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ISPITIVANJE ZA[TITNOG DEJSTVA DVOVALENTNE
INAKTIVISANE VAKCINE PRIPREMLJENE OD SEROTIPOVA

1/2a i 4b Listeria monocytogenes NA MI[EVIMA*

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. Val~i}, M. Mirilovi}**

Cilj ovog istra`ivanja bio je da se na laboratorijskim belim mi{e-
vima proveri za{titno dejstvo inaktivisane dvovalentne vakcine priprem-
ljene od serotipova L. monocytogenes 1/2a i 4b. Nakon provere steril-
nosti i toksi~nosti pripremljene vakcine mi{evi su podeljeni u 6 grupa
sa po 10 `ivotinja. Prva i druga grupa mi{eva su dobile vakcinu bez
saponina (vakcina A), a tre}a i ~etvrta grupa vakcinu sa saponinom
(vakcina B). Mi{evi pete i {este grupe nisu vakcinisani i slu`ili su kao
negativna kontrola. Dve nedelje nakon vakcinacije izvr{ena je revakci-
nacija oglednih grupa, osim kontrolnih. Dve nedelje nakon revakcina-
cije izvr{ena je ve{ta~ka infekcija svih grupa sa serotipovima L. mono-
cytogenes 1/2a i 4b.

Za vreme ispitivanja (60 dana) uginula su 4 mi{a iz vakcinisanih
grupa. Mi{evi kontrolnih grupa su po~eli da uginjavaju nakon 7. dana, a
poslednji mi{ je uginuo 14 dana posle infekcije.

Pregledom preparata iz parenhimatoznih organa uginulih mi{eva
obojenih po Gramu dokazano je prisustvo L. monocytogenes. Zaseja-
vanjem homogenizata parenhimatoznih organa na triptozni agar ura|e-
na je reizolacija i dobijena je ~ista kultura L. monocytogenes. Upotre-
bom specifi~nih antiseruma potvr|eni su serotipovi 1/2a i 4b. S obzi-
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rom na ukupan broj vakcinisanih mi{eva u ogledu i procenat uginu}a
(10%), mo`e se re}i da je ispitivana vakcina sa saponinom imala zado-
voljavaju}i za{titni efekat.

Klju~ne re~i: L.monocytogenes, inaktivisana vakcina, mi{

Listerioza je zarazna bolest ljudi i `ivotinja koju izaziva gram-pozitivna,
fakultativno intracelularna bakterija Listeria monocytogenes (Pamer, 2004). Lis-
terije su {iroko rasprostranjene u prirodi (ubikvitarni mikroorganizam) i osim kod
`ivotinja izolovane su iz zemlji{ta, otpadnih voda, sila`e, povr}a, namirnica ani-
malnog porekla i dr. (Cooper i Walker, 1998).

Listerije mogu da se na|u na sluzoko`i `drela, u vaginalnoj sluzi i
raznim unutra{njim organima zdravih jedinki. Rezervoari u prirodi su divlji glodari
(mi{evi, pacovi i kuni}i). U prirodnim uslovima infekcija se prenosi ekskremen-
tima, poba~enim plodovima, placentom urinom, mlekom, iscetkom iz polnih or-
gana i preko nekih rodova krpelja (Wagner i sar., 2000).

Prema podacima iz literature listerioza je ra{irena u celom svetu,
uklju~uju}i i Srbiju, a osim ~oveka oboljeva i preko 50 `ivotinjskih vrsta (Seeliger i
Jones, 1986).

Listerioza je kod ljudi prvi put opisana 1920. godine. Manifestuje se
pojavom meningitisa, re|e encefalitisa, a kod gravidnih `ena dovodi do pojave
abortusa ili ra|anja mrtve ili slabo vitalne dece.

Na osnovu podataka Belgijske referentne laboratorije, listerioza se
kod ljudi javlja sporadi~no, a incidencija na godi{njem nivou je 7 slu~ajeva na mi-
lion stanovnika (Mead i sar., 1999).

Na osnovu dobijenih rezultata laboratorijskih istra`ivanja dokazano je
da serotipovi 1/2a i 4b L. monocytogenes dominiraju u Srbiji, kao i u zemljama u
okru`enju (Sofrenovi} i sar., 1964).

S obzirom na epizootiolo{ku situaciju u Srbiji i imaju}i u vidu slab
odgovor na antibiotsku terapiju pri pojavi klini~kih simptoma listerioze kao i rezis-
tentnost uzro~nika na antibiotike, cilj istra`ivanja bio je priprema i ispitivanje pro-
tektivnog dejstva sopstveno pripremljene adsorbat vakcine, sa i bez saponina,
dobijene inaktivisanjem L. monocytogenes sa doma}eg epizootiolo{kog po-
dru~ja.

