UTJECAJ IMUNOMODULATORA MIKROBNOG
PODRIJETLA NA STANICNU IMUNOST SVINJA
CIJEPLJENIH ATENUIRANIM CJEPIVOM PROTIV BOLESTI
AUJESZKOGA

Andrisi¢, Miroslav

Doctoral thesis / Disertacija
2018

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Veterinary Medicine / SveuciliSte u Zagrebu, Veterinarski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/urm:nbn:hr:178:995456

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-04-24

Repository / Repozitorij:

Repository of Faculty of Veterinary Medicine -
Repository of PHD, master's thesis

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORILII



https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:178:995456
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.vef.unizg.hr
https://repozitorij.vef.unizg.hr
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/vef:640
https://dabar.srce.hr/islandora/object/vef:640

VETERINARSKI FAKULTET

Miroslav AndriSi¢

UTJECAJ IMUNOMODULATORA
MIKROBNOG PODRIJETLA NA
STANICNU IMUNOST SVINJA
CIJEPLJENIH ATENUIRANIM CJEPIVOM
PROTIV BOLESTI AUJESZKOGA

DOKTORSKI RAD

Zagreb, 2018.



FACULTY OF VETERINARY MEDICINE

Miroslav AndriSic

EFFECT OF IMMUNOMODULATORS
OF MICROBIAL ORIGIN ON
CELL-MEDIATED IMMUNITY OF PIGS
VACCINATED WITH
ATTENUATED VACCINE AGAINST
AUJESZKY'’S DISEASE

DOCTORAL THESIS

Zagreb, 2018



VETERINARSKI FAKULTET

MIROSLAV ANDRISIC

UTJECAJ IMUNOMODULATORA
MIKROBNOG PODRIJETLA NA
STANICNU IMUNOST SVINJA
CIJEPLJENIH ATENUIRANIM CJEPIVOM
PROTIV BOLESTI AUJESZKOGA

DOKTORSKI RAD

Mentori:
Prof. dr. sc. Frane Bozi¢
Doc. dr. sc. Svjetlana Terzi¢

Zagreb, 2018.



FACULTY OF VETERINARY MEDICINE

Miroslav AndriSi¢

EFFECT OF IMMUNOMODULATORS
OF MICROBIAL ORIGIN ON
CELL-MEDIATED IMMUNITY OF PIGS
VACCINATED WITH
ATTENUATED VACCINE AGAINST
AUJESZKY'’S DISEASE

DOCTORAL THESIS

Supervisors:
Prof. Frane Bozi¢, PhD
Asst. Prof. Svjetlana Terzi¢, PhD

Zagreb, 2018



VETERINARSKI FAKULTET

|ZJAVA

Ja, Miroslav AndriSi¢, potvrdujem da je moj doktorski rad
izvorni rezultat mojega rada te da se u njegovoj izradi nisam
koristio drugim izvorima do onih navedenih u radu.

Miwslan Arvdusl e

Zagreb, 2018,



SAZETAK

Bolest Aujeszkoga (BA) je akutna virusna zarazna bolest uzrokovana svinjskim herpes
virusom 1 (SHV-1). Najznacajnija mjera iskorjenjivanja BA u domacih svinja je cijepljenje.
lako se u programima iskorjenjivanja BA mogu koristiti markirana cjepiva koja sadrzavaju
atenuirani ili inaktivirani SHV-1, kao i subjedini¢na cjepiva, cjepiva s atenuiranim SHV-1 su
se pokazala ucinkovitijima u poticanju stani¢ne imunosti. Nadalje, istrazivanja su utvrdila da
inaktivirani virus Parapoxvirus ovis 1 kombinacija inaktivirane bakterije Propionibacterium
granulosum 1 detoksificiranih lipopolisaharida (LPS) bakterije Escherichia coli imaju izrazena
imunomodulacijska svojstva te da njihova primjena s cjepivima moze u svinja rezultirati
jacim imunosnim odgovorom na razini stani¢ne i humoralne imunosti u odnosu na primjenu
samo cjepiva.

Nakon S§to su svinjama primijenjeni cjepivo (atenuirani SHV-1), odabrani
imunomodulatori (inaktivirani virus Parapoxvirus ovis ili kombinacija inaktivirane bakterije
P. granulosum 1 detoksificiranth LPS-a bakterije E. coli) ili cjepivo s pojedinim
imunomodulatorom, provedene su hematoloske pretrage uzoraka periferne krvi, odredena su
protutijela za glikoproteine B (gB) 1 E (gE) SHV-1 u uzorcima seruma te je analiziran fenotip
NK stanica, B limfocita i T limfocita, kao i pojedinih populacija i subpopulacija T limfocita u
uzorcima mononuklearnih stanica periferne krvi.

Rezultati hematoloskih pretraga bili su unutar referentnih vrijednosti u vecini skupina
tijekom cijelog pokusa. Serumska protutijela za gB SHV-1 utvrdena su nakon jedanaestog
dana pokusa samo u cijepljenih svinja, a protutijela za gE SHV-1 nisu utvrdena niti u jedne
svinje. Primjena cjepiva i/ili imunomodulatora nije imala znacajan ucinak na udjele T i B
limfocita te NK stanica u limfocitima periferne krvi, kao ni na vecinu istrazivanih
subpopulacija T limfocita periferne krvi. Zajednicka primjena cjepiva s kombinacijom
inaktivirane bakterije P. granulosum i detoksificiranih LPS bakterije E. coli je sedmi dan
pokusa potaknula statisticki znacajno veéi porast udjela CD4'CD8o’ i CD4CD8a’ apT
limfocita u T limfocitima periferne krvi. Rezultati ukazuju na adjuvantni uc¢inak jednokratne
primjene cjepiva 1 dvokratne primjene kombinacije inaktivirane bakterije P. granulosum i
detoksificiranih LPS bakterije E. coli na subpopulacije T limfocita svinja s vaznim funkcijama

stani¢ne imunosti u zastiti svinja od infekcije sa SHV-1.

Klju¢ne rijeci: cjepiva protiv bolesti Aujeszkoga, imunomodulatori, stani¢na imunost,

viSebojna proto¢na citometrija



ABSTRACT

INTRODUCTION: Aujeszky’s disease (AD) is an infectious disease of many mammalian
species. It is caused by suid herpesvirus 1 (SuHV-1) which belongs to the Herpesviridae
family. Domestic pigs and wild boar are natural hosts of SuHV-1 because they are the only
species that can survive infection. Aujeszky’s disease is economically important because it
can cause a high mortality in suckling piglets, slower growth of fattening pigs and reduced
fertility in sows. SuHV-1 persists in latent state in pigs that survive infection. That is why
many countries completed eradication programs for AD while in others eradication programs
are still in process. Although many countries are free of AD in domestic pigs, SuHV-1
circulates in wild boar populations which can be the source of infection for domestic pigs.
One of the most important measures for eradication of AD in domestic pigs is vaccination
with marker vaccines and the use of appropriate diagnostic tests which can distinguish
infected from vaccinated animals (DIVA vaccines, Differentiating Infected from Vaccinated
Animals). The most widely used marker vaccines are the ones that lack glycoprotein E of
SuHV-1. Marker vaccines that contain the whole virus (attenuated or inactivated) or viral
glycoproteins (subunit vaccines) are available. Although vaccines with inactivated SuHV-1
and subunit vaccines are generally considered to be safer, vaccines with attenuated SuHV-1
have shown to be more efficacious in inducing protective immunity in pigs and stronger cell-
mediated immune response. Previous studies also showed that SUHV-1 can stimulate different
components of innate and adaptive immunity in pigs and that antibodies protect pigs from
mortality after SUHV-1 infection, but early protection against clinical signs and reduced virus
shedding after infection were related to in vitro T-cell proliferation. Development of
monoclonal antibodies directed against porcine leukocyte differentiation antigens have led to
immunophenotyping of different T-cell subpopulations and enabled the study of their immune
functions and development of more efficacious vaccines. Flow cytometry is one of the most
commonly used techniques for analysis of cell phenotype, which also enables quantitative
analysis of cell subpopulations. Although much knowledge about phenotype and function of
porcine NK cells and different T-cell subpopulations is gained by in vitro studies with SuHV-
1, little is known about frequencies of NK cells and different T-cell subpopulations in
peripheral blood of pigs vaccinated or infected with SuHV-1. Immunostimulators are
biological or chemical substances that stimulate mechanisms of innate and adaptive immunity
in a non-specific way. Some immunostimulators, mainly bacteria, components of bacterial

cells and plant extracts, are used in veterinary medicine for immunotherapy but can be also



used as adjuvants in veterinary and human vaccines, because they can accelerate, enhance or
prolong the immune response to vaccine antigen. The studies have shown that administration
of vaccines together with inactivated Parapoxvirus ovis or combination of inactivated
Propionibacterium granulosum and detoxified lipopolysacharides (LPS) of Escherichia coli
in pigs can induce stronger humoral and cellular immune responses than sole administration
of vaccines.

The aim of this research is to determine effects of selected immunomodulators of microbial
origin and vaccine against AD on leukocytes, NK, B- and T-cells and T-cell subpopulations in
peripheral blood of pigs. Results might provide an insight whether use of investigated
immunomodulators can enhance cell-mediated immunity in pigs vaccinated with attenuated

SuHV-1 and whether their use at the time of vaccination against AD is justified.

MATERIAL AND METHODS: For the purpose of this research a study using six groups of
five, three month old, pigs was conducted. Pigs from five groups were intramuscularly
injected with: 1) one dose of vaccine (attenuated SuHV-1, strain Bartha K-61 gE-); ii) two
doses of inactivated Parapoxvirus ovis; iii) two doses of the combination of an inactivated P.
granulosum and detoxified LPS of E. coli; iv) one dose of vaccine together with two doses of
Parapoxvirus ovis or v) one dose of vaccine together with two doses of combination of
inactivated P. granulosum and detoxified LPS of E. coli. Sixth group was negative control.
Samples of peripheral blood were collected by venipuncture on days 1, 7, 11 and 18. Clinical
health of animals was observed at least once daily throughout the study. Differential blood
count (DBC) and complete blood count (CBC) were analysed in peripheral blood samples by
microscopy and automated hematology analyser. Antibodies for SuHV-1 glycoproteins B
(gB) and E (gE) in serum samples were analysed by ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent
Assay). Phenotype of NK cells (CD3'CD16 CD8a SLA-DR’), B-cells (CD3'CD21") and T-
cells (CD3'CD16) and phenotype of T-cell subpopulations with respect to expression of
TCR-3, CD4, CD8a and SLA-DR were analysed in samples of peripheral blood mononuclear

cells by multicolour flow cytometry.

RESULTS: Local and general reactions were not observed in any group. Results of DBC and
CBC were within reference values in most groups during entire study. Serum antibodies for
SuHV-1 gB were present only in vaccinated groups from day 11. Serum antibodies for SuHV-
1 gE were absent in all groups during entire study. Vaccine and/or immunomodulators did not

show a significant effect neither on relative numbers of T-, B- and NK cells in peripheral



blood lymphocytes, nor on the relative numbers of most T-cell subpopulations. On study day
7 group that received vaccine together with the combination of an inactivated P. granulosum
and detoxified LPS of E. coli induced significantly higher (p < 0.05) relative numbers of
CD4'CD8a" and CD4CD8a" af-T cell subpopulations in peripheral blood T-cells compared

to the other groups, except the one that received the same immunomodulator alone.

CONCLUSION: Administration of a combination of an inactivated P. granulosum and
detoxified LPS of E. coli together with an attenuated SuHV-1 showed a synergistic effect on
af-T cell subpopulations that contain activated/memory helper T cells and SLA I restricted
cytolytic T cells, later of which seem important for early protection of pigs against SUHV-1
infection.

This research suggests that a combination of an inactivated P. granulosum and detoxified LPS
of E. coli is a potential adjuvant candidate for vaccines against AD. Further studies should be
undertaken to evaluate the fraction of virus specific T cells within CD4'CD8a" and CD4

CD8a" af-T cell subpopulations.

KEY WORDS: Vaccines against Aujeszky’s Disease, Immunomodulators, Cell-mediated

Immunity, Multicolour Flow Cytometry
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1. UvOD



Bolest Aujeszkoga (BA) je virusna zarazna bolest mnogih vrsta domacih i1 divljih
sisavaca, uzrokovana svinjskim herpes virusom 1 (SHV-1) koji pripada porodici
Herpesviridae. Svinje, domace i divlje, prirodni su domacini SHV-1 i jedine su vrste koje
mogu prezivjeti infekciju. Klinicka slika BA u domacih svinja prvenstveno ovisi o dobi i
imunosnom statusu svinja te o virulenciji sojeva SHV-1. Oboljela sisaju¢a prasad pokazuje
teSke neuroloske poremecaje uz vrlo visoki pomor (do 100%). S porastom dobi pomor se
smanjuje, a simptome infekcije srediSnjeg ziv€anog sustava zamjenjuju simptomi infekcije
diSnog sustava. Pomor u odraslih svinja je 1-2%, ali su ekonomske Stete zbog manjeg prirasta
uzrokovanog infekcijom velike. Uz to, transplacentalna infekcija sa SHV-1 moZe uzrokovati
uginuée plodova, pobacaj ili mrtvorodenu prasad. Svinje koje prezive infekciju sa SHV-1
ostaju latentno inficirane.

Stoga su u mnogim zemljama provedeni programi iskorjenjivanja BA ili se joS uvijek
provode. Unato¢ iskorjenjivanju BA u domacih svinja, u mnogim zemljama SHV-1 je
prisutan u populacijama divljih svinja te su stoga one moguéi izvor infekcije za domace
svinje. Jedna od glavnih mjera iskorjenjivanja BA u domacih svinja je primjena tzv.
»markiranih” cjepiva za koja moraju biti dostupni odgovarajuci dijagnosticki testovi (cjepiva
»-DIVA”, engl. Differentiating Infected From Vaccinated Animals). Markiranim cjepivima
protiv BA nedostaje jedan ili viSe glikoproteina ovojnice SHV-1 ili njegov enzim timidin-
kinaza. Dijagnostickim testovima moguce je razlikovati serumska protutijela potaknutih
virulentnim sojevima SHV-1 od onih potaknutih tzv. ,,markiranim cjepivima” protiv BA,
odnosno moguce je razlikovati zarazene od cijepljenih svinja. S obzirom da su se
imunoenzimski testovi (engl. Enzyme Linked Immunosorbant Assay, ELISA) za dokazivanje
serumskih protutijela za glikoprotein E (gE) SHV-1 pokazali pouzdanijima od testova ELISA
za dokazivanje serumskih protutijela za druge glikoproteine SHV-1, u programima
iskorjenjivanja BA najces¢e se koriste markirana cjepiva kojima nedostaje gE. Markirana
cjepiva protiv BA mogu sadrzavati atenuirani ili inaktivirani SHV-1, ili samo glikoproteine
SHV-1 (subjedini¢na cjepiva). lako su cjepiva s inaktiviranim virusom i subjedini¢na cjepiva
opc¢enito sigurnija i prikladnija za odredene skupine zivotinja (vrlo mlade ili gravidne
Zivotinje), istraZzivanja su pokazala da su cjepiva s atenuiranim SHV-1 veé¢inom ucinkovitija u
zastiti domacih svinja od infekcije te da mogu bolje potaknuti stanicnu imunost.

Dosadasnja istrazivanja su takoder pokazala da SHV-1 u svinja poti¢e aktivnost
razli¢itih komponenti urodene i steCene imunosti te da protutijela mogu zastiti svinje od

uginuc¢a uzrokovanog infekcijom sa SHV-1, ali da je rano smanjenje klinickih znakova i



izlu¢ivanje virusa nakon infekcije sa SHV-1 povezano s in vitro proliferacijom specifiénih T
limfocita.

Razvoj monoklonskih protutijela za leukocitne antigene svinja omoguéio je
identifikaciju fenotipa pojedinih subpopulacija T limfocita u svinja te podrobnije istrazivanje
njihovih funkcija, posebice u razvoju uc¢inkovitijih cjepiva. Proto¢na citometrija je jedna od
najéeS¢e Koristenih tehnika za analizu fenotipa stanica te kvantitativno odredivanje
zastupljenosti pojedinih subpopulacija stanica. Ujedno, u kombinaciji s drugim tehnikama,
neophodna je za odredivanje funkcije limfocita na stani¢noj razini.

lako su spoznaje o fenotipu i funkciji NK stanica te pojedinih subpopulacija T
limfocita svinja znacajno doprinijela istrazivanja sa SHV-1, nedostaju studije koje pokazuju
promjene u udjelima NK stanica te pojedinih subpopulacija T limfocita u krvi svinja
cijepljenih ili inficiranih sa SHV-1 bez in vitro manipulacije.

Imunostimulatori su tvari bioloSkog ili kemijskog podrijetla koje nespecificno poticu
aktivnost mehanizama urodene i steCene imunosti te se stoga mogu primijeniti u sluajevima
kao §to su stres, nezrelost imunosnog sustava te zarazne, kroni¢ne i tumorske bolesti, odnosno
kada treba pojacati opcu otpornost organizma. Neki imunostimulatori, ponajviSe bakterije,
dijelovi bakterijske stanice te biljni ekstrakti, koriste se u veterinarskoj medicini u terapijske
svrhe, a brojne tvari se josS uvijek intenzivno istrazuju. Osim samostalno, imunostimulatori se
primjenjuju 1 u cjepivima za ljude i zivotinje kao adjuvansi jer mogu ubrzati, produljiti ili
pojacati specifi¢ni odgovor imunosnog sustava na cjepni antigen.

Imunostimulacijsko djelovanje inaktiviranog virusa Parapoxvirus ovis te inaktiviranih
bakterija iz roda Propionibacterium dokazano je u ljudi i zivotinja. Inaktivirani virus
Parapoxvirus ovis te kombinacija inaktivirane bakterije P. granulosum i detoksificiranih
lipopolisaharida (LPS) bakterije Escherichia coli se u veterinarskoj medicini primjenjuju
samostalno za povecanje opce otpornosti organizma i kao pomo¢ u sprjeavanju i lijeCenju
infekcija. Istrazivanja su takoder pokazala da primjena cjepiva svinjama zajedno s
inaktiviranim virusom Parapoxvirus ovis ili kombinacijom inaktivirane bakterije P.
granulosum i detoksificiranih LPS-a bakterije E. coli moZe rezultirati ja¢im imunosnim
odgovorm na razini stani¢ne i humoralne imunosti u odnosu na primjenu Samo cjepiva.

Pretpostavka ovog istrazivanja je da istovremena primjena imunomodulatora
mikrobnog podrijetla u kombinaciji s cjepivom protiv BA u svinja poti¢e brzu pojavu veéih
udjela populacija i subpopulacija limfocita periferne krvi, koje su se prema dosadasnjim
spoznajama pokazale vaznim za ranu zastitu od prirodne infekcije sa SHV-1, nego primjena

samo cjepiva.



Cilj istrazivanja je utvrditi u¢inke odabranih imunomodulatora mikrobnog podrijetla i
cjepiva protiv BA na raspodjelu leukocita, NK stanica, B limfocita, T limfocita te njihovih
subpopulacija u perifernoj krvi svinja nakon zasebne primjene i usporediti ih s ucincima
zajedni¢ke primjene cjepiva protiv BA s pojedinim imunomodulatorom. Dodatno, cilj je
istraziti moguce sinergijsko djelovanje istrazivanih imunomodulatora i cjepiva protiv BA na
subpopulaciju citotoksi¢nih T limfocita, vaznu za ranu zastitu svinja od infekcije, odnosno
mogucu opravdanost primjene istrazivanih imunomodulatora prilikom cijepljenja svinja

protiv BA.



2. PREGLED DOSADASNJIH SPOZNAJA



2.1. Bolest Aujeszkoga

2.1.1. Uzroc¢nik bolesti Aujeszkoga i primljive vrste

Bolest Aujeszkoga (BA) je virusna zarazna bolest mnogih domacih 1 divljih sisavaca,
kao Sto su svinje, goveda, ovce, psi, macke, konji, kuniéi, lisice, kune, Stakori, misevi,
medvjedi, rakuni, kojoti, jeleni i pume (BITSCH i MUNCH, 1971.; FIELD i HILL, 1974,
PENSAERT i KLUGE, 1989.; KIMANN i sur., 1991.; GLASS i sur., 1994.; CAPUA i sur.,
1997.; BANKS i sur., 1999.).

Bolest Aujeszkoga uzrokuje svinjski herpes virus 1 (SHV-1) koji pripada porodici
Herpesviridae, potporodici Alphaherpesvirinae i rodu Varicellovirus (DAVISON, 2010.).
Kao i ostali herpesvirusi, SHV-1 se sastoji od jezgre s dvostrukom uvojnicom
deoksiribonukleinske kiseline (DNK), nukleokapside oblika ikozaedra, proteinskog tegumenta
1 lipidne ovojnice koja potjece od unutarstanicnih membrana domac¢ina (METTENLEITER,
2008.). Ovojnica sadrzava glikoproteine B (gB), ranije poznat i kao gll, gC (ranije poznat i
kao glll), gD (ranije poznat i kao g50), gE (ranije poznat i kao gl), gG (ranije poznat i kao
gXx), gH, gl (ranije poznat i kao g63), gK, gL, gM i gN, koji su vazni za ulazak SHV-1 u
stanice domacina, izlazak iz stanica, Sirenje izmedu stanica, virulenciju i za izazivanje
imunosnog odgovora domac¢ina (METTENLEITER, 2000.; ZUCKERMAN, 2000.).

Svinje, domace i divlje, prirodni su rezervoar SHV-1 jer su jedini domacini koji mogu
prezivjeti infekciju uzrokovanu navedenim virusom (METTENLEITER, 2000.). Ljudi i visi
primati nisu primljivi za infekciju uzrokovanu SHV-1 (KLUGE i sur., 1999.). lako je poznat
samo jedan serotip SHV-1, sojevi SHV-1 se razlikuju s obzirom na virulenciju, tropizam
nakon infekcije i patogenezu. U svinja su vrlo virulentni sojevi SHV-1 neuroinvazivni, dok
slabije virulentni sojevi imaju tropizam za plu¢a. U drugih primljivih vrsta zivotinja SHV-1 je
iskljuc¢ivo neuroinvazivan. SHV-1 se u svinja primarno umnaza u epitelnim stanicama gornjeg
diSnog sustava (nosna Supljina, tonzile, Zdrijelo) i plu¢a. Neuroinvazivni sojevi ulaze u zivce
koji inerviraju mjesto primarnog umnaZanja, posebice olfaktorni, trigeminalni i
glosofaringealni Zivac i centripetalno se Sire do tijela ziv¢anih stanica. Nakon umnaZanja u
sredi$njem Zivéanom sustavu (SZS) slijedi viremija koja omoguéuje $irenje virusa u razli¢ite
organe i1 posljediéno umnazanje u epitelnim stanicama, endotelnim stanicama krvnih zila,
limfocitima i makrofagima (NAUWYNCK, 1997.; KRITAS i sur., 1999.; METTENLEITER i
sur., 2012.).



2.1.2. Klini¢ki znakovi bolesti Aujeszkoga u domacih svinja

Tezina klinickih znakova BA u domacih svinja ovisi o dobi, imunosnom statusu,
virulenciji sojeva SHV-1 i putu infekcije (NAUWYNCK, 1997.). Prasad na sisi pokazuje
izrazene neuroloSke poremecaje kao $to su tremor, hipersalivacija, nekoordinacija, ataksija,
napadaji, paraliza straznjih nogu, nemoguc¢nost ustajanja uz veslanje nogama ili hodanje u
krug. Prasad ove dobne skupine ugiba 24 do 36 sati nakon pojave simptoma SZS-a, uz visoki
pomor koji moze dose¢i 100%. Odbijena prasad u dobi od 3 do 4 tjedana takoder pokazuje
neuroloske poremecaje nakon infekcije, ali uz manji pomor (oko 50%). Nakon infekcije
svinja u dobi od 5 dol0 tjedana, osim neuroloskih poremecaja, javlja se potiStenost,
anoreksija 1 vruéica te simptomi infekcije diSnog sustava kao Sto su kihanje, iscjedak iz nosa,
jaki kaSalj i oteZzano disanje, a zbog slabijeg apetita javlja se gubitak tjelesne mase. Simptomi
u ovoj dobnoj skupini obi¢no traju 5 do 10 dana 1 pomor najéeS¢e ne prelazi 10% ako se
sprijeCe sekundarne bakterijske infekcije. U odraslih svinja prevladavaju simptomi infekcije
diSnog sustava te se, uz opée simptome (vrudica, potiStenost, smanjeni apetit), pojavljuju
kihanje i iscjedak iz nosa koji mogu preci u teze simptome, kao Sto su jaki kaSalj i oteZzano
disanje. Simptomi u odraslih svinja traju 6 dol0 dana pri ¢emu moZe uginuti 1 do 2%
inficiranih zivotinja. Bolesne zivotinje imaju manji prirast, gube tjelesnu masu i sporadi¢no
mogu pokazivati simptome SZS-a, od blagog tremora do jakih konvulzija. U gravidnih
krmac¢a SHV-1 moze proci posteljicu i, u slucaju infekcije tijekom prve tre¢ine graviditeta,
moze uzrokovati uginuce i resorpciju plodova, a u slucaju infekcije tijekom zadnje dvije
tre¢ine graviditeta pobacaj, mrtvorodenu prasad ili uginuce prasadi unutar 48 sati nakon
prasenja (KLUGE i sur., 1999.).

U svinja koje prezive infekciju, SHV-1 uzrokuje doZivotnu latentnu infekciju
(WITTMANN i RZIHA, 1989.). Mjesta latentne infekcije SHV-1 u domacih svinja najéesce
su ganglij trigeminalnog zivca i tonzile, a u divljih svinja sakralni gangliji, Sto ukazuje na to
da se u divljih svinja SHV-1 uglavnom prenosi spolnim putem. Tijekom latentne infekcije ne
dolazi do tvorbe potpunog virusa, ve¢ je prisutna samo virusna DNK izvan kromosoma
domacina (RZIHA i sur., 1986.; BROWN i sur., 1995.; ROMERO i sur., 2003.). Stres (npr.
transport), hormonalna neravnoteza (npr. graviditet i prasenje) i primjena imunosupresivnih
tvari (npr. deksametazon) mogu izazvati reaktivaciju SHV-1 u latentno inficiranih svinja
(MENGELING i sur., 1992.; METTENLEITER i sur., 2012.). Latentno inficirane svinje

mogu u slu¢aju reaktivacije i izlu¢ivanja SHV-1 biti izvor infekcije za druge svinje te druge



primljive vrste. Za ostale primljive vrste sisavaca BA je smrtonosna, a jedini klinicki znak
moze biti jaki svrbez prac¢en samoozljedivanjem (METTENLEITER i sur., 2012.).

Bolest je prvi puta opisana u goveda 1813. godine u Sjedinjenim Americkim
Drzavama (SAD) pod nazivom ,,Mad ltch”, zbog izrazenog svrbeza. U Svicarskoj je 1849.
godine bolest nazvana ,,lazna bjesnoc¢a”, zbog simptoma sli¢nih bjesno¢i. Madarski veterinar
Aladar Aujeszky je 1902. godine dokazao da je bolest zarazna jer je prenoSenjem izolata
podrijetlom od bolesnog vola, psa i macke na kuni¢e uspio uzrokovati sliéne simptome, ali
razli¢ite od simptoma bjesnoce. Od tada je bolest bila poznata pod nazivom ,bolest
Aujeszkoga”. Njemacki znanstvenik Schmiedhoffer je 1910. godine prvi dokazao da BA
uzrokuje virus, a ameri¢ki znanstvenik Shope 1931. godine da je virus BA prisutan i u
uzgojima domacih svinja. Traub je 1933. godine u Njemackoj prvi uspio umnoziti virus BA
na stani¢noj kulturi, a Sabin 1 Wright su ga godinu dana kasnije svrstali u skupinu

herpesvirusa (NAUWYNCK, 1997.; METTENLEITER i sur., 2012.).

2.1.3. Rasprostranjenost i iskorjenjivanje bolesti Aujeszkoga

Do 1960. godine SHV-1 je bio slabo rasprostranjen izvan isto¢ne Europe, ali je do
1989. godine utvrden u 43 zemlje svijeta (PENSAERT i1 KLUGE, 1989.).
Bolest Aujeszkoga uzrokuje velike izravne gospodarske Stete u svinjogojstvu (uginuce, slabiji
rast, pobacaj), ali 1 neizravne (zabrana izvoza proizvoda podrijetlom od svinja iz zemalja u
kojima je SHV-1 prisutan ili u kojima se provodi cijepljenje protiv BA u zemlje sa statusom
slobodnih od SHV-1), BOUMA, 2005. Stoga su u mnogim zemljama provedeni nacionalni
programi iskorjenjivanja BA u domacih svinja. Navedeni programi uspje$no su provedeni u
Austriji, Republici Ceskoj, Danskoj, Finskoj, veéini Francuske, Njemackoj, Madarskoj,
Luksemburgu, Nizozemskoj, Svedskoj, Svicarskoj, Slovackoj, Velikoj Britaniji, Kanadi,
SAD-u te na Cipru i Novom Zelandu. Bolest Aujeszkoga se enzootski joS uvijek pojavljuje u
zemljama jugoisto¢ne Europe, Juznoj Americi, Aziji i Africi (METTENLEITER i sur., 2012.;
WU i sur., 2013.). lako je BA iskorijenjena u domacéih svinja u mnogim zemljama, SHV-1 je
jo§ uvijek prisutan u populacijama divljih svinja, Sto je dokazano seroloskim nadzorom i
izdvajanjem virusa (HAHN i sur., 2010; MULLER i sur., 2010.; BOADELLA i sur., 2012.).
Isti autori su zakljucili da inficirane divlje svinje predstavljaju stalnu opasnost za prijenos
SHV-1 na domace svinje. Serumska protutijela za SHV-1 dokazana su i u populacijama
divljih svinja i u uzgojima domaéih svinja u Republici Hrvatskoj (ZUPANCIC i sur., 2002.;
ROIC i sur., 2013.).



Programi iskorjenjivanja BA u domacih svinja se, ovisno o zemljopisnom poloZaju
pojedinih zemalja i regija te prevalenciji infekcije sa SHV-1, mogu temeljiti na ekonomskom
iskoriStavanju (klanju) cijelih zarazenih stada ili samo Zivotinja s protutijelima za SHV-1,
primjeni tzv. ,markiranih cjepiva” i provodenju bio-sigurnosnih mjera (NAUWYNCK i
PENSAERT, 1994.; STEGMAN i sur., 1997.).

2.1.4. Cjepiva protiv bolesti Aujeszkoga

Za cijepljenje svinja protiv BA najeS¢e se primjenjuju markirana cjepiva zbog
njihove vaznosti za programe iskorjenjivanja. Markirana cjepiva protiv BA mogu sadrzavati
samo pojedine glikoproteine SHV-1 ili SHV-1 kojem nedostaju geni za jedan ili viSe
glikoproteina virusne ovojnice ili virusni enzim timidin-kinazu (TK). Poznati su cjepni sojevi
SHV-1 (soj Norden podrijetlom od soja Bucharesti i soj Bartha) koji su atenuirani in vitro
pasazama (MCFERRAN i DOW, 1975.; LOMNICZI i sur., 1984a.) i za koje je utvrdeno da
im nedostaje gE (METTENLEITER i sur., 1985.). Kasnije su proizvedeni cjepni sojevi SHV-
1 kojima je rekombinantnom DNK tehnologijom uklonjen g (QUINT i sur., 1987.), gC (KIT
i sur., 1987.) ili gG (MARCHIOLI i sur., 1987.). Navedenim cjepnim sojevima
rekombinantnom DNK tehnologijom dodatno je uklonjen enzim timidin-kinaza (TK) pri
¢emu su dobiveni mutirani virusi s dvostrukom delecijom gena za pojedine virusne
glikoproteine i TK, s vrlo izrazenom atenuacijom (KIT i sur., 1987.; MOORMANN i sur.,
1990.; SWENSON i sur., 1993.; WU i sur., 2016.). Glikoproteini C, G i E, su zajedno s gl,
gM i gN, neesencijalni glikoproteini jer ne utjeCu na umnazanje SHV-1 (METTENLEITER i
sur., 2012.). Glikoprotein E je, uz TK, i jedan od glavnih ¢imbenika virulencije i1
neuroinvazivnosti SHV-1 u svinja (LOMNICZI i sur., 1984b.; MCGREGOR i sur., 1985.;
KRITAS i sur., 1994.), dok je gC, uz gB i gD, vaZan za poticanje imunosnog odgovora protiv
SHV-1 (GERDTS i sur., 1997.; ZARIPOV i sur., 1998.; VAN ROOWJ i sur., 1998.; 2000.).
Osim markiranih cjepiva s atenuiranim SHV-1, mogu se primjenjivati i markirana cjepiva s
inaktiviranim SHV-1 ili markirana subjedini¢na cjepiva koja sadrzavaju samo neke od
glikoproteina SHV-1. Ova cjepiva se ponajviSe koriste u slucajevima kada treba osigurati
neskodljivost primjene, kao npr. u slucaju cijepljenja gravidnih krmaca (VANDEPUTTE i
sur., 1990.; NAUWYNCK i PENSAERT, 1994.; MENGELING i sur., 1997.).

U svrhu epizootioloskog pracenja infekcije svinja sa SHV-1 razvijeni su dijagnosticki
testovi koji omogucuju razlikovanje serumskih protutijela potaknutih virulentnim sojevima

virusa i markiranim cjepivima protiv BA, odnosno razlikovanje zarazenih i cijepljenih svinja



(VAN OIRSCHOT i sur., 1986.). Stoga se u programima iskorjenjivanja BA domacih svinja
koriste markirana cjepiva za koja su dostupni dijagnosticki testovi za seroloSko razlikovanje
zarazenih i cijepljenih svinja te se joS nazivaju i cjepiva ,,DIVA” (engl. Differentiating
Infected From Vaccinated Animals), (VAN OIRSCHOT, 1999.). S obzirom da su se
imunoenzimski testovi (engl. Enzyme Linked Immunosorbant Assay, ELISA) za dokazivanje
serumskih protutijela za g SHV-1 pokazali pouzdanijima od testova ELISA za dokazivanje
serumskih protutijela za gG SHV-1 (SCHMITT i sur., 1991.; WHITE i sur., 1996.), u
programima iskorjenjivanja BA najceSc¢e se koriste markirana cjepiva kojima nedostaje gE
SHV-1, posebice u zemljama c¢lanicama Europske Unije (NAUWYNCK i1 PENSAERT,
1994.; MENGELING i sur., 1997.).

