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Cilj ovog istraZivanja bio je da se na laboratorijskim belim mise-
vima proveri zastitno dejstvo inaktivisane dvovalentne vakcine priprem-
ljene od serotipova L. monocytogenes 1/2a i 4b. Nakon provere steril-
nosti i toksi¢nosti pripremljene vakcine misevi su podeljeni u 6 grupa
sa po 10 Zivotinja. Prva i druga grupa miseva su dobile vakcinu bez
saponina (vakcina A), a treca i Cetvrta grupa vakcinu sa saponinom
(vakcina B). Misevi pete i Seste grupe nisu vakcinisani i sluZili su kao
negativna kontrola. Dve nedelje nakon vakcinacije izvrSena je revakci-
nacija oglednih grupa, osim kontrolnih. Dve nedelje nakon revakcina-
cije izvrSena je veStacCka infekcija svih grupa sa serotipovima L. mono-
cytogenes 1/2a i 4b.

Za vreme ispitivanja (60 dana) uginula su 4 misa iz vakcinisanih
grupa. Misevi kontrolnih grupa su poceli da uginjavaju nakon 7. dana, a
poslednji mis je uginuo 14 dana posle infekcije.

Pregledom preparata iz parenhimatoznih organa uginulih miseva
obojenih po Gramu dokazano je prisustvo L. monocytogenes. Zaseja-
vanjem homogenizata parenhimatoznih organa na triptozni agar urade-
na je reizolacija i dobijena je Cista kultura L. monocytogenes. Upotre-
bom specificnih antiseruma potvrdeni su serotipovi 1/2a i 4b. S obzi-
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rom na ukupan broj vakcinisanih miSeva u ogledu i procenat uginuca
(10%), moZe se reci da je ispitivana vakcina sa saponinom imala zado-
voljavajuci zastitni efekat.

Kljucne reci: L.monocytogenes, inaktivisana vakcina, mis

Uvod / Introduction

Listerioza je zarazna bolest ljudi i zivotinja koju izaziva gram-pozitivna,
fakultativno intracelularna bakterija Listeria monocytogenes (Pamer, 2004). Lis-
terije su Siroko rasprostranjene u prirodi (ubikvitarni mikroorganizam) i osim kod
zivotinja izolovane su iz zemljiSta, otpadnih voda, silaze, povréa, namirnica ani-
malnog porekla i dr. (Cooper i Walker, 1998).

Listerije mogu da se nadu na sluzokozi zdrela, u vaginalnoj sluzi i
raznim unutra$njim organima zdravih jedinki. Rezervoari u prirodi su divlji glodari
(misevi, pacovi i kuni¢i). U prirodnim uslovima infekcija se prenosi ekskremen-
tima, pobacenim plodovima, placentom urinom, mlekom, iscetkom iz polnih or-
gana i preko nekih rodova krpelja (Wagner i sar., 2000).

Prema podacima iz literature listerioza je rasSirena u celom svetu,
ukljucujuéi i Srbiju, a osim Coveka oboljeva i preko 50 zivotinjskih vrsta (Seeliger i
Jones, 1986).

Listerioza je kod ljudi prvi put opisana 1920. godine. Manifestuje se
pojavom meningitisa, rede encefalitisa, a kod gravidnih zena dovodi do pojave
abortusa ili radanja mrtve ili slabo vitalne dece.

Na osnovu podataka Belgijske referentne laboratorije, listerioza se
kod ljudi javlja sporadi¢no, a incidencija na godisnjem nivou je 7 slucajeva na mi-
lion stanovnika (Mead i sar., 1999).

Na osnovu dobijenih rezultata laboratorijskih istrazivanja dokazano je
da serotipovi 1/2a i 4b L. monocytogenes dominiraju u Srbiji, kao i u zemljama u
okruzenju (Sofrenovi€ i sar., 1964).

S obzirom na epizootiolosku situaciju u Srbiji i imajuci u vidu slab
odgovor na antibiotsku terapiju pri pojavi klinickih simptoma listerioze kao i rezis-
tentnost uzro€nika na antibiotike, cilj istrazivanja bio je priprema i ispitivanje pro-
tektivnog dejstva sopstveno pripremljene adsorbat vakcine, sa i bez saponina,
dobijene inaktivisanjem L. monocytogenes sa domaceg epizootioloSkog po-
drucja.

Materijal i metode rada / Material and methods

Izolacija i serotipizacija izolovanih sojeva L. monocytogenes /
Isolation and serotyping of isolated strains of L. Monocytogenes

Za pripremu vakcine koris¢eni su lokalni izolati L. monocytogenes do-
bijeni iz uzoraka pobacenih fetusa i mozga uginulih ovaca po standardnoj proce-
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duri (Doyle i Schoeni, 1986). Kao podloga za izolaciju bakterija kori§¢en je trip-
tozni agar (Torlak, Beograd).

Serotipizacija izolovanih listerija je uradena metodom brze aglutina-
cije na predmetnoj ploc€ici sa monospecificnim anti O i anti H imunoserumima L.
monocytogenes (Bioveta, Ceska).

Priprema vakcine | Preparation of vaccine

Vakcina je pripremljena od celih bakterijskih ¢elija serotipova 1/2a i 4b
L. monocytogenes, inaktivisanih sa 0,4% formalinom uz dodatak aluminijum-hi-
droksida kao nosaca. Polovina pripremljene vakcine je bila bez saponina i
oznacena je kao vakcina A, a drugoj polovini je dodat saponin (0,1%) i obelezena
je kao vakcina B. U 1 ml vakcina je sadrzavala 108 cfu bakterijskih éelija.

Ispitivanje sterilnosti vakcine | Investigations of vaccine sterility

U cilju ispitivanja sterilnosti, pripremljena vakcina je zasejana na hranl-
jivi agar, 5% krvni agar i triptozni agar. Tokom 5 dana zasejane podloge su pro-
veravane na prisustvo kolonija aerobnih i anaerobnih mikroorganizama.

Ispitivanje toksi¢nosti vakcine | Investigations of vaccine toxicity

Toksi¢nost pipremljene vakcine je ispitivana bioloskim ogledom na
belim miSevima. Ispitivanje je sprovedeno na 10 miSeva telesne mase 18-22 g,
starosti 3—4 nedelje, koji su podeljeni u 2 ogledne grupe. Prva grupa je vakcini-
sana vakcinom A (bez saponina), a druga vakcinom B (sa saponinom). Vakcina je
aplikovana supkutano (s/c) u koli¢ini od 0,3 ml. Biolo$ki ogled je trajao 4 nedelje i
za to vreme je pra¢eno opSte stanje oglednih Zivotinja. Nakon bioloskog ogleda
zZivotinje su zrtvovane, obdukovane u cilju procene patomorfoloskih promena, a
suspenzija parenhimatoznih organa je zasejana na hranljive podloge.

Ispitivanje zastitnog dejstva vakcine na misevima |
Investigations of vaccine protective effects on mice

Ispitivanje protektivnog dejstva vakcine je izvedeno na 60 belih
miSeva, telesne mase 18 do 22 g i starosti 3-4 nedelje. Misevi su podeljeni u Sest
oglednih grupa sa po 10 zivotinja.

Prvaidruga grupa vakcinisane su sa 0,2 ml inaktivisane bivakcine bez
saponina (vakcina A), s/c u koleni nabor.

Tre€a i Cetvrta grupa vakcinisane su sa 0,2 ml inaktivisane bivakcine
sa saponinom (vakcina B), s/c u koleni nabor.

Peta i Sesta grupa nisu vakcinisane i sluzile su kao negativna kontrola.

Dve nedelje posle vakcinacije uradena je revakcinacija svih oglednih
grupa, osim kontrolnih.
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MiSevi su drzani izolovano, u prostoriji posebno namenjenoj tome, uz
svakodnevno praéenje opsSteg zdravstvenog stanja. Ogledne Zivotinje su hra-
njene potpunom krmnom smesSom za ovu vrstu i dobijale vodu ad libitum.

VeStacka infekcija miSeva | Artificial infection of mice

Dve nedelje nakon revakcinacije uradena je veStacka infekcija tako
$to je midevima s/c aplikovano po 0,3 ml x 10° (cfu/ml) 24 h stare bujonske kul-
ture L. monocytogenes serotipa 1/2a i 4b.

MiSevima iz prve i tre¢e grupe aplikovana je s/c bujonska kultura sero-
tipa 1/2a, u koli¢ini od 0,3 ml (cfu/ml), druge i Cetvrte grupe s/c bujonska kultura
serotipa 4b, u koli¢ini od 0,3 ml (cfu/ml), pete grupe s/c bujonska kultura serotipa
1/2a, u koli¢ini od 0,3 ml, Seste grupe s/c bujonska kultura serotipa 4b, u koli€ini
od 0,3 ml (cfu/ml).

Vestacko izazivanje infekcije imalo je za cilj proveru zastitnog dejstva
ispitivanih vakcina, za svaki soj pojedina¢no. Kod miSeva kontrolnih grupa, koji
nisu vakcinisani, cilj je bio da se ispita patogeno dejstvo oba serotipa L. monocy-
togenes.

Tokom ogleda miSevi su posmatrani svakodnevno i pri tom su praceni
opste stanje i promene u ponasanju. Nakon uginucéa izvrSena je obdukcija, a za-
tim i zasejavanje suspenzije parenhimatoznih organa na odgovarajuée hranljive
podloge.

Rezultati / Results

Rezultati ispitivanja sterilnosti vakcine | Results of investigations of vaccine sterility

Ni u jednoj od zasejanih podloga bojenjem po Gramu nije ustanovljen
rast kontaminirajucih bakterija, $to je potvrda sterilnosti vakcine.

Rezultati ispitivanja toksi¢nosti vakcine | Results of investigations of vaccine toxicity

Ispitivanja toksi¢nosti vakcine na misevima, koje je trajalo 4 nedelje,
svi miSevi su preziveli, bez pojave klini¢kih simptoma i promene opsteg stanja.
Nakon ogleda miSevi su Zrtvovani, uradena je obdukcija, a na parenhimatoznim
organima nije bilo patomorfoloskih promena. Suspenzija parenhimatoznih or-
gana je zasejavana na triptozni i krvni agar, i pri tome nije ustanovljen rast aerob-
nih i anaerobnih mikroorganizama.

Rezultati zastitnog dejstva inaktivisane dvovalentne vakcine /
Results of protective effects of inactivated bivalent vaccine

Za vreme ispitivanja uginula su 4 misa iz vakcinisanih grupa. Jedan iz
prve, dva iz druge i jedan iz Cetvrte ogledne grupe. Rezultati ispitivanja zastitnog
dejstva vakcine A (bez saponina) i B (sa saponinom) aplikovane u dozi od
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0,2 ml x 108 cfu/ml nakon vestacke infekcije bujonskom kulturom L. monocyto-
genes serotip 1/2ai 4b u dozi od 0,3 ml prikazani su u tabeli 1.

Na tabeli 1 su prikazani procentualni rezultati zastithog dejstva vak-
cine A (bez saponina) i B (sa saponinom) kod vakcinisanih miSeva, nakon
vestacke infekcije patogenim sojevima L. monocytogenes ser 1/2ai4b, kao i re-
zultati veStacke infekcije miSeva koji nisu vakcinisani (kontrolna grupa).

Tabela 1. Rezultati ispitivanja zastitnog dejstva vakcine A (bez saponina) i B (sa saponinom)
aplikovane u dozi od 0,2 ml x 106 cfu/ml nakon vestacke infekcije bujonskom kulturom
L. monocytogenes ser 1/2a i 4b u dozi od 0,3 x 108 cfu/m/

Table 1. Results of investigations of protective effects of vaccine A (without saponin) and B (with saponin) ap-
plied in doses of 0.2 ml x 106 cfu/ml following artificial infection with bouillon culture of ser 1/2a and 4b
L. Monocytogenes in dose of 0.3 x 109 cfiyml

Kontrolna (nevakcini-

Vakcina A / Vakcina B / sana) grupa miseva /
Grupe miSeva / Vaccine A Vaccine B Control (nonvaccinated)
Groups of mice group of mice

| Il I} \Y) \' \

(n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10)

Broj uginulih miSeva nakon
vestacke infekcije L. mono-
cytogenes ser 1/2ai 4b /
Number of mouse deaths fol- 1 2 0 1 10 10
lowing artificial infection with
L. monocytogenes ser 1/2a and|
4b

% uginulih miseva /

% dead mice 10 20 0 10 100 100

MiSevi koji nisu vakcinisani poceli su da uginjavaju nakon 7. dana, a
poslednji mis je uginuo 14. dana infekcije. Na obdukciji je zapazeno uvecéanie je-
tre manjeg stepena, sa sitnim nekroti¢nim zaristima, jaka hiperemija plu¢a i slu-
zokoze creva.

Zasejavanjem homogenizata parenhimatoznih organa na triptozni
agar je uradena reizolacija i dobijena Cista kultura L. monocytogenes serotipa
1/2ai 4b.

Diskusija / Discussion

Za vakcinaciju Zivotinja protiv listerioze mogu da se koriste inaktivi-
sane ili atenuisane vakcine dobijene od celih bakterijskih éelija. U novije vreme
koriS¢enjem tehnika molelularne biologije odreden je proteinski profil vrste L.
monocytogenes i postoje pokusaji da se naprave subjedini¢ne vakcine. Medutim,
efikasnost ovih vakcina jo$ uvek nije potpuno ispitana i potrebna su dalja eksperi-
mentalna istrazivanja (Vazquez-Boland i sar., 2001).
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Poznato je da listeriolizin O (LLO), koji nastaje kao odgovor na pri-
sustvo razli¢itih sojeva L. monocytogenes, moze da indukuje zastitni imunitet, ali
klju€ni odnos izmedu LLO i stvaranja zastitnog imuniteta kod zarazenih jedinki nije
dovoljno istraZzen (Carvalho i sar., 2001). U svom ispitivanju Xiong i sar. (1998) su
dokazali da kod miSeva koji su inficirani virulentnim sojevima L. monocytogenes
dolazi do stvaranja protektivnog imuniteta, a aplikacijom mrtvih bakterija i neviru-
lentnih sojeva nije doslo do stvaranja imunskog odgovora. Kod miseva imuni-
zovanih listeriolizinom i mrtvim bakterijama, uz upotrebu Freundovog adjuvansa,
doslo je do stvaranja delimi¢nog zastitnog imuniteta (Brocke i Hahn, 1991).

Istrazivanja na velikom broju zivotinjskih vrsta ukazala su na to da pos-
toji moguénost kontrole listerioze primenom vakcina koje kao imunogene kompo-
nente sadrze avirulentne ili inaktivisane sojeve listerija (Ramaswamy i sar., 2007).

Ivanov i sar. (1977) su izveli uspeSan eksperiment sa atenuiranom
vakcinom, dobijenom od serotipova 1/2ai 4b L. monocytogenes uz dodatak 0,1 %
saponina. Burdarov i sar. (1985) su izveli eksperiment na jagnjadi, zeCevima i za-
morci¢ima. Za vakcinaciju je koriS¢ena mrtva vakcina od serotipova L.monocyto-
genes tip 1 i tip 4c, koja je dobijena inaktivacijom toplotom. Kod vestacki inficira-
nih vakcinisanih Zivotinja. Listerie su izolovane u sporadi¢nim slucajevima iz
mozdanog tkiva i parenhimatoznih organa, dok je kod vestacki inficiranih ne-
vakcinisanih zivotinja ovaj uzro€nik izolovan tokom citavog perioda ispitivanja.
Autori su zaklju€ili da se vakcinacijom eksperimentalnih Zivotinja mrtvom vakci-
nom smanjuje smrtnost zivotinja.

Van Dijk i sar. (1980) su proucavali imunogenost inaktivisane vakcine
na miSevima i dokazali su da sa odgovaraju¢im adjuvansom moze da se proiz-
vede kvalitetna vakcina sa dobrim antigenim karakteristikama. Wirsing (1982) se
slozio sa ovim ispitivanjima, dodavsi da se na ovaj nacin bolest moze staviti pod
kontrolu primenom formalinom inaktivisane vakcine.

Zakljucak / Conclusion

Rezultati nasih ispitivanja su pokazali da serotipovi 1/2a i 4b L. mono-
cytogenes ispoljavaju patogeni efekat nakon vestacke infekcije miSeva kontrolnih
grupa. Pripremljena inaktivisana vakcina sa saponinom, od serotipova 1/2ai4b L.
monocytogenes imala je zadovoljavajuci zastitni efekat, imajuci u vidu da je nakon
vestacke infekcije doSlo do uginu¢a svega 10% vakcinisanih miSeva. Poredenjem
rezultata dobijenih nakon vakcinacije miSeva oglednih grupa vakcinama sa sa-
poninom i bez saponina utvrdeno je da dodavanje saponina najverovatnije po-
vecava zastitni efekat vakcine.
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ENGLISH

INVESTIGATIONS OF PROTECTIVE EFFECTS OF BIVALENT INACTIVATED
VACCINE PREPARED FROM SEROTYPES 1/2a AND
4b Listeria monocytogenes ON MICE

D. Baci¢, Sonja Obrenovi¢, M. Kirovski, B. Dimitrijevi¢, Sonja Radoji¢i¢,
M. Valci¢, M. Mirilovié

The objective of these investigations was to check on laboratory white mice
the protective effect of an inactivated bivalent vaccine prepared from serotypes 1/2a and 4b
L. monocytogenes. Following verification of the sterility and toxicity of the prepared vac-
cine, the mice were divided into 6 groups with 10 animals in each group. The first and sec-
ond group of mice were administered the vaccine without saponin (vaccine A) and the third
and fourth group the vaccine with saponin (vaccine B). Mice of the fifth and the sixth group
were not vaccinated and served as a negative control. Two weeks following vaccination,
the experimental groups were revaccinated, with the exception of the two control groups.
Two weeks following revaccination, all groups were artificially infected with serotypes 1/2a
and 4b L. monocytogenes.

During the course of the investigations (60 days) a total of 4 mice died in the
vaccinated groups. Mice of the control groups started dying after day 7, and the last mouse
in these groups died 14 days after the infection. Examinations of preparations of paren-
chymatous organs of the dead mice stained according to Gram proved the presence of L.
monocytogenes. Homogenates of parenchymatous organs were sown on tryptose agar for
reisolation and a pure culture of L. monocytogenes was obtained. Through the use of spe-
cific antiserums, serotypes 1/2a and 4b were confirmed. Considering the total number of
vaccinated mice in the experiment and the percent deaths (10%), it can be said that the in-
vestigated vaccine with saponin had a satisfactory protective effect.

Key words: L.monocytogenes, inactivated vaccine, mouse

PYCCKUA

MCMNbITAHUE NPEAOXPAHUTEJIbBHOIO AEI?lCTBI/]ﬂ OBYBAJIEHTHON
MHAKTUBALMOHHOU BAKLMHbI, NTOArOTOBJIEHHOU OT CEPOTUINOB 1/2a U
46 Listeria monocytogenes HA MbILIAX

[. Bauuy, CoHa O6peHoBuy, M. Kuposcku, B. [iumutpuesuy, CoHss Pagoununy,
M. Banuuny, M. Mupunosuy

Llenb aToro nccnegosanuns 6bina, YTo Ha TabopaToOpHbIX HENbIX Mbllax Npo-
BEPUTb NPefoXpaHnNTeNbHOE AeNCTBUE MHAKTMBALMOHHOMW 4BYBaNeHTHON BaKLyHbI, NOA-
roTOBJIEHHOW OT cepoTunoB L. monocytogenes 1/2a v 46. lMocne npoBepKn CTEPUNBHOCTU
N TOKCMYHOCTW NOATOTOBIEHHOW BaKLMHbI Mbilun B 6 rpynn ¢ no 10 XuBoTHbIX. MepBas n
BTOPas rpynnbl Mbillen NOy4uny BakumHy 6e3 canoHuHa (BakumHa A) a TpeTbs U YeT-
BEPTadA rpynnbl BaKLUMHY C CarnoHWHOM (BakuuHa B). Mbiwmv nAToM 1 WwWecTon rpynnax He
BaKLUMHUPOBaHbI 1 CY>XWUIN KakK OTpuUaTenbHbI KOHTPONb. [lBe HeAenu nocne Bakum-
HaLumn coBepLUeHa peBakLMHaLMSA OMbITHbIX FPYMM, KPOME KOHTPOsbHbIX. [lBe Hegenw no-
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Cne peBakUMHaLuM COBEpLIEHa NCKYCCTBEHHasn MHeKUus Bcex rpynn ¢ cepotmnamm L.
monocytogenes 1/2a n 46.

Bo Bpemsi NpofomKMTENBHOCTM UCMbITaHWsA (60 AHer) okonenu 4 Mblwun U3
BaKLUMHMPOBaHHbIX rpynmn. MbIWW KOHTPOSIbHbBIX FPYMNM HA4anuM OKoneBaTb Nnocne 7 gHen,
a nocneass Mbllb okonena 14 gHen nocne nHhekumu.

OcmMoTpoM npenapaTa M3 NapeHXMMaTO3HbIX OPraHOB OKOMESbIX MbILIEN,
OKpaLlleHHbIX no 'pamy gokasaHo npucyTcTeue L. monocytogenes. 3acemBaHnem romor-
€HM3aTOB NapeHXUMaTO3HbIX OPraHoB Ha TPWNTO3HbIN arap cAenaHa pev3onauns u
nonyyeHa yuctasa KynbTypa L. monocytogenes. YnotpebneHmeMm crneumdunHeckmx at-
TUCEPYMOB NOATBEPXAEHbI cepoTunbl 1/2a n 46. C y4€TOM Ha COBOKYMHOE YMCIO BaKLm-
HMPOBaHHbIX MbILIEN B OMbITE M NPOLEHT OKoneHns (10%), MOXXHO cka3aTb, YTO UCMbITaH-
Has BakLuHa C CanoHUHOM UMena yAoBNeTBOPUTE bHbIN NPeAoXpaHnTENbHbIA 3D dEKT.

KntodeBble crnoBa: L. monocytogenes, HaKTUBALMOHHasA BaKLyHa, Mblllb
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