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

Za pripremu vakcine kori{}eni su lokalni izolati L. monocytogenes do-
bijeni iz uzoraka poba~enih 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 ura|ena metodom brze aglutina-
cije na predmetnoj plo~ici sa monospecifi~nim anti O i anti H imunoserumima L.
monocytogenes (Bioveta, ^e{ka).

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 nosa~a. Polovina pripremljene vakcine je bila bez saponina i
ozna~ena je kao vakcina A, a drugoj polovini je dodat saponin (0,1%) i obele`ena
je kao vakcina B. U 1 ml vakcina je sadr`avala 106 cfu bakterijskih }elija.

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 biolo{kim ogledom na
belim mi{evima. Ispitivanje je sprovedeno na 10 mi{eva 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 op{te stanje oglednih `ivotinja. Nakon biolo{kog ogleda
`ivotinje su `rtvovane, obdukovane u cilju procene patomorfolo{kih promena, a
suspenzija parenhimatoznih organa je zasejana na hranljive podloge.

Ispitivanje za{titnog dejstva vakcine na mi{evima /
Investigations of vaccine protective effects on mice

Ispitivanje protektivnog dejstva vakcine je izvedeno na 60 belih
mi{eva, telesne mase 18 do 22 g i starosti 3–4 nedelje. Mi{evi su podeljeni u {est
oglednih grupa sa po 10 `ivotinja.

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

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

Peta i {esta grupa nisu vakcinisane i slu`ile su kao negativna kontrola.
Dve nedelje posle vakcinacije ura|ena je revakcinacija svih oglednih

grupa, osim kontrolnih.
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Mi{evi su dr`ani izolovano, u prostoriji posebno namenjenoj tome, uz
svakodnevno pra}enje op{teg zdravstvenog stanja. Ogledne `ivotinje su hra-
njene potpunom krmnom sme{om za ovu vrstu i dobijale vodu ad libitum.

Ve{ta~ka infekcija mi{eva / Artificial infection of mice

Dve nedelje nakon revakcinacije ura|ena je ve{ta~ka infekcija tako
{to je mi{evima s/c aplikovano po 0,3 ml × 106 (cfu/ml) 24 h stare bujonske kul-
ture L. monocytogenes serotipa 1/2a i 4b.

Mi{evima 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 ~etvrte 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, {este grupe s/c bujonska kultura serotipa 4b, u koli~ini
od 0,3 ml (cfu/ml).

Ve{ta~ko izazivanje infekcije imalo je za cilj proveru za{titnog dejstva
ispitivanih vakcina, za svaki soj pojedina~no. Kod mi{eva kontrolnih grupa, koji
nisu vakcinisani, cilj je bio da se ispita patogeno dejstvo oba serotipa L. monocy-
togenes.

Tokom ogleda mi{evi su posmatrani svakodnevno i pri tom su pra}eni
op{te stanje i promene u pona{anju. Nakon uginu}a izvr{ena je obdukcija, a za-
tim i zasejavanje suspenzije parenhimatoznih organa na odgovaraju}e hranljive
podloge.

Rezultati ispitivanja sterilnosti vakcine / Results of investigations of vaccine sterility

Ni u jednoj od zasejanih podloga bojenjem po Gramu nije ustanovljen
rast kontaminiraju}ih bakterija, {to je potvrda sterilnosti vakcine.

Rezultati ispitivanja toksi~nosti vakcine / Results of investigations of vaccine toxicity

Ispitivanja toksi~nosti vakcine na mi{evima, koje je trajalo 4 nedelje,
svi mi{evi su pre`iveli, bez pojave klini~kih simptoma i promene op{teg stanja.
Nakon ogleda mi{evi su `rtvovani, ura|ena je obdukcija, a na parenhimatoznim
organima nije bilo patomorfolo{kih promena. Suspenzija parenhimatoznih or-
gana je zasejavana na triptozni i krvni agar, i pri tome nije ustanovljen rast aerob-
nih i anaerobnih mikroorganizama.

Rezultati za{titnog dejstva inaktivisane dvovalentne vakcine /
Results of protective effects of inactivated bivalent vaccine

Za vreme ispitivanja uginula su 4 mi{a iz vakcinisanih grupa. Jedan iz
prve, dva iz druge i jedan iz ~etvrte ogledne grupe. Rezultati ispitivanja za{titnog
dejstva vakcine A (bez saponina) i B (sa saponinom) aplikovane u dozi od
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0,2 ml x 106 cfu/ml nakon ve{ta~ke infekcije bujonskom kulturom L. monocyto-
genes serotip 1/2a i 4b u dozi od 0,3 ml prikazani su u tabeli 1.