Cijepljenje domacih svinja ima vaznu ulogu u programima iskorjenjivanja BA u
zemljama/regijama s velikom gustoom svinja i velikom prevalencijom infekcije sa SHV-1,
jer se cijepljenjem postize sprje¢avanje Sirenja virusa i smanjenje broja zarazenih zivotinja, te
njihovo uklanjanje ili klanje tako postaje ekonomski prihvatljivo (STEGMAN i sur., 1995.;
ELBERS i STEGMAN, 1996.; PENSAERT i sur., 2004.). Zahtjevi za uéinkovitost
cjepiva protiv BA (ANONIMNO, 2012a.; 2017a.; 2017b.), prilikom njihovog odobravanja za
stavljanje u promet u zemljama ¢lanicama EU, propisuju da svinje bez serumskih protutijela
za SHV-1 nakon cijepljenja i infekcije virulentnim sojem SHV-1 u pokusnim uvjetima
moraju: 1) biti zaSti¢ene od uginuca uzrokovanog virulentnim sojem SHV-1, 2) izlucivati
virulentni soj u znacajno nizem titru i kracem vremenu nego necijepljene svinje te 3) imati
statistiCki znacajno vedi prirast od necijepljenih svinja tijekom prvih sedam dana od pocetka
infekcije virulentnim sojem (STELLMANN i sur., 1989.). Budu¢i da u terenskim uvjetima
majéinska protutijela za SHV-1 mogu utjecati na razvoj imunosti nakon cijepljenja, takoder je
vazno ispitati u¢inkovitosti cjepiva protiv BA i u prasadi podrijetlom od cijepljenih krmaca
(VISSER, 1997.).

Rezultate uéinkovitosti cjepiva protiv BA pojedinih studija tesko je usporedivati zbog
razli¢itih programa cijepljenja, razli¢itih cjepnih i virulentnih sojeva SHV-1 i njihovih doza te
s obzirom na prisutnost majcinskih protutijela za SHV-1 i njihovu razinu u trenutku
cijepljenja. Medutim, cjepiva s atenuiranim SHV-1 su se uglavnom pokazala u¢inkovitijima u
smanjenju klinickih znakova i izlu€ivanja virusa u svinja nakon izazivaCke infekcije s
virulentnim sojevima SHV-1 (DE LEEUW i VAN OIRSCHOT, 1985.; VANNIER, 1986.;
VAN ROOIJ 1 sur., 2004.), kao 1 u povecanju prirasta u terenskim uvjetima (DE LEEUW i
VAN OIRSCHOT, 1985.; VANNIER, 1985.) od cjepiva s inaktiviranim SHV-1.

Intramuskularna (i/m) primjena cjepiva protiv BA najces¢i je nacin cijepljenja Svinja
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(VISSER, 1997.), ali su intradermalni i intranazalni (i/n) na¢ini primjene pokazali podjednaku
ucinkovitost (VISSER i sur., 1994.; LABARQUE i sur., 1999.). Dvokratno cijepljenje
rezultira u¢inkovitijom zastithom imunosti protiv BA od jednokratnog cijepljenja, posebice u
terenskim uvjetima s visokim rizikom od infekcije virulentnim sojevima SHV-1
(STEGEMAN i sur., 1995.), kao i u svinja s maj¢inskim protutijelima za SHV-1 (BOUMA i
sur., 1997.).

Provedena su istrazivanja i s eksperimentalnim rekombinantnim virusnim cjepivima,
odnosno plazmidnim vektorima, koji kodiraju za gene glikoproteina SHV-1. Primjena cjepiva
s rekombinantnim vakcinija virusom koji eksprimira gB ili gD SHV-1 (BROCKMEIER i sur.,
1997.) ili cjepiva s plazmidnim vektorima koji kodiraju za gene gD (HAAGMANS i sur.,
1999.), gC (GERDTS i sur., 1997.), gB i gD (VAN ROOIJ i sur., 2006.) ili gB, gC i gD SHV-
1 (DORY 1 sur., 2005.) moze smanjiti pomor, klinicke znakove 1 izlucivanje virusa nakon
infekcije svinja s virulentnim sojem SHV-1. Isti rezultati su postignuti kombiniranom
primjenom cjepiva s rekombinantnim ORF virusom (Parapoxvirus) koji eksprimira gD SHV-
1 i cjepiva s plazmidnim vektorom koji kodira za gene istog glikoproteina (VAN ROOWJ i
sur., 2010.), kao i kombiniranom primjenom cjepiva s rekombinantnim ORF virusom Koji
eksprimira gC i gD SHV-1 i cjepiva s plazmidnim vektorom koji kodira za gene istih
glikoproteina (DORY i sur., 2006.). Istrazivanja koja su proveli VAN ROOWJ i sur. (2006.;
2010.) pokazala su da su cjepiva s rekombinantnim virusom i/ili s plazmidnim vektorom koji
eksprimira/kodira glikoproteine SHV-1 manje u¢inkovita u svinja bez majéinskih protutijela
od cjepiva s atenuiranim SHV-1, ali da je njihova prednost manja mogucnost utjecaja
maj¢inskih protutijela za SHV-1 na razvoj imunosti (VAN ROOWJ i sur., 2006.).

Iako cjepiva protiv BA mogu smanjiti ili sprijeciti Stetne posljedice infekcije svinja
virulentnim sojevima SHV-1 (klinicke znakove i smanjenje prirasta), ne mogu sprijeciti
infekciju i umnazanje virulentnih sojeva SHV-1 u cijepljenih svinja te posljedi¢no pojavu
latentne infekcije (KLUGE i sur., 1999.). Medutim, cijepljenje svinja atenuiranim sojevima
SHV-1 ipak moze smanjiti razinu latentne infekcije virulentnim sojevima (SCHANG i sur.,
1994.; VILNIS i sur., 1998.).

2.2. Mehanizmi imunosnog sustava protiv virusnih infekcija

U zastiti zivotinja od virusnih infekcija sudjeluju mehanizmi urodene imunosti koji

podjednako djeluju na razlicite patogene 1 mehanizmi steCene imunosti koji djeluju samo na

odredene (specifi¢ne) patogene (TIZARD, 2000a.). Komponente oba tipa imunosti vazne su
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za zaStitu organizma od infekcije 1 medusobno su povezane. Komponente urodene imunosti
Stite organizam u ranoj fazi infekcije i neophodne su za razvoj steCene imunosti u slucaju
prvog kontakta organizma s nekim antigenom. Stoga u slucaju prvog kontakta s nekim
patogenom komponente steCene imunosti Stite organizam u kasnijoj fazi infekcije, djelujuci
izravno na odredeni patogen ili na stanice inficirane tim patogenom. U slucaju ponovne
infekcije s istim patogenom odgovor komponenti steCene imunosti puno je brzi i dodatno

pojacava aktivnost komponenti urodene imunosti (CHRISTOPHER i sur., 2012.).

2.2.1. Mehanizmi urodene imunosti

Komponente urodene imunosti koje Zivotinje Stite od virusnih infekcija ukljucuju
fagocite, sustav komplementa, interferone i NK stanice, dok su dendriti¢ne stanice vazne za
razvoj stani¢ne imunosti (TIZARD, 2000a.).

Fagociti vazni za obranu organizma od infekcija uzrokovanih razli¢itim
mikroorganizmima, ukljucujuci i viruse, Su makrofagi i neutrofili.

Neutrofili su fagociti koji pripadaju granulocitima ili polimorfonuklearnim
leukocitima, zajedno sa eozinofilima i bazofilima. Potjecu od mijeloidne loze stanica koStane
srzi 1 manji broj (1 do 2%) cirkulira u krvi, dok je vecina neutrofila prisutna u kapilarama
jetre, slezene, pluca i koStane srzi (TIZARD, 2013a.). Neutrofili se vrlo brzo aktiviraju
tijekom upalne reakcije. Njihova glavna funkcija je fagocitoza mikroorganizama, nakon $to ih
u podruc¢je upale privuku tvari koje sintetiziraju mikroorganizmi, proteini koje eksprimira
endotel krvnih zila nakon aktivacije medijatorima upale, komponente aktiviranog sustava
komplementa, ili tvari koje oslobadaju limfociti na mjestu infekcije ili upale. Neutrofili mogu
fagocitirati mikroorganizme izravno, ali ih najceS¢e fagocitiraju nakon opsonizacije
protutijelima ili komponentama aktiviranog sustava komplementa. Mehanizmi kojima
neutrofili mogu ubiti mikroorganizme nakon unoSenja u stanicu fagocitozom, prvenstveno su
usmjereni na bakterije i ukljucuju razgradnju lizosomalnim hidrolitickim enzimima te izravnu
baktericidnost putem antibakterijskih peptida i reaktivnih kisikovih metabolita, zbog kojih
potencijalno mogu djelovati fungicidno i virucidno (CHRISTOPHER i sur., 2012.).

Makrofagi su mononuklearni fagociti koji potjecu od monocita, odnosno od
mijeloidne loze stanica koStane srzi (EZQUERRA 1 sur., 2009.). Osim §to se mogu naci u
razli¢itim tkivima svinja, makrofagi su prisutni i izmedu endotelnih stanica kapilara limfnih
¢vorova, slezene, koStane srzi 1 plu¢a. Mehanizmi ubijanja mikroorganizama makrofagima

jednaki su kao i1 u neutrofila, ali makrofagi mogu fagocitirati ugibajuce 1 mrtve stanice te ih,
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osim tvari koje oslobadaju bakterije i komponenti aktiviranog sustava komplementa, na
mjesto aktivnosti privlae i tvari koje oslobadaju oStecene stanice. Makrofagi na upalno
podruc¢je dospijevaju kasnije od neutrofila, ali zato mogu djelovati dulje te fagocitirati
bakterije koje ne mogu fagocitirati neutrofili. Zajednicko svojstvo makrofaga i neutrofila je da
osim mikroorganizma, mogu fagocitirati i stanice inficirane virusima kada su opsonizirane
protutijelima, §to je jedan od mehanizama stani¢ne citotoksi¢nosti ovisne 0 protutijelima
(engl. Antibody-Dependent Cell-mediated Cytotoxicity, ADCC) jer imaju receptor za vezanje
lanca Fc (engl. Fragment Cristallizable) protutijela (CHRISTOPHER i sur., 2012)).
Makrofagi svinja sintetiziraju i citokine, kao Sto su interleukin 1p (IL-1p), IL-6, IL-8, IL-12 i
faktor nekroze tumora-a (TNF-a), vazne za regulaciju imunosnog odgovora (FAIRBAIRN i
sur., 2011.).

Dendritiéne stanice su, kao i makrofagi, prisutne u mnogim organima, ali se od
makrofaga razlikuju po podrijetlu, izgledu i funkciji. Poznate su dvije glavne populacije
dendriti¢nih stanica, odnosno mijeloi¢ne 1 plazmacitoidne dendritiCne stanice. Mijeloi¢ne
dendriticne stanice, kao i makrofagi potje¢u od monocita, dok plazmacitoidne dendriti¢ne
stanice potjecu od limfoidne loze stanica koStane srzi. Dendriti¢ne stanice imaju dulje 1 tanje
citoplazmatske izdanke od makrofaga te, iako i makrofagi T limfocitima mogu prikazati
dijelove antigena nakon unoSenja u stanicu (engl. Antigen Presenting Cells, APC),
dendriticnim stanicama je to glavna funkcija i barem su sto puta ucinkovitije od makrofaga.
Stoga su dendriticne stanice glavna poveznica urodene i steCene imunosti. Za zaStitu od
virusnih infekcija posebno su vazne plazmacitoidne dendriti¢ne stanice. To su dugozivuce
stanice koje su najvise prisutne u krvi, kostanoj srzi i limfaticnim tkivima. Osim $to mogu T
limfocitima prikazati antigene, one na viruse reagiraju sintezom interferona tipa I, kao Sto je
IFNo (SUMMERFIELD i MCCULLOUGH, 2009.; TIZARD, 2013b.; DAY i SCHULTZ,
2013a.). Interferoni tipa | (IFNa i IFNB) pojacavaju otpornost stanica na virusnu infekciju,
aktiviraju NK stanice i pojacavaju ekspresiju molekula glavnog sustava tkivne podudarnosti
(engl. Major Histocompatibility Complex, MHC) klase Il (MHC II), odnosno prikazivanje
stranih antigena. Osim plazmacitoidnih dendriti¢nih stanica, interferone tipa I sintetiziraju i
mnoge druge stanice inficirane virusom (CHRISTOPHER i sur., 2012.; DAY i SCHULTZ,
2013b.).

Urodenoubilacke ili NK stanice (engl. Natural Killer Cells) potjecu od limfoidne loze
stanica koStane srzi. U svinja su NK stanice prisutne u krvi, razli€itim limfaticnim tkivima
(slezeni, limfnim C¢vorovima, tonzilama, timusu) te jetri 1 plu¢ima. Nakon infekcije NK

stanice se brzo aktiviraju i migriraju na mjesto infekcije (unutar 1 do 2 dana). Obrambene
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funkcije NK stanica ukljucuju nespecificno liziranje tumorski promijenjenih stanica i stanica
inficiranih virusima, ovisno ili neovisno o protutijelima (CRISTOPHER i sur., 2012.; DAY i
SCHULTZ, 2013b.). Ujedno, NK stanice sintetiziranje citokina IFN-y i TNF-a (MAIR i sur.,
2013.). Ti citokini sudjeluju u regulaciji imunosnog odgovora, pri ¢emu IFN-y aktivira stanice
steCene 1 urodene imunosti, dok TNF-a takoder promice upalu i potice apoptozu nekih
tumorskih stanica (TIZARD, 2000c.; CHRISTOPHER i sur., 2012.; DAY i SCHULTZ,
2013d.).

Sustav komplementa se sastoji od tridesetak proteina plazme koji nakon aktivacije
djeluju proteoliti¢ki u kaskadnom sustavu koji zavrSava tvorbom pora u stani¢noj membrani i
lizom mikroorganizama ili stanice domacina. Proteine sustava komplementa tvore razlicite
stanice, posebice stanice jetre i makrofagi. Sustav komplementa mogu aktivirati protutijela
vezana za virus ili inficiranu stanicu (klasi¢ni put aktivacije), $to za posljedicu ima lizu virusa
ili inficiranih stanica. Sustav komplementa mogu aktivirati i virusi izravno (alternativni put
aktivacije), pri ¢emu dolazi do lize virusa (TIZARD, 2000a.; DAY i SCHULTZ, 2013c.).
Aktivirani sustav komplementa omogucuje i uklanjanje patogena fagocitozom buduéi da
sustav kmplementa putem opsonizacije olakSava interakciju fagocita i patogena (DAY i
SCHULTZ, 2013c.).

2.2.2. Mehanizmi steCene imunosti

Komponente steGene imunosti koje zivotinje $tite od virusnih infekcija uklju¢uju T i B
limfocite te protutijela (TIZARD, 2000a.).

Limfociti T su stanice koje potjecu od limfoidne loze stanica koStane srzi. Sazrijevaju
u timusu 1 nakon toga cirkuliraju izmedu krvi i sekundarnih limfati¢nih organa, kao §to su
limfni ¢vorovi, slezena 1 Peyerove ploce. Kao 1 u ostalih vrsta, limfociti svinja mogu u¢i u
limfne ¢vorove limfom iz tkiva ili iz krvi kroz kapilare. No za razliku od ostalih vrsta
domacih sisavaca, limfociti svinja ne napustaju limfne ¢vorove limfom, ve¢ putem krvi, zbog
drugacije grade limfnih ¢vorova, kod kojih je srz mala, a korteks 1 parakorteks veci 1 dosezu
sredi$nji dio limfnog ¢&vora (ROTHKOTTER, 2009.). Limfociti T prepoznaju peptidne
antigene pomocu receptora T limfocita (engl. T-Cell Receptor, TCR). Receptor TCR se sastoji
od proteinskih lanaca ¢iji slobodni krajevi omogucuju prepoznavanje specifi¢nih antigena dok
su suprotni krajevi ugradeni u stani¢nu membranu T limfocita. Receptor TCR je okruzen
molekulama, kao $to su lanci 9, €, vy i {, koje omogucuju prijenos signala nakon kontakta s
antigenom (DAY i SCHULTZ, 2013c.).
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Za pocetak specificnog imunosnog odgovara neophodna je aktivacija pomoc¢nickih T
limfocita. Ako pomo¢nicki T limfociti prethodno nisu bili u kontaktu s antigenom, mogu se
aktivirati samo nakon kontakta s antigenom prikazanim u sklopu MHC Il na APC. Za
aktivaciju pomoc¢nickih leukocita potrebni su jo§ citokini koje sintetiziraju APC 1 kontakt s
kostimulatornim molekulama na njihovoj povrsini. Aktivirani pomo¢nicki T limfociti, ovisno
0 vrsti antigena, sintetiziraju odgovarajuce citokine i usmjeravaju imunosni odgovor na
stani¢ni ili humoralni. Stoga se mogu podijeliti na dvije glavne populacije, odnosno Thl-
limfocite (engl. Helper 1 T-cells) i Th2-limfocite (engl. Helper 2 T-cells). Limfociti Thl
sintetiziraju citokine IL-2 i IFN-y koji primarno poti¢u razvoj stani¢nog imunosnog odgovora,
dok Th2-limfociti sintetiziraju citokine IL-4 i IL-13 koji primarno poti¢u humoralni imunosni
odgovor (CHRISTOPHER i sur., 2012.; DAY i SCHULTZ, 2013d.). Medutim, MURTAUGH
i sur. (2009.) su pokazali da IL-4 u svinja nema pozitivan u¢inak na aktivaciju B limfocita i
tvorbu protutijela, kao $to je slucaj kod ljudi i miSeva. Prema izvrSnim funkcijama i
proizvodnji citokina pomo¢nicki T limfociti se mogu dodatno opisati kao regulacijski T
limfociti (Treg) koji sintetiziraju IL-10 i TGF-B i mogu regulirati funkcije pomo¢nickih i
citotoksi¢nih T limfocita (KASER i sur., 2011.) te Th17 T limfociti koji sintetiziraju IL-17
(STEPANOVA i sur., 2012.). Limfociti Th17 bi mogli nadopunjavati funkciju Thl-limfocita
kod upale, autoimunih i tumorskih bolesti (DAY i SCHULTZ, 2013d.), ali njihova funkcija u
svinja joS uvijek nije detaljnije istrazena (GERNER i sur., 2015.).

Citotoksi¢ni T limfociti su vrlo vazna komponenta stani¢ne imunosti protiv
unutarstani¢nih mikroorganizama, posebice virusa, ali i tumorskih stanica. Kao i u slucaju
pomo¢nickih T limfocita, citotoksi¢ni T limfociti koji nikada nisu bili u kontaktu s antigenom,
moraju se prvo aktivirati kako bi mogli izvrSiti svoju funkciju. Za aktivaciju citotoksi¢nih T
limfocita potreban je kontakt s antigenom prikazanim u sklopu MHC | na APC i kontakt s
kostimulatornim molekulama na njihovoj povrsini te citokini koje sintetiziraju Thl-limfociti,
posebice IL-2 i IFN-y. Nakon aktivacije, citotoksi¢ni T limfociti mogu prepoznati stanice
inficirane unutarstanicnim mikroorganizmima ako su antigeni tih mikroorganizma prikazani
na povrsini inficiranih stanica u sklopu MHC |, kao i promijenjene peptide tumorskih stanica.
Citotoksi¢ni T limfociti sintetiziraju perforin i granzime. Perforin nakon polimerizacije u
membrani ciljnih stanica stvaraju kanale koji uzrokuju osmotsku neravnotezu i omogucuju
ulazak enzima granzima koji izravno oSteCuje ciljnu stanicu i aktiviraju unutarstani¢ne
mehanizme apoptoze. Na taj naclin citotoksi¢ni T limfociti sprjeCavaju umnaZanje
mikroorganizama unutar stanica ili njihovo daljnje Sirenje. Citotoksi¢ni T limfociti takoder

sintetiziraju citokine (IFN-y i TNF-0) kojima aktiviraju makrofage i NK stanice
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(CHRISTOPHER i sur., 2012.; DAY i SCHULTZ, 2013d.). U svinja je poznata i posebna
skupina T limfocita koji pokazuju funkciju urodenog imunosnog sustava, odnosno yoT
limfociti (TAKAMATSU i sur., 2002.; DE BRUIN i sur., 2000a.).

Limfociti B su stanice koje, kao i T limfociti, potjeCu od limfoidne loze stanica
kostane srzi, ali za razliku od njih sazrijevaju u sekundarnim limfati¢nim organima, kao $to su
kostana srz, limfni ¢vorovi, slezena i Peyerove ploce. Limfociti B specifi¢éno prepoznaju
antigene pomocu receptora B limfocita (engl. B-Cell Receptor, BCR). Ako B limfociti
prethodno nisu bili u kontaktu s antigenom takoder se moraju prvo aktivirati, ali za razliku od
T limfocita, B limfociti mogu na antigen reagirati izravno, bez da im je prethodno prikazan u
sklopu MHC. Za potpunu aktivaciju B limfocita potrebni su signali od strane pomo¢nic¢kih T
limfocita u obliku izlu€enih citokina i kontakta s kostimulatornim molekulama na njihovoj
povrsini. Prije aktivacije, BCR u svinja pretezno ima strukturu imunoglobulina razreda M
(IgM). Tijekom aktivacije B limfocita specificnost BCR za antigen ostaje ista, ali se mijenja
njegova struktura, odnosno prelazi iz IgM u IgG (IgG1l i 1gG2), IgA, IgE ili IgD. Promjena
razreda imunoglobulina na povrsini B limfocita ovisi 0 svojstvima antigena i vrsti citokina
koje sintetiziraju pomo¢nicki T limfociti. Aktivirani B limfociti pod utjecajem citokina Th2-
limfocita prelaze u plazma stanice koje tvore protutijela, odnosno slobodne imunoglobuline
iste strukture i specifi¢nosti za antigen kao BCR (CHRISTOPHER i sur., 2012; DAY i
SCHULTZ, 2013e.). Na tvorbu pojedinih vrsta protutijela utjece i mjesto pocetka imunosnog
odgovora. Ako imunosni odgovor zapocne u limfnim ¢vorovima ili slezeni, B limfociti su
obi¢no preusmjereni na tvorbu protutijela razreda 1gG, kojih ima najvise u perifernoj krvi
svinja. S druge strane, ako imunosni odgovor zapo¢ne na sluznicama, B limfociti su obi¢no
preusmjereni na tvorbu protutijela razreda IgA i/ili IgE (CHRISTOPHER i sur., 2012.). Osim
strukture, protutijela imaju 1 razliite funkcije u zastiti od virusnih infekcija. Protutijela
neutraliziraju 1 aglutiniraju viruse ¢ime sprjecavaju vezanje virusa na stanicu domacina i
smanjuju broj virusa koji mogu inficirati stanice domacina. Protutijela takoder posreduju u
fagocitozi i lizi virusa te lizi stanica inficrianih virusom, odnosno olakSavaju njihovo ubijanje
komponentama urodenog imunosnog sustava, tj. sustavom komplementa, fagocitima ili NK
stanicama (TIZARD, 2000a.). Protutijela su komponente humoralne steCene imunosti s
obzirom da se u pravilu nalaze u krvi i tjelesnim teku¢inama. Limfociti B mogu djelovati i
kao APC jer nakon kontakta s antigenom mogu antigen unijeti u stanicu i prikazati ga u
sklopu MHC 1l (CHRISTOPHER i sur., 2012.).

Limfociti T i B koji prethodno nisu bili u kontaktu s antigenima, mogu se aktivirati

samo na mjestima na kojima je antigen zarobljen i prikazan (pomoc¢nicki T limfociti i
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citotoksi¢ni T limfociti), odnosno na kojima su pomo¢nicki T limfociti aktivirani (citotoksicni
T limfociti 1 B limfociti), a to su najéeS¢e limfni ¢vorovi, ali i drugi sekundarni limfati¢ni
organi. Prilikom aktivacije T i B limfociti prelaze u limfoblaste i zatim proliferiraju, pri ¢emu
dolazi do povecanja broja identi¢nih stanica, specifi¢nih za isti antigen kao i T ili B limfocit iz
kojeg su nastali (klonovi). Citotoksi¢ni T limfociti nakon proliferacije ve¢inom postaju izvrsni
T limfociti koji cirkuliraju po organizmu u potrazi za stranim antigenima, jer moraju do¢i u
izravni kontakt s antigenom kako bi mogli izvrsiti svoju funkciju. Proliferirani B limfociti
ostaju u sekundarnim limfaticnim organima (limfni ¢vorovi, slezena) gdje tvore zametna
srediSta. U zametnim srediStima ve¢ina B limfocita prelazi u plazma stanice koje tvore
protutijela. Protutijela se, ovisno o razredu i funkciji, rasporeduju po razli¢itim dijelovima
organizma (krv, sluznice) kako bi Sto lakSe doSla u kontakt sa stranim antigenima. Od manjeg
dijela proliferiranih T i B limfocita nastaju memorijske stanice, koje se nakon ponovnog
kontakta s istim antigenom mogu brze aktivirati i djelovati. Medutim, memorijski T 1 B
limfociti u zivotinja joS uvijek nisu dovoljno istrazeni (CHRISTOPHER i sur., 2012.; DAY i
SCHULTZ, 2013d.; 2013e.).

DosadaSnja istrazivanja su pokazala da SHV-1 u svinja nakon cijepljenja/infekcije
moze potaknuti komponente urodene i steCene imunosti, $to je rezultiralo proizvodnjom
protutijela koja in vitro mogu neutralizirati virus, sudjelovati u ADCC i lizi stanica inficiranih
virusom pomoc¢u sustava komplementa (MARTIN i sur., 1986.). Ujedno nakon specifi¢ne
restimulacije izdvojenih PBMC-a (engl. Peripheral Blood Mononuclear Cells) detektirana je
proliferacija citotoksi¢nih T limfocita koji prepoznaju antigen prikazan u sklopu MHC 1 i
pomo¢nic¢kih T limfocita (SUMMERFIELD i sur.,1996.; ZUCKERMANN i HUSMANN,
1996.; DE BRUIN i sur., 2000a.), kao i proliferacija citotoksi¢nih stanica neovisnih o MHC
(KIMMAN i sur., 1996.; DE BRUIN i sur., 2000a.; 2000b.) te sinteza citokina (OBER i sur.,
1998.; VAN ROOIJ i sur., 2004.; POMORSKA-MOL i MARKOWSKA-DANIEL, 2010.).

Istrazivanja su takoder pokazala da protutijela koja neutraliziraju virus mogu svinje
zastiti od uginuca uzrokovanog infekcijom sa SHV-1 (MARTIN i WARDLEY, 1987.), ali da
je rano smanjenje klinickih znakova i izlu¢ivanje virusa nakon infekcije sa SHV-1 povezano s
in vitro proliferacijom T limfocita i njihovim nakupljanjem na mjestu infekcije (KIMMAN i
sur., 1995.; BOUMA i sur., 1997.; VAN ROOWJ i sur., 2004.).
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2.3. Fenotip T limfocita svinja

Pracenje specificnog odgovora T limfocita na antigene zahtjeva detaljno poznavanje
fenotipa subpopulacija T limfocita. Diferencijacijski antigeni leukocita (engl. Cluster of
Differntation, CD) u svinja oznacavaju se sa CD ako su njihove molekule homologne
molekulama diferencijacijskih antigena leukocita u ljudi, s obzirom na redoslijed
aminokiselina ili DNK. Ako molekule antigena leukocita svinja nisu homologne s drugim
vrstama, oznaCavaju se sa SWC (engl. Swine Workshop Cluster), (LUNNEY, 1993
SAALMULLER, 1996.). Razvoj monoklonskih protutijela za diferencijacijske antigene
leukocita svinja omogucio je identifikaciju fenotipa pojedinih populacija i subpopulacija T
limfocita (imunofenotip), ali i istrazivanje njihovih funkcija, posebice u razvoju uc¢inkovitijih
cjepiva (GERNER i sur., 2009.).

Molekula CD3 s TCR tvori proteinski kompleks na membrani T limfocita i omogucuje
prijenos signala nakon vezanja TCR s antigenom i aktivaciju T limfocita (YANG i sur.,
2005.) U svinja se, kao i u ostalih kraljeSnjaka, razlikuju dvije populacije T limfocita s
obzirom na peptidne lance koji tvore TCR. To su T limfociti ¢iji se TCR sastoji od lanaca a i
B (apT limfociti) i T limfociti &iji se TCR sastoji od lanaca v i & (ydT limfociti), (SINKORA i
BUTLER, 2009.; GERNER i sur., 2015.). Budu¢i da monoklonska protutijela za lance a.i § T
limfocita svinja nisu dostupna, kao za lanac 6 (DAVIS i sur., 1998.; TANG i sur., 2005.), apfT
limfociti svinja mogu se fenotipski definirati kao CD3"TCR-y&" limfociti, za razliku od y8T
limfocita koji se mogu izravno identificirati kao CD3"TCR-y8" limfociti (GERNER i sur.,
2009.). GERNER i sur. (2009.) su pokazali da se affT limfociti periferne krvi svinja s obzirom
na ekspresiju molekula CD4 i CD8o fenotipski mogu definirati kao CD4'CDS8a’, CD4
CDS8a", CD4'CDS8a ili CD4 CD8a stanice. Molekula CD4 je receptor za MHC 11, a molekula
CD8 receptor za MHC 1. Stoga je molekula CD4 pomo¢ni¢kim T limfocitima vazna za
prepoznavanje procesuiranih antigena prikazanih u sklopu MHC II, dok je molekula CD8
vazna citotoksi¢nim T limfocitima za prepoznavanje endogenih antigena prikazanih u sklopu
MHC | (TIZARD, 2000b.). Dosadasnja istrazivanja su pokazala da je udio T limfocita koji
eksprimiraju CD4 u limfocitima periferne krvi svinja izmedu 5% 1 60 %, s razli¢itim udjelima
subpopulacija koje eksprimiraju, odnosno ne eksprimiraju molekulu CD8a, ovisno o dobi
(SAALMULLER i sur., 1987.; YANG i PARKHOUSE, 1996.; ZUCKERMANN i
HUSMANN, 1996.; STEPANOVA i sur., 2007.). Slicno kao i u majmuna i kokosi
(ZUCKERMANN, 1999.), specifi¢nost limfocita periferne krvi svinja je znacajan udio T
limfocita koji istovremeno eksprimiraju molekule CD4 i CD8a (do 55%), (ZUCKERMANN,
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1999.). U perifernoj krvi tek oprasene prasadi CD4"CDS8a” T limfocita gotovo i nema, ali im
se udio kontinuirano povecava do odrasle dobi (ZUCKERMANN i HUSMANN, 1996.;
TALKER i sur., 2013.).

Limfociti yoT periferne krvi svinja su do sada najces¢e identificirani na temelju
ekspresije molekula CD2 i CDS8a te se mogu razvrstati u tri subpopulacije: CD2'CDS8a",
CD2'CD8a i CD2'CD8«a” (YANG i PARKHOUSE, 1996.; SINKORA i BUTLER, 2009.).
Najces¢i fenotip yoT limfocita u perifernoj krvi svinja je CD2'CD8a’. Molekula CD2, poznata
i kao LFA-2 (engl. Lymphocyte Function-associated Antigen 2), je transmembranski
glikoprotein tipa I ¢iji ligand je molekula CD58 (LFA-3). Interakcija molekule CD2 na T
limfocitima i molekule 58 na APC pojacava prepoznavanje antigena, a poznato je i da se
molekula CD2 veze za molekulu 58 prilikom interakcije citotoksi¢nih T limfocita i ciljnih
stanica (TIZARD, 2000b.). Svinje, kao i ostali papkari, pripadaju vrstama s velikim udjelom
populacije y0T limfocita u limfocitima periferne krvi (HOLDERNESS 1 sur., 2013.). Prema
vedini autora, udio populacije ydT limfocita u limfocitima periferne krvi svinja povecava se
nakon prasenja te izmedu Cetvrtog i dvanaestog mjeseca zivota doseze najvece vrijednosti (do
50%), a nakon toga opada (YANG i PARKHOUSE, 1996., TAKAMATSU i sur., 2006.;
GERNER i sur., 2009.; TALKER i sur., 2013.; SEDLAK i sur., 2014a.).

U nastojanju da se odrede biljezi za pomoénicke T limfocite svinja dosadasnja
istrazivanja ukazuju da se oni mogu identificirati kao CD4" stanice unutar populacije apT
limfocita (CHARERNTANTANAKUL i ROTH, 2006.; GERNER i sur., 2009.). Otezavaju¢u
okolnost u fenotipskoj analizi pomo¢nic¢kih T limfocita predstavlja koekspresija molekule
CD8. To je posebno izrazeno nakon specifi¢ne, odnosno nespecifi¢ne in vitro stimulacije jer
ve¢ina CD4"CD8a T limfocita eksprimira molekulu CD8a de novo, ali ne i svi CD4"CD8o’ T
limfociti (FACHINGER i sur., 2000a.; SAALMULLER i sur., 2002.; REUTNER i sur.,
2013.). Sli¢no, imunizacija te in vitro specifi¢na restimulacija poti¢e uglavnom proliferaciju
CD4'CD8a” T limfocita (SUMMERFIELD i sur., 1996.; OBER i sur., 1998.;
SAALMULLER i sur., 2002.; REVILLA i sur., 2005a.). SUMMERFIELD i sur., (1996.),
OBER i sur. (1998.) te SAALMULLER i sur. (2002.) takoder su potvrdili funkciju
pomoénickih T limfocita za CD4"CD8a” T limfocite jer je ta subpopulacija mogla prepoznati
antigen prikazan isklju¢ivo prikazan u sklopu MHC I, zahvaljuju¢i molekuli CD4, te
sintetizirati IL-2 i pruziti pomo¢ B limfocitima u proizvodnji protutijela (OBER i sur., 1998.).
Ranija istraZivanja su takoder pokazala da CD4"CD8" T limfociti eksprimiraju samo lanac o
molekule CDS8, odnosno CD8o. homodimer (CD8aa), (SAALMULLER i sur., 1994d.; 2002.;
YANG i PARKHOUSE, 1997.). Sustav molekula MHC u svinja se jo$ naziva SLA (engl.
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Swine Leucocyte Antigen) pri ¢emu SLA 1 odgovara sustavu molekula MHC I, a SLA II
odgovara sustavu molekula MHC Il. Poznato je osam formi SLA II, a molekula SLA-DR je
jedna od njih (HO i sur., 2009.; LUNNEY i sur., 2009.). Iako je primarna zadaca molekula
SLA 1II prezentacija peptidnih antigena pomoc¢nickim T limfocitima, ekspresija molekule
SLA-DR na stimuliranim T limfocitima moZe posluziti i za identifikaciju aktiviranih
pomo¢nickih T limfocita. S ciljem dodatne identifikacije subpopulacije pomo¢nickih T
limfocita, SAALMULLER i sur. (2002.) su osim ekspresije molekule CD8a na aktiviranim
CD4" T limfocitima, pokazali i pove¢anu ekspresiju molekule SLA-DR nakon nespecifi¢ne in
vitro stimulacije. Nakon imunizacije i specificne in vtiro restimulacije preferencijalno su
proliferirali CD4°CD8a” T limfociti koji su eksprimirali i molekulu SLA-DR
(SAALMULLER i sur., 2002.; REVILLA i sur., 2005a.; GERNER i sur., 2006.). U
navedenim istrazivanjima koekspresija molekula CDSa i SLA-DR na CD4" T limfocitima
bila je pracena i gubitkom ekspresije molekule CD45RC (SAALMULLER i sur., 2002.),
odnosno proliferirali su CD4"CD8a"SLA-DR™ T limfociti koji nisu eksprimirali molekulu
CD45RC (SAALMULLER i sur., 2002.; REVILLA i sur., 2005a.). Stoga vecina autora
smatra da su aktivirani i memorijski pomoc¢nic¢ki T limfociti svinja affT limfociti s fenotipom
CD4'CD8u'SLA 1I'CD45RC’, a neaktivirani pomo¢ni¢ki T limfociti afT limfociti s
fenotipom CD4'CD8a’SLA I1I'CD45RC". In vivo istrazivanja su pokazala da veéina
CD4"CD8a" afT limfocita periferne krvi svinja eksprimira molekulu SLA-DR, odnosno ne
eksprimira molekulu CD45RC (REUTNER i sur., 2013.; TALKER i sur., 2013.). Potonji
autori su takoder pokazali da se broj CD4"CD8a'SLA-DR" ofiT limfocita u perifernoj krvi
svinja nakon prasenja povecava s dobi, Sto je u skladu s rezultatima navedenih in vitro
istrazivanja za fenotip memorijskih pomoc¢nickih T limfocita. Medutim, istrazivanja
REUTNER i sur. (2013.) te TALKER i sur. (2013.) su pokazala i da izostanak ekspresije
molekule CD45RC na CD4'CD8u'SLA-DR™ T limfocitima ne ukazuje nuzno na aktivirane ili
memorijske pomo¢nicke T limfocite jer CD4'CD8a"SLA-DR*CD45RC" T limfociti takoder
mogu biti prisutni u perifernoj krvi svinja. Takoder suprotno nalazima ranijih istrazivanja,
neki autori ukazuju da bi memorijski pomoéni¢ki T limfociti mogli pripadati i CD4" afT
limfocitima koji ne eksprimiraju molekulu CD8a (ZUCKERMANN i HUSMANN, 1996.;
REVILLA i sur., 2005a.), odnosno molekulu SLA-DR (REVILLA i sur., 2005a.), jer su te
subpopulacije T limfocita takoder proliferirale nakon in vitro stimulacije s istim antigenom s
kojim su svinje cijepljene. U svrhu identifikacije dodatnih subpopulacija pomoéni¢kih CD4"
afT limfocita svinja analizirana je ekspresija i drugih leukocitnih antigena za koja su
dostupna monoklonska protutijela i/ili sinteza citokina. ZUCKERMANN i HUSMANN
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(1996.) su utvrdili da vecina (75%) CD4"CD8a” T limfocita periferne krvi svinja ima veliku
gustocu ekspresije (engl. High ili Bright) molekule CD29, u ljudi poznata i kao integrin -1,
dok veéina (75%) CD4"CD8a T limfocita ima malu gusto¢u ekspresije (engl. Low ili Dim)
molekule CD29. Medutim, nakon imunizacije svinja i specifi¢ne in vitro restimulacije
proliferirale su obje subpopulacije CD4" T limfocita s obzirom na ekspresiju molekule CD8a
(CD4"CD8u" i CD4"CD8a), ali samo je jedna subpopulacija CD4" T limfocita proliferirala s
obzirom na ekspresiju molekule CD29 (CD4*CD29*"9"). REVILLA i sur. (2005a.) su takoder
utvrdili veliku gustoc¢u ekspresije molekule CD29 na subpopulaciji kojoj prema vecini autora
pripadaju aktivirani i memorijski pomoénicki T limfociti svinja (CD4"CD8a'CD45RASLA-
DR™), odnosno malu gustocu ekspresije molekule CD29 na subpopulaciji kojoj prema vecini
autora pripadaju neaktivirani pomoéni¢ki T limfociti (CD4"CD8a CD45RA'SLA-DR).
Medutim, isti autori su otkrili da CD4" T limfociti periferne krvi svinja mogu eksprimirati i
molekulu 2E3, za razliku od drugih T limfocita, stanica mijeloidne loze, B limfocita i NK
stanica. Veéina CD4*2E3* T limfocita imala je fenotip CD8«’ CD45RA*SLA-DR'CD29"'*"
dok je veéina CD4*2E3" T limfocita imala fenotip CD8«*CD45RASLA-DR'CD29™"%", S
obzirom da su nakon imunizacije svinja i specifi¢ne in vitro restimulacije proliferirali samo
CD4'2E3" T limfociti, autori su na temelju ekspresije molekule 2E3 predloZili dodatnu
mogucénost diskriminacije neaktiviranih (CD4"2E3") i memorijskih (CD4"2E3") pomoénickih
T limfocita. REUTNER i sur. (2013.) su takoder pokusali identificirati dodatne subpopulacije
pomoénickih T limfocita (CD3"CD4") svinja, ali s obzirom na ekspresiju molekule CD27,
sintezu citokina (IL-2, IFN-y i TNF-a) te ekspresiju kemokinskog receptora CCR7, koji je
karakteristican za neaktivirane 1 srediSnje memorijske pomoc¢nicke T limfocite ljudi
(SALLUSTO i sur., 2004.). U perifernoj krvi svinja REUTNER i sur. (2013.) su identificirali
tri najces¢e subpopulacije pomoc¢nickih T limfocita s obzirom na ekspresiju molekula CD8a 1
CD27 (CD80'CD27", CD8a'CD27" i CD8a"CD27"). Nakon nespecifi¢ne in vitro stimulacije i
analize ekspresije CCR7 te sinteze navedenih citokina autori su zakljucili da subpopulaciji
CD3'CD4"CD8a’CD27" pripadaju neaktivirani pomoénicki T limfociti, a da subpopulacije
CD3'CD4"CD8a'CD27 i CD3'CD4"CD8a'CD27" pokazuju sli¢na fenotipska i funkcionalna
obiljezja kao izvrsni memorijski, odnosno srediSnji memorijski pomo¢nicki T limfociti ljudi
(SALLUSTO i sur., 2004.; PEPPER i JENKINS, 2011.).

Takoder su provedena istrazivanja sa svrhom identifikacije Thl- i Th2-limfocita
svinja. Medutim, nisu utvrdene razlike u sintezi IFN-y, odnosno citokina Thl-limfocita,
izmedu subpopulacije CD4'CD8a” T limfocita koja eksprimira molekulu CD27 i
subpopulacije CD4"'CD8u” T limfocita koja ne eksprimira navedenu molekulu (KOINIG i
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sur., 2015.; TALKER i sur.,, 2015.). REVILLA i sur. (2004.) su takoder utvrdili da
subpopulacija periferne krvi svinja koja pokazuje funkcionalna obiljezja memorijskih
pomocénickih stanica (CD4"CD23E CDS8a") eksprimira mRNA (engl. Messenger RNA) za
IFN-y, ali i mMRNA za IL-4, odnosno citokin Th2-limfocita. Ni REVILLA i sur. (2005b.) nisu
utvrdili razlike na istoj subpopulaciji T limfocita svinja s obzirom na ekspresiju mRNA za
CXCR3, odnosno kemokinski receptor Thl-limfocita ljudi, tt mRNA za CCR4, odnosno
kemokinski receptor Th2-limfocita ljudi (MOSER i sur., 2004.). Stoga u navedenim
istrazivanjima nije bilo moguce razlikovati fenotip Th1- i Th2-limfocita svinja.

Molekule CD4 i CD8 takoder su analizirane i s ciljem identifikacije citotoksi¢nih T
limfocita svinja. Nakon cijepljenja svinja specificnu in vitro citotoksi¢nost prema inficiranim
stanicama pokazali su limfociti koji ne eksprimiraju molekulu CD4 i eksprimiraju veliku
gustoéu molekule CD8 (CD8™MI") (PAULY i sur., 1996.; DE BRUIN i sur., 2000a.). U
istrazivanjima obje skupine autora citotoksi¢ni T limfociti su eksprimirali i molekulu CD8,
odnosno molekulu koju eksprimira ve¢ina aff T limfocita svinja (SAALMULLER i sur.,
1994c). DE BRUIN i sur. (2000a.) su potvrdili da CD4 CD6*CD8*M" citotoksi¢ni T limfociti
svinja pripadaju populaciji of T limfocita (TCR-yd") te da prepoznaju antigen prikazan u
sklopu SLA I. PAULY i sur. (1996.) su takoder utvrdili da se CD4'CD6'CD8"™9" citotoksi¢ni
T limfociti fenotipski razlikuju od stanica koje pokazuju spontanu citotoksi¢nost, odnosno NK
stanica (CD4 CD6'CD8"), y8-T limfocita (CD4 CD8a'CD6) i stanica s fenotipom CD4 CD6
cDg"",

U svrhu dodatne identifikacije citotoksi¢nih T limfocita svinja provedena su
istrazivanja u kojima je analizirana ekspresija lanaca o i p molekule CD8 na TCR-y6'CD4"
CD8™M" T limfocitima (YANG i PARKHOUSE, 1997.) i CD4'CD6'CD8" T limfocitima
(DENYER i sur., 2006.), koji su in vitro pokazali specifi¢nu citotoksi¢nost. U oba istrazivanja
citotoksi¢ni T limfociti Su eksprimirali o 1 B lanac molekule CD8. Medutim, DENYER 1 sur.
(2006.) su identificirali i citotoksi¢ne T limfocite koji eksprimiraju samo lanac o molekule
CD8 te su utvrdili da je udio te subpopulacije veci od subpopulacije koja eksprimira oba lanca
molekule CD8. U istrazivanju DENYER i sur. (2006.) obje subpopulacije citotoksi¢nih T
limfocita (CD8a 88" i CD8u'8p") takoder su eksprimirale i perforin. TALKER i sur. (2013.)
su pokazali da ve¢ina CD3"CD8o'8p" limfocita periferne krvi prasadi tijekom prva tri tjedna
zivota eksprimira molekulu CD27 i ne eksprimira perforin, ali i nagli porast udjela
CD3"CD8a'8p"CD27 perforin® limfocita u sljede¢im tjednima. Medutim, malo se zna o
fenotipu aktiviranih i memorijskih citotoksic¢nih T limfocita koji prepoznaju antigen prikazan

u sklopu SLA I (GERNER i sur., 2015.). Utvrdeno je da stanice s fenotipom citotoksi¢nih T
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limfocita koji prepoznaju antigen prikazan u sklopu SLA | mogu eksprimirati i molekulu
SLA-DR, kao i stanice s fenotipom pomoc¢ni¢kih T limfocita (GERNER 1 sur., 2009.;
TALKER i sur., 2013.) te da se udio SLA-DR" citotoksi¢nih T limfocita poveéava s dobi
(TALKER i sur., 2013.). Medutim, znacaj ekspresije molekule SLA-DR za funkciju
citotoksicnih T limfocita nije jasan, kao niti za funkciju aktiviranih 1 memorijskih
pomo¢nickih T limfocita (GERNER i sur., 2015.).

Neka istrazivanja ukazuju i na citotoksi¢nu funkciju subpopulacije T limfocita svinja
za koju je ve¢inom dokazana funkcija pomoéni¢kih T limfocita (CD4"CD8"). DE BRUIN i
sur. (2000b.) i DENYER i sur. (2006.) su pokazali da CD4"CD8" T limfociti periferne krvi in
vitro liziraju stanice inficirane s istim virusom s kojim su svinje cijepljene, ali s odredenim
razlikama u fenotipskim i funkcionalnim obiljezjima. U istrazivanju DE BRUIN i sur.
(2000b.) citotoksi¢ni CD4"CD8" T limfociti su imali malu gusto¢u ekspresije molekule CD8
(cD8™M i bili su usmjereni na antigen prikazan u sklopu SLA Il inficiranih stanica. U
istrazivanju DENYER i sur. (2006.) citotoksi¢ni CD4"CD8" T limfociti su eksprimirali o i B
lanac molekule CD8 te su autori pretpostavili da nisu usmjereni na antigen prikazan u sklopu
SLA Il inficiranih stanica. lako su dosadaSnja istraZivanja pokazala veliku fenotipsku
raznolikost citotoksi¢nih T limfocita svinja koji prepoznaju antigen prikazan u sklopu SLA 1
(klasi¢ni citotoksi¢ni T limfociti), ve¢ina ih je potvrdila da se klasi¢ni citotoksi¢ni T limfociti
fenotipski mogu opisati kao CD4 CD8a ™" oBT limfociti (GERNER i sur., 2015.).

LEE i sur. (2004.) su nakon cijepljenja svinja i specifi¢ne in vitro restimulacije utvrdili
znacajno vecu proliferaciju yoT limfocita periferne krvi koji sintetiziraju IFN-y, nego nakon
in vitro stimulacije y6T limfocita neimuniziranih svinja. lako navedeno istrazivanje ukazuje
na prisutnost dugozivué¢ih memorijskih T limfocita u populaciji ydT limfocita svinja, y6T
limfociti nisu analizirani s obzirom na ekspresiju dodatnih biljega, kao Sto su analizirani u
drugim istrazivanjima. U slicnom istrazivanju (TAKAMATSU i sur., 2002.) autori su
identificirali dvije subpopulacije ydT limfocita periferne krvi s obzirom na ekspresiju
molekula CD2 i CD8 (CD2°CD8a" ili CD2'CD8u’). Obje subpopulacije podrijetlom od
cijepljenih svinja su nakon specifi¢ne in vitro restimulacije pokazale nekoliko funkcionalnih
obiljezja APC, odnosno unos stranog antigena u stanicu, ekspresiju SLA Il i kostimulatornih
molekula CD80 i CD86 te su potaknuli proliferaciju stanica s fenotipom pomo¢nic¢kih T
limfocita (CD4"CD8a™'™"). IstraZivanja su takoder pokazala da y8T limfociti (TCR-y8") iz
periferne krvi svinja in vitro spontano liziraju inficirane i neinficirane stanice, slicno NK
stanicama, bez obzira da li su Zivotinje prethodno cijepljene ili ne (YANG i PARKHOUSE,
1997.; DE BRUIN i sur., 1997.; 2000a.; OLIN i sur., 2005.). U veéini navedenih istrazivanja
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citotoksi¢ni yoT limfociti su eksprimirali molekulu CD8 (YANG i PARKHOUSE, 1997.; DE
BRUIN i sur., 1997.; 2000a.), a u istrazivanju DE BRUIN i sur. (1997.) i molekulu CD2.
Medutim, DE BRUIN i sur. (1997.; 2000a.) na citotoksi¢nim y3T limfocitima nisu utvrdili
ekspresiju molekula koje mogu biti prisutne na povrsSini afT limfocita (CD4, CD5 i CD6),
(SAALMULLER i sur., 1994a.; 1994b.; 1994c.; PAULY i sur., 1996.; GERNER i sur.,
2009.). Za razliku od klasi¢nih citotoksi¢nih T limfocita i NK stanica, dosadasnja istrazivanja
nisu pokazala ekspresiju perforina na citotoksi¢nim ydT limfocitima svinja (DENYER i sur.,
2006.; TAKAMATSU i sur., 2006.) pa mehanizam njihove citotoksi¢nosti nije poznat.
SINKORA i sur. (2005.) su na temelju fenotipskog istrazivanja y8T limfocita, izdvojenih iz
timusa i slezene svinja, pretpostavili da su na periferiji prisutne dvije subpopulacije koje
eksprimiraju molekule CD2 i CD8a, odnosno subpopulacija koja taj fenotip pokazuje vec¢ u
timusu i subpopulacija koja ekspresiju molekule CD8a. stjeCe nakon aktivacije. Takoder su
pretpostavili da se subpopulacija koja je ekspresiju molekule CD8a stekla nakon aktivacije
moze razlikovati od subpopulacije CD2"CD8o" podrijetlom iz timusa po ekspresiji molekula
SLA II. Medutim, ekspresija molekula SLA 1 nakon aktivacije ne mora nuzno biti povezana s
ekspresijom molekule CD8a jer i subpopulacije yoT limfocita s fenotipom CD2 CDS8a |
CD2'CD8o” mogu nakon aktivacije eksprimirati molekule SLA II. Isti autori smatraju i da
molekule CD8a i SLA 1l ostaju trajno eksprimirane na ydT limfocitima svinja. TALKER i
sur. (2013.) su pokazali da do 83% CD2" y3T limfocita iz krvi svinja, ve¢ nakon prasenja
eksprimira molekulu CD8a te da nakon drugog tjedna Zivota samo CD2"CD8a” y8T limfociti
eksprimiraju molekulu SLA-DR, ali bez porasta ekspresije molekule SLA-DR tijekom

vremena.

2.4. Fenotip NK stanica svinja

Linijska kultura stanica eritroleukemije ljudi (K562) pokazala se prikladnom za
ispitivanje funkcije NK stanica svinja (KOREN i sur., 1978.; KIM i sur., 1980.). Prema
dosadasnjim istraZzivanjima spontanu in vitro citotoksi¢nost prema linijskoj kulturi stanica
K562, odnosno funkciju NK stanica, pokazale su PBMC svinja koje ne pripadaju T
limfocitima (CD3") i koje eksprimiraju molekule CD2 i CD8 (DE BRUIN i sur., 1997.;
DENYER i sur., 2006.; TOKA i sur., 2009.; MAIR i sur., 2012.), molekulu CD16 i perforin
(DENYER i sur., 2006.; MAIR i sur., 2012.) te molekulu CD11b (DENYER i sur., 2006.).
Molekula CD16 (FcyRIII) je jedan od receptora za lanac Fc protutijela razreda IgG. Receptore

Fcy eksprimiraju razliCite stanice, kao §to su polimorfonuklearne stanice, makrofagi i NK
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stanice i omogucuju imunosne mehanizme U kojima zajedno sudjeluju protutijela i stanice,
ukljucujuéi fagocitozu i ADCC (KACSKOVICS, 2004.; NIMMERJAHN i RAVETCH,
2006.). DE BRUIN i sur. (1997.) te DENYER i sur. (2006.) su takoder pokazali da NK stanice
ne eksprimiraju molekule CD4 i CD5, kao ni molekulu CD6 (DENYER i sur., 2006.).
Istrazivanja su pokazala da NK stanice eksprimiraju lanac oo (DENYER i sur., 2006.; MAIR i
sur., 2012.) i ne eksprimiraju lanac B molekule CD8 (DENYER i sur., 2006.). U istrazivanju
DE BRUIN i sur. (2000a.) NK stanice s fenotipom CD3TCR-y5CD4 CD6 CD8™™!"
izdvojene iz krvi necijepljenih svinja i svinja cijepljenih/inficiranih sa SHV-1, su osim linijske
kulture stanica K562 in vitro lizirale i stanice svinja inficirane i neinficirane sa SHV-1.

U ljudi i drugih sisavaca NKp46 (CD335) pripada skupini receptora prirodno
citotoksi¢nih stanica kojeg eksprimiraju mirujuce i aktivirane NK stanice (SIVORI i sur.;
1997.; BIASSONI i sur., 1999.; DE MARIA i sur., 2001.; WESTGAARD i sur., 2004.;
STORSET i sur., 2004.; CONNELLEY i sur., 2011.). MAIR i sur. (2012.) su ispitali
ekspresiju receptora NKp46 na NK stanicama svinja koristenjem monoklonskog protutijela
specifinog za navedeni receptor u te vrste zivotinja. Rezultati su pokazali da je ekspresija
receptora NKp46 na NK stanicama (CD2"CD3 C8a"CD16 perforin®) iz krvi svinja u dobi od
6 do 7 mjeseci razli¢ita (izmedu 15% 1 gotovo 100%, ali u veéine svinja oko 50%), da
citotoksi¢nost prema linijskoj kulturi stanica K562 i linijskim kulturama stanica svinja
pokazuju NKp46® i NKp46~ NK stanice te da receptor NKp46 eksprimira i manja
subpopulacija T limfocita (CD3"). Stoga se receptor NKp46 nije pokazao kao specifi¢ni biljeg
NK stanica svinja. IstraZivanja u kojima su PBMC svinja s funkcijom NK stanica in vitro
stimulirani citokinima (IL-2, IL-12 i IL-18) pokazala su povecanu citotoksi¢nost prema
stanicama svinja inficiranim virusom (TOKA i sur., 2009.) i sintezu IFN-y (PINTARIC i sur.,
2008.; TOKA i sur., 2009.) te da IFN-y sintetiziraju samo NK stanice koje eksprimiraju
receptor NKp46 (MAIR i sur., 2012.). U dosadasnjim istrazivanjima NK stanice koje
eksprimiraju molekulu SLA-DR utvrdene su u perifernoj krvi svinja tek nakon tri mjeseca
ivota (TALKER i sur., 2013.), odnosno u $estomjeseénih svinja (PINTARIC i sur., 2008.). U

oba istrazivanja udio SLA-DR" NK stanica bio je mali.
2.5. Fenotip B limfocita svinja
U svinja jedinstveni biljeg stani¢ne loze B limfocita nije poznat kao niti za NK stanice,

ali su istrazivanja pokazala da B limfociti svinja mogu eksprimirati vise molekula kao $to su
CD2, CD25, CD21, IgM, SLA-DR, CD45RC, CD5 (SINKORA i sur., 1998.; 2003.;
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WILSON i WILKIE, 2007.) i molekule koje reagiraju s monoklonskim protutijelima za
molekule CD79a, CD20 i CD86 ljudi (JONES i sur., 1993.; FALDYNA i sur., 2007.), te da se
ekspresija tih molekula razlikuje tijekom fetalnog i postnatalnog zivota svinja, kao i tijekom
sazrijevanja 1 diferencijacije B limfocita. Opcenito se smatra da neaktivirani B limfociti
eksprimiraju molekule IgM, CD2 i CD21 te da nakon aktivacije, odnosno kontakta sa stranim
antigenom nepovratno gube ekspresiju molekule CD21. Molekula CD21 s molekulama CD19
i CD81 tvori kompleks koji zajedno s BCR omogucuje aktivaciju B limfocita. Ujedno, CD21
je receptor komplementa tipa 2 koji sudjeluje u vezanju razgradnih proizvoda komponente C3
sustava komplementa i pospjeSuje prikazivanje antigena na B limfocitima (ZABEL i WEIS,
2001.). Plazmablasti podrijetlom od aktiviranih B limfocita gube i ekspresiju molekule IgM,
koji nakon prelaska u plazma stanice gube i ekspresiju molekule CD2. Memorijski B limfociti
takoder gube ekspresiju molekule CD2, ali zadrzavaju ekspresiju molekule IgM (SINKORA i
BUTLER, 2009.).

2.6. Fenotip T limfocita i NK stanica svinja nakon izlaganja SHV-1

U ve¢ini istrazivanja su fenotip NK stanica i pojedinih subpopulacija T limfocita iz
krvi svinja cijepljenih/inficiranih sa SHV-1, te udjeli tih stanica, analizirani nakon in vitro
stimualcije. Prema istrazivanju ZUCKERMANN i HUSMANN (1996.), u kojem su PBMC
izdvojene iz svinje cijepljene sa SHV-1, populacija T limfocita nakon in vitro stimulacije s
inaktiviranim SHV-1 sadrzavala je 10 do 20% limfoblasta (aktivirane stanice) i veéinom
mirujuée T limfocite. Populacija limfoblasta sadrzavala je najvise T limfocita s fenotipom
CD4'CDS8" (41%), a zatim CD4CD8 (38%), CD4'CD8" (13%) i CD4'CD8 (7%), dok je
populacija mirujuéih T limfocita sadrzavala najvise stanica s fenotipom CD4 CD8" (30%) te
zatim CD4'CD8  (29%), CD4'CD8  (24%) i CD4'CD8" (16%). U sli¢nom istrazivanju
(SUMMERFIELD i sur., 1996.), odnosno nakon izdvajanja PBMC-a iz svinje cijepljenje sa
SHV-1 i in vitro stimulacije s inaktiviranim SHV-1, najve¢i udio T limfocita bio je S
fenotipom kojem pripadaju klasi¢ni citotoksiéni T limfociti (CD4'CD8", 49%), potom
fenotipom kojem pripadaju pomoéni¢ki T limfociti (CD4'CD8’, 29%), zatim s fentipom
kojem pripadaju memorijski pomoénicki T limfociti (CD4"CD8", 15%) i s fenotipom kojem
pripadaju ydT limfociti (CD4'CD8, 7 %). Medutim, prethodna dva istrazivanja provedena su
samo na jednoj zivotinji te navedeni nalazi nisu relevantni za Siru populaciju. DE BRUIN i
sur. (2000a.) su ispitivali proliferaciju stanica s fenotipom klasi¢nih citotoksi¢nih (CD6'C8") i

pomocénickih (CD4'CD8") T limfocita te CD8" y8T limfocita nakon specifi¢ne in vitro
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restimulacije PBMC-a podrijetlom od svinja koje su nakon i/m cijepljenja s genski
modificiranim SHV-1 (gE’) u dobi 7 mjeseci bile trokratno ili jednokratno i/n inficirane s
virulentnim sojem SHV-1. Rezultati su pokazali da su udjeli CD6'C8" i CD4'CD8" T
limfocita u ukupnim limfocitima podrijetlom od svinja viSekratno inficiranih nakon
cijepljenja bili statisti¢ki znacajno veéi, a udio CD8" y8T limfocita statisticki zna¢ajno manji,
nego udjeli istih subpopulacija T limfocita podrijetlom od svinja jednokratno inficiranih
nakon cijepljena. U istom istrazivanju, nakon in vitro stimulacije PBMC-a s IL-12, udjeli
stanica s fenotipom klasi¢nih citotoksi¢nih i pomoc¢ni¢kih T limfocita u limfocitima
cijepljenih svinja bili su veéi, a udjeli CD8" y8T limfocita i NK stanica (CD6'CD8") manji,
nego u slucaju necijepljenih svinja. U in vivo istrazivanju (DE BRUIN i sur., 1998.) nije
utvrdena razlika u udjelima subpopulacija T limfocita koje eksprimiraju jednu molekulu
(CD2, CD3, CD4, CD8, CD5 i CD6) ili dvije molekule (CD2'CD3*, CD3'TCR-y&",
CD4'CDS8" i CD5'CD8") u limfocitima periferne krvi izmedu necijepljenih svinja i svinja i/m
cijepljenih s atenuiranim genski modificiranim SHV-1 (gE) u dobi 7 mjeseci, unato¢
povecanoj in vitro proliferaciji limfocita nakon cijepljenja.

Proveden je vrlo mali broj istrazivanja u kojima je ispitivan utjecaj pojedinih
subpopulacija T limfocita na zastitu svinja od infekcije sa SHV-1. Jedno od njih su proveli
VAN ROOIJ i sur. (2004.) na Cetiri skupine cijepljenih svinja. Sve svinje su i/m cijepljene
protiv. BA u dobi dvanaest tjedana i docijepljene cetiri tjedna kasnije te i/n inficirane
virulentnim sojem SHV-1 Sest tjedana nakon drugog cijepljenja. Prva skupina svinja je
cijepljena s atenuiranim SHV-1 i adjuvansom (voda u ulju), druga skupina s atenuiranim
SHV-1, tre¢a skupina s inaktiviranim SHV-1 i istim adjuvansom, a cCetvrta skupina s
inaktiviranim SHV-1. Treé¢i dan nakon infekcije ispitivana je proliferacija limfocita
(specifiéna in vitro restimulacija PBMC-a) te udjeli stanica s fenotipom memorijskih
pomo¢nickih T limfocita (CD4*CD6"CD8" ™" i fenotipom klasi¢nih citotoksiénih T limfocita
(CD4'CD6'CD8™9") u proliferiranim limfocitima. Ovo istraZivanje je pokazalo da je
najbolja zastita svinja (izostanak vruéice i izluCivanja virusa orofaringealnim ekskretom)
postignuta nakon cijepljenja s atenuiranim SHV-1 i adjuvansom, koja je tre¢i dan nakon
infekcije virulentnim SHV-1 bila povezana sa znacajno ve¢om in vitro proliferacijom
limfocita periferne krvi i znacajno ve¢im udjelom stanica s fenotipom klasi¢nih citotoksi¢nih
T limfocita u odnosu na nezastiene svinje. lako je udio CD4*CD6'CD8"™" T limfocita
podrijetlom od svinja cijepljenih atenuiranim SHV-1 bez adjuvansa bio statisticki zna¢ajno
manji nego za svinje cijepljene inaktiviranim SHV-1 i adjuvansom, vruéica i izluCivanje

virusa u potonjih svinja trajali su statisticki znacajno dulje. Za razliku od udjela stanica s
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*bright T limfocita

fenotipom memorijskih pomo¢ni¢kih T limfocita, udio CD4 CD6'CD8
podrijetlom od svinja cijepljenih atenuiranim SHV-1 bez adjuvansa bio je veci nego za svinje
cijepljene inaktiviranim SHV-1 i adjuvansom. Stoga navedeno istrazivanje ukazuje na to da
pomo¢nicki T limfociti nemaju presudnu ulogu u zastiti svinja od infekcije virulentnim sojem
SHV-1, odnosno ukazuje na veéi znacaj klasi¢nih citotoksi¢nih T limfocita za ranu zaStitu

svinja od infekcije.

2.7. Imunomodulatori

Imunomodulatori su tvari bioloskog ili kemijskog podrijetla koje utjecu na funkciju
imunosnog sustava. Imunomodulatori nespecificno djeluju na mehanizme urodene i steCene
imunosti. Mogu se primijeniti u sluajevima kada treba potaknuti imunosnu reakciju
organizma, odnosno pojacati opcu otpornost organizma, kao Sto su stres, nezrelost imunosnog
sustava te zarazne, kronicne i tumorske bolesti ili u sluajevima kada imunosnu reakciju
organizma treba potisnuti, kao Sto su alergijske i autoimune bolesti (DAY i SCHULTZ,
2013f.; DHAMA i sur., 2015.).

Za razliku od imunosupresivnih tvari, ¢ije djelovanje je dobro poznato i koje se Cesto
primjenjuju  u veterinarskoj medicini  (glukokortikoidi, citostatici), djelovanje
imunostimulacijskih tvari se joS uvijek istrazuje i vrlo malo ih je registrirano za samostalnu
primjenu u veterinarskoj medicini (DAY i SCHULTZ, 2013f.). Dosada$nja istraZzivanja su
pokazala da cjepivo koje sadrzava bakteriju Mycobacterium bovis Calmette-Guérin te
muramil dipeptid (peptidoglikan stani¢ne stjenke gram-pozitivnih i gram-negativnih bakterija,
ukljucujuéi mikobakterije) ili njegov sintetski analog (muramil tripeptid fosfatidiletanolamin)
poticu aktivnost makrofaga, njihovu citotoksi¢nost prema tumorima i sintezu upalnih citokina,
Sto ima povoljan klinicki ucinak u pasa s melanomima, hemangiosarkomima i
osteosarkomima (MACEWEN i sur., 1999.; CLIFFORD i sur., 2000.; WYCISLO i FAN,
2015.). | neke druge bakterije i bakterijske tvari pokazale su sposobnost nespecificne
stimulacije mehanizama urodenog imunosnog sustava te se primjenjuju u lije¢enju kroni¢nih
bakterijskih piodermija pasa, kroni¢nih stafilokoknih mastitisa krava i kroni¢nih upala diSnog
sustava konja (inaktivirana bakterija Propionibacterium acnes), (BECKER i sur., 1989.;
DINSMORE i sur., 1995.; DAVIS i sur., 2003.) te za smanjenje mijelosupresije u pasa
(ekstrakt bakterije Serratia marscences), (OGILVIE i sur., 1992.).

Citokini su proteini koje ponajvise sintetiziraju makrofagi i limfociti, ali i drugi

leukociti te fibroblasti. Vazni su za regulaciju upalnih procesa i interakciju stanica urodene i
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steCene imunosti, odnosno za usmjeravanje imunosne reakcije (TIZARD, 2000c.). Istrazivanja
su pokazala da su citokini, poput interferona, interleukina i faktora nekroze tumora, u¢inkoviti
U poticanju urodene i steCene imunosti i mogu pomo¢i u lijeCenju virusnih, bakterijskih i
gljivi¢nih infekcija ljudi (TRAPERO-MARUGAN i sur., 2006.; RIVERO-LEZCANO, 2008.;
VAN DE VEERDONK i sur., 2012.) te virusnih i bakterijskih infekcija domacih Zivotinja
(DALEY i sur., 1991.; OPAL i sur., 1998.; MINAGAWA i sur., 1999.; DE MARI i sur.,
2004.; ALLUWAIMI, 2004.). Medutim, njihovu Siru primjenu u veterinarskoj medicini
oteZzavaju nepovoljna farmakokineticka svojstva (kratko vrijeme poluzivota u plazmi i
otezano postizanje distribucije u Zeljene dijelove organizma nakon sustavne primjene) i
nuspojave (DHAMA i sur., 2008.). Nativni citokini se takoder tesko proizvode u veéim
koli¢inama, ali razvoj rekombinantnih citokina bi mogao omoguciti njihovu komercijalnu
primjenu (DHAMA i sur., 2015.). Tako se rekombinantni macji IFN-o koristi u lije¢enju
parvovirusne infekcije pasa i infekcija macaka virusima leukemije 1 imunodeficijencije (DE
MARI i sur., 2003.; LEAL i GIL, 2016.).

Imunostimulacijski u¢inak imaju i neki virusi. Dosadasnja istraZzivanja su pokazala da
inaktivirani virus Parapoxvirus ovis ima izrazeno imunostimulacijsko djelovanje u razli¢itih
vrsta domacih sisavaca te se zbog tog svojstva primjenjuje u preventivne i terapijske svrhe u
veterinarskoj medicini (WEBER i sur., 2013.). Virus Parapoxvirus ovis (ORF virus) je
uzro¢nik akutne kozne zarazne bolesti ovaca i1 koza (zarazni ekcem ovaca), a pripada rodu
Parapoxvirus i porodici Parapoxviridae.

U svinja se istrazuje i imunostimulacijsko djelovanje probiotika iz rodova
Lactobacillus i Bacillus (SUN i sur., 2010.; DENG i sur., 2013.; LAHTEINEN i sur., 2014.),
biljnih ekstrakata, kao $to su sok i sjemenke Echinacea purpurea, polisaharid Astragalus
membranaceus i timol (MAASS i sur., 2005.; YUAN i sur., 2006.; TREVISI i sur., 2007.) te
polisaharida gljivica, kao $to su manan i B-glukan podrijetlom od gljivice Saccharomyces
cerevisiae (DAVIS i sur., 2004.; LI i sur., 2006.; EICHER i sur., 2006.).

Imunomodulatori se mogu koristiti i u cjepivima kao adjuvansi. Adjuvansi su tvari
koje mogu ubrzati, produljiti ili pojacati specificni odgovor imunosnog sustava na cjepni
antigen (VOGEL, 2000.). Adjuvansi su posebno vazni u sluc¢ajevima kada cjepni antigeni
samostalno teSko mogu potaknuti potrebnu imunost, kao Sto su stare ili vrlo mlade jedinke, te
mogu smanjiti dozu cjepnog antigena i broj cijepljenja za postizanje potrebne imunosti
(SPICKLER i ROTH, 2003.). Dosadasnja istrazivanja ukazuju da adjuvansi mogu djelovati na
jedan ili viSe nacina koji ukljucuju: poticanje sinteze citokina i kemokina, privlacenje stanica

na mjesto primjene antigena, povecanje unosa antigena u APC i prikazivanje antigena,
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aktiviranje i sazrijevanje APC (ekspresija MHC 11 i kostimulatornih molekula), aktiviranje
pomo¢nickih T limfocita te imunomodulaciju, odnosno aktivaciju B limfocita i/ili
citotoksi¢nih T limfocita (AWATE 1 sur., 2013.; GERDTS, 2015.). Za neke adjuvanse je
utvrdeno da u ljudi 1 zivotinja mogu usmjeriti imunosnu reakciju na cjepni antigen. Tako neki
adjuvansi mogu potaknuti uglavnom citokine Thl-limfocita (monofosforil lipid A bakterije
Salmonella minnesota i citidin-fosfat-gvanozin oligodeoksinukleotidi, CpG ODN), neki
uglavnom citokine Th2-limfocita (aluminijeve soli i hidrofilni derivati muramil dipeptida), a
neki podjednako citokine oba tipa Th-limfocita (emulzija skvalena u vodi, liposomi,
arheosomi, saponini, imunostimulacijski kompleksi i flagelin bakterije Salmonella
typhimurium). Jednako tako, neki adjuvansi mogu potaknuti uglavnom stani¢nu imunost
(CpG ODN), neki uglavnom humoralnu imunost (aluminijeve soli, emulzija skvalena u vodi,
flagelin bakterije S. typhimurium), dok adjuvansi, kao Sto su emulzija vode u ulju, liposomi,
arheosomi, saponini i imunostimulacijski kompleksi, mogu podjednako potaknuti stani¢nu i
humoralnu imunost (SPICKLER i ROTH 2003.; COFFMAN i sur., 2010.; HEEGAARD i
sur., 2011.; AWATE i sur., 2013.). Stoga je za svako cjepivo, ali i za ciljnu vrstu i nacin
primjene cjepiva, potrebno odabrati odgovaraju¢i adjuvans kako bi se potaknula imunosna
reakcija koja ¢e omoguciti najbolju zastitu (SPICKLER i ROTH, 2003.; HEEGAARD i sur.,
2011.). U tu svrhu je moguée kombinirati viSe adjuvansa (GERDTS, 2015.). Istrazivanja na
svinjama su pokazala moguc¢nost koristenja i drugih tvari s imunostimulacijskim djelovanjem
kao cjepnih adjuvansa, ukljucuju¢i rekombinantne citokine (ZUCKERMANN 1 sur., 1998.;
KIM i sur; 2012.) i lijekove, kao $to je antiparazitik levamisol (BOZIC i sur., 2003.; 2011.;
KOVSCA JANJATOVIC i sur., 2008.).

2.7.1. Imunomodulacijsko djelovanje virusa Parapoxvirus ovis

Inaktivirani virus Parapoxvirus ovis se, zbog dokazanog imunostimulacijskog
djelovanja, u veterinarskoj medicini samostalno primjenjuje u preventivne i terapijske svrhe
(WEBER i sur., 2013.). Istrazivanja u kojima je inaktivirani virus Parapoxvirus ovis
samostalno primijenjen svinjama pokazala su povoljne klinicke, kao i imunomodulacijske
ucinke. In vivo istraZivanja u svinja pokazala su da i/m primjena inaktiviranog virusa
Parapoxvirus ovis moze znaCajno smanjiti simptome sindroma krzljavosti odbite prasadi
(KYRIAKIS i sur., 1998.) te smanjiti simptome i patoanatomske promjene BA (BIUK-
RUDAN i sur., 2004.). Inaktivirani virus Parapoxvirus ovis moZe potaknuti in vitro

proliferaciju izdvojenih PBMC-a svinja te sintezu citokina IL-2, IFN-a i IFN-y od strane
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CD4'CD25'SLA-DR" limfocita, koji su ujedno bile najbrojnije stanice medu limfoblastima
(FACHINGER i sur., 2000b.). Medutim, isto istrazivanje nije pokazalo ucinkovitost
inaktiviranog virusa Parapoxvirus ovis u poticanju fagocitoze niti utjecaj na aktivnost NK
stanica. Istrazivanje BIUK-RUDAN i sur. (2004.) je pokazalo statisticki znafajno vecu
nespecifi¢nu in vitro proliferaciju T i B limfocita periferne krvi svinja kojima je i/m
primijenjen inaktivirani virus Parapoxvirus ovis nego podrijetlom od svinja koje su i/m
cijepljene atenuiranim SHV-1. Rezultat navedene razlike moze biti taj $to je ucinak na
proliferaciju limfocita analiziran neposredno nakon zadnje primjene inaktiviranog virusa
Parapoxvirus ovis (tri doze s razmakom dva dana) i dva tjedna nakon primjene druge doze
cjepiva. Medutim, izmedu osmog i trinaestog dana nakon i/n infekcije virulentnim sojem
SHV-1 kroz nos, nespecificna in vitro proliferacija T i B limfocita periferne krvi svinja
kojima je primijenjen inaktivirani virus Parapoxvirus ovis bila je ofekivano manja nego
podrijetlom od cijepljenih svinja, s obzirom da cjepivo poti¢e razvoj specifi¢ne imunosti.
Imunostimulacijski ucinak inaktiviranog Parapoxvirus ovis je utvrden i nakon
primjene u kombinaciji s cjepivom. TERZIC i sur. (2004.) su pokazali veéi udio CD4" i
CDS8a" leukocita periferne krvi te vedi titar antivirusnih serumskih protutijela u svinja kojima
je i/m primijenjeno subjedini¢no cjepivo protiv klasi¢ne svinjske kuge (gE2) u kombinaciji s

inaktiviranim virusom Parapoxvirus ovis, nego u svinja kojima je primijenjeno samo cjepivo.

2.7.2.  Imunomodulacijsko djelovanje lipopolisaharida i bakterija iz roda

Propionibacterium

Lipopolisaharid je glikolipid koji se nalazi u stjenci gram-negativnih bakterija
(endotoksin). Njegova komponenta lipid A ima imunostimulacijsko djelovanje, odnosno
potice aktivnost stanica urodenog imunosnog sustava, sintezu citokina 1 odgovor Thl-
limfocita. Budu¢i da je lipid A toksican, razvijen je njegovi netoksi¢ni oblik. Monofosforil
lipid A, dobiven od soja bakterije Salmonella minnesota 595, za sada je jedini neSkodljivi
derivat lipida A koji se primjenjuje kao adjuvans u humanim cjepivima (BOHANNON i sur.,
2013.).

Propionibacterium spp. je rod gram-pozitivnih, anaerobnih bakterija koje su najcesce
dio normalne mikroflore koze ljudi (WILDEMAN i sur., 2016.), ali se nalaze i u usnoj
Supljini, debelom crijevu, zvukovodu i na konjunktivama, kao primjerice Propionibacterium
acnes (PERRY i LAMBERT, 2011.). Bakterije iz roda Propionibacterium obi¢no su

nepatogene, ali u odredenim okolnostima mogu uzrokovati akne, endokarditis, infekcije oka,
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usne 3upljine i SZS-a (P. acnes) te infekcije kostiju i zglobova (P. acnes, P. granulosum, P.
avidum), posebice nakon ortopedskih kirurskih zahvata (PERRY i LAMBERT, 2011,
WILDEMAN i sur., 2016.). Dugo je poznato da bakterije iz roda Propionibacterium imaju
imunostimulacijsko djelovanje. Istrazivanja su pokazala da mogu potaknuti funkciju
makrofaga i NK stanica, sintezu citokina i imunosni odgovor na razini stani¢ne i humoralne
imunosti, te da imaju antitumorsko djelovanje i mogu pojacati otpornost organizma prema
virusnim, bakterijskim i gljiviénim infekcijama u ljudi i zivotinja (PULVERER 1 sur., 1985.;
ROSZKOWSKI i sur., 1990.). Ranije je spomenuto da se bakterija P. acnes zbog
imunostimulacijskog djelovanja primjenjuje u lijeCenju infekcija konja, goveda i pasa.
Inaktivirana bakterija P. granulosum se u kombinaciji s detoksificiranim lipopolisaharidima
(LPS) bakterije Escherichia coli moze primjenjivati kao imunomodulator za povecanje opce
otpornosti organizma svinja i kao pomoc¢no sredstvo u lijeCenju bakterijskih infekcija svinja
(FERRO i sur., 2000a.; 2000b.). U istrazivanju PAPPATERRA MENDOZA i sur. (2000.)
kombinacija detoksificiranih LPS-a bakterije E. coli i inaktivirane bakterije P. granulosum je
in vitro potaknula PMBC na sintezu citokina (IL-1, 1L-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, TNF-a i
IFN-y). Razine svih citokina bile su niZe nego u sluc¢aju kada su koristeni samo detoksificirani
LPS bakterije E. coli, osim za IFN-y. Intramuskularna primjena cjepiva s atenuiranim SHV-1
te kombinacije detoksificiranih LPS-a bakterije E. coli i inaktivirane bakterije P. granulosum
svinjama u dobi izmedu osam i deset tjedana zivota je nakon Cetiri tjedna rezultirala znac¢ajno
viSim titrom serumskih protutijela za SHV-1 od samostalne primjene cjepiva, unato¢
prisutnosti antivirusnih majc¢inskih protutijela u trenutku cijepljenja. Unato¢ boljem
humoralnom odgovoru, nije utvrdena statisticki znacajna razlika u in vitro proliferaciji
PBMC-a izmedu svinja kojima je cjepivo primijenjeno s i bez kombinacije detoksificiranih
LPS-a bakterije E. coli i inaktivirane bakterije P. granulosum.

LO i sur. (2009.) su pokazali da su kombinacija detoksificiranih LPS-a bakterije E.
coli i1 inaktivirane bakterije P. granulosum te cjepivo s Mycoplasma hyopneumoniae ili
virusom klasi¢ne svinjske kuge, nakon zajednicke i/m primjene svinjama u dobi Sest tjedana,
rezultirali statisticki znacajno veéom nespecificnom citotoksi¢nosti NK stanica te
nespecifi¢cnom proliferacijom limfocita in vitro u odnosu na primjenu samo cjepiva. Ujedno,
primjena imunomodulatora u kombinaciji s pojedinim cjepivom doprinijela je statisticki
znacajno viSem titru serumskih protutijela za M. hyopneumoniae i virus klasi¢ne svinjske
kuge. Zanimljivo, dodatna doza navedenog imunomodulatora znacajno je povecala titar
serumskih protutijela za M. hypopneumoiniae, ali ne i serumskih protutijela za virus klasi¢ne

svinjske kuge.
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Iako se adjuvansi ve¢inom koriste u cjepivima s inaktiviranim mikroorganizmima i
subjedini¢nim cjepivima, istrazivanje VAN ROOIJ i sur. (2004.) je pokazalo da je cjepivo s
atenuiranim SHV-1 i adjuvansom ucinkovitije u ranoj zastiti svinja od klini¢kih znakova i
izluéivanja virusa nakon infekcije s virulentnim SHV-1 od cjepiva s atenuiranim SHV-1 bez
adjuvansa. Cjepivo s atenuiranim SHV-1 i adjuvansom rezultiralo je statisticki znacajno
vecom in vitro proliferacijom stanica s fenotipom memorijskih pomoc¢nickih T limfocita i
ve¢om in vitro proliferacijom stanica s fenotipom klasi¢nih citotoksi¢nih T limfocita nego
cjepivo bez adjuvansa. Intramuskularna primjena cjepiva s atenuiranim SHV-1 svinjama, u
kombinaciji s peroroalnom primjenom imunomstimulatora CpG ODN, znacajno je povecala
specificnu proliferaciju PBMC-a i razinu IFN-y in vitro, kao i titar antivirusnih serumskih
protutijela razreda 1gG2, u odnosu na primjenu samo cjepiva (LINGHUA i sur., 2006.).
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3.0BRAZLOZENJE TEME
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Bolest Aujeszkoga u svinjogojstvu uzrokuje izravne gospodarske Stete zbog uginuca
prasadi, slabijeg rasta tovljenika i smanjene plodnosti krmaca, ali i neizravne, zbog zabrane
izvoza proizvoda podrijetlom od svinja iz zemalja u kojima je SHV-1 prisutan u zemlje sa
statusom slobodnih od SHV-1. Iako je BA u domacih svinja iskorijenjena u vecini zemalja
Europske unije, Kanadi, SAD-u i na Novom Zelandu, enzootski se jo$ uvijek pojavljuje u
zemljama jugoistoéne Europe, Juznoj Americi, Aziji i Africi. Virus BA je dokazan u
populacijama divljih svinja mnogih zemlja, ukljucujuéi i one u kojima je BA iskorijenjena u

populaciji domacih svinja, te su stalni potencijalni izvor infekcije.

Primjenom cjepiva protiv BA u domacih svinja moguce je smanjiti pomor, klinicke znakove
bolesti i izlu¢ivanje virusa nakon infekcije virulentnim sojevima SHV-1, ali nije moguce
posti¢i razinu imunosti koja bi sprijecila latentnu infekciju. Latentno inficirane svinje mogu u

slu¢aju reaktivacije virusa postati izvor infekcije za druge svinje i druge vrste Zivotinja.

Iako se adjuvansi ve¢inom primjenjuju u cjepivima s inaktiviranim mikroorganizmima ili
njihovim dijelovima, cjepivo s atenuiranim SHV-1 i adjuvansom (ulje u vodi) se pokazalo
ucinkovitijim u zastiti svinja od klinickih znakova i izlu¢ivanja virusa nakon infekcije s
virulentnim sojem SHV-1 od cjepiva s atenuiranim SHV-1 bez adjuvansa. Pritom je najbolja
zaStita svinja nakon infekcije sa SHV-1 bila povezana sa znaCajno vecom Iin Vitro
proliferacijom limfocita i znacajno ve¢im udjelom stanica s fenotipom klasi¢nih citotoksi¢nih

T limfocita.

Istrazivanja su takoder pokazala da inaktivirani virus Parapoxvirus ovis te kombinacija
inaktivirane bakterije P. granulosum i detoksificiranih LPS-a bakterije E. coli u svinja imaju

imunostimulacijsko djelovanje te da potencijalno mogu djelovati kao adjuvansi.

Medutim, do sada je objavljeno malo istrazivanja o fenotipu limfocita periferne krvi svinja

nakon primjene cjepiva protiv BA i/ili navedenih imunomodulatora.

Pretpostavka ovog istraZivanja je da istovremena primjena imunomodulatora mikrobnog
podrijetla u kombinaciji s cjepivom protiv BA u svinja poti¢e brzu pojavu vecih udjela
populacija i subpopulacija limfocita periferne krvi, koje su se prema dosadasnjim spoznajama

pokazale vaznim za ranu zaStitu od prirodne infekcije sa SHV-1, nego primjena samo cjepiva.
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Stoga je cilj istrazivanja utvrditi moguci sinergijski uéinak odabranih imunomodulatora
mikrobnog podrijetla (inaktiviranog virusa Parapoxvirus ovis, odnosno kombinacije
detoksificiranih LPS-a bakterije E. coli i inaktivirane bakterije P. granulosum) i cjepiva s
atenuiranim SHV-1 na stani¢nu imunost svinja. U tu svrhu su rezultati analize leukocita te
pojedinih populacija limfocita (T limfocita, B limfocita i NK stanica) i subpopulacija T
limfocita iz periferne krvi svinja kojima je cjepivo primijenjeno s pojedinim
imunomodulatorom usporedeni s rezultatima dobivenim za svinje kojima su primijenjeni

imunomodulatori bez cjepiva ili samo cjepivo, te za svinje iz negativne kontrolne skupine.

Dobiveni rezultati bi mogli doprinijeti boljem razumijevanju stani¢ne imunosti u perifernoj
krvi svinja izlozenih atenuiranom SHV-1 sa i bez istrazivanih imunomodulatora mikrobnog
podrijetla. Takoder ¢e se dobiti spoznaje o u¢incima istrazivanih imunomodulatora mikrobnog
podrijetla na leukocite, NK stanice, B limfocite te T limfocite i njihove subpopulacije u

perifernoj krvi svinja.

Navedene spoznaje mogle bi imati znafaj u buducim istrazivanjima funkcije pojedinih
subpopulacija T limfocita svinja, razvoju ucinkovitijih cjepiva protiv. BA, primjeni
imunomodulatora mikrobnog podrijetla kao adjuvansa u cjepivima protiv BA te Siroj primjeni

imunomodulatora u svinjogojstvu.

36



4. MATERIJAL | METODE
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4.1. Materijal

4.1.1. Zivotinje u pokusu

U svrhu istraZivanja utjecaja imunomodulatora mikrobnog podrijetla na stani¢nu imunost
svinja cijepljenih atenuiranim cjepivom protiv bolesti Aujeszkoga proveden je pokus na 30
komercijalnih krizanaca svinja. Svinje su bile u dobi tri mjeseca, oba spola i prosjecne
tjelesne mase 25 kg. Svinje nisu potjecale od krmaca cijepljenih protiv BA niti su prethodno
cijepljene. Slucajnim odabirom razvrstane su u Sest skupina s po pet zivotinja i oznacene
usnim markicama. Svaka skupina je drzana u zasebnim odjeljcima, u kontroliranim farmskim
uvjetima. Svinje su hranjene ad libitum komercijalnom hranom za tovne svinje. Pristup vodi

za pice bio je neogranicen.

4.1.2. Cjepivo i imunomodulatori

U pokusu su primijenjeni komercijalni veterinarsko-medicinski proizvodi (VMP) koji
sadrzavaju imunomodulatore mikrobnog podrijetla (Inmodulen i Zylexys) i/ili cjepivo protiv
BA (AY-VAK Bartha). Inmodulen (Laboratorios Calier, Spanjolska) je suspenzija za
injekciju koja u jednom mL sadrzava 0,25 mg inaktivirane bakterije Propionibacterium
granulosum i 0,02 mg detoksificiranih LPS-a bakterije Escherichia coli. Zylexis (Zoetis SA,
Belgija) je liofilizat i otapalo za suspenziju za injekciju, koja sadrzava inaktivirani
Prapoxvirus ovis, soj D1701. Prema deklaraciji proizvodaca, jedan mL Zylexis sadrzava
koli¢inu virusa koja in vitro potice tvorbu najmanje 230 interferonskih jedinica. Cjepivo AY-
VAK Bartha (Genera d.d., Republika Hrvatska) je liofilizat i otapalo za suspenziju za
injekciju, koja u jednom mL sadrzava najmanje 10*° infektivne doze za 50% tkivne kulture

(engl. Tissue Culture Infectious Dose, TCIDsp) atenuiranog SHV-1, soj Bartha K/61 gE-.
4.1.3. Kompleti za seroloSke pretrage
Za dokazivanje serumskih protutijela za g i gB SHV-1 KoriSteni su komercijalni

imunoenzimski testovi HerdCheck Anti-PRV gpl (IDEXX Laboratories, SAD) i HerdCheck
Anti-PRV gpB (IDEXX Laboratories, SAD).
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4.1.4. Monoklonska protutijela za viSebojnu proto¢nu citometriju

U Tablici 1. prikazan je popis komercijalnih misjih monoklonskih protutijela za leukocitne

antigene svinja koja su koriStena za analizu fenotipa T i B limfocita te NK stanica visebojnom

proto¢nom citometrijom.

Tablica 1. Prikaz koriStenih miSjih monoklonskih protutijela za leukocitne antigene svinja i

fluorokroma s kojima su obiljezena

Monoklonsko

. Klon Izotip Fluorokrom Izvor
protutijelo
CD3¢ PPT3 IgGlk Alexa Fluor® 405" Novus Biologicals, SAD
Washington State
Alexa Fluor™ 750 - University -
TCR- PGBL22A  19G1 alofikocijanin ™~ Monoclonal Antibody
Centar, SAD
™ -
CcD4 74-12-4 loGobie  opectral Red™ (R- o oy Biotech, SAD
fikoeritrin/cijanin 5)
Washington State
2- ™ =+ University -
CD8a 76-2-11 IgG2a Alexa Fluor'™ 488 MonoclonalAntibody
Centar, SAD
CD16 G7 TeGlik R-fikoeritrin * Bio-Rad Laboratories,
SAD
CD21 BB6-11C9.6 IgGlxk R-fikoeritrin * Southern Biotech, SAD
SLA-DR 2E9/13 IgG2b  Alofikocijanin ™" Bio-Rad Laboratories,

SAD

monoklonsko protutijelo za CD3¢ je komercijalno obiljezeno s fluorokromom
monoklonsko protutijelo za TCR-3 je posredno obiljezeno komercijalnim kompletom koji sadrzava

fluorokrom vezan za sekundarna protutijela i koja specificno vezu miSja protutijela izotipa IgGl
(Zenon™AlexaFluor™ 750-Allophycocyanin, Thermo Fisher Scientific, SAD)

monoklonsko protutijelo za CD8a je posredno obiljezeno komercijalnim kompletom koji sadrzava

fluorokrom vezan za sekundarna protutijela i koja specificno vezu mi$ja protutijela izotipa 1gG2a
(Zenon™ AlexaFluor™ 488, Thermo Fisher Scientific, SAD)

Fkkk

monoklonsko protutijelo za SLA-DR je posredno obiljezeno komercijalnim kompletom koji sadrZzava

fluorokrom i reagense za vezanje fluorokroma na protutijelo (Lightning-Link® Allophycocyanin (APC)

Conjugation Kit, Innova Biosciences, UK)
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4.2. Plan istrazivanja

4.2.1. Pokus

Pokus je zapocCeo sedam dana nakon formiranja skupina i prilagodbe svinja na nove uvjete
drzanja. Proveden je sukladno Zakonu o dobrobiti zivotinja (NN 135/06, NN 37/13),
uskladenim s europskim propisima, i Pravilniku o zastiti Zivotinja koje se koriste u znanstvene
svrhe (NN 55/13) te na temelju RjeSenja Ministarstva poljoprivrede Republike Hrvatske i
odluke Etickog povjerenstva Veterinarskog fakulteta (klasa: 640-01/16-17/66) i Hrvatskog
veterinarskog instituta.

Svi VMP-i koristeni tijekom pokusa odobreni su u Republici Hrvatskoj za primjenu u svinja.
Pokus je klasificiran kao blagi pokus budu¢i su uzorci dobiveni samo venepunkcijom, a za
obuzdavanje Zivotinja koriStena je samo sajla.

Liofilizirane komponente Zylexis i AY-VAK Bartha suspendirane su u pripadaju¢im
otapalima prema uputama proizvodaca neposredno prije primjene svinjama.

Vrijeme primjene cjepiva i imunomodulatora u pojedinim pokusnima skupinama, kao i

primijenjene doze, opisani su u Tablici 2.

Tablica 2. Protokol primjene imunomodulatora (Inmodulen i Zylexis) i cjepiva (AY-VAK

Bartha) skupinama u pokusu

Skupina Inmodulen Zylexis ™ AY-VAK Bartha™

l. 1. i 4. dan pokusa 4. dan pokusa
1. 1. i 4. dan pokusa
1. 1. i 4. dan pokusa 4. dan pokusa
V. 1. i 4. dan pokusa

V. 4. dan pokusa
VI.

*

1 mL/10 kilograma tjelesne mase
2 mL/Zivotinji
1 mL/Zivotinji

*%

*okk

Oba imunomodulatora i cjepivo primijenjeni su injekcijom u misice vrata.
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Zdravstveni nadzor svinja provodio se najmanje jedanput dnevno tijekom razdoblja

prilagodbe i tijekom pokusa.

4.2.2. Uzorci

Uzorci periferne krvi od svake zivotinje uzeti su venepunkcijom iz prednje Suplje vene (vena
cava cranialis) 1., 7., 11. i 18. dan pokusa u sterilne epruvete s antikoagulansom (K3-EDTA
za hematoloSke pretrage ili litijev heparin za izdvajanje PBMC-a) ili u epruvete bez

antikoagulansa (za seroloske pretrage).

4.3. Metode

4.3.1. Hematoloske pretrage

Za hematoloske pretrage (diferencijalna i kompletna krvna slika) koriStena je krv iz epruveta s
antikoagulansom K3-EDTA.

4.3.1.1. Kompletna krvna slika

Krv je analizirana pomocu automatskog hematoloskog analizatora (ABX Micros ABC Vet-
ICHOR, Horiba ABX, Francuska). Rezultati analize eritrocita, leukocita i trombocita izrazeni
su kao apsolutni broj stanica u litri periferne krvi. Rezultati analize koncentracije
hemoglobina u perifernoj krvi i prosje¢ne koncentracije hemoglobina u eritrocitu (engl. Mean
Corpuscular Hemoglobin Concentration, MCHC) izraZeni su u jedinici mase (gramima) na
litru. Rezultati analize hematokrita izrazeni su u postotcima, rezultati prosjecnog volumena
eritrocita (engl. Mean Corpuscular Volume, MCV) u jedinici volumena (femtolitrama, 10™
L), a rezultati prosje¢ne mase hemoglobina u eritrocitu (engl. Mean Corpuscular Hemoglobin,

MCH) u jedinici mase (pikogramima).
4.3.1.2. Diferencijalna krvna slika
Na predmetno staklo poloZeno na ravnoj povrsini, staklenim Stapi¢em kapnuta je kap krvi.

Drugo predmetno staklo je prislonjeno uz kap krvi pod kutom 45° u odnosu na prvo

predmetno staklo. Nakon Sto se kap krvi razlila po rubu drugog predmetnog stakla,
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jednakomjernim potezom drugog predmetnog stakla krv je razmazana po duZini prvog
predmetnog stakla. Krvni razmaz je osusen na zraku tijekom jednog sata. Na isti nacin je
pripremljen razmaz svakog uzorka krvi.

Krvni razmaz je obojen metodom po Pappenheimu. Ukratko: krvni razmaz je prvo preliven
bojom May-Grunwald te je nakon 3 minute ispran destiliranom vodom i ocijeden. Zatim je
krvni razmaz preliven bojom Giemsa koja je bila razrijedena s destiliranom vodom 1:9 (V/V).
Nakon 25 minuta krvni razmaz je ispran destiliranom vodom i polozen u kosi polozaj da se
osus$i. Na isti na¢in je obojen razmaz svakog uzorka Krvi.

Pod imerzijskim povecanjem (1000x) svjetlosnog mikroskopa (ZeissAxiostar Plus, Carl Zeiss
Microscopy GmbH, Njemacka) izbrojani su neutrofili (segmentirani i nesegmentirani),
eozinofili, bazofili, limfociti i monociti te su ti brojevi ujedno znacili i njihove postotke u
leukocitima, budu¢i da su pojedine vrste leukocita brojane u 100 leukocita svakog krvnog

razmaza.

Apsolutni broj segmentiranih neutrofila i limfocita u perifernoj krvi svakog uzorka izracunat
je na temelju rezultata kompletne krvne slike (apsolutni broj leukocita u perifernoj krvi) i
rezultata diferencijalne krvne slike (udio segmentiranih neutrofila i limfocita u leukocitima)

prema sljede¢im formulama:

Nipy X Ungyseg

gdje je:

Nneuseg - apsolutni broj segmentiranih neutrofila u perifernoj krvi (x 10°/L)
N_ey - apsolutni broj leukocita u perifernoj krvi (x 10%L)
Uneuseg - Udio segmentiranih neutrofila u leukocitima (%)

_ Nipy X Upym
Nym = — 100

gdje je:

N_m - apsolutni broj limfocita u perifernoj krvi (x 10°/L)
N_eu - apsolutni broj leukocita u perifernoj krvi (x 10°/L)
Upiv - udio limfocita u leukocitima (%)
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4.3.2. Seroloske pretrage

4.3.2.1. Priprema uzoraka krvnog seruma

U epruvetama bez antikoagulansa krvni ugrusci su odvojeni od stjenki pomocu sterilnog
staklenog Stapic¢a i nakon centrifugiranja pri 2500 okretaja/min tijekom 10 minuta (Rotina
420, Hettich, Njemacka) serum (nadtalog) je odvojen od krvnog ugruska. Uzorci seruma su
pipetom prebaceni u nove epruvete i ostavljeni na sobnoj temperaturi do pocetka pretrage,

koja je uslijedila neposredno nakon pripreme seruma.

4.3.2.2. Dokazivanje serumskih protutijela za g€ SHV-1

Za dokazivanje serumskih protutijela za gE (prijasnji gl) SHV-1 koristen je odgovarajuci
imunoenzimski test (HerdCheck Anti-PRV gpl, IDEXX Laboratories, SAD) prema uputama

proizvodaca.

4.3.2.2.1. Etape metode

1. Reagensi iz kompleta zagrijani su na sobnoj temperaturi.

2. Ispitivani serumi te pozitivna i negativna kontrola iz kompleta razrijedeni su u zasebnim
epruvetama s puferom za razrjedivanje seruma iz kompleta (,,Sample Diluent”) u omjeru 1:1
(VIV).

3. U ukupno pet jazica mikrotitarske plo¢e (dvanaest puta osam jazica) presvucene antigenom
(SHV-1) pipetom je odmjereno tri puta po 100 pL razrijedene negativne kontrole (serum
svinja bez protutijela za g SHV-1) i dva puta po 100 uL razrijedene pozitivne kontrole
(serum svinja s protutijelima za gE SHV-1). U potreban broj preostalin jaZica iste
mikrotitarske plo¢e pipetom je odmjereno dva puta po 100 pL pojedinog razrijedenog

ispitivanog uzorka seruma.

4. Uslijedila je inkubacija na sobnoj temperaturi tijekom 60 minuta kako bi se protutijelima u

pozitivnoj kontroli i ispitivanim uzorcima seruma omogucilo vezanje za antigen.
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5. Za vrijeme inkubacije pripremljena je otopina za ispiranje, tako Sto je koncentrirana otopina
za ispiranje iz kompleta (,,Wash Concentrate”) razrijedena destiliranom vodom u omjeru 1:9
(VIV).

6. Nakon inkubacije ispraznjen je sadrzaj jaZica te je svaka jazica isprana pet puta s 300 puL
otopine za ispiranje. Jazice su isprane pomocu automatiziranog ispiraca (Hydrofex washer,

Tecan, Austria). Ispiranjem su uklonjena nevezana protutijela.

7. U svaku jaZicu je dodano 100 pL konjugata iz kompleta (monoklonska protutijela za gE
SHV-1 obiljezena enzimom peroksidaza iz hrena), nakon cega je uslijedila inkubacija tijekom
20 minuta na sobnoj temperaturi. Tijekom druge inkubacije konjugat se veze za antigen
ukoliko ispitivani uzorci seruma ne sadrzavaju protutijela za g SHV-1 ili u kolicini
nedovoljnoj za neutralizaciju. Ukoliko su se protutijela za g SHV-1 iz ispitivanih uzoraka
seruma vezala za antigen tijekom prve inkubacije, tada konjugat ostaje slobodan (nevezan za
antigen).

8. Postupak ispiranja je ponovljen i nakon druge inkubacije, kako bi se uklonio nevezani

konjugat.

9. Nakon ispiranja u svaku jazicu je pipetom odmjereno 100 uL otopine supstrata iz kompleta

(,,TMB Substrate™).

10. Uslijedila je inkubacija tijekom 15 minuta na sobnoj temperaturi kako bi se omogucila
reakcija izmedu enzima i substrata. Ukoliko se konjugat vezao za antigen, enzim reagira sa

supstratom pri cemu nastaje produkt plave boje.

11. Nakon inkubacije u svaku jazicu je dodano 50 pL otopine za zaustavljanje reakcije iz

kompleta (,,Stop Solution™).
12. Intenzitet boje, odnosno opticka gustoca (engl. Optical Density, OD) ocitana je pomocu

spektrofotometra (Sunrise Basic, Tecan, Austrija) uporabom filtera koji propusta svjetlost
valne duljine 650 nm.
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4.3.2.2.2. Izracun rezultata

Srednja vrijednost negativne kontrole (NKx) izracunava se po sljede¢oj formuli:

_ ODNK,; + ODNK;, + ODNKj
B 3

NKx

gdje je:

ODNK] - opti¢ka gustoc¢a prve negativne kontrole na mikrotitarskoj plo¢i
ODNK; - opti¢ka gustoc¢a druge negativne kontrole na mikrotitarskoj ploci
ODNK; - opticka gustoca trece negativne kontrole na mikrotitarskoj ploci

Srednja vrijednost pozitivne kontrole (PKx) izratunava se po sljedecoj formuli:

ODPK, + ODPK,

PKx =
. 2

gdje je:

ODPK; - opti¢ka gustoc¢a prve pozitivne kontrole na mikrotitarskoj plo¢i
ODPK; - opti¢ka gustoéa druge pozitivne kontrole na mikrotitarskoj plo¢i

Kriterij valjanosti testa:
Razlika izmedu NKx i PKx mora biti jednaka ili ve¢a od 0,300.

Rezultat ispitivanog uzorka seruma (R) izracunava se po sljede¢oj formuli:

_ 0DU
"~ NKx

gdje je:

ODU - opticka gustoca ispitivanog uzorka seruma

4.3.2.2.3. Tumacenje rezultata

Ako je R manji ili jednak 0,60, ispitivani uzorak seruma sadrzava protutijela za g SHV-1.
Ako je R manji ili jednak 0,70 i veéi od 0,60, moZe se posumnjati da ispitivani uzorak seruma
sadrzava protutijela za gE SHV-1.

Ako je R ve¢i od 0,70, ispitivani uzorak seruma ne sadrzava protutijela za gE SHV-1.
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4.3.2.3. Dokazivanje serumskih protutijela za gB SHV-1

Za dokazivanje serumskih protutijela za gB SHV-1 koristen je odgovaraju¢i imunoenzimski
test (HerdCheck Anti-PRV gpB, IDEXX Laboratories, SAD) prema uputama proizvodaca.

4.3.2.3.1. Etape metode

Za dokazivanje serumskih protutijela za gB SHV-1 koriSteni su isti postupci kao i za
dokazivanje serumskih protutijela za g SHV-1. Razlika je u tome Sto imunoenzimski test
HerdCheck Anti-PRV gB sadrzava drugacije reagense koriStene u trecoj i sedmoj etapi
metode od imunoenzimskog testa HerdCheck Anti-PRV gl te ima manji broj negativnih

kontrola.

3. Pozitivna kontrola sadrzava serum svinja s protutijelima za gB SHV-1, a negativna kontrola
serum svinja bez protutijela za gB SHV-1. Razrijedena negativna kontrola je pipetom

odmjerena u dvije jazice (2 x100 uL).

7. Konjugat sadrzava monoklonska protutijela za gB SHV-1 obiljezena istim enzimom.
Tijekom druge inkubacije konjugat se veze za antigen ako ispitivani uzorci seruma ne
sadrzavaju protutijela za gB SHV-1. Ako su se protutijela za gB SHV-1 iz ispitivanih uzoraka
seruma vezali za antigen tijekom prve inkubacije, tada konjugat ostaje slobodan (nevezan za

antigen).

4.3.2.3.2. Izracun rezultata

Srednja vrijednost negativne kontrole (NKx) izraCunava se po sljedecoj formuli:

ODNK, + ODNK,
NKx = 2

gdje je:

ODNK] - opti¢ka gustoc¢a prve negativne kontrole na mikrotitarskoj plo¢i
ODNK; - opticka gustoca druge negativne kontrole na mikrotitarskoj ploci
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Srednja vrijednost pozitivne kontrole (PKx) izratunava se po sljedecoj formuli:

ODPK, + ODPK,
PKx = 2

gdje je:

ODPK; - opti¢ka gustoéa prve pozitivne kontrole na mikrotitarskoj ploci
ODPK; - opticka gusto¢a druge pozitivne kontrole na mikrotitarskoj ploci

Kriterij valjanosti testa:
Razlika izmedu NKx i PKx mora biti jednaka ili ve¢a od 0,300.

Rezultat ispitivanog uzorka seruma (R) izracunava se po sljede¢oj formuli:

. oDU
" NKx

ODU - opti¢ka gustoca ispitivanog uzorka seruma

gdje je:

4.3.2.3.3. Tumacenje rezultata

Ako je R maniji ili jednak 0,60, ispitivani uzorak seruma sadrzava protutijela za gB SHV-1.
Ako je R manji ili jednak 0,70 1 ve¢i od 0,60, moZe se posumnjati da ispitivani uzorak seruma
sadrzava protutijela za gB SHV-1.

Ako je R ve¢i od 0,70, ispitivani uzorak seruma ne sadrzava protutijela za gB SHV-1.

4.3.3. Visebojna proto¢na citometrija

4.3.3.1. Izdvajanje PBMC-a na gradijentu gustoce

Uzorci krvi su pipetom prebaceni iz epruveta s antikoagluansom (litijev heparin) u sterilne
epruvete i u svaku je dodana fizioloSka otopina u omjeru 1:1 (V/V). U zasebne sterilne
epruvete za potreban broj uzoraka, prvo je dodano sredstvo za izdvajanje PBMC-a iz krvi
(Lymphoprep™, Alere Technologies AS, Norveska) te je zatim paZljivo nadslojen pojedini
uzorak razrijedene krvi u omjeru 2:1 (V/V). Epruvete s uzorcima krvi i Lymphoprepom™ su
centrifugirane pri 900 x g tijekom 30 minuta (Eppendorf Centrifuge 5810R, Eppendorf AG,
Njemacka), kako bi se PBMC (sloj izmedu plazme i Lymhoprep ™) odvojile od eritrocita i
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granuliranih leukocita, koji su bili istaloZeni na dnu epruvete. Sloj s PBMC-ima svakog
uzorka krvi pokupljen je sterilnom pipetom i prebacen u zasebne sterilne epruvete i dva puta
ispran u mediju RPMI 1640 (Thermo Fisher Scientific, SAD) na 600 x g tijekom 10 minuta
(Eppendorf Centrifuge 5810R, Eppendorf AG, Njemacka), kako bi se uklonili zaostali
trombociti i Lymphoprep™. Svaki uzorak stani¢nog taloga (PBMC) je resuspendiran u 1 mL
medija za zamrzavanje. Medij za zamrzavanje se sastojao od medija RPMI 1640 (Thermo
Fisher Scientific, SAD) kojem je dodano 10% (V/V) seruma govedeg fetusa (Thermo Fisher
Scientific, SAD) i 10% (V/V) dimetilsulfoksida (Sigma-Aldrich, SAD). Tako pripremljene
suspenzije PBMC-a prvo su zamrznute na -80°C u spremniku (Mr. Frosty™ Freezing
Container, Thermo Fisher Scientific, SAD) s izopropilnim alkoholom (Kemika d.d.,

Republika Hrvatska) te potom pohranjene u spremnik s teku¢im dusikom do obiljezavanja.
4.3.3.2. Odmrzavanje i priprema PBMC-a za obiljezavanje

Suspenzije PBMC-a iz tekuceg dusika su brzo odmrznute u vodenoj kupelji (39 °C) tijekom 5
minuta. Svaki uzorak suspenzije PBMC-a je sterilnom pipetom prebacen u sterilne plasti¢ne
epruvete i dva puta ispran u mediju RPMI 1640 (Thermo Fisher Scientific, SAD) pri 400 x g
tijekom 5 minuta (Eppendorf Centrifuge 5810R, Eppendorf AG, Njemacka). Nakon drugog
ispiranja stani¢cnom talogu (PBMC) je dodano 5 mL medija RPMI 1640 (Thermo Fisher
Scientific, SAD) kojem je dodan neomicin (Sigma-Aldrich, SAD) i 10% (V/V) seruma
govedeg fetusa (Thermo Fisher Scientific, SAD). Koncentracija PBMC-a u svakom uzorku
suspenzije stanica odredena je pomoc¢u Blrker-Turkovog hemocitometra, nakon prethodnog
bojanja tripanskim plavilom kona¢ne koncentracije 0,04% (m/V). U plasticne epruvete
dodano je 20 pL pojedinog uzorka suspenzije PBMC-a, 20 uL 0,4%-tne (m/V) otopine
tripanskog plavila (Sigma-Aldrich, SAD) i 160 uL puferirane fizioloske otopine s dodatkom
5% (V/V) govedeg seruma (Thermo Fisher Scientific, SAD). Koncentrirana (10x) puferirana
fizioloSka otopina (Lonza, Svicarska) je prethodno razrijedena destiliranom vodom 1:9 (V/V).
Na predmetno staklo s Birker-Tlrkovim hemocitometrom postavljeno je pokrovno staklo i na
njegov rub pipetom kapnuta dovoljno velika kap suspenzije obojanih PBMC-a, kako bi se
razlila po cijeloj povrSini predmetnog stakla. Pod imerzijskim povecanjem (40x) svjetlosnog
mikroskopa (Nikon Eclipse TS100, Nikon Corporation, Japan) PBMC su brojane u cetiri
dijagonalna kvadranta i jednom suprotnom kvadrantu. Na temelju izbrojenih stanica
izraCunata je koncentracija PBMC-a. Uzorci suspenzije PBMC-a pohranjeni su na 37 °C

tijekom jednog sata.
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4.3.3.3. Priprema monoklonskih protutijela

Monoklonska protutijela za molekule TCR-8 i CD8a obiljezena su fluorokromima (Tablica
1.) pomoc¢u komercijalnih kompleta za obiljeZavanje Zenon™ (Zenon™Alexa Fluor™ 750-
Allophycocyanin za monoklonsko protutijelo za molekulu TCR-8 i Zenon™ Alexa Fluor™
488 za monoklonsko protutijelo za molekulu CD8a), prema uputama proizvodaca. U dvije
plasti¢ne epruvete pipetom je zasebno odmjerena potrebna koli¢ina otopine monoklonskog
protutijela za molekulu TCR-8, odnosno otopine monoklonskog protutijela za molekulu
CD8a, za odgovaraju¢i broj uzoraka PBMC-a. U svaku epruvetu s monoklonskim
protutijelom pipetom je odmjerena potrebna koli¢ina otopine sekundarnog protutijela s
fluorokromom (,,Component A”) odgovarajuc¢eg kompleta za obiljezavanje (pet puta veci
volumen od volumena monoklonskog protutijela). Uslijedila je inkubacija tijekom pet minuta
na mra¢nom mjestu I pri sobnoj temperaturi, kako bi se sekundarna protutijela s
fluorokromom vezala za monoklonska protutijela. Zatim je u svaku epruvetu s monoklonskim
protutijelom pipetom odmjerena potrebna koli¢ina otopine reagensa koji veze neutro$eno
sekundarno protutijelo (,,Component B”’) odgovarajuc¢eg kompleta za obiljezavanje (pet puta
veéi volumen od volumena monoklonskog protutijela). Uslijedila je inkubacija tijekom pet
minuta na mra¢nom mjestu i pri sobnoj temperaturi. Monoklonska protutijela za molekule
TCR-6 1 CD8a su svjeze pripremljena prilikom svake analize uzoraka PBMC-a.

Iz komercijalne otopine monoklonskog protutijela za molekulu SLA-DR je prije obiljezavanja
uklonjen konzervans natrijev azid pomocu kompatibilnog komercijalnog kompleta za
pro¢iéavanje monoklonskih protutijela (AbSelect™ Antibody Purification System, Innova
Biosciences, UK) prema uputama proizvodaca. Proc¢is¢eno monoklonsko protutijelo za
molekulu SLA-DR je zatim obiljezeno flurokromom (Tablica 1.) pomoc¢u komercijalnog
kompleta za obiljeZavanje Lightning-Link® prema uputama proizvodata. Otopini
monoklonskog protutijela za molekulu SLA-DR pipetom je dodana potrebna koli¢ina otopine
reagensa koji omogucava vezanje fluorokroma za monoklonsko protutijelo (,,LL-modifier
reagent”) iz kompleta za obiljezavanje (deset puta manji volumen od volumena
monoklonskog protutijela). Navedena mjeSavina je zatim pipetom prebacena u bocicu s
liofiliziranim fluorokromom (,,Lightning-Link® mix”) iz kompleta za obiljeZavanje. Nakon
inkubacije pripremljene mjeSavine tijekom 3 sata na sobnoj temperaturi u mraku, pipetom joj
je dodana otopina reagensa za neutralizaciju fluoroscencije nevezanog fluorokroma (,,LL-

quencher reagent”) iz kompleta za obiljeZzavanje (deset puta manji volumen od volumena
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monoklonskog protutijela). Tako pripremljeno monoklonsko protutijelo za molekulu SLA-DR
pohranjeno je u hladnjak (2 do 8°C) do obiljezavanja PBMC-a.

U originalnu bocicu s liofiliziranim monoklonskim protutijelom za molekulu CD16, koje je
komercijalno obiljezeno flurokromom (Tablica 1.), pipetom je odmjeren potreban volumen
destilirane vode prema uputi proizvodaca. Pripremljena otopina monoklonskog protutijela za
molekulu CD16 je pohranjena u hladnjak (2 do 8°C) do obiljezavanja PBMC-a.

Monoklonska protutijela za molekule CD3 (epitop €), CD4 i CD21 su komercijalne otopine
monoklonskih protutijela obiljezenih fluorokromom (Tablica 1.) koja se mogu Koristiti bez
prethodne pripreme. Monoklonska protutijela za molekule CD3, CD4 i CD21 su pohranjena u
hladnjak (2 do 8°C) do obiljezavanja PBMC-a.

4.3.3.4. ObiljeZzavanje uzoraka PBMC-a koristenjem monoklonskih protutijela

Uzorci suspenzije PBMC-a su dva puta isprani u puferiranoj fizioloskoj otopini na 400 x g
tijekom 5 minuta (Eppendorf Centrifuge 5810R, Eppendorf AG, Njemacka), kako bi se
uklonili medij RPMI 1640 i serum govedeg fetusa. Nakon drugog ispiranja svakom uzorku
stani¢nog taloga (PBMC) pipetom je dodan odgovarajuc¢i volumen kompleta za obiljezavanje
populacije mrtvih PBMC-a (Zombie Aqua™ Fixable Viability Dye, BioLegend, SAD), prema
uputi proizvodaca. Prethodno su prema uputi proizvodaca pipetom pomijesani fluorescentna
boja (,,Zombie Aqua™ dye”) i dimetilsulfoksid iz kompleta Zombie Aqua™ te je dobivena
otopina razrijedena puferiranom fizioloSkom otopinom 1:99 (V/V). Koncentrirana (10x)
puferirana fiziolodka otopina (Lonza, Svicarska) je prethodno razrijedena destiliranom vodom
1:9 (V/V). Nakon inkubacije na mranom mjestu i pri sobnoj temperaturi tijekom 15 minuta,
uzorci PBMC-a su isprani u puferiranoj fizioloskoj otopini s dodatkom 5% (V/V) govedeg
seruma (Thermo Fisher Scientific, SAD) pri 400 x g tijekom 5 minuta (Eppendorf Centrifuge
5810R, Eppendorf AG, Njemacka). Koncentrirana (10x) puferirana fizioloSka otopina (Lonza,
Svicarska) je prethodno razrijedena destiliranom vodom 1:9 (V/V). Nakon odlijevanja
nadtaloga, uzorcima stani¢nog taloga (PBMC) je pipetom dodan odgovaraju¢i volumen
puferirane fizioloske otopine s dodatkom 5% (V/V) govedeg seruma (Thermo Fisher
Scientific, SAD), kako bi se u svakom uzorku postigla koncentracija 2,5 x 10° PBMC/mL.
Koncentrirana (10x) puferirana fizioloska otopina (Lonza, Svicarska) je prethodno razrijedena
destiliranom vodom 1:9 (V/V).

U zasebne FACS (engl. Fluorescence-acticated Cell Sorting) epruvete pipetom je prebaceno
180 pL svakog uzorka pripremljene suspenzije PBMC-a (4,5 x 10° PBMC/FACS epruveti). U
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svaku FACS epruvetu pipetom je odmjereno 20 pL izdvojenih serumskih misjih
imunoglobulina 1gG (Invitrogen, SAD), koji smanjuju nespecifi¢no vezanje obiljezenih
monoklonskih protutijela za PBMC. Svaki uzorak suspenzije PBMC-a je zatim rasporeden u
tri zasebne FACS epruvete, tako $to je u svaku FACS epruvetu pipetom prebaceno 50 pL
(1,125 x 10° PBMC/FACS epruveti). FACS epruvete s PBMC-ima pohranjene su u hladnjak
(2 °C do 8°C) do dodavanja obiljezenih monoklonskih protutijela.

Kako bi se ubrzao postupak obiljezavanja PBMC-a, pripremljene su dvije mjeSavine
monoklonskih protutijela obiljezenih fluorokromom. Prva mjeSavina je sadrZavala obiljeZzena
monoklonskih protutijela za molekule CD3, TCR-6, CD4, CD8a, CD16 i SLA-DR, a druga
mjeSavina obiljezena monoklonskih protutijela za molekule CD3, CD21 i SLA-DR (Tablica
3).

U svaku mjeSavinu pipetom je dodan potreban volumen pojedinih otopina obiljeZenih
monoklonskih protutijela, ovisno o broju uzoraka PBMC-a i broju PBMC-a u FACS epruveti.
U prvu mjesavinu je za svakih 10° PBMC-a dodano 0,3 pg obiljezenog monoklonskog
protutijela za molekulu CD3, 0,6 pg obiljezenog monoklonskog protutijela za molekulu CD4,
0,3 pg obiljezenog monoklonskog protutijela za molekulu CD8a, 0,2 pg obiljezenog
monoklonskog protutijela za molekulu TCR-3, 0,3 ug obiljezenog monoklonskog protutijela
za molekulu SLA-DR i 0,1 pg obiljezenog monoklonskog protutijela za molekulu CD16, dok
je u drugu mijeSavinu za svakih 10° PBMC-a dodano 0,3 pg obiljezenog monoklonskog
protutijela za molekulu CD3, 0,6 pg obiljezenog monoklonskog protutijela za molekulu CD21
i 0,3 ug obiljezenog monoklonskog protutijela za molekulu SLA-DR. U prvu FACS epruvetu
sa suspenzijom PBMC-a svakog uzorka pipetom je dodan odgovaraju¢i volumen prve
mjeSavine monoklonskih protutijela koji sadrzava potrebne koli¢ine pojedinog obiljeZzenog
monoklonskog protutijela. U drugu FACS epruvetu sa suspenzijom PBMC-a svakog uzorka
pipetom je dodan odgovaraju¢i volumen druge mjeSavine monoklonskih protutijela koji
sadrzava potrebne koli¢ine pojedinog obiljezenog monoklonskog protutijela. U trecu FACS
epruvetu sa suspenzijom PBMC-a svakog uzorka (Tablica 3.) nisu dodana obiljezena
monoklonska protutijela (neobiljezene kontrolne stanice).

Nakon dodavanja obiljezenih monoklonskih protutijela u odgovaraju¢e FACS epruvete
svakog uzorka uslijedila je inkubacija u hladnjaku (2 do 8°C) tijekom 30 minuta, kako bi se
omogucilo vezanje obiljezenih monoklonskih protutijela za specificne antigene na PBMC-
ima.

Nakon inkubacije PBMC su isprane u puferiranoj fizioloSkoj otopini s dodatkom 5% (V/V)
govedeg seruma na 400 x g tijekom 5 minuta (Eppendorf Centrifuge 5810R, Eppendorf AG,
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Njemacka), kako bi se uklonila nevezana monoklonska protutijela. Nakon odlijevanja
nadtaloga uslijedila je fiksacija stanica, tako Sto je u svaku FACS epruvetu sa stanicnim
talogom (PBMC) pipetom odmjereno 70 puL 4%-tne (m/V) otopine formaldehida te 150 uL
puferirane fizioloske otopine kojoj je dodano 5% (V/V) govedeg seruma (Thermo Fisher
Scientific, SAD).

Koncentrirana (36%, m/V) otopina formaldehida (Kemika d.d., Republika Hrvatska) je
prethodno razrijedena destiliranom vodom 1:8 (V/V), a koncentrirana (10x) puferirana
fizioloska otopina (Lonza, Svicarska) destiliranom vodom 1:9 (V/V). Ovako pripremljene

PBMC su analizirane proto¢nim citometrom.

Tablica 3. Shema obiljezavanja uzoraka PBMC-a u pojedinoj FACS epruveti

Monoklonsko protutijelo / fluorokrom T FACS (;pruveta 3
- [ Zombie Aqua™ dye + + +
CD3¢ / Alexa Fluor® 405 + + -
CD4 / Spectral Red™ (R-fikoeritrin/cijanin 5) + . -
CD8a / Alexa Fluor™ 488 + - -
TCR-5 / Alexa Fluor™ 750 - alofikocijanin + . -
SLA-DR / alofikocijanin + + -
CD16 / R-fikoeritrin + - -
CD21 / R-fikoeritrin - + -

4.3.3.5. Analiza obiljeZzenih PBMC-a proto¢nim citometrom

Suspenzija obiljezenih PBMC-a iz sve tri FACS epruvete pojedinog uzorka propustena je na
proto¢nom citometru (BD LSR Il Flow Cytometer, BD Biosciences, SAD), koji je opremljen
s tri lasera (plava svjetlost valne duljine 488 nm, crvena svjetlost valne duljine 640 nm i
ljubicasta svjetlost valne duljine 405 nm) i sustavom detektora koji omogucavaju istovremenu
analizu sedam razlic¢itih fluorokroma, koristenih za obiljezavanje PBMC-a.

Ograda (engl. Gate) prvo je postavlijena oko PBMC-a koje su nakon prednjeg rasprsenja

laserske svjetlosti (engl. Forward Scatter) odgovarale pojedina¢nim stanicama, a za daljnju
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analizu su obuhvacene samo zive PBMC na temelju nevezanja Zombie Aqua™. Na temelju
veli¢ine i zrnatosti stanica koriStenjem prednjeg i bo¢nog rasprsenja laserske svjetlosti (engl.
Side Scatter) obuhvacena je populacija limfocita. U pojedinoj FACS epruveti analizirano je
10 000 pojedinacnih zivih limfocita.

U populaciji limfocita prve FACS epruvete analiziran je udio T limfocita (CD3'CD16) i
njihovih subpopulacija s obzirom na ekspresiju molekula CD4, CD8a, TCR-5 i SLA-DR te
fenotip NK stanica (CD3'CD16°CD8a'SLA-DR’). U populaciji limfocita druge FACS
epruvete analiziran je udio B limfocita (CD3'CD21"). Detaljan opis analize prikazan je u
Tablici 4.

Tablica 4. Shema analize T limfocita (CD3'CD167) i njihovih subpopulacija
s obzirom na ekspresiju molekula CD4, CD8a, TCR-6 i SLA-DR, NK stanica
(CD3'CD16"CD8a'SLA-DR) i B limfocita (CD3'CD21%)

CD3'CD16' CD4 CD8u' TCR-§ SLA-DR*

CD3'CD16 CD4 CD8u' TCR-3"SLA-DR*
CD3'CD16'CD4CD8a’

CD3*'CD16' CD4'CD8u TCR-3"SLA-DR°

CD3'CD16' CD4 CD8u ' TCR-8'SLA-DR

CD3'CD16 CD4"CD8a'TCR-§ SLA-DR"

CD3'CD16 CD4'CD80 ' TCR-§"SLA-DR"
CD3'CD16 CD4"CD8a’

CD3'CD16 CD4'CD80 TCR-§"SLA-DR°

CD3'CD16 CD4'CD8a ' TCR-§ SLA-DR
CD3'CD16

CD3'CD16 CD4'CD8a TCR-5 SLA-DR*

Limfociti
CD3'CD16 CD4'CD8a TCR-3"'SLA-DR"
CD3"CD16'CD4'CD8a

CD3'CD16 CD4"CD80 TCR-3'SLA-DR’

CD3'CD16 CD4'CD80, TCR-6'SLA-DR

CD3'CD16 CD4 CD8a TCR-5 SLA-DR*

CD3'CD16 CD4 CD8a ' TCR-8"SLA-DR*
CD3'CD16 CD4'CD8a’

CD3'CD16 CD4 CD8a TCR-5"SLA-DR

CD3'CD16 CD4 CD8a TCR-§ SLA-DR°

CD3CD16" CD3CD16°CD8u'SLA-DR

CD3CD21"
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Tijekom propustanja na citometru podatci su prikupljani racunskim programom BD
FACSDiva Software (verzija 5.0.3.). Prikupljeni podatci analizirani su programom Flow Jo
(verzija 7.6.5., FlowJo, LCC, SAD).

Rezultati analize prema shemi opisanoj u Tablici 4. izraZeni su u postotcima, pri ¢emu su
rezultati populacija stanica prikazanih u drugom stupcu dobiveni kao udjeli populacije stanica
prikazane u prvom stupcu, rezultati populacija stanica prikazanih u tre¢em stupcu dobiveni su
kao udjeli odgovaraju¢e populacije stanica prikazane drugom stupcu, a udjeli populacija
stanica prikazanih u Cetvrtom stupcu dobiveni su kao udjeli odgovarajuc¢e populacije stanica

prikazane u tre¢em stupcu.

4.3.3.6. Izracun rezultata

Udjeli (%) T (CD3'CD16) i B (CD3'CD21") limfocita u limfocitima dobiveni su izravno
prema analizi opisanoj u Tablici 4.

A) Udio (%) NK stanica (CD3'CD16"CD8a'SLA-DR") u limfocitima izradunava se na

sljedeci nacin:

CD3-CD16% (%) x CD3~CD16*CD8a*SLA — DR™ (%)
100

B) Udio (%) y8T limfocita (CD3*CD16 TCR-y5'CD4") u T limfocitima izradunava se na

sljedeci nacin:

{fa x (b+c)}
100 ]+

{d x (e+f)}
100

gdje je:
a- CD3+CD16'CD4'CD8a+(%)
b - CD3+CD16'CD4'CD80L+TCR-6+SLA-DR*(%)
C- CD3+CD16'CD4'CD8a+TCR-6+SLA-DR'(%)
d- CD3+CD16'CD4'CD80((%)
e- CD3+CD16'CD4'CD8a'TCR-6+SLA-DR+(%)
f- CD3+CD16'CD4'CD8a'TCR-8+SLA-DR'(%)

54



C) Udio (%) yd8T limfocita koji eksprimiraju molekulu CD8a (CD3"CD16 TCR-y3'CD4

CD8a") u T limfocitima izradunava se na sljede¢i nagin:

y (b+ C)
“*\100

gdje je:
a - CD3*CD16'CD4'CD8:" (%)
b - CD3"CD16 CD4 CD80 ' TCR-5"SLA-DR"(%)
¢ - CD3'CD16 CD4'CD8a ' TCR-8"SLA-DR (%)
D) Udio (%) y8T limfocita koji eksprimiraju molekule CD8a i SLA-DR (CD3"CD16 TCR-

v8"CD4 CD8a'SLA-DR") u T limfocitima izradunava se na sljedeéi naéin:

y (b+ C)
“*\100

gdje je:
a - CD3"CD16'CD4'CD8u’ (%)
b - CD3"CD16 CD4 CD8a ' TCR-6"SLA-DR"(%)
¢ - CD3'CD16' CD4 CD8a ' TCR-5"SLA-DR (%)
E) Udio (%) populacije afT limfocita (CD3*CD16 TCR-y8") u T limfocitima izra¢unava se na

sljede¢i nacin:

{fa X (b+c)} {d x (e+f)}
100 ]+[ 100 ]

lg x (h+ D} [Ux (k+D)
100 100

gdje je:

a- CD3'CD16'CD4'CD8a’ (%)

b - CD3"CD16 CD4'CD8a ' TCR-5 SLA-DR*(%)
¢ - CD3'CD16'CD4'CD8a'TCR-5' SLA-DR (%)
d - CD3"CD16 CD4'CD8a." (%)

e - CD3'CD16 CD4"CD8u ' TCR-5 SLA-DR*(%)
f - CD3'CD16' CD4"CD8a ' TCR-6'SLA-DR (%)
g - CD3'"CD16 CD4"CD8a (%)

h - CD3"CD16 CD4"CD8a TCR-5 SLA-DR"(%)
i - CD3"CD16 CD4*CD8a TCR-6'SLA-DR (%)
k - CD3"CD16 CD4 CD8a (%)

j - CD3'CD16 CD4'CD8a TCR-3'SLA-DR"(%)
| - CD3'CD16' CD4'CD8a TCR-6'SLA-DR (%)
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F) Udio (%) ofT limfocita koji eksprimiraju molekulu CD4 (CD3"CD16 TCR-ysCD4") u T

limfocitima izraCunava se na sljede¢i nacin:

{fa x (b+c)} {d x (e+f)}
100 ]+[ 100 ]

gdje je:
a- CD3'CD16'CD4'CD8u’" (%)
b - CD3"'CD16 CD4'CD8a ' TCR-5 SLA-DR"(%)
¢ - CD3'CD16' CD4'CD8u' TCR-§'SLA-DR (%)
d - CD3'CD16 CD4"CD8a (%)
e - CD3'CD16'CD4'CD8u TCR-5 SLA-DR" (%)
f - CD3"CD16' CD4"CD8u TCR-6' SLA-DR (%)

G) Udio (%) opT limfocita koji eksprimiraju molekule CD4 i CD8a (CD3"CD16 TCR-y&"

CD4'CD8u’) u T limfocitima izra¢unava se na sljedeéi nacin:

9 (b+ C)
4%\ 100

gdje je:

a-CD3'CD16'CD4"CD8u’
b - CD3"CD16 CD4"CD8a ' TCR-5 SLA-DR (%)
¢ - CD3'CD16'CD4"CD8u ' TCR-3'SLA-DR (%)

H) Udio (%) ofT limfocita koji eksprimiraju molekule CD4, CD8a i SLA-DR (CD3'CD16°
TCR-y8CD4"CD8a'SLA-DR™) u T limfocitima izraunava se na sljedeéi nacin:

gdje je:

a - CD3'CD16'CD4"CD8o* (%)
b - CD3"CD16'CD4*CD8a’ TCR-5'SLA-DR* (%)

I) Udio (%) afT limfocita koji eksprimiraju molekulu CD4, a ne eksprimiraju molekulu

CDS8a (CD3"CD16 TCR-y5'CD4'CD80u) u T limfocitima izradunava se na sljedeéi naéin:

y (b+ C)
4%\ 100
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gdje je:

a- CD3'CD16 CD4"CD8a
b - CD3"CD16 CD4"'CD8a TCR-5 SLA-DR"(%)
¢ - CD3'CD16'CD4"CD8u TCR-§ SLA-DR (%)

J) Udio (%) afT limfocita koji eksprimiraju molekule CD4 i SLA-DR, a ne eksprimiraju
molekulu CD8o (CD3*CD16 TCR-yd'CD4"'CD8uo’'SLA-DR") u T limfocitima izradunava se

na sljede¢i nacin:

x —
100

gdje je:

a - CD3'CD16 CD4"CD8o (%)
b - CD3"CD16'CD4*CD8« TCR-5'SLA-DR*(%)

K) Udio (%) afT limfocita koji ne eksprimiraju molekulu CD4, a eksprimiraju molekulu
CDS8a (CD3"CD16 TCR-y5'CD4 CD8a’) u T limfocitima izradunava se na sljedeéi naéin:

y (b+ C)
4*\100

gdje je:

a-CD3'CD16 CD4 CD8u"
b - CD3"CD16 CD4 CD8u ' TCR-5 SLA-DR"(%)
¢ - CD3'CD16 CD4'CD8a'TCR-§ SLA-DR (%)

L) Udio (%) offT limfocita koji ne eksprimiraju molekulu CD4, a eksprimiraju molekule
CDSa i SLA-DR (CD3"CD16 TCR-yd'CD4CD8a'SLA-DR™) u T limfocitima izraunava se

na sljedeci nacin:

gdje je:

a - CD3*CD16'CD4'CD8:" (%)
b - CD3*CD16 CD4 CD8a ' TCR-5 SLA-DR*(%)
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4.3.4. Statisticka obrada rezultata

Rezultati mjerenja odabranih populacija leukocita i limfocita, subpopulacija T limfocita i
hematoloSkih parametara obradeni su statistickim programom Stata 13.1 (STATA Corp.,
SAD). Statisticka znacajnost opazenih razlika apsolutnih i relativnih vrijednosti odabranih
populacija leukocita, apsolutnih vrijednosti hematoloskih parametara te relativnih vrijednosti
odabranih populacija limfocita 1 subpopulacija T limfocita izmedu skupina zivotinja
provjerena je analizom varijance (ANOVA). Opazene razlike apsolutnih i relativnih
vrijednosti odabranih populacija leukocita, apsolutnih vrijednosti hematolodkih parametara te
relativnih vrijednosti odabranih populacija limfocita i subpopulacija T limfocita izmedu
vremenskih sljedova unutar iste skupine provjerene su analizom varijance za ponavljajuce

uzorke (Repeated measures ANOVA).

Pomocu t-testa medusobno su usporedene apsolutne i relativne vrijednosti odabranih
populacija leukocita, apsolutnih vrijednosti hematoloskih parametara te relativnih vrijednosti
odabranih populacija limfocita i subpopulacija T limfocita izmedu svih skupina Zivotinja
prilikom svakog uzimanja uzoraka. Sparenim t-testom medusobno su usporedene apsolutne i
relativne vrijednosti odabranih populacija leukocita, apsolutnih vrijednosti hematoloskih
parametara te relativne vrijednosti odabranih populacija limfocita i subpopulacija T limfocita

dobiveni izmedu svakog pojedinog uzimanja uzorka u svakoj kupini.

Statisticka usporedba rezultata varijabli koje nisu udovoljavale kriterijima normalne razdiobe

provedena je Kruskall Wallis testom.

Rezultati statistiCke usporedbe izraZeni su pomocu p vrijednosti, a statisticki znacajnim su

smatrane p vrijednosti manje od 0,05 (p < 0,05).

58



5. REZULTATI
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5.1. Zdravstveni nadzor Zivotinja u pokusu

Sve svinje su tijekom pokusa pokazivale apetit i prohtjev za vodom primjeren dobi, odnosno
fazi tova. Sve Zivotinje su bile odgovarajuée kondicije i niti u jedne zivotinje nisu primijeceni
simptomi poremecaja diSnog i probavnog sustava, kao niti druga odstupanja od fizioloSkog
stanja. Tijekom pokusa takoder nisu primijecene lokalne reakcije na mjestu primjene cjepiva

i/ili imunomodulatora. Izmet i mokraca bili su normalnog izgleda.

5.2. Serumska protutijela za g i gB SHV-1

Prvi dan pokusa nijedna svinja nije imala serumska protutijela za gB SHV-1 (R = 0,797 do
1,210) i gg SHV-1 (R = 0,713 do 1,000).

Sedmi dan pokusa nijedna svinja takoder nije imala serumska protutijela za gB SHV-1 (R =
0,870 do 1,1427) i g SHV-1 (R = 0,704 do 1,120).

Jedanaesti dan pokusa sve svinje u I, Ill. i V. skupini imale su serumska protutijela za gB
SHV-1 (R = 0,281 do 0,588), dok u II., IV. i VI. skupini nijedna svinja nije imala serumska
protutijela za gB SHV-1 (R = 0,757 do 1,136). Jedanaesti dan pokusa nijedna svinja nije
imala serumska protutijela za g SHV-1 (R = 0,706 do 1,070).

Osamnaesti dan pokusa sve svinje u L., III. 1 V. skupini takoder su imale serumska protutijela
za gB SHV-1 (R = 0,169 do 0,464), dok u II., IV. i VI. skupini nijedna svinja nije imala
serumska protutijela za gB (R = 0,746 do 0,999). Osamnaesti dan pokusa nijedna svinja nije
imala serumska protutijela za g SHV-1 (R = 0,870 do 1,040).

5.3. Rezultati hematoloskih pretraga

Rezultati kompletne krvne slike izrazeni su kao srednje vrijednosti i standardne devijacije
srednje vrijednosti apsolutnog broja leukocita, eritrocita i trombocita u litri periferne krvi,
koncentracije hemoglobina u perifernoj krvi, hematokrita, prosje¢nog volumena eritrocita
(engl. Mean Corpuscular Volume, MCV), prosje¢ne mase hemoglobina u eritrocitu (engl.
Mean Corpuscular Hemoglobin, MCH) i prosje¢ne koncentracije hemoglobina u eritrocitu
(engl. Mean Corpuscular Hemoglobin Concentration, MCHC) za pojedine skupine tijekom
pokusa te su prikazani u Tablici 5. (apsolutni broj leukocita u perifernoj krvi), odnosno na
Slikama 1., 2., 3., 4., 5., 6. i 7. (apsolutni broj eritrocita i trombocita u perifernoj krvi,

koncentracija hemoglobina u perifernoj krvi, hematokrit, MCV, MCH i MCHC).
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Za navedene rezultate prikazani su i rezultati statisticke usporedbe.

Tablica 5. Srednja vrijednost i standardna devijacija srednje vrijednosti apsolutnog broja

leukocita u perifernoj krvi (x 10%/L) po skupinama u pokusu i danima vadenja krvi

Srednja vrijednost apsolutnog broja leukocita u
perifernoj krvi (x 10°/L + SD")

Skupina
1. dan pokusa 7.dan pokusa  11.dan pokusa 18. dan pokusa

I 2452 +1,31 22,24 +1,50° 21,36 + 3,33° 19,16 +2,80°
1. 19,60 £ 2,62 20,58 + 4,79 19,34 £ 3,19 18,16 + 3,77
. 22,02 + 3,33 18,10 £1,25 19,20 £ 3,50 17,38 + 1,95
V. 19,90 £ 5,29 18,70 £ 2,37 21,82 +1,65 20,08 + 3,14
V. 22,89+ 2,75 22,04 +1,74 19,84 +1,80%° 19,08 + 2,02
VI. 22,14 + 3,34 20,88 +£ 2,97 21,08 + 3,44 23,36 + 4,58

standardna devijacija srednje vrijednosti
statisticki znac¢ajno manje (p < 0,05) u odnosu na 1. dan pokusa u istoj skupini
statisticki znacajno manje (p < 0,05) u odnosu na 7. dan pokusa u istoj skupini

U vedini skupina nisu utvrdene statisticki znacajne promjene srednje vrijednosti apsolutnog
broja leukocita u perifernoj krvi (Tablica 5.) izmedu pojedinih dana vadenja krvi. U 1. skupini
je sedmog, jedanaestog i osamnaestog dana srednja vrijednost apsolutnog broja leukocita u
perifernoj krvi bila statisticki znac¢ajno manja u odnosu na prvi dan (p = 0,036, p = 0,044,
odnosno p = 0,025). U V. skupini je srednja vrijednost apsolutnog broja leukocita u perifernoj
krvi jedanaestog dana bila statisti¢ki znac¢ajno manja u odnosu na prvi (p = 0,025) i sedmi (p =
0,016) dan. Medutim, niti jednog dana vadenja krvi nisu utvrdene statisticki znacajne razlike
srednje vrijednosti apsolutnog broja leukocita u leukocitima periferne krvi izmedu pojedinih

skupina.

U svim skupinama je izmedu prvog i jedanaestoga dana utvrden pad srednje vrijednosti
apsolutnog broja eritrocita u perifernoj krvi (Slika 1.). Izmedu jedanaestog i osamnaestog
dana je u nekim skupinama uslijedio porast srednje vrijednosti apsolutnog broja eritrocita, dok
je u nekima ostala na istoj razini. Medutim, nisu utvrdene statisticki znacajne razlike srednje
vrijednosti apsolutnog broja eritrocita izmedu pojedinih skupina niti jednog dana vadenja

krvi, kao niti izmedu pojedinih dana vadenja krvi unutar istih skupina.

61



[ERN
o
)

m 1. skupina M 1. skupina m 1. skupina
- 11V. skupina 1V, skupina mVI. skupina

x10%%/L
O P N W A O ® N © ©

1. dan pokusa 7. dan pokusa 11. dan pokusa 18. dan pokusa

Slika 1. Srednja vrijednost i standardna devijacija srednje vrijednosti apsolutnog broja

eritrocita u perifernoj krvi (x10*/L) po skupinama u pokusu i danima vadenja krvi

Dinamika srednje vrijednosti apsolutnog broja trombocita u perifernoj krvi (Slika 2.)
razlikovala se izmedu skupina tijekom pokusa. Medutim, nisu utvrdene statisticki znacajne
razlike srednje vrijednosti apsolutnog broja trombocita izmedu pojedinih skupina niti jednog

dana vadenja krvi, kao niti izmedu pojedinih dana vadenja krvi unutar istih skupina.

1000 1 m 1. skupina m|l. skupina M1l skupina
900 - 11V, skupina 1V. skupina m V1. skupina
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Slika 2. Srednja vrijednost i standardna devijacija srednje vrijednosti apsolutnog broja

trombocita u perifernoj krvi (x10%/L) po skupinama u pokusu i danima vadenja krvi

U svim skupinama je izmedu prvog i sedmog dana pokusa utvrden pad srednje vrijednosti

koncentracije hemoglobina u perifernoj krvi (Slika 3.), koji se u VI. skupini nastavio i izmedu
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sedmog i jedanaestog dana. Medutim, u svim skupinama je osamnaestog dana srednja
vrijednost koncentracije hemoglobina u perifernoj krvi bila na sli¢noj razini kao i prvog dana.
Takoder, nisu utvrdene statisticki znacajne razlike srednje vrijednosti koncentracije
hemoglobina u perifernoj krvi izmedu pojedinih skupina niti jednog dana vadenja krvi, kao

niti izmedu pojedinih dana vadenja krvi unutar istih skupina.

140 - " |. skupina m |]. skupina m [11. skupina
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Slika 3. Srednja vrijednost i standardna devijacija srednje vrijednosti koncentracije
hemoglobina u krvi (g/L) po skupinama u pokusu i danima vadenja krvi

U svim skupinama je utvrden manji pad srednje vrijednosti hematokrita (Slika 4.) izmedu
prvog i sedmog i/ili jedanaestog dana. Medutim, u svim skupinama je osamnaestog dana
srednja vrijednost hematokrita bila na sli¢noj razini kao prvog dana.

Takoder, nisu utvrdene statisticki znacajne razlike srednje vrijednosti hematokrita izmedu
pojedinih skupina niti jednog dana vadenja krvi, kao niti izmedu pojedinih dana vadenja krvi

unutar istih skupina.

U svim skupinama je tijekom pokusa utvrden manji, ali kontinuirani porast srednje vrijednosti
MCV (Slika 5.). Nisu utvrdene statisticki znac¢ajne razlike srednje vrijednosti MCV izmedu
pojedinih skupina niti jednog dana vadenja krvi, kao niti izmedu pojedinih dana vadenja krvi

unutar istih skupina.
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Slika 4. Srednja vrijednost i standardna devijacija srednje vrijednosti hematokrita (%) po

skupinama u pokusu i danima vadenja krvi
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Slika 5. Srednja vrijednost i standardna devijacija srednje vrijednosti MCV (fL) po skupinama

u pokusu i danima vadenja krvi

U svim skupinama je izmedu prvog i osamnaestog dana utvrden manji porast srednje
vrijednosti MCH (Slika 6.). Takoder, nisu utvrdene statisticki znacCajne razlike srednje
vrijednosti MCH izmedu pojedinih skupina niti jednog dana vadenja krvi, kao niti izmedu

pojedinih dana vadenja krvi unutar istih skupina.
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Slika 6. Srednja vrijednost i standardna devijacija srednje vrijednosti MCH (pg) po skupinama

u pokusu i danima vadenja krvi

Dinamika srednje vrijednosti MCHC (Slika 7.) razlikovala se izmedu skupina tijekom pokusa.
Medutim, u svim skupinama je osamnaestog dana srednja vrijednosti MCHC bila na sli¢noj
razini kao prvog dana. Nisu utvrdene statisticki znacajne razlike srednje vrijednosti MCHC
izmedu pojedinih skupina niti jednog dana vadenja krvi, kao niti izmedu pojedinih dana

vadenja krvi unutar istih skupina.
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Slika 7. Srednja vrijednost i standardna devijacija srednje vrijednosti MCHC (g/L) po

skupinama u pokusu i danima vadenja krvi
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Rezultati diferencijalne krvne slike izrazeni su kao srednje vrijednosti i standardne devijacije
srednje vrijednosti udjela segmentiranih neutrofila, limfocita i eozinofila u leukocitima

periferne krvi za pojedine skupine tijekom pokusa i prikazani su u Tablicama 6., 7. i 8.

Za navedene rezultate prikazani su i1 rezultati statisticke usporedbe.

Udjeli monocita i bazofila u leukocitima periferne krvi su u svih svinja tijekom pokusa bili
vrlo mali (izmedu 0% 1 2%) te stoga srednje vrijednosti tih rezultata nisu prikazani. U nijedne
svinja tijekom pokusa nisu utvrdeni nesegmentirani neutrofili te stoga rezultati za udjele tih

leukocita takoder nisu prikazani.

Tablica 6. Srednja vrijednost i standardna devijacija srednje vrijednosti udjela segmentiranih

neutrofila u leukocitima periferne krvi (%) po skupinama u pokusu i danima vadenja krvi

Srednja vrijednost udjela segmentiranih neutrofila u
leukocitima periferne krvi (% + SD”)

Skupina
1. dan pokusa 7.dan pokusa  11.dan pokusa  18. dan pokusa

l. 32,40 + 6,35 32,60 + 10,74 30,20 + 8,26 30,80 + 6,83
1. 29,20+ 10,43 31,80 + 5,81 32,40 + 5,08 32,20 £ 5,26
1. 35,80 + 9,39 38,40 + 5,60 34,80 + 2,68 38,80 + 10,73
V. 32,20+ 2,59 26,20 + 4,82 34,60 + 6,23 36,20+ 11,82
V. 32,40 + 7,23 33,40 + 8,39 43,00 £ 5,87° 32,60 + 6,58
VI. 28,80 + 8,17 26,80 + 6,46 39,60 + 6,73%° 31,60 + 3,58

standardna devijacija srednje vrijednosti
statisticki znacajno vece (p < 0,05) u odnosu na 1. dan pokusa u istoj skupini
statisticki znacajno vece (p < 0,05) u odnosu na 7. dan pokusa u istoj skupini

U vecini skupina nisu utvrdene statisticki znaCajne promjene srednje vrijednosti udjela
segmentiranih neutrofila u leukocitima periferne krvi (Tablica 6.) izmedu pojedinih dana
pokusa. Samo je u V. i VI. skupini jedanaestog dana srednja vrijednost udjela segmentiranih
neutrofila u leukocitima periferne krvi bila statisticki znac¢ajno veca u odnosu na prvi dan (p =
0,010, odnosno p = 0,001), a u V1. skupini i u odnosu na sedmi dan (p = 0,001). Medutim, i u
tim skupinama je osamnaestog dana srednja vrijednost udjela segmentiranih neutrofila u

leukocitima periferne krvi bila sli¢na kao 1 prvog dana. Niti jednog dana vadenja krvi nisu

66



utvrdene statistiCki znacajne razlike srednje vrijednosti udjela segmentiranih neutrofila u

leukocitima periferne krvi izmedu pojedinih skupina.

Tablica 7. Srednja vrijednost i standardna devijacija srednje vrijednosti udjela limfocita u

leukocitima periferne krvi (%) po skupinama u pokusu i danima vadenja krvi.

Srednja vrijednost udjela limfocita u
leukocitima periferne krvi (% + SD)

Skupina
1. dan pokusa 7.dan pokusa  11.dan pokusa  18. dan pokusa

l. 65,60 + 7,23 66,00 + 11,11 66,80 + 6,34%° 67,20 + 6,30
1. 67,60 + 10,24 66,40 + 4,04 65,80 +5,17°% 66,40 + 4,72
1. 61,40+ 9,71 60,60 + 6,35 62,00 + 3,67 57,60 + 12,74
V. 67,00 + 2,45 70,00 + 3,54 62,40 + 8,50° 61,60 + 11,08
V. 63,80 + 7,50 65,00 + 8,43 54,40 + 3,85 65,80 + 7,66
VI. 65,20 + 6,22 69,40 + 6,03 58,40 + 6,23 ¢ 64,40 + 3,21

standardna devijacija srednje vrijednosti

statisticki znacajno vece (p < 0,05) u odnosu na V. skupinu

statisticki znacajno vece (p < 0,05) u odnosu na VI. skupinu

statisticki znac¢ajno manje (p < 0,05) u odnosu na 1. dan pokusa u istoj skupini
statisti¢ki znac¢ajno manje (p < 0,05) u odnosu na 7. dan pokusa u istoj skupini

a o T o

U L, IL i III. skupini tijekom pokusa nisu utvrdene vece promjene srednje vrijednosti udjela
limfocita u leukocitima periferne krvi (Tablica 7.), kao niti u IV., V. i VL. skupini izmedu
prvog i sedmog dana. Medutim, u IV., V. i VI. skupini je izmedu sedmog i jedanaestog dana
utvrden veci pad srednje vrijednosti udjela limfocita u leukocitima periferne krvi, koji je samo
u V1. skupini bio statisti¢ki znac¢ajan (p = 0,024), kao i izmedu prvog i jedanaestog dana (p =
0,033). Jedanaestog dana je srednja vrijednost udjela limfocita u leukocitima periferne krvi u
VI. skupini takoder bila statisticki zna¢ajno manja u odnosu na I. skupinu (p = 0,033), au V.
skupini statisti¢ki znac¢ajno manja u odnosu na I. skupinu (p = 0,003), II. skupinu (p = 0,005) i
IV. skupinu (p = 0,041). Dok je osamnaestog dana srednja vrijednost udjela limfocita u
leukocitima periferne krvi u V. i VL. skupini ponovno bila sli¢na kao i prvog dana, u IV.
skupini je ona ostala na istoj razini kao i jedanaestog dana.

U prvih pet skupina nisu utvrdene statistiCki znaCajne razlike srednje vrijednosti udjela
limfocita u leukocitima periferne krvi izmedu pojedinih dana vadenja krvi, kao niti izmedu

pojedinih skupina prvog, sedmog i osamnaestog dana.

67



Tablica 8. Srednja vrijednost i standardna devijacija srednje vrijednosti udjela eozinofila u

leukocitima periferne krvi (%) po skupinama u pokusu i danima vadenja krvi.

Srednja vrijednost udjela eozinofila*u
leukocitima periferne krvi (% + SD)

Skupina
1. dan pokusa 7.dan pokusa  11.dan pokusa 18. dan pokusa

l. 1,80 £1,92 1,20+ 1,10 1,80 +£1,48 1,60 £ 0,89
1. 2,20+1,48 1,40 £ 0,89 1,60+1,14 1,20 £ 0,84
1. 200+1,41 0,80+0,84 1,80 £1,92 2,20+ 1,64
V. 0,80+0,84 2,00+2,12 1,40 £1,34 1,80+ 1,30
V. 1,80 £ 0,84 1,00 £1,22 2,00 +£1,58 1,40+1,14
VI. 2,40+1,14 2,40+ 2,70 1,60+1,14 2,20+1,10

standardna devijacija srednje vrijednosti

Dinamika srednje vrijednosti udjela eozinofila u leukocitima periferne krvi (Tablica 8.)
razlikovala se izmedu skupina tijekom pokusa. Medutim, nisu utvrdene statisticki znacajne
razlike srednje vrijednosti udjela eozinofila u leukocitima periferne krvi izmedu pojedinih
skupina niti jednog dana vadenja krvi, kao niti izmedu pojedinih dana vadenja krvi unutar

istih skupina.

Rezultati apsolutnog broja neutrofila i limfocita u perifernoj krvi izrazeni su kao srednje
vrijednosti i standardne devijacije srednje vrijednosti za pojedine skupine tijekom pokusa i
prikazani su u Tablicama 9. i 10.

Za navedene rezultate prikazani su i1 rezultati statisticke usporedbe.

lako je dinamika srednje vrijednosti apsolutnog broja segmentiranih neutrofila u perifernoj
krvi tijekom pokusa u pojedinim skupinama bila razlic¢ita (Tablica 9.), niti u jednoj skupini
nisu utvrdene statisticki znacajne razlike izmedu pojedinih dana vadenja krvi. Statisticki
znaCajne razlike srednje vrijednosti apsolutnog broja segmentiranih neutrofila u perifernoj

krvi takoder nisu utvrdene izmedu pojedinih skupina niti jednog dana vadenja krvi.
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Tablica 9. Srednja vrijednost i standardna devijacija srednje vrijednosti apsolutnog broja
segmentiranih neutrofila u perifernoj krvi (x 10%/L) po skupinama u pokusu i danima vadenja

krvi

Srednja vrijednost apsolutnog broja segmentiranih neutrofila u
perifernoj krvi (x 10°%L + SD")

Skupina
1. dan pokusa 7.dan pokusa  11.dan pokusa 18. dan pokusa

I 7,94 +£1,58 7,20 £2,24 6,45+ 2,13 5,86 + 1,24
1. 5,59 + 1,69 6,59 + 2,13 6,24 £1,29 578 £1,16
. 8,01 +2,98 6,92 + 0,86 6,72 +1,49 6,81 +2,34
V. 6,41 + 1,85 4,95 +1,28 7,51+1,25 7,50 + 3,40
V. 7,52 2,39 7,41+218 8,54 +1,49 6,32 + 1,88
VI. 6,49 £ 2,49 5,71 +2,00 8,52 +2,72 7,371,772

standardna devijacija srednje vrijednosti

Tablica 10. Srednja vrijednost i standardna devijacija srednje vrijednosti apsolutnog broja

limfocita u perifernoj krvi (x 10%/L) po skupinama u pokusu i danima vadenja krvi

Srednja vrijednost apsolutnog broja limfocita u
perifernoj krvi (x 10°/L + SD ")

Skupina
1. dan pokusa 7.dan pokusa  11.dan pokusa 18. dan pokusa

I 16,09 £ 2,01 14,73 + 3,08 14,30 £ 2,81 12,92 + 2,55
1. 13,36 £ 3,14 13,64 £ 3,09 12,77 £ 2,68 12,10 + 2,86
. 13,39 £ 2,23 11,01 £1,70 11,90 £ 2,30 9,94 +212
V. 13,32 £ 3,46 13,04 £1,21 13,68 + 2,58 12,15+ 1,58
V. 14,48 + 1,22 14,26 + 1,57 10,78 +1,15%>° 1244 +0,62°
VI. 14,35+ 1,87 14,43+ 1,84 12,15+ 0,93 15,04 £ 2,99

standardna devijacija srednje vrijednosti

statisti¢ki znac¢ajno manje (p < 0,05) u odnosu na 1. dan pokusa u istoj skupini
statisticki znac¢ajno manje (p < 0,05) u odnosu na 7. dan pokusa u istoj skupini
statisticki znacajno manje (p < 0,05) u odnosu na 18. dan pokusa u istoj skupini

U prvih pet skupina je izmedu prvog i osamnaestog dana pokusa utvrden pad srednje
vrijednosti apsolutnog broja limfocita u perifernoj krvi (Tablica 10.). Samo u V. skupini je taj
pad bio i statisticki znacajan (p = 0,013). U V. skupini je srednja vrijednost apsolutnog broja

limfocita u perifernoj krvi takoder bila statisticki znacajno manja i jedanaestog dana, ali ne
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samo u odnosu na prvi dan (p = 0,001), ve¢ i u odnosu na sedmi (p = 0,013) i osamnaesti (p =
0,018) dan. Jedino je u VI. skupini srednja vrijednosti apsolutnog broja limfocita u perifernoj
krvi osamnaestog dana bila ve¢a u odnosu na prvi dan. Medutim, niti jednog dana vadenja
krvi nisu utvrdene statisti¢ki znacajne razlike srednje vrijednosti apsolutnog broja limfocita u

perifernoj krvi izmedu pojedinih skupina.

5.4. Fenotip T i B limfocita te NK stanica periferne krvi

Rezultati analize proto¢nim citometrom izrazeni su kao srednje vrijednosti i standardne
devijacije srednje vrijednosti udjela T limfocita, B limfocita i NK stanica u limfocitima
periferne krvi te udjela pojedinih populacija i subpopulacija T limfocita u T limfocitima
periferne krvi za pojedine skupine tijekom pokusa i prikazani su u Tablicama 11., 12., 13,
14., 15, 16., 17., 18., 19,, 20., 21., 22., 23. i 24. Na Slici 8. prikazana je strategija analize
fenotipa T limfocita, B limfocita i NK stanica.

Za sve navedene rezultate prikazani su i rezultati statisticki usporedbe.

Srednja vrijednost udjela T limfocita u limfocitima periferne krvi (Tablica 11.) za sve
skupine svinja prvog dana pokusa bila je 78,6%. Tijekom pokusa niti u jednoj skupini nisu
utvrdene statisticki znacajne razlike srednje vrijednosti udjela T limfocita izmedu pojedinih
dana vadenja krvi iako je u svim skupinama osamnaestog dana srednja vrijednost udjela T
limfocita bila veéa u odnosu na prvi dan. Takoder, niti jednog dana vadenja krvi nisu
utvrdene statisticki znacajne razlike srednje vrijednosti udjela T limfocita izmedu pojedinih

skupina.

Srednja vrijednost udjela B limfocita u limfocitima periferne krvi (Tablica 12.) za sve
skupine svinja prvog dana pokusa bila je 5,93%. Dinamika srednje vrijednosti udjela B
limfocita je u svim skupinama bila slicna tijekom cijelog pokusa, odnosno porast izmedu
prvog i sedmog dana, pad izmedu sedmog i jedanaestog dana i ponovno porast izmedu
jedanaestog i osamnaestog dana. Samo je u IV. skupini utvrden pad srednje vrijednosti udjela
B limfocita izmedu jedanaestog i osamnaestog dana. Medutim, nisu utvrdene statisticki
znacajne razlike srednje vrijednosti udjela B limfocita izmedu pojedinih skupina niti jednog

dana vadenja krvi, kao niti izmedu pojedinih dana vadenja krvi unutar istih skupina.
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Slika 8. Strategija analize fenotipa limfocita periferne krvi s obzirom na ekspresiju molekula
CD3 (CD3 AF 405 - Alexa Fluor® 405), CD21 (CD21 PE), CD16 (CD16 PE), CD4 (CD4
SPRD), CD8a (CD8a AF488), TCR-5 (TCR-6 APC AF750) i SLA-DR (SLA Il APC). Za
analizu su obuhvacene pojedinaéne PBMC na temelju FSC-H (engl. Forward Scatter-Hight) i
FSC-A (engl. Forward Scatter-Area) i zive PBMC (obiljezene sa Zombie Agqua™) koje
odgovaraju limfocitima na temelju SSC-A (engl. Side Scatter) i FSC-A.
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Tablica 11. Srednja vrijednost i standardna devijacija srednje vrijednosti udjela T limfocita

(CD3"CD16) u limfocitima periferne krvi po skupinama u pokusu i danima vadenja krvi

Srednja vrijednost udjela T Iimfocital u
limfocitima periferne krvi (% = SD )

Skupina
1. dan pokusa 7.dan pokusa  11.dan pokusa 18. dan pokusa

l. 78,84 + 4,80 78,04 + 7,49 80,66 + 4,75 83,08 + 2,17
1. 79,24 + 4,32 81,64 + 3,63 81,54 + 6,11 79,54 + 7,99
1. 76,38 + 5,89 78,10 + 7,38 76,70 £ 7,15 80,06 + 6,35
V. 81,06 + 4,14 83,92 + 3,18 82,92 + 2,80 84,46 + 4,15
V. 77,34 +£5,43 73,24+ 7,14 75,28 + 8,74 78,54 + 5,99
VI. 78,74 £ 5,33 77,94 +7,27 79,92 + 5,43 82,18 + 2,41

standardna devijacija srednje vrijednosti

Tablica 12. Srednja vrijednost i standardna devijacija srednje vrijednosti udjela B limfocita

(CD3'CD21%) u limfocitima periferne krvi po skupinama u pokusu i danima vadenja krvi

Srednja vrijednost udjela B limfocita u
limfocitima periferne krvi (% + SD")

Skupina
1. dan pokusa 7.dan pokusa  11.dan pokusa 18. dan pokusa

l. 5,66 + 4,23 9,74 £ 457 5,10 £ 2,37 6,54 + 1,22
1. 5,75+ 2,92 7,82+ 2,30 4,79 £3,15 457+ 147
. 6,29 + 3,37 743+121 4,59 +0,89 7,28 +3,44
V. 524171 5,40 £ 2,39 6,13+2,11 4,65+1,76
V. 6,56 * 3,65 10,53 £5,70 8,66 + 5,63 10,01+ 5,75
VI. 6,11 + 3,02 9,87 +3,29 4,96 + 1,84 6,13 +2,78

standardna devijacija srednje vrijednosti

Srednja vrijednost udjela NK stanica u limfocitima periferne krvi (Tablica 13.) za sve skupine
svinja prvog dana pokusa bila je 2,73%. U svim skupinama je utvrden pad srednje vrijednosti
udjela NK stanica izmedu prvog i osamnaestog dana pokusa, iako je u L. i III. skupini utvrden
prolazni porast izmedu sedmog i jedanaestog dana. Medutim, nisu utvrdene statisticki
znaCajne razlike srednje vrijednosti udjela NK stanica izmedu pojedinih skupina niti jednog

dana vadenja krvi, kao niti izmedu pojedinih dana vadenja krvi unutar istih skupina.
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Tablica 13. Srednja vrijednost i standardna devijacija srednje vrijednosti udjela NK stanica
(CD3'CD16"CD8a SLA-DR’) u limfocitima periferne krvi po skupinama u pokusu i danima

vadenja krvi

Srednja vrijednost udjela NK stanica u
limfocitima periferne krvi (% + SD ")

Skupina
1. dan pokusa 7.dan pokusa  11.dan pokusa 18. dan pokusa

I 2,61+0,51 1,72 £ 0,59 2,01+0,41 1,54 +0,26
1. 2,12 +£1,02 1,34 £ 0,59 1,25+ 0,42 0,82 £ 0,52
. 3,37+£3,01 1,79+£0,79 2,67 +2,16 2,36 + 1,09
V. 2,81+153 1,84+1,74 1,16 + 0,52 1,28 + 0,95
V. 3,05+1,34 2,92 +1,38 2,00 £ 0,60 1,42 +0,99
VI. 2,44 +1,18 1,74 £ 0,70 1,85+0,73 2,05+1,23

standardna devijacija srednje vrijednosti

Tablica 14. Srednja vrijednost i standardna devijacija srednje vrijednosti udjela yoT limfocita
(CD3"CD16 TCR-y8"'CD4Y) u T limfocitima periferne krvi po skupinama u pokusu i danima

vadenja krvi

Srednja vrijednost udjela yoT limfocita u
T limfocitima periferne krvi (% + SD ")

Skupina
1. dan pokusa 7.dan pokusa  11.dan pokusa 18. dan pokusa

l. 10,12 + 2,43 14,05+ 2,53 21,17+ 7,23 14,02 + 6,78
1. 13,97 £ 5,42 12,35+5,11 21,01 + 4,59 11,22 + 4,38
1. 13,57+ 4,09 20,28 + 2,36 2476 £ 4,71 18,41+ 6,40
V. 12,00+ 1,82 17,07 £ 6,22 20,36 + 8,16 16,89 + 6,29
V. 13,21+3,71 16,22 + 3,70 19,38+ 4,78 15,40 + 3,85
VI. 14,38 + 5,24 16,19 + 6,26 18,38 + 5,81 1494+ 491

standardna devijacija srednje vrijednosti

Srednja vrijednost udjela ydT limfocita u T limfocitima periferne krvi (Tablica 14.) za sve
skupine svinja prvog dana pokusa bila je 12,88%. Dinamika srednje vrijednosti udjela yoT
limfocita je u svim skupinama bila sli¢na tijekom cijelog pokusa, odnosno porast izmedu
prvog i jedanaestog dana i pad izmedu jedanaestog i1 osamnaestog dana. Takoder nisu

utvrdene statisticki znacajne razlike srednje vrijednosti udjela ydT limfocita izmedu pojedinih
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skupina niti jednog dana vadenja krvi, kao niti izmedu pojedinih dana vadenja krvi unutar

istih skupina.

Tablica 15. Srednja vrijednost i standardna devijacija srednje vrijednosti udjela yoT limfocita
koji eksprimiraju molekulu CD8o (CD3'CD16 TCR-y6'CD4CD8a’) u T limfocitima

periferne krvi po skupinama u pokusu i danima vadenja krvi

Srednja vrijednost udjela CD8a” y3T limfocita u
T limfocitima periferne krvi (% + SD ™)

Skupina
1. dan pokusa 7.dan pokusa  11.dan pokusa 18. dan pokusa

l. 793+211 10,84 + 2,33 16,33+ 5,34 10,72+ 5,35
1. 11,57 £ 5,60 9,97+451 14,08 + 4,04 8,63 4,28
1. 9,43 + 3,52 14,53 + 3,44 18,22 + 4,94 15,40 + 6,03
V. 9,22+1,78 9,92 + 3,47 1414 + 6,21 13,05+ 5,16
V. 8,58+ 2,79 12,23 + 3,54 13,52+ 4,90 12,28 + 2,76
VI. 10,64 £ 4,91 12,60 + 7,64 13,45+ 5,03 11,70 £ 5,73

standardna devijacija srednje vrijednosti

Dinamika srednje vrijednosti udjela CD8a” y3T limfocita u T limfocitima periferne krvi
(Tablica 15.) je u svim skupinama bila sli¢na tijekom cijelog pokusa, odnosno porast izmedu
prvog i jedanaestog dana te pad izmedu jedanaestog i osamnaestog dana. Takoder nisu
utvrdene statisticki znaGajne razlike srednje vrijednosti udjela CD8a" y8T limfocita izmedu
pojedinih skupina niti jednog dana vadenja krvi, kao niti izmedu pojedinih dana vadenja krvi

unutar istih skupina.

Dinamika srednje vrijednosti udjela CD8a'SLA-DR" y8T limfocita u T limfocitima periferne
krvi (Tablica 16.) razlikovala se izmedu pojedinih skupina tijekom pokusa. Medutim, nisu
utvrdene statisti¢ki znacajne razlike srednje vrijednosti udjela CD8a'SLA-DR" y8T limfocita
izmedu pojedinih skupina niti jednog dana vadenja krvi, kao niti izmedu pojedinih dana

vadenja krvi unutar istih skupina.
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Tablica 16. Srednja vrijednost i standardna devijacija srednje vrijednosti udjela yoT limfocita
koji eksprimiraju molekule CD8o. i SLA-DR (CD3"CD16 TCR-y6"'CD4 CD8u'SLA-DR*)u T

limfocitima periferne krvi po skupinama u pokusu i danima vadenja krvi

Srednja vrijednost udjela CD8a'SLA-DR"y8T limfocita u
T limfocitima periferne krvi (% + SD ")

Skupina
1. dan pokusa 7.dan pokusa  11.dan pokusa 18. dan pokusa

l. 3,04+184 395141 3,98 +1,02 4,48 + 3,12
1. 4,02+1,20 431+1,77 3,40+ 1,38 291+141
1. 359+1,73 3,17+1,88 4,69 + 2,26 3,83+ 1,58
V. 3,77 £ 0,68 3,47+ 1,69 4,29 + 1,67 3,87+2,16
V. 3,38+ 1,77 3,28+1,92 3,47+1,28 4,14 + 2,62
VI. 4,19+1,99 4,09 + 3,35 2,04 £ 0,45 4,22 + 2,68

standardna devijacija srednje vrijednosti

Srednja vrijednost udjela afT limfocita u T limfocitima periferne krvi (Tablica 17.) za sve
skupine svinja prvog dana pokusa bila je 82,81%. Dinamika srednje vrijednosti udjela afT
limfocita je u svim skupinama bila sli¢na tijekom cijelog pokusa, odnosno pad izmedu prvog
I jedanaestog dana te porast izmedu jedanaestog i osamnaestog dana. Takoder nisu utvrdene
statisticki znacajne razlike srednje vrijednosti udjela offT limfocita izmedu pojedinih skupina
niti jednog dana vadenja krvi, kao niti izmedu pojedinih dana vadenja krvi unutar istih

skupina.

Tablica 17. Srednja vrijednost i standardna devijacija srednje vrijednosti udjela afT limfocita
(CD3"CD16 TCR-y8) u T limfocitima periferne krvi po skupinama u pokusu i danima

vadenja krvi

Srednja vrijednost udjela af T limfocita u
T limfocitima periferne krvi (% + SD")

Skupina
1. dan pokusa 7.dan pokusa  11.dan pokusa 18. dan pokusa

I 86,87 + 3,11 80,40 + 2,65 74,54 + 7,88 81,40 + 8,80
1. 81,00 + 6,39 80,63 + 6,99 75,06 + 6,12 84,58 + 5,15
1. 82,02 £4,83 7352+ 2,74 68,45 £ 5,51 75,54 £ 8,73
V. 83,48 + 3,36 75,73+ 4,85 77,17 +£7,26 78,95 + 6,33
V. 82,43 £5,02 78,18 £ 5,69 74,94 £ 5,49 79,21 £ 4,75
VI. 81,03 5,96 78,75+ 8,53 77,72 +6,41 81,10 + 6,84

standardna devijacija srednje vrijednosti
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Tablica 18. Srednja vrijednost i standardna devijacija srednje vrijednosti udjela af3T limfocita
koji eksprimiraju molekulu CD4 (CD3"CD16 TCR-yd'CD4") u T limfocitima periferne Kkrvi

po skupinama u pokusu i danima vadenja krvi

Srednja vrijednost udjela CD4" apT limfocita u

T limfocitima periferne krvi (% + SD ")

Skupina
1. dan pokusa 7.dan pokusa  11.dan pokusa 18. dan pokusa

I 24,85 + 6,38 2524+ 4,72 19,13 +£5,14 23,50 + 4,94
1. 24,78 + 4,26 22,92 + 3,22 15,07 + 4,87 22,00 + 5,77
. 25,85+ 6,91 24,78 £ 3,72 21,47 + 4,38 21,88 + 3,89
V. 25,14 £ 4,55 24,46 £ 6,41 21,64 £ 6,89 18,57 + 3,38
V. 25,70 £ 4,36 24,81 +£5,31 20,23 £5,69 21,79+ 5,83
VI. 24,52 + 4,84 20,19+ 4,34 19,18 + 3,10 20,83 +5,16

standardna devijacija srednje vrijednosti

Srednja vrijednost udjela CD4" afT limfocita u T limfocitima periferne krvi (Tablica 18.) za
sve skupine svinja prvog dana pokusa bila je 25,14%. Izmedu prvog i jedanaestog dana
pokusa je u svim skupinama utvrden pad srednje vrijednosti udjela CD4" ofT limfocita, a
izmedu jedanaestog i osamnaestog dana u vecini skupina manji ili ve¢i porast. Medutim, nisu
utvrdene statisti¢ki znac¢ajne razlike srednje vrijednosti udjela CD4" afT limfocita izmedu
pojedinih skupina niti jednog dana vadenja krvi, kao niti izmedu pojedinih dana vadenja krvi

unutar istih skupina.

Izmedu prvog i jedanaestog dana pokusa u svim skupinama utvrden je pad srednje vrijednosti
udjela CD4"CDS8a of T limfocita u T limfocitima periferne krvi (Tablica 19.), koji je samo u
II. skupini bio 1 statisticki znacajan (p = 0,007). Izmedu jedanaestog i osamnaestog dana u
vecini skupina utvrden je manji ili veéi porast srednje vrijednosti udjela CD4"CD8o apT
limfocita. Medutim, nisu utvrdene statisticki znacajne razlike srednje vrijednosti udjela
CD4'CD8u of T limfocita izmedu pojedinih skupina niti jednog dana vadenja krvi, kao niti

izmedu pojedinih dana vadenja krvi u L., III., IV., V. i VL. skupini.
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Tablica 19. Srednja vrijednost i standardna devijacija srednje vrijednosti udjela affT limfocita
koji eksprimiraju molekulu CD4, a ne eksprimiraju molekulu CD8a (CD3"CD16 TCR-y&
CD4"CD8a’) u T limfocitima periferne krvi po skupinama u pokusu i danima vadenja krvi

Srednja vrijednost udjela CD4"CD8a’ afT limfocita u
T limfocitima periferne krvi (% + SD )

Skupina
1. dan pokusa 7.dan pokusa  11.dan pokusa 18. dan pokusa

I 22,81 +6,73 16,08 + 7,83 16,51 £ 5,04 22,25+ 5,09
1. 22,49 + 4,67 17,65 + 4,75 12,40 £ 3,12° 18,08 + 3,90
. 23,88+ 6,72 22,30+ 3,16 18,62 £ 3,50 19,30 + 3,81
V. 23,09 + 4,69 22,20 £ 6,90 19,22 + 7,06 16,78 + 3,86
V. 23,29 + 3,45 21,87 +£4,29 17,82 + 4,86 17,82 + 4,86
VI. 22,34+5,16 16,49 £ 5,53 17,32 £2,92 18,25 + 4,96

standardna devijacija srednje vrijednosti
statisticki znacajno manje (p < 0,05) u odnosu na 1. dan pokusa u istoj skupini

Tablica 20. Srednja vrijednost i standardna devijacija srednje vrijednosti udjela a3 T limfocita
koji eksprimiraju molekule CD4 i SLA-DR, a ne eksprimiraju molekulu CD8a (CD3'CD16"
TCR-y8CD4"CD8a’'SLA-DR™) u T limfocitima periferne krvi po skupinama u pokusu i

danima vadenja krvi

Srednja vrijednost udjela CD4"CD8a’SLA-DR" apT limfocita u
T limfocitima periferne krvi(% £ SD )

Skupina
1. dan pokusa 7.dan pokusa  11.dan pokusa 18. dan pokusa

I 1,38 £ 0,41 1,88 £ 0,59 1,63 £ 1,47 0,75+0,40
1. 1,39 £0,92 1,78 £1,63 0,88+0,73 0,88 £0,75
1. 1,50 + 1,08 1,57 £ 0,57 1,24 + 0,65 0,62 £ 0,44
V. 1,44 £ 0,67 1,42 £ 0,86 0,89 + 0,65 0,42 £0,29
V. 1,48 £ 0,95 1,96 + 1,68 1,15+ 0,92 0,41 £ 0,09
VI. 1,42 £0,70 1,11+£0,73 0,72+0,19 0,37 £0,46

standardna devijacija srednje vrijednosti



Dinamika srednje vrijednosti udjela CD4'CD8a’SLA-DR"™ afT limfocita u T limfocitima
periferne krvi (Tablica 20.) je izmedu prvog i sedmog dana pokusa u pojedinim skupinama
bila razli¢ita. Medutim, izmedu sedmog i osamnaestog dana u svim skupinama je utvrden pad
srednje vrijednosti udjela CD4'CD8o’SLA-DR" afT limfocita i u veéini skupina je srednja
vrijednost udjela navedene subpopulacije T limfocita ve¢ jedanaestog dana bila ispod pocetne
vrijednosti. Nisu utvrdene statisticki zna¢ajne razlike srednje vrijednosti udjela CD4*CDS8a’
SLA-DR" ofT limfocita izmedu pojedinih skupina niti jednog dana vadenja krvi, kao niti

izmedu pojedinih dana vadenja krvi unutar istih skupina.

Tablica 21. Srednja vrijednost i standardna devijacija srednje vrijednosti udjela afT limfocita
koji eksprimiraju molekule CD4 i CD8a (CD3"CD16 TCR-y8'CD4"CDS8a’) u T limfocitima

periferne krvi po skupinama u pokusu i danima vadenja krvi

Srednja vrijednost udjela CD4"'CD8a" afT limfocita u
T limfocitima periferne krvi (% + SD")

Skupina
1. dan pokusa 7.dan pokusa  11.dan pokusa 18. dan pokusa

I 2,04 £1,87 9,15+7,41 2,62+191 1,25+ 0,20
1. 2,30£0,73 6,81 + 4,87 2,67 2,38 391+£3,15
. 1,97 £0,32 2,48+0,73° 2,84+1,99 2,58 + 0,61
V. 2,05+1,26 2,26 +2,25° 2,42 +£0,65 1,79+0,61
V. 241+121 3,03+1,36° 240+1,18 2,07+1,48
VI. 2,18 £0,92 2,61+0,94° 1,86 + 0,44 2,59+1,31

standardna devijacija srednje vrijednosti
statisticki znacajno manje (p < 0,05) u odnosu na I. skupinu

Srednja vrijednost udjela CD4"CD8o” afT limfocita u T limfocitima periferne krvi (Tablica
21.) za sve skupine svinja prvog dana pokusa bila je 2,16%. lako je izmedu prvog i sedmog
dana pokusa u svim skupinama utvrden porast srednje vrijednosti udjela CD4"CDS8a" apT
limfocita, taj porast je bio najizraZeniji u I. i II. skupini. Stovise, srednja vrijednost udjela
navedene subpopulacije T limfocita je sedmog dana u 1. skupini bila statisti¢ki znac¢ajno veca
u odnosu na Ill. skupinu (p = 0,011), IV. skupinu (p = 0,009), V. skupinu (p = 0,018) i VI.
skupinu (p = 0,012). Izmedu sedmog i osamnaestog dana pokusa dinamika srednje vrijednosti
udjela CD4"CD8u" afT limfocita bila je razli¢ita u pojedinim skupinama. Medutim, nisu

utvrdene statisticki znaGajne razlike srednje vrijednosti udjela CD4°CD8a’ ofT limfocita
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izmedu pojedinih dana vadenja krvi unutar istih skupina, kao niti izmedu pojedinih skupina

prvog, jedanaestog i osamnaestog dana.

U vecini skupinama je izmedu prvog i sedmog dana pokusa utvrden porast srednje vrijednosti
udjela CD4"CD8a"SLA-DR* afT limfocita u T limfocitima periferne krvi (Tablica 22.).
Srednja vrijednost udjela CD4"CD8u'SLA-DR™ ofiT limfocita je sedmog dana u I. skupini
bila statisticki znacajno veca u odnosu na IV. skupinu (p = 0,012), dok je istog dana srednja
vrijednost udjela navedene subpopulacije T limfocita u II. skupini bila statisti¢ki znacajno
ve¢a u odnosu na III. skupinu (p = 0,039) i IV. skupinu (p = 0,007). Izmedu sedmog i
osamnaestog dana u svim skupinama je utvrden pad srednje vrijednost udjela
CD4'CD8u'SLA-DR™ afT limfocita. U svim skupinama je taj pad kontinuiran, osim u Ill. i
IV. skupini u kojima je izmedu sedmog i jedanaestog dana utvrden prolazni porast srednje
vrijednosti udjela CD4"CD8a'SLA-DR™ ofT limfocita. Nisu utvrdene statisticki zna¢ajne
razlike srednje vrijednosti udjela CD4"CD8a"SLA-DR" of T limfocita izmedu pojedinih dana
vadenja krvi unutar istih skupina, kao niti izmedu pojedinih skupina prvog, jedanaestog i

osamnaestog dana.

Tablica 22. Srednja vrijednost i standardna devijacija srednje vrijednosti udjela udjela affT
limfocita koji eksprimiraju molekule CD4, CD8a i SLA-DR (CD3'CD16 TCR-y&
CD4'CD8u’ SLA-DR") u T limfocitima periferne krvi po skupinama u pokusu i danima

vadenja krvi

Srednja vrijednost udjela CD4"CD8a'SLA-DR" afT limfocita u
T limfocitima periferne krvi (% + SD")

Skupina
1. dan pokusa 7.dan pokusa  11.dan pokusa 18. dan pokusa

I 0,67 +0,91 0,87 £0,35 0,68 + 0,36 0,27 £ 0,06
1. 0,48 £ 0,25 0,91+0,42 0,41+0,31 0,43 +£0,50
. 0,40 +0,19 0,48+0,26° 0,76 £ 0,76 0,39 £0,20
V. 0,38 +0,16 0,33+0,22%" 0,59 +0,37 0,22 £0,16
V. 0,61 +0,37 0,71 +0,36 0,63+0,51 0,39+£0,31
VI. 0,50+0,19 0,53+0,20 0,33+0,13 0,21+£0,19

standardna devijacija srednje vrijednosti
statisti¢ki znac¢ajno manje (p < 0,05) u odnosu na Il. skupinu
statisticki znacajno manje (p < 0,05) u odnosu na I. skupinu
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Tablica 23. Srednja vrijednost i standardna devijacija srednje vrijednosti udjela affT limfocita
koji ne eksprimiraju molekulu CD4, a eksprimiraju molekulu CD8a (CD3"CD16 TCR-y&

CD4'CD8a") u T limfocitima periferne krvi po skupinama u pokusu i danima vadenja krvi

Srednja vrijednost udjela CD4 CD8a" apT limfocita u
T limfocitima periferne krvi (% £ SD )

Skupina
1. dan pokusa 7.dan pokusa  11.dan pokusa 18. dan pokusa

l. 13,67+ 3,73 26,55 + 14,65 11,07 £ 5,85 10,98 + 3,43
1. 13,42 + 3,25 21,92 + 10,83 10,03 + 5,96 9,34 +£247
1. 13,02 £ 2,92 10,66 + 1,45%° 10,65+ 3,74 10,70+ 1,85
V. 12,84+ 4,70 9,76 £6,41%" 9,60 + 2,09 8,44 + 2,35
V. 13,52 + 3,17 14,18 +2,73% 9,78+0,35 9,72 + 3,06
VI. 14,21+ 2,90 14,80 + 3,12° 12,70 £ 5,29 12,29+ 2,35

standardna devijacija srednje vrijednosti
statisticki znacajno manje (p < 0,05) u odnosu na I. skupinu
statisticki zna¢ajno manje (p < 0,05) u odnosu na I1. skupinu

Srednja vrijednost udjela CD4 CD8a” ofT limfocita u T limfocitima periferne krvi (Tablica
23.) za sve skupine svinja prvog dana pokusa bila je 13,45%. Osim Sto je dinamika srednje
vrijednosti udjela CD4'CD8ao’ afT limfocita izmedu prvog i sedmog dana pokusa u pojedinim
skupinama bila razlicita, takoder je bila 1 statisticki znacajna. Sedmog dana srednja vrijednosti
udjela CD4°CD8a” af T limfocita je u L i II. skupini bila statisti¢ki zna¢ajno veéa u odnosu na
I11. skupinu (p = 0,005, odnosno p = 0,038) i IV. skupinu (p = 0,003, odnosno p = 0,026), a u
I. skupini i u odnosu na V. skupinu (p = 0,023) i VI. skupinu (p = 0,031). Jedanaestog dana
srednja vrijednosti udjela CD4'CD8a" apT limfocita bila je sli¢na u svim skupinama i u svim
skupinama je ostala na sli¢noj razini i osamnaestog dana. Nisu utvrdene statisticki znacajne
razlike srednje vrijednosti udjela CD4 CD8a" apT limfocita izmedu pojedinih dana vadenja
krvi unutar istih skupina, kao niti izmedu pojedinih skupina prvog, jedanaestog i osamnaestog

dana.

Izmedu prvog i sedmog dana pokusa dinamika srednje vrijednosti udjela CD4 CD8a SLA-
DR" of T limfocita u T limfocitima periferne krvi (Tablica 24.) je u pojedinim skupinama bila
razli¢ita. Medutim, izmedu sedmog i osamnaestog dana u svim skupinama utvrden je pad
srednje vrijednosti udjela navedene subpopulacije T limfocita. Nisu utvrdene statisticki

znadajne razlike srednje vrijednosti udjela CD4 CD8a'SLA-DR" afT limfocita izmedu
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pojedinih dana vadenja krvi unutar istih skupina, kao niti izmedu pojedinih skupina prvog,

jedanaestog i osamnaestog dana.

Tablica 24. Srednja vrijednost i standardna devijacija srednje vrijednosti udjela af3T limfocita
koji ne eksprimiraju molekulu CD4, a eksprimiraju molekule CD8a i SLA-DR (CD3'CD16°
TCR-y8CD4CD8a'SLA-DR") u T limfocitima periferne krvi po skupinama u pokusu i

danima vadenja krvi

Srednja vrijednost udjela CD4 CD8a"SLA-DR" aB-T limfocita u
T limfocitima periferne krvi (% £ SD )

Skupina
1. dan pokusa 7.dan pokusa  11.dan pokusa 18. dan pokusa

I 2,75+0,99 4,45+ 4,90 2,26 £1,19 1,60 +1,10
1. 2,59 +2,61 3,40 +1,53 1,27 £1,05 0,89 + 0,47
. 2,19+0,69 1,65+ 0,58 1,92+1,01 0,99 £0,51
V. 2,34 +1,37 1,44 + 1,04 1,45 +0,71 0,74 £ 0,49
V. 240+1,61 2,35+1,72 1,54 £0,94 0,80 £ 0,50
VI. 2,46 +£1,31 1,63 +0,75 1,17 £ 0,53 0,88 £ 0,65

standardna devijacija srednje vrijednosti
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6. RASPRAVA
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U istrazivanju ucinka imunomodulatora mikrobnog podrijetla na stanicnu imunost u
svinja nakon cijepljenja atenuiranim cjepivom protiv BA praceno je i opée zdravstveno stanje
te pokazatelji u krvi vazni za provjeru zdravstvenog stanja zivotinja tijekom pokusa.

Referentne vrijednosti kompletne i diferencijalne krvne slike svinja razlikuju se
obzirom na izvore te dob i pasmine svinja. Stoga su rezultati kompletne i diferencijalne krvne
slike za svinje krizane pasmine u ovom pokusu usporedeni s referentnim vrijednostima koji su
sadrzavali najpotpunije podatke (apsolutne i relativne) i koji se nisu odnosili samo na pojedine
pasmine svinja.

Rezultati apsolutnog broja eritrocita u perifernoj krvi ne ukazuju na poremecaj
zdravstvenog stanja svinja tijekom pokusa buduéi da je u svim skupinama srednja vrijednost
njihovog apsolutnog broja bila unutar raspona fizioloskih vrijednosti, koji je prema podatcima
iz literature (THORN, 2010.; ANONIMNO, 2012b.) 5 - 8 x10"/L.

Smanjena koncentracija hemoglobina u krvi i smanjeni hematokrit mogu biti
posljedica gubitka krvi ili nedostatka Zeljeza. Iako je u svim skupinama utvrden prolazni pad
srednjih vrijednosti hematokrita i koncentracije hemoglobina u perifernoj krvi, niti u jednoj
skupini tijekom cijelog pokusa navedene vrijednosti nisu bile ispod doljnjih fizioloskih
vrijednosti, koje su prema podatcima iz literature 32%, odnosno 100 g/L (THORN, 2010.;
ANONIMNO, 2012b.). Stoga je navedeni pad hematokrita i koncentracije hemoglobina u krvi
svinja u pokusu vrlo vjerojatno bio posljedica utjecaja stresa prilikom vadenja krvi.

U svim skupinama tijekom cijelog pokusa srednje vrijednosti prosjeéne mase
hemoglobina u eritrocitu (MCH) bile su unutar raspona fizioloskih vrijednosti. Suprotno
tome, srednje vrijednosti prosjecne koncentracije hemoglobina u eritrocitu (MCHC) su
tijekom cijelog pokusa u svim skupinama bile ispod doljnje fizioloSke vrijednosti, kao i
srednje vrijednosti prosjecnog volumena eritrocita (MCV) u vecini skupina prvog i sedmog
dana. Prema podatcima iz literature za svinje (THORN, 2010.; ANONIMNO, 2012b.) raspon
fizioloskih vrijednosti za MCHC je 300 - 340 g/L, za MCH 17 - 21 pg, a za MCV 50 - 68 fL.
Smanjeni MCHC, MCV i MCH, zajedno sa smanjenim brojem eritrocita i hematokritom te
smanjenom koncentracijom hemoglobina u krvi mogu biti posljedica anemije uzrokovane
nedovoljnim unosom Zeljeza nakon prasenja (LIPINSKI i sur., 2010.; GODYN i sur., 2016.).
S obzirom da su rezultati ve¢ine skupina sa smanjenim MCV i MCH bili blizu fizioloSkih
vrijednosti, te da su srednje vrijednosti apsolutnog broja eritrocita, koncentracije hemoglobina
u perifernoj krvi, hematokrita te MCHC tijekom cijelog pokusa bile unutar referentnih
vrijednosti, moZe se pretpostaviti da smanjeni MCV i MCH u nekih skupina i pojedinih dana

pokusa nisu bili posljedica nedovoljnog unosa Zeljeza nakon prasenja. U prilog tome su i
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rezultati dobiveni u istrazivanju VENTRELLA i sur. (2017.) prema kojima su neke svinje
krizanih pasmina u dobi od 30 dana, nakon Sto su unutar 72 sata nakon prasenja primile
nadomjestak zeljeza, imale manji MCV (do 32,4 fL) i MCH (do 9,1 pg) nego svinje u nasem
pokusu.

lako se referentne vrijednosti za neke hematoloSke parametre svinja razlikuju u
literaturi, navedene razlike za ve¢inu pokazatelja nisu toliko izrazene kao §to je to za apsolutni
broj trombocita u krvi. Primjerice, fizioloski raspon apsolutnog broja trombocita u krvi svinja
prema podatcima ANONIMNO (2012b.) je 200 - 500 x 10%L, odnosno 325 - 715 x 10%/L
prema podatcima THORN (2010.). Budu¢i da vrijednosti hematoloskih parametara svinja
mogu varirati ovisno o dobi, pasmini, spolu, prehrani i nacinu uzgoja (THORN, 2010.),
rezultati apsolutnog broja trombocita u krvi svinja u ovom pokusu usporedeni su s rasponom
fizioloskih vrijednosti oba navedena izvora. lako je srednja vrijednost apsolutnog broja
trombocita u krvi svinja u svim skupinama bila unutar referentnih vrijednosti tijekom cijelog
pokusa, poveéani apsolutni broj trombocita u krvi (> 715 x 10%L) imalo je ukupno 13 od 30
svinja iz razli¢itih skupina (rezultati za pojedine svinje nisu prikazani). Povecéani apsolutni
broj trombocita u krvi (trombocitoza) mozZe biti potaknuta fizioloSkim ili patoloSkim
mehanizmima. FizioloSka trombocitoza je posljedica otpuStanja rezervnih trombocita iz
slezene u cirkulaciju 1 uzrokovana je adrenalinom. Poznata su dva tipa patoloske
trombocitoze, odnosno primarna ili esencijalna i sekundarna ili reaktivna trombocitoza.
Primarna trombocitoza u ljudi povezana je s kronicnim mijeloproliferativnim bolestima 1
karakterizirana je povecanim apsolutnim brojem trombocita u krvi kroz duZe razdoblje. U
zivotinja je primarna trombocitoza istrazivana samo u pasa i macaka, i nije sa sigurnoscu
dokazana. U Zivotinja je naj¢eSce opisana sekundarna trombocitoza koju uzrokuju poremecaji
imunosnog sustava, kao §to je sinteza citokina u slucaju upale, infekcije i tumora, te kroni¢na
krvarenja i nedostatak Zeljeza (THORN, 2010.; JOHNS, 2014.; CONSTABLE i sur., 2017.).
Moguénost primarne trombocitoze te sekundarne trombocitoze uzrokovane tumorima mogu
se iskljuciti u naSem pokusu s obzirom na dob Zzivotinja i veliki broj zivotinja s pove¢anim
apsolutnim brojem trombocita u krvi, koji je utvrden samo jedan dan tijekom pokusa.
Utvrdena trombocitoza vjerojatno ne ukazuje ni na nedostatak Zeljeza jer je ta mogucénost
iskljucena ranije. Vecina svinja (deset od jedanaest) koje su nakon pocetka pokusa (sedmi ili
jedanaesti dan) imale povecani apsolutni broj trombocita u krvi, pripadale su skupinama
kojima su primijenjeni cjepivo i/ili imunomodulatori. S obzirom da je ranije spomenuto kako
je trombocitopoeza u slucaju sekundarne trombocitoze najesce uzrokovana citokinima i da su

svinjama iz prvih pet skupina primijenjeni mikroorganizmi koji mogu potaknuti imunosni
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sustav i sintezu citokina, razlog povecanog apsolutnog broja trombocita u krvi svinja u
pokusu vjerojatno je primjena cjepiva i/ili imunomodulatora. Takoder je mogucée da su
poveéanom apsolutnom broju trombocita u krvi svinja u pokusu pridonijeli gubitak krvi
(vadenje krvi) 1 stres zbog obuzdavanje zivotinja (otpusStanje rezervnih trombocita iz slezene u
cirkulaciju izazvano adrenlinom).

U svim skupinama srednja vrijednost apsolutnog broja leukocita u perifernoj krvi
skupine u kojih je osamnaestog i/ili jedanaestog dana utvrden statisticki znaCajan pad u
odnosu na prvi dan. Prema podatcima iz literature raspon fizioloskih vrijednosti apsolutnog
broja leukocita u perifernoj krvi svinja je 11 - 22 x 10%/L (THORN, 2010.; ANONIMNO,
2012b.). Medutim, prvog dana pokusa srednja vrijednost apsolutnog broja leukocita u
perifernoj krvi svinja u cCetiri od Sest skupina bila je veca ili jednaka gornjoj fizioloskoj
vrijednosti, kao i u negativnoj kontrolnoj skupini na kraju pokusa. Leukocitozu mogu
uzrokovati upale, infekcije, alergije ili bolesti hematopoetskog sustava. Medutim, moze se
pretpostaviti da povecani apsolutni broj leukocita u veéini skupina prvog dana pokusa te u
negativnoj kontrolnoj skupini na kraju pokusa nije bio posljedica navedenih bolesti ili
poremecaja, S obzirom da je srednja vrijednost apsolutnog broja najzastupljenijih populacija
leukocita (segmentiranih neutrofila i limfocita) u perifernoj krvi svinja u svim skupinama
tijekom cijelog pokusa bila unutar raspona fiziologkih vrijednosti, 2 - 15 x 10%/L, odnosno 3,8
- 16,5 x 10%L, prema dostupnim literaturnim podatcima. Tome ide u prilog i &injenica da
klinickim pregledom nisu utvrdena odstupanja od fizioloskog stanja svinja tijekom cijelog
pokusa. lako apsolutne vrijednosti monocita, eozinofila i bazofila u leukocitima periferne krvi
svinja u ovom pokusu nisu odredene, prvog dana i tijekom cijelog pokusa udjeli bazofila i
monocita u svih svinja te srednja vrijednost udjela eozinofila u svih skupina bili su blizu
doljnjih fizioloskih vrijednosti, koje prema podatcima iz literature iznose 2%, 0,5%, odnosno
0% (THORN, 2010.; ANONIMNO, 2012b.). Stoga vjerojatno ni njihove apsolutne vrijednosti
nisu bile poveéane. lako je jedanaestog dana pokusa u skupini kojoj je primijenjeno samo
cjepivo utvrden statisticki znacajan pad apsolutnog broja limfocita u perifernoj krvi u odnosu
na prvi 1 sedmi dan, u istoj skupini je osamnaestog dana utvrden porast, iako jos uvijek ispod
pocetne vrijednosti. Medutim, srednja vrijednost apsolutnog broja limfocita u skupini kojoj je
primijenjeno samo cjepivo tijekom cijelog pokusa bila je unutar fizioloskih vrijednosti, kako
je ve¢ navedeno. Takoder, u dostupnoj literaturi nema podataka o imunosupresivnom

djelovanju SHV-1 u svinja, ukljuéujuci i za soj Bartha.
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Srednja vrijednost udjela segmentiranih neutrofila u leukocitima periferne krvi je u
svim skupinama tijekom cijelog pokusa bila unutar raspona fizioloskih vrijednosti, koji je
prema podatcima iz literature 28 - 47% (THORN, 2010.; ANONIMNO, 2012b.), ukljucujuci i
skupine u kojih je jedanaestog dana utvrden statisticki znacajan porast u odnosu na prvi dan.
Dobiveni rezultati apsolutnog broja leukocita, segmentiranih neutrofila i limfocita u perifernoj
krvi, kao i udjela segmentiranih neutrofila i limfocita u leukocitima usporedeni su s
referentnim vrijednostima koje su navedene za svinje neovisno o njihovoj dobi. U skladu s
tim podatcima srednja vrijednost udjela limfocita u veéini skupina prvog dana pokusa (pet od
Sest skupina) i na kraju pokusa (Cetiri od Sest skupina) bila je iznad gornje fizioloSke
vrijednosti, koja je 62% prema podatcima THORN (2010.) te ANONIMNO (2012b.).
Medutim, neki autori (CARR, 2013.) ukazuju da prasad i tovljenici mogu imati veci apsolutni
broj leukocita i limfocita u perifernoj krvi od odraslih svinja te da tovljenici mogu imati veci
apsolutni broj leukocita (32,9 x 10%L) i limfocita (18,5 x 10°%/L) u perifernoj krvi u odnosu na
ranije spomenute najvece referentne vrijednosti. No ni navedene vrijednosti ne objasnjavaju
velike udjele limfocita u velikog broja svinja tijekom ovog pokusa. Medutim, slicne
vrijednosti udjela limfocita imala je vec¢ina svinja u svim skupinama tijekom cijelog pokusa i
to je u skladu s rezultatima istrazivanja SIPOS i sur. (2005.) koji su pokazali da udio limfocita
u leukocitima periferne krvi svinja u dobi izmedu 3,5 i 4 mjeseca Zivota moze biti veéi i od
70%.

Za pokus su izabrane svinje koje prethodno nisu bile cijepljene protiv BA i koje nisu
podrijetlom od krmaca cijepljenih protiv BA. To je potvrdeno seroloSkom pretragom buduci
da nijedna svinja prvog dana pokusa nije imala serumska protutijela za gB i gE SHV-1. U
pokusu su serumska protutijela za gB SHV-1 dokazana samo u cijepljenih svinja od
jedanaestog dana pokusa, odnosno od sedmog dana nakon cijepljenja. U skladu s antigenskim
svojstvima cjepnog virusa (nedostatak gE), u svinja iz cijepljenih skupina nije doSlo do
sinteze protutijela za g SHV-1. Svinje iz necijepljenih skupina ostale su seronegativne za gB
I gE SHV-1 do kraja pokusa Sto ukazuje da barem tijekom prvih jedanaest dana nije doslo do
prirodne infekcije svinja sa SHV-1.

U svrhu ovog istrazivanja ucinaka cjepiva i/ili imunomodulatora na stani¢nu imunost
svinja usporedeni su udjeli funkcionalno najvaznijih populacija i subpopulacija limfocita
periferne krvi izmedu pojedinih pokusnih skupina, ali i unutar istih skupina tijekom trajanja
pokusa. Medutim, srednje vrijednosti udjela nekih od navedenih stanica za sve skupine prvog

dana pokusa (prije primjene cjepiva i/ili imunomodulatora) usporedene su i s rezultatima

86



ranijih istraZivanja za svinje sli¢ne dobi, buduci da fizioloske vrijednosti za navedene stanice
nisu odredene kao za diferencijalnu i kompletnu krvnu sliku svinja.

U ovom pokusu je uzeta u obzir samo populacija T limfocita koja pripada stanicama
steGene imunosti jer je u perifernoj krvi svinja takoder dokazana populacija CD3" limfocita s
funkcionalnim obiljezjima T limfocita i NK stanica (MAIR i sur., 2016.). S obzirom da te
stanice vecinom eksprimiraju molekulu CD16, ,Cisti“ T limfociti u nasem istrazivanju su
fenotipski definirani kao CD3"CD16 limfociti. Srednja vrijednost udjela T limfocita u
ukupnim limfocitima periferne krvi svinja za sve skupine prvog dana pokusa bila je u skladu s
podatcima STEPANOVA i sur. (2007.) za svinje drzane u uobic¢ajenim farmskim uvjetima, u
dobi jedan i Sest mjeseci (62,8%, odnosno 96,9%). lako su u navedenom istrazivanju T
limfociti fenotipski definirani kao ukupni CD3" limfociti, a u naSem istraZivanju kao
CD3'CD16 limfociti, u oba slu¢aja su njihovi udjeli u ukupnim limfocitima bili sliéni te su
stoga rezultati navedenih autora za pojedine populacije i subpopulacije T limfocita posluZzili i
za kasniju usporedbu. Takoder, u istrazivanju STEPANOVA i sur. (2007.) primijenjen je i
drugaciji klon monoklonskog protutijela za molekulu CD3 (8E6) nego u naSem istrazivanju
(klon PPT3), ali oba klona su miSja monoklonska protutijela izotipa 1gG1 koja prepoznaju
epitop na € molekuli CD3 svinja (YANG i sur., 1996.; PESCOVITZ i sur., 1998.). Budu¢i da
biljeg B limfocita svinja nije poznat, oni su u naSem istrazivanju fenotipski definirani kao
limfociti koji ne eksprimiraju biljeg T limfocita i eksprimiraju molekulu CD21 (CD3'CD21%).
Iako molekula CD21 nije specificna samo za B limfocite moze se s velikom vjerojatnoscu
pretpostaviti da su PBMC svinja u limfocitnoj ,,ogradi” koje eksprimiraju molekulu CD21 B
limfociti jer tu molekulu u svinja joS eksprimiraju folikularne dendriti¢ne stanice koje su
prisutne u limfnim ¢vorovima (PIRIOU-GUZYLACK i SALMON, 2008.; DAY i SCHULTZ,
2013a.). U perifernoj krvi svinja takoder nisu utvrdene dendriti¢ne stanice koje eksprimiraju
CD21 (SUMMERFIELD i sur., 2003.). Prvog dana pokusa srednja vrijednost udjela B
limfocita u ukupnim limfocitima periferne krvi svinja za sve skupine bila je sli¢na kao i za
svinje krizane pasmine sliéne dobi u istrazivanju TERZIC i sur. (2002.), odnosno 6,9%. S
obzirom da biljeg NK stanica svinja nije poznat, kao ni za B limfocite, NK stanice u naSem
istrazivanju su fenotipski definirane na temelju kombinacije molekula CD3, CD8a i CD16 i
SLA-DR, kao CD3'CD16'CD8a'SLA-DR" stanice. Stanice NK se od T limfocita mogu
razlikovati po tome Sto ne eksprimiraju molekulu CD3, od monocita, makrofaga i dendriti¢nih
stanica periferne krvi po tome Sto eksprimiraju molekulu CD8, a od B limfocita po tome Sto
eksprimiraju molekule CD16 i CD8 (PIRIOU-GUZYLACK i SALMON, 2008.; GERNER i

sur., 2009.). lako NK stanice svinja mogu eksprimirati molekulu SLA-DR, kao i T limfociti,
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B limfociti, monociti, makrofagi i dendriti¢ne stanice (PIRIOU-GUZYLACK i SALMON,
2008.), istrazivanje TALKER i sur. (2013.) je pokazalo da NK stanica koje eksprimiraju
molekulu SLA-DR u perifernoj krvi svinja, u jednakoj dobi kao u naSem istrazivanju, nema.
Istrazivanje MAIR i sur. (2012.) pokazalo je razliite udjele NK stanica u ukupnim
limfocitima periferne krvi za nesSto starije svinje (1 - 24%). Srednja vrijednost udjela NK
stanica u ukupnim limfocitima periferne krvi svinja za sve skupine prvog dana naseg pokusa
bila je unutar rezultata u navedenom istrazivanju, iako blize doljnjoj granici.

Novija in vitro istraZivanja proliferacije PBMC-a nakon imunizacije svinja sa SHV-1
su malobrojna, a broj istraZivanja in vivo je joS manji. Vjerojatno je to posljedica sve manjeg
interesa za ovakva istrazivanja s obzirom da je BA u vedini ekonomski razvijenih zemalja
iskorijenjena u domacih svinja. Dosadasnja istraZivanja pokazala su statisticki znac¢ajno vecu
in vitro proliferaciju PBMC-a (stimulacija sa SHV-1) podrijetlom od svinja potpuno
zasticenih od infekcije virulentnim sojem SHV-1 nego od slabije zaSti¢enih svinja, nakon Sto
su bile jednokratno (KIMMAN i sur., 1995.) ili dvokratno cijepljene (VAN ROOIJ i sur.,
2004.) protiv BA. Medutim, u navedenim istrazivanjima udijeli T i B limfocita te NK stanica
u proliferiranim PBMC-ima nisu analizirani. U in vivo istrazivanju DE BRUIN i sur. (1998.)
analiziran je udio T limfocita u ukupnim limfocitima periferne krvi svinja cijepljenih s
atenuiranim genski modificiranim SHV-1 (gE"), ali u dostupnoj literaturi nema podataka o in
vivo ucinku cijepljenja ili infekcije svinja sa SHV-1 na udio B limfocita u ukupnim
limfocitima periferne krvi. U naSem istrazivanju jednokratna primjena cjepiva sa Zivim SHV-
1 nije uzrokovala znacajne promjene relativnih vrijednosti T i B limfocita u ukupnim
limfocitima periferne krvi svinja, kao $to nije uzrokovala znacajan ucinak na relativnu
vrijednost T limfocita i u istrazivanju DE BRUIN i sur. (1998.). Znacaj NK stanica u zastiti
svinja od infekcije sa SHV-1 nije poznat. DE BRUIN i sur. (1997.; 2000a.) su pokazali da NK
stanice izdvojene iz periferne krvi svinja necijepljenih, odnosno cijepljenih protiv BA mogu
lizirati stanice inficirane sa SHV-1. Jednokratna primjena cjepiva u naSem istrazivanju nije
uzrokovala znacajnu promjenu zastupljenosti NK stanica u ukupnim limfocitima periferne
krvi svinja. Medutim, DE BRUIN i sur. (2000a.) su pokazali da je udio NK stanica u
limfocitima izdvojenim iz svinja imuniziranih sa SHV-1, bez obzira na uvjete nespecifi¢ne
(IL-2), odnosno specificne stimulacije (SHV-1) bio manji nego nakon nespecificne
stimulacije limfocita izdvojenih iz neimuniziranih svinja.

Poznato je da bakterije iz roda Propionibacterium imaju imunostimulacijsko
djelovanje (PULVERER i sur., 1985.; ROSZKOWSKI i sur., 1990.) te se samostalno ili u

kombinaciji s detoksificiranim LPS-ima bakterije E. coli mogu Kkoristiti u prevenciji ili kao
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pomoc¢no sredstvo u lijeGenju bakterijskih infekcija Zivotinja (BECKER i sur.,1989.;
DINSMORE i sur., 1995.; FERRO i sur., 2000a.; 2000b.; DAVIS i sur., 2003.). Takoder je
poznato da inaktivirani virus Parapoxvirus ovis ima imunostimulacijsko djelovanje u ljudi,
miSeva i domacih Zivotinja (WEBER i sur., 2013.) i da je pokazao povoljno djelovanje u
klini¢kim pokusima na svinjama (KYRIAKIS i sur., 1998.; BIUK-RUDAN i sur., 2004.), te
se stoga primjenjuje domacim zivotinjama u terapijske i preventivne svrhe (WEBER 1 sur.,
2013.; DAY i SCHULTZ, 2013f.). BIUK-RUDAN i sur. (2004.) takoder su usporedivali
uc¢inak zasebne primjene inaktiviranog virusa Parapoxvirus ovis i cjepiva s atenuiranim SHV-
1 na T i B limfocite periferne krvi. U tu svrhu pracena je in vitro proliferacija na temelju
odgovaraju¢e nespecificne stimulacije (fitoaglutinin za T limfocite i lecitin iz biljke
Phytolacca americana za B limfocite). U navedenom istrazivanju proliferacija T i B limfocita
nakon trokratne primjene inaktiviranog virusa Parapoxvirus ovis bila je statisticki znacajno
veca nego nakon dvokratne primjene atenuiranog SHV-1. No nakon infekcije s virulentnim
SHV-1, in vitro proliferacija T i B limfocita podrijetlom od svinja kojima je primijenjen
inaktivirani virus Parapoxvirus ovis bila je manja nego podrijetlom od cijepljenih svinja.
Medutim, do sada nije istrazivan samostalan u¢inak inaktiviranog virusa Parapoxvirus ovis,
kao ni samostalan ili kombiniran ucinak bakterija iz roda Propionibacterium i detoksificiranih
LPS-a bakterije E. coli, na udjele T i B limfocita ili NK stanica u ukupnim limfocitima
periferne krvi svinja. U naSem istrazivanju dvokratna primjena kombinacije inaktivirane
bakterije P. granulosum i detoksificiranin LPS-a bakterije E. coli, odnosno inaktiviranog
virusa Parapoxvirus ovis, nije uzrokovala znacajne promjene udjela T i B limfocita te NK
stanica u ukupnim limfocitima periferne krvi svinja, kao ni jednokratna primjena cjepiva.

Do sada u svinja nije istrazivan ni u¢inak zajednicke primjene SHV-1 s inaktiviranim virusom
Parapoxvirus ovis ili kombinacijom inaktivirane bakterije P. granulosum i detoksificiranih
LPS-a bakterije E. coli na zastupljenost T i B limfocita te NK stanica u perifernoj krvi.
PAPPATERRA MENDOZA i sur. (2000.) su istrazivali u¢inak zajednicke primjene SHV-1 s
kombinacijom inaktivirane bakterije P. granulosum i detoksificiranih LPS-a bakterije E. coli
na in vitro proliferaciju PBMC-a svinja nakon specifi¢ne restimulacije, ali pri tome nije
analizirana zastupljenost pojedinih populacija limfocita. U naSem istraZivanju jednokratna
primjena cjepiva u kombinaciji s dvokrathom primjenom inaktiviranog virusa Parapoxvirus
ovis ili dvokratnom primjenom kombinacije inaktivirane bakterije P. granulosum i
detoksificiranih LPS-a bakterije E. coli nije uzrokovala znacajne promjene udjela T i B
limfocita te NK stanica u ukupnim limfocitima periferne krvi svinja. Jedanaestog dana pokusa

u svim skupinama kojima je primijenjeno cjepivo doSlo je do prolaznog pada srednje
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vrijednosti udjela B limfocita $to se podudara s pojavnos¢u serumskih protutijela za gB SHV-
1. lako statisti¢ki neznacajno, smanjenje udjela B limfocita vjerojatno je posljedica njihove
aktivacije i diferencijacije u plazmablaste koji ne eksprimiraju molekulu CD21 (SINKORA i
BUTLER, 2009.). Medutim, navedeno smanjenje udjela B limfocita utvrdeno je i u negativnoj
kontrolnoj skupini. lako je u svinja kojima je cjepivo primijenjeno zajedno s pojedinim
imunomodulatorom utvrden prolazni porast srednje vrijednosti udjela NK stanica izmedu
sedmog i jedanaestog dana, razlike nisu bile znacajne u odnosu na ostale skupine, i U SVim
skupinama je srednja vrijednost udjela NK stanica sedmog, jedanaestog i osamnaestog dana
bila manja u odnosu na prvi dan. lako je na$ pokus trajao samo osamnaest dana, rezultati nisu
u suprotnosti s istrazivanjima DENYER i sur. (2006.) i TALKER i sur. (2013.) koja ukazuju
na pad udjela NK stanica u limfocitima periferne krvi svinja s porastom dobi.

Opcenito, udjele pojedinih populacija i subpopulacija T limfocita iz razlicitih
literaturnih navoda tesko je usporedivati zbog KkoriStenja svinja razli¢itih pasmina i dobi.
Medutim, vecina istrazivanja je pokazala da se udio yoT limfocita u limfocitima periferne krvi
svinja povecava nakon prasenja te izmedu cetvrtog i dvanaestog mjeseca zivota doseze
najvece vrijednosti, nakon ¢ega opada (YANG i PARKHOUSE, 1996.; GERNER i sur.,
2009.; TALKER i sur., 2013.; SEDLAK i sur.,, 2014a.). Srednja vrijednost udjela y6T
limfocita (CD3"CD16 TCR-y5'CD4) u T limfocitima periferne krvi za sve skupine prvog
dana pokusa bila je manja nego u mladih i starijih svinja u istrazivanjima YANG i
PARKHOUSE (1996.) i STEPANOVA i sur. (2007.). U navedenim istrazivanjima srednja
vrijednost udjela yoT limfocita u T limfocitima periferne krvi svinja u dobi Cetiri tjedna 1 Sest
mjeseci bila je 29,6% i 69,2% (STEPANOVA i sur., 2007.), odnosno 66,6% i 73,6% (YANG
i PARKHOUSE, 1996.). Nepodudarnost rezultata naSeg i prethodno navedenih istrazivanja
vjerojatno je posljedica koriStenja zamrznutih, odnosno svjeze izdvojeninh PBMC-a. Dodatni
razlog nepodudarnosti rezultata naSeg i istrazivanja STEPANOVA i sur. (2007.), osim
razli¢ite dobi, moze biti i taj je Sto je srednja vrijednost udjela ydT limfocita prvog dana naseg
pokusa odredena na temelju veéeg broja svinja (trideset), a u istrazivanju STEPANOVA i sur.
(2007.) na temelju Cetiri svinje. Kao i STEPANOVA i sur. (2007.), YANG i PARKHOUSE
(1996.) su udjele subpopulacija T limfocita analizirali u CD3" limfocitima, dok su u nasem
istrazivanju udjeli subpopulacija T limfocita analizirani u populaciji ,,Cistih,, T limfocita, iz
koje su isklju¢eni CD3"CD16" limfociti. Razlike nasih i rezultata YANG i PARKHOUSE
(1996.) mogu biti posljedica i drugacijeg pristupa identifikaciji. U naSem istrazivanju fenotip
voT limfocita odreden je koriStenjem monoklonskog protutijela za ¢ lanac TCR, za razliku od

monoklonskog protutijela specificnog za izoformu molekule CD3 koju eksprimiraju samo yoT
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limfociti. Izmedu prvog i jedanaestog dana naseg pokusa utvrden je porast srednje vrijednosti
udjela ydT limfocita u T limfocitima periferne krvi svinja u svim skupinama Budu¢i da porast
udjela ydT limfocita nije bio statisticki znacajan, vjerojatni razlog je u Cinjenici da udio ydT
limfocita svinja raste tijekom prve godine Zivota (YANG i PARKHOUSE, 1996., GERNER i
sur., 2009.; TALKER i sur., 2013.; SEDLAK i sur., 2014a.). lako je u svim skupinama
izmedu jedanaestog i osamnaestog dana utvrden pad srednje vrijednosti udjela ydT limfocita,
u vecini skupina (pet skupina) je osamnaestog dana srednja vrijednost udjela navedene
populacije bila ve¢a u odnosu na prvi dan, $to je takoder u skladu s rezultatima istrazivanja
drugih autora.

Dosadasnja istrazivanja su pokazala da yoT limfociti svinja funkcionalno pripadaju
stanicama urodene i steCene imunosti, odnosno da imaju sposobnost prezentacije antigena
(TAKAMATSU i sur., 2002.), pokazuju citotoksi¢nost slicnu NK stanicama (YANG i
PARKHOUSE, 1997.; DE BRUIN i sur., 1997.; 2000a.; OLIN i sur., 2005.), eksprimiraju
TCR (YANG i PARKHOUSE, 1997.; DE BRUIN i sur., 1997.; 2000a.) te da imaju
sposobnost diferencijacije u dugozivuée memorijske T limfocite (LEE 1 sur., 2004.).
Medutim, fenotipski je teSko razlikovati yoT limfocite s pojedinim imunosnim funkcijama
bududi da su obje subpopulacije CD8" y8T limfocita s obzirom na ekspresiju molekule CD2
(CD2'CD8" i CD2'CD8") pokazale istu funkciju. Tako je za obje navedene subpopulacije yST
limfocita dokazano da imaju funkciju APC-a, da na svojoj povrsini eksprimiraju molekule
SLA 1I, CD80/86 i CD40, neophodne za uspjeSnu prezentaciju antigena i aktivaciju
(TAKAMATSU i sur., 2002.), te da mogu in vitro sintetizirati iste citokine (SEDLAK i sur.,
2014a). Stoga ni u naSem istrazivanju nije bilo moguce povezati pojedine imunosne funkcije
yoT limfocita s odredenim fenotipom, iako ekspresija molekule CD2 nije analizirana. Takoder
postoje 1 suprotna misljenja oko diferencijacije 1 sazrijevanja yoT limfocita svinja, posebice
oko ekspresije molekule CD2. Neki autori smatraju da se CD2'CD8a ydT limfociti ve¢inom
sastoje od neaktiviranih (djevianskih) stanica, CD2'CD8a 8T limfociti od
izvrénih/memorijskih stanica, a CD2'CD8u" y8T limfociti od terminalno diferenciranih
stanica (STEPANOVA i SINKORA, 2012.; SEDLAK i sur., 2014a.). SEDLAK i sur.
(2014b.) su pokazali da CD2 vydT limfociti svinja nakon in vitro stimulacije mogu
eksprimirati molekulu CD2. Medutim, to nije u skladu s rezultatima STEPANOVA i
SINKORA (2013.) koji su pokazali da in vitro stimulirani CD2'CD8a" ydT limfociti slabo
proliferiraju i ostaju negativni za jednu ili obje molekule. Suprotno tome, in vitro stimulirani
CD2" y8T limfociti su znacajno proliferirali i eksprimirali molekulu CD8. Stoga su zakljugili
da su CD2" i CD2 ydT limfociti dvije zasebne loze stanica. TALKER i sur. (2013.) su
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takoder pokazali nepromijenjeni odnos izmedu CD2" i CD2 8T limfocita u perifernoj krvi
svinja od prasenja do 25. tjedna zivota. S obzirom da je u vecini dosadasnjih istraZivanja
utvrdeno da CD8" y8T limfociti u perifernoj krvi svinja uvijek eksprimiraju i molekulu CD2
(YANG i PARKHOUSE, 1996.; TALKER i sur., 2013.; SEDLAK i sur., 2014a.) te da su
funkcije yoT limfocita svinja povezane s ekspresijom molekule CD8a, u nasem istrazivanju
nije analizirana ekspresija molekule CD2.

LEE i sur. (2004.) i TAKAMATSU i sur. (2006.). ukazuju na vaznu ulogu yoT
limfocita u zastiti svinja od infekcije bakterijom Mycobacterium bovis, odnosno virusom
slinavke i1 Sapa. Medutim, vaznost yoT limfocita za zaStitu svinja od infekcije sa SHV-1 jos
nije jasno odredena. DE BRUIN i sur. (1997.; 2000a.) su pokazali da CD8a" y3T limfociti
periferne krvi necijepljenih i cijepljenih/inficiranih svinja mogu in vitro lizirati stanice
inficirane sa SHV-1. Nakon specifi¢ne in vitro stimulacije PBMC-a, udio CD8" y8T limfocita
u ukupnim limfocitima bio je statisticki znacajno manji kada su svinje bile viSekratno
inficirane sa SHV-1 nakon cijepljenja protiv BA nego kada su svinje bile jednokratno
inficirane nakon cijepljenja (DE BRUIN i sur, 2000a.). U istom istrazivanju je, nakon in vitro
stimulacije PBMC-a s IL-2, udio CD8" y8T limfocita svinja imuniziranih sa SHV-1 bio manji
nego u slucaju neimuniziranih svinja. Specificna in vitro restimulacija PBMC-a svinja
imuniziranih sa SHV-1 takoder nije poveéala udio CD8" y8T limfocita u odnosu na
nespecifiénu stimulaciju. Iako u istrazivanju VAN ROOIJ i sur. (2004.) rezultati udjela CD6
CD8" v3T limfocita nisu prikazani, prema komentarima autora tre¢i dan nakon infekcije
svinja virulentnim sojem SHV-1 nije utvrdena statisticki znacajna razlika udjela navedene
subpopulacije T limfocita u proliferiranim limfocitima periferne krvi (specifi¢na in vitro
restimulacija), izmedu zivotinja koje su bile zasti¢ene od infekcije i zivotinja koje su imale
vrucicu i izlucivale virus u orofaringealnom ekskretu. Sve svinje su prije infekcije dvokratno
cijepljene protiv BA. U naSem istrazivanju primjena atenuiranog SHV-1 ili u kombinaciji s
pojedinim imunomodulatorom takoder nije uzrokovala znacajne promjene udjela CD8a" y8T
limfocita (CD3"CD16 TCR-y8"CD4 CDS8a’), ali u T limfocitima periferne krvi svinja i bez in
vitro manipulacije.

lako je u ranije navedenim istraZivanjima odnosa imunosnih funkcija i fenotipa yoT
limfocita svinja, ve¢ina ydT limfocita eksprimirala molekulu CD8, neka istrazivanja ukazuju
na razli¢ito podrijetlo ekspresije molekule CD8 na y8T limfocitima. SINKORA i sur. (2005.)
su pretpostavili da se CD2"CD8a" y8T limfociti, koji su ekspresiju molekule CD8a stekli
nakon aktivacije na periferiji, mogu razlikovati od CD2*CD8a" y8T limfocita podrijetlom iz

timusa po ekspresiji molekula SLA II. Primjena cjepiva i/ili imunomodulatora u naSem
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istrazivanju nije zna¢ajno promijenila udio CD8o'SLA-DR" y8T limfocita (CD3"CD16 TCR-
¥6"CD4'CD8a'SLA-DR™) u T limfocitima periferne krvi svinja. Medutim, s obzirom da je u
istim skupinama u kojima je tijekom pokusa utvrden najveci porast srednje vrijednosti udjela
CDS8a" yoT limfocita (cjepivo + pojedini imunomodulator), utvrden i najveéi porast srednje
vrijednosti udjela CD8a'SLA-DR™ y8T limfocita, rezultati ovog pokusa nisu u suprotnosti s
pretpostavkom SINKORA i sur. (2005.) da je nakon kontakta s antigenom ekspresija
molekule CD8a na ydT limfocitima pracena i ekspresijom molekula SLA 1l. TALKER i sur.
(2013.) su utvrdili da nema razlike u ekspresiji molekule SLA-DR (SLA 11) na populaciji y6T
limfocita periferne krvi svinja ovisno o dobi. U veéini ranije navedenih istrazivanja odnosa
fenotipa 1 funkcije ydT limfocita svinja ekspresija molekula SLA 11 nije analizirana pa njihov
zna¢aj za imunosne funkcije y8T limfocita nije potpuno jasan, osim §to su SLA II" y8T
limfociti mogli prezentirati antigen pomoéni¢kim T limfocitima. Iako su SINKORA i sur.
(2005.) pretpostavili da molekule CD8a i SLA Il ostaju trajno eksprimirane na yoT
limfocitima nakon aktivacije, STEPANOVA i SINKORA (2013.) su pokazali da yd6T limfociti
svinja in vitro mogu gubiti i stjecati ekspresiju molekule CD8a. Rezultate naseg istrazivanja
teSko je usporedivati s rezultatima navedenih istrazivanja zbog razli¢itih pristupa analizi
fenotipa i analize zastupljenosti limfocitnih populacija bez in vitro manipulacije. lako su
srednje vrijednosti udjela CD8o" y8T limfocita i CD8a'SLA-DR™ 8T limfocita u T
limfocitima periferne krvi osamnaestog dana pokusa u vecini skupina bile ve¢e u odnosu na
prvi dan, nisu u svim skupinama bile ve¢e u odnosu na sedmi ili jedanaesti dan. Medutim,
teSko se moZe pretpostaviti da je gubitak ekspresije molekula CD8a i SLA-DR razlog pada
udjela navedenih subpopulacija T limfocita, budu¢i da je izmedu jedanaestog i osamnaestog
dana utvrden i pad udjela ukupnih y3T limfocita (iako su srednje vrijednosti udjela te
populacije T limfocita u vecini skupina osamnaestog dana takoder bile ve¢e u odnosu na prvi
dan). Razlog pada udjela y6T limfocita i navedenih subpopulacija u perifernoj krvi svinja
moze biti posljedica migracije iz sustavne cirkulacije u periferne organe kao Sto su koza i
crijeva te u limfati¢na tkiva (SHEKHAR i sur., 2012.).

Budu¢i da se T limfociti periferne krvi sastoje od dvije populacije, odnosno afiT
limfocita i y8T limfocita (SINKORA i BUTLER, 2009.; GERNER i sur., 2015.), i da je prvog
dana naSeg pokusa srednja vrijednost udjela y6T limfocita za sve skupina bila manja nego u
svinja sliéne dobi u drugim istrazivanjima, Srednja vrijednost udjela afT limfocita
(CD3"CD16 TCR-y&") za sve skupine prvog dana nadeg pokusa o¢ekivano je bila ve¢a nego u
drugim istraZivanjima. Iako u veéini dosada$njih istrazivanja rezultati udjela ukupne

populacije ofT limfocita periferne krvi nisu prikazani, ve¢ samo rezultati pojedinih
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subpopulacija affT limfocita, na temelju nekih istrazivanja moguce je pratiti udio ove
populacije. Prema YANG i PARKHOUSE (1996.) srednja vrijednost udjela o T limfocitau T
limfocitima periferne krvi svinja u dobi cetiri tjedna bila je 33,4%, a u dobi Cetiri mjeseca
26,4%. Prvog dana naSeg pokusa srednja vrijednost udjela offT limfocita u T limfocitima
periferne krvi za sve skupine bila je izrazito ve¢a nego u istrazivanju YANG i PARKHOUSE
(1996.). Medutim, sli¢no naSim rezultatima, STEPANOVA 1 sur. (2007.) su utvrdili ve¢i udio
apT limfocita u T limfocitima periferne krvi u vrlo mladih svinja. lako je u istrazivanju
STEPANOVA i sur. (2007.) fenotip T limfocita analiziran u perifernoj krvi od samo cetiri
svinje i srednja vrijednost udjela afT limfocita nije prikazana izravno, rezultati ukazuju da je
srednja vrijednost udjela te populacije u T limfocitima periferne krvi svinja u dobi Cetiri
tjedna iznosila priblizno 70%. No rezultati navedenog istrazivanja ukazuju i da je srednja
vrijednost udjela ofT limfocita u T limfocitima periferne krvi svinja u dobi Sest mjeseci
(priblizno 30%) bila izrazito manja nego u svinja prvog dana naSeg pokusa. Medutim, U
istrazivanju STEPANOVA i sur. (2007.) fenotip T limfocita svinja nije analiziran izmedu
cetvrtog tjedna i Sestog mjeseca zivota pa nije jasno da li je pad afT limfocita nastupio ve¢ do
tre¢eg mjeseca zivota, odnosno do dobi svinja u naSem istrazivanju. U vecini skupina tijekom
pokusa dinamika srednje vrijednosti udjela populacije afT limfocita u T limfocitima periferne
bila je ocekivano suprotna dinamici srednje vrijednosti udjela yoT limfocita. Medutim, kao i u
slucaju yoT limfocita, nije utvrden znacajan ucinak cjepiva i/ili imunomodulatora na udio offT
limfocita u T limfocitima periferne krvi svinja. Iako u vecini istrazivanja rezultati udjela CD4"
CD8a” apT limfocita u afT limfocitima periferne krvi svinja nisu prikazani, YANG i
PARKHOUSE (1996.) te GERNER i sur. (2009.) su pokazali da navedene subpopulacije T
limfocita u perifernoj krvi svinja nema, odnosno da je njen udio vrlo mali. Suprotno
istrazivanjima navedenih autora, prvog dana pokusa srednja vrijednost udjela CD4 CD8a” affT
limfocita u T limfocitima periferne krvi za sve skupine iznosila je 48,53%, iako rezultati nisu
prikazani izravno. U istrazivanju STEPANOVA i sur. (2007.) srednja vrijednost udjela CD4
CD8a afT limfocita u T limfocitima periferne krvi takoder nije prikazana izravno, no sli¢no
naSima, i njihovi rezultati ukazuju na veliku zastupljenost navedene subpopulacije T limfocita
u perifernoj krvi prasadi u dobi cetiri tjedna (priblizno 40%). Medutim, funkcija CD4 CD8a’
afT limfocita svinja nije poznata (GERNER i sur., 2015.).

Prema ranijim istrazivanjima pomoc¢nicki T limfociti svinja usmjereni na antigen
prikazan u sklopu SLA 1l pripadaju CD4" off limfocitima (CHARERNTANTANAKUL i
ROTH, 2006.; GERNER i sur., 2009.). Prvog dana naSeg pokusa srednja vrijednost udjela
CD4" of T limfocita (CD3"CD16 TCR-y8'CD4") u T limfocitima periferne krvi za sve skupine
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bila je sli¢na kao u mladih svinja (23%) u istrazivanju STEPANOVA i sur. (2007.). lako je u
istrazivanju STEPANOVA i sur. (2007.) koriSten drugaciji klon monoklonskog protutijela za
molekulu CD4 (10.2H2) nego u nasSem istrazivanju (klon 74-12-4), PESCOVITZ i sur.
(1994b.) su pokazali da klon 10.2H2 i klon 74-12-4 reagiraju s istim ili vrlo sli¢nim epitopom
na limfocitima svinja. Primjena cjepiva i/ili imunomodulatora u naSem istrazivanju nije
uzrokovala znac¢ajne promjene udjela subpopulacije CD4" apT limfocita u T limfocitima
periferne krvi svinja.

Rezultati veéine dosadaS$njih istrazivanja odnosa fenotipa i funkcije ukazuju da
aktivirani i memorijski pomoénicki T limfociti svinja pripadaju CD4"CD8a" afT limfocitima
(SUMMERFIELD i sur., 1996.; OBER i sur., 1998.; SAALMULLER i sur., 2002.; REVILLA
i sur., 2005a.). Prvog dana naseg pokusa srednja vrijednost udjela CD4"CD8a" ofT limfocita
u T limfocitima periferne krvi za sve skupine svinja bila je manja nego za svinje sli¢ne dobi
(13,8%) u istrazivanju YANG i PARKHOUSE, (1996.), ali i ve¢a nego u mladih svinja
(0,5%) u istrazivanju STEPANOVA i sur. (2007.). U istrazivanju potonjih autora srednja
vrijednost udjela CD4"CD8a" offT limfocita u T limfocitima periferne krvi nije bila zna¢ajno
veca od one koja je utvrdena prvog dana naseg pokusa, ni u svinja u dobi Sest mjeseci. Osim
ranije navedene razlike u pripremi uzoraka PBMC-a, dodatni razlog razli¢itih rezultata moze
biti i taj Sto su YANG i PARKHOUSE (1996.) koristili drugaciji klon monoklonskog
protutijela za molekulu CD8 (11/295/33), od onoga koji je koristen u naSem istrazivanju (klon
76-2-11).

Vecina ranijih istrazivanja je potvrdila da se T limfociti svinja koji prepoznaju antigen
prikazan u sklopu SLA I (klasi¢ni citotoksi¢ni T limfociti) fenotipski mogu definirati kao
CD4 ofT limfociti koji eksprimiraju veliku gustocu molekule CD8a (GERNER i sur., 2015.).
lako za CD4 ofT limfocite svinja koji eksprimiraju malu gusto¢u molekule CD8a nije
dokazano citotoksi¢no djelovanje, u naSem istraZivanju je analiziran samo fenotip ukupnih
CD4CDS8a" ofT limfocita (CD3"CD16 TCR-yd'CD4'CD8u’). Srednja vrijednost udjela
subpopulacije CD4'CD8a” af T limfocita u ukupnim limfocitima periferne krvi za sve skupine
svinja prvog dana naseg pokusa bila je ista kao za svinje sli¢ne dobi (13,2%, CD4 CD8""9" +
CD4CD8"") u istrazivanju YANG i PARKHOUSE, (1996.) te veca nego u mladih (7%), ali
i starijih (7,9%) svinja u istraZzivanju STEPANOVA i sur. (2007.).

Dosadasnja istrazivanja ukazuju da neki afT limfociti periferne krvi imaju izrazeniju
ulogu u zastiti svinja od infekcije sa SHV-1 nego yoT limfociti. DE BRUIN i sur. (2000a.) su
pokazali veéi udio CD4'CD8" T limfocita u limfocitima periferne krvi svinja nakon

viSekratnog izlaganja SHV-1, nego nakon manjeg broja izlaganja istom virusu. U istraZivanju
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VAN ROOLJ i sur. (2004.), provedenom na svinjama cijepljenim i inficiranim sa SHV-1, udio
CD4'CD8" T limfocita u proliferiranim limfocitima periferne krvi najbolje zasti¢enih svinja
bio je najveéi. Medutim, u tom istrazivanju nije u potpunosti utvrdena pozitivna korelacija
izmedu udjela navedene subpopulacije T limfocita i zaStite svinja od infekcije jer je
zastupljenost CD4'CD8" T limfocita u proliferiranim limfocitima svinja iz jedne od
nezaSti¢enih skupina takoder bila velika. Budu¢i da je navedenim skupinama svinja
primijenjeno cjepivo s adjuvansom, iako s razli¢itim oblikom antigena, autori su zakljucili da
su veliki udjeli subpopulacije kojoj fenotipski pripadaju memorijski pomoénicki T limfociti
posljedica ucinka adjuvansa, bez obzira da 1li je bio u kombinaciji s atenuiranim ili
inaktiviranim SHV-1. NaSe istrazivanje je pokazalo da jednokratna primjena atenuiranog
SHV-1 bez adjuvansa ne uzrokuje znac¢ajnu promjenu udjela CD4"CD8a” afT limfocita u T
limfocitima periferne krvi. Za razliku od naSeg, u navedenim istraZzivanjima je fenotip T
limfocita periferne krvi analiziran nakon veceg broja izlaganja svinja SHV-1, odnosno
jednokratno cijepljenje + jednokratna infekcija i jednokratno cijepljenje + trokratna infekcija
(DE BRUIN i sur., 2000b.) ili dvokratno cijepljenje + jednokratna infekcija (VAN ROOWJ i
sur., 2004.) i Sto je fenotip T limfocita periferne krvi cijepljenih i/ili inficiranih svinja
analiziran nakon specifi¢ne in vitro restimulacije. U istrazivanju DE BRUIN i sur. (1998.)
takoder nije utvrden ucinak jednokratnog cijepljena svinja sa SHV-1 na udio CD4'C8a" T
limfocita u ukupnim limfocitima periferne krvi, iako u tom istrazivanju nije jasno koliko dugo
nakon cijepljenja je fenotip T limfocita analiziran. Medutim, sli¢no kao u istrazivanju VAN
ROOIJ i sur. (2004.), u naSem istraZivanju je sedmog dana pokusa utvrden adjuvantni u¢inak
kombinacije inaktivirane bakterije P. granulosum i detoksificiranih LPS-a bakterije E. coli s
atenuiranim SHV-1 na udio CD4"C8a apT limfocita, ali u T limfocitima periferne krvi svinja
i bez in vitro manipulacije.

lako su in vitro istraZivanja pokazala porast udjela afT limfocita kojima fenotipski
pripadaju aktivirani i memorijski pomoéni¢ki T limfociti (CD4'CD8a’) podrijetlom iz
periferne krvi svinja viSekratno izlozenih SHV-1, ¢ini se da je u zastiti svinja od infekcije
znacajnija funkcionalna sposobnost tih limfocita od njihove zastupljenosti. Naime, dosadasnja
istraZzivanja su pokazala da klasi¢ni citotoksiéni T limfociti imaju znacajniju ulogu od
antivirusnih serumskih protutijela u zastiti svinja od infekcije virulentnim sojevima SHV-1.
Za razliku od CD4"CD8" T limfocita, VAN ROOIJ i sur. (2004.) su utvrdili pozitivnu
korelaciju izmedu subpopulacije kojoj fenotipski pripadaju klasi¢ni citotoksicni T limfociti
(CD4'CD8") i zastite svinja od infekcije svinja s virulentnim SHV-1. Udio CD4CD8" T

limfocita u in vitro proliferiranim limfocitima periferne krvi potpuno zasti¢enih svinja bio je
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statisticki znacajno veéi nego u proliferiranim limfocitima najslabije zasti¢enih svinja. In vitro
proliferirani limfociti periferne krvi svinja koje nisu bile potpuno zasti¢ene, ali u kojih su
vrudica 1 izlu€ivanje virusa u orofaringelanom sekretu trajali statisticki znacajno krace u
odnosu na najslabije zastiéene svinje, takoder su sadrzavali veéi udio CD4'CD8" T limfocita
nego proliferirani limfociti najslabije zasticenih svinja. Suprotno tome, u potpuno zasti¢enih
svinja nije utvrden porast serumskih protutijela koja neutraliziraju virus i serumskih
protutijela izotipa IgG1 1 IgG2 specifi¢nih za SHV-1 izmedu tre¢eg i sedmog dana nakon
infekcije, kao $to je utvrden u nezasti¢enih svinja. ZUCKERMANN i sur. (1998.) takoder
nisu utvrdili pozitivnu korelaciju izmedu titra protutijela i zastite od infekcije jer su svinje
koje su dvokratno i/m cijepljene s atenuiranim SHV-1 imale nizi titar serumskih protutijela
koja neutraliziraju virus nego svinje dvokratno cijepljene inaktiviranim SHV-1 ili
inaktiviranim SHV-1 s adjuvansom (IL-12), iako su bile bolje zasti¢ene nakon i/n infekcije
virulentnin sojem SHV-1 (ve¢i prirast). NaSe istraZzivanje je pokazalo da jednokratna primjena
atenuiranog SHV-1 bez adjuvansa ne uzrokuje znacajnu promjenu udjela CD4 CDS8a” apT
limfocita u T limfocitima periferne krvi, odnosno subpopulacije kojoj pripadaju klasi¢ni
citotoksi¢ni T limfociti. Dodatna razlika izmedu naSeg i istrazivanja VAN ROOIJ i sur.
(2004.) je i ta Sto su navedeni autori analizirali subpopulaciju kojoj fenotipski pouzdanije

pripadaju klasiéni citotoksi¢ni T limfociti (CD4 CD8a "™

). Medutim, sedmog dana nasSeg
pokusa kombinacija inaktivirane bakterije P. granulosum i detoksificiranih LPS-a bakterije E.
coli s atenuiranim SHV-1 nije uzrokovala adjuvantni uc¢inak samo na udio subpopulacije
CD4'CD8u’ apT limfocita, ve¢ i na udio CD4'CD8u’ afT limfocita, 3to je prema VAN
ROOLJ i sur. (2004.) pokazatelj viSeg stupnja zastitne imunosti. Suprotno nasem istrazivanju,
PAPPATERRA MENDOZA i sur. (2000.) nisu utvrdili sinergijski ucinak zajednicke i/m
primjene cjepiva s atenuiranim SHV-1 i kombinacije inaktivirane bakterije P. granulosum i
detoksificiranih LPS-a bakterije E.coli na limfocite periferne krvi svinja. Medutim, nalaze
naseg i istrazivanja PAPPATERRA MENDOZA i sur. (2000.) tesko je usporedivati zbog
nekoliko razlika. U naSem istrazivanju je kombinacija inaktivirane bakterije P. granulosum i
detoksificiranih LPS-a bakterije E. coli osim istog dana kada i cjepivo, primijenjena i tri dana
ranije, limfociti periferne krvi nisu analizirani nakon in vitro stimulacije te je analiziran
fenotip pojedinih populacija limfocita i subpopulacija T limfocita. S druge strane, iako je u
oba istrazivanja primijenjen isti cjepni soj SHV-1 (Bartha K-61), u naSem istrazivanju nije
pracen specifican odgovor limfocita na virus, dok je u istrazivanju PAPPATERRA
MENDOZA i sur. (2000.) analizirana proliferacija limfocita stimuliranih sa SHV-1.
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lako istrazivanje FACHINGER i sur. (2000a.) ukazuje na povecanu ekspresiju
molekule CD8a na CD4"CD8a T limfocitima iz periferne krvi svinja, in vitro stimuliranih s
virusom Parapoxvirus ovis, naSe istrazivanje nije potvrdilo isti nalaz bez in vitro
manipulacije. U naSem istraZzivanju dvokratna primjena inaktiviranog virusa Parapoxvirus
ovis nije uzrokovala znadajan porast udjela CD4"CD8a" afT limfocita, kao niti porast udjela
CD4CDS8a" afT limfocita u T limfocitima periferne krvi svinja. Dvokratna