:160, 6e3 3Ha4NTENbHbLIX PasHULbI MeXxay AByMSA
TYNaMu BakUWHbI.

KrntoueBble cnoea: NapBoOBMPYCHas MHMEKLUUs, CoBaku, MHAKTUBALMOHHAS BaKUMHa,
aTTeHynpoBaHHas BakuuHa, XA Tect
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