Na tabeli 1 su prikazani procentualni rezultati za{titnog dejstva vak-
cine A (bez saponina) i B (sa saponinom) kod vakcinisanih mi{eva, nakon
ve{ta~ke infekcije patogenim sojevima L. monocytogenes ser 1/2a i 4b, kao i re-
zultati ve{ta~ke infekcije mi{eva koji nisu vakcinisani (kontrolna grupa).

Tabela 1. Rezultati ispitivanja za{titnog dejstva vakcine A (bez saponina) i B (sa saponinom)
aplikovane u dozi od 0,2 ml x 106 cfu/ml nakon ve{ta~ke infekcije bujonskom kulturom
L. monocytogenes ser 1/2a i 4b u dozi od 0,3 x 106 cfu/ml

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 106 cfu/ml

Grupe mi{eva /
Groups of mice

Vakcina A /
Vaccine A

Vakcina B /
Vaccine B

Kontrolna (nevakcini-
sana) grupa mi{eva /
Control (nonvaccinated)

group of mice

I
(n=10)

II
(n=10)

III
(n=10)

IV
(n=10)

V
(n=10)

VI
(n=10)

Broj uginulih mi{eva nakon
ve{ta~ke infekcije L. mono-
cytogenes ser 1/2a i 4b /
Number of mouse deaths fol-
lowing artificial infection with
L. monocytogenes ser 1/2a and
4b

1 2 0 1 10 10

% uginulih mi{eva /
% dead mice

10 20 0 10 100 100

Mi{evi koji nisu vakcinisani po~eli su da uginjavaju nakon 7. dana, a
poslednji mi{ je uginuo 14. dana infekcije. Na obdukciji je zapa`eno uve}anje je-
tre manjeg stepena, sa sitnim nekroti~nim `ari{tima, jaka hiperemija plu}a i slu-
zoko`e creva.

Zasejavanjem homogenizata parenhimatoznih organa na triptozni
agar je ura|ena reizolacija i dobijena ~ista kultura L. monocytogenes serotipa
1/2a i 4b.

Za vakcinaciju `ivotinja protiv listerioze mogu da se koriste inaktivi-
sane ili atenuisane vakcine dobijene od celih bakterijskih }elija. U novije vreme
kori{}enjem tehnika molelularne biologije odre|en je proteinski profil vrste L.
monocytogenes i postoje poku{aji da se naprave subjedini~ne vakcine. Me|utim,
efikasnost ovih vakcina jo{ uvek nije potpuno ispitana i potrebna su dalja eksperi-
mentalna istra`ivanja (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, mo`e da indukuje za{titni imunitet, ali
klju~ni odnos izme|u LLO i stvaranja za{titnog imuniteta kod zara`enih jedinki nije
dovoljno istra`en (Carvalho i sar., 2001). U svom ispitivanju Xiong i sar. (1998) su
dokazali da kod mi{eva koji su inficirani virulentnim sojevima L. monocytogenes
dolazi do stvaranja protektivnog imuniteta, a aplikacijom mrtvih bakterija i neviru-
lentnih sojeva nije do{lo do stvaranja imunskog odgovora. Kod mi{eva imuni-
zovanih listeriolizinom i mrtvim bakterijama, uz upotrebu Freundovog adjuvansa,
do{lo je do stvaranja delimi~nog za{titnog imuniteta (Brocke i Hahn, 1991).

Istra`ivanja na velikom broju `ivotinjskih vrsta ukazala su na to da pos-
toji mogu}nost kontrole listerioze primenom vakcina koje kao imunogene kompo-
nente sadr`e avirulentne ili inaktivisane sojeve listerija (Ramaswamy i sar., 2007).

Ivanov i sar. (1977) su izveli uspe{an eksperiment sa atenuiranom
vakcinom, dobijenom od serotipova 1/2a i 4b L. monocytogenes uz dodatak 0,1 %
saponina. Burdarov i sar. (1985) su izveli eksperiment na jagnjadi, ze~evima i za-
mor~i}ima. Za vakcinaciju je kori{}ena mrtva vakcina od serotipova L.monocyto-
genes tip 1 i tip 4c, koja je dobijena inaktivacijom toplotom. Kod ve{ta~ki inficira-
nih vakcinisanih `ivotinja. Listerie su izolovane u sporadi~nim slu~ajevima iz
mo`danog tkiva i parenhimatoznih organa, dok je kod ve{ta~ki inficiranih ne-
vakcinisanih `ivotinja ovaj uzro~nik izolovan tokom ~itavog perioda ispitivanja.
Autori su zaklju~ili da se vakcinacijom eksperimentalnih `ivotinja mrtvom vakci-
nom smanjuje smrtnost `ivotinja.

Van Dijk i sar. (1980) su prou~avali imunogenost inaktivisane vakcine
na mi{evima i dokazali su da sa odgovaraju}im adjuvansom mo`e da se proiz-
vede kvalitetna vakcina sa dobrim antigenim karakteristikama. Wirsing (1982) se
slo`io sa ovim ispitivanjima, dodav{i da se na ovaj na~in bolest mo`e staviti pod
kontrolu primenom formalinom inaktivisane vakcine.

Rezultati na{ih ispitivanja su pokazali da serotipovi 1/2a i 4b L. mono-
cytogenes ispoljavaju patogeni efekat nakon ve{ta~ke infekcije mi{eva kontrolnih
grupa. Pripremljena inaktivisana vakcina sa saponinom, od serotipova 1/2a i 4b L.
monocytogenes imala je zadovoljavaju}i za{titni efekat, imaju}i u vidu da je nakon
ve{ta~ke infekcije do{lo do uginu}a svega 10% vakcinisanih mi{eva. Pore|enjem
rezultata dobijenih nakon vakcinacije mi{eva oglednih grupa vakcinama sa sa-
poninom i bez saponina utvr|eno je da dodavanje saponina najverovatnije po-
ve}ava za{titni efekat vakcine.
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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. Val~i}, M. Mirilovi}

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

ISPÀTANIE PREDOHRANITELÃNOGO DEYSTVIÂ DVUVALENTNOY
INAKTIVACIONNOY VAKCINÀ, PODGOTOVLENNOY OT SEROTIPOV 1/2a I

4b Listeria monocytogenes NA MÀ[AH

D. Baci~, SonÔ Obrenovi~, M. Kirovski, B. Dimitrievi~, SonÔ Radoi~i~,
M. Val~i~, M. Mirilovi~

CelÝ Ìtogo issledovaniÔ bìla, ~to na laboratornìh belìh mì{ah pro-
veritÝ predohranitelÝnoe deystvie inaktivacionnoy dvuvalentnoy vakcinì, pod-

gotovlennoy ot serotipov L. monocytogenes 1/2a i 4b. Posle proverki sterilÝnosti
i toksi~nosti podgotovlennoy vakcinì mì{i v 6 grupp s po 10 `ivotnìh. PervaÔ i
vtoraÔ gruppì mì{ey polu~ili vakcinu bez saponina (vakcina A) a tretÝÔ i ~et-
vÒrtaÔ gruppì vakcinu s saponinom (vakcina B). Mì{i pÔtoy i {estoy gruppah ne
vakcinirovanì i slu`ili kak otricatelÝnìy kontrolÝ. Dve nedeli posle vakci-
nacii sover{ena revakcinaciÔ opìtnìh grupp, krome kontrolÝnìh. Dve nedeli po-
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sle revakcinacii sover{ena iskusstvennaÔ infekciÔ vseh grupp s serotipami L.
monocytogenes 1/2a i 4b.

Vo vremÔ prodol`itelÝnosti ispìtaniÔ (60 dney) okoleli 4 mì{i iz
vakcinirovannìh grupp. Mì{i kontrolÝnìh grupp na~ali okolevatÝ posle 7 dney,
a posledÔÔ mì{Ý okolela 14 dney posle infekcii.

Osmotrom preparata iz parenhimatoznìh organov okolelìh mì{ey,

okra{ennìh po Gramu dokazano prisutstvie L. monocytogenes. Zaseivaniem gomog-
enizatov parenhimatoznìh organov na triptoznìy agar sdelana reizolÔciÔ i

polu~ena ~istaÔ kulÝtura L. monocytogenes. Upotrebleniem specifi~eskih an-
tiserumov podtver`denì serotipì 1/2a i 4b. S u~Òtom na sovokupnoe ~islo vakci-
nirovannìh mì{ey v opìte i procent okoleniÔ (10%), mo`no skazatÝ, ~to ispìtan-
naÔ vakcina s saponinom imela udovletvoritelÝnìy predohranitelÝnìy Ìffekt.

KlÓ~evìe slova: L. monocytogenes, inaktivacionnaÔ vakcina, mì{Ý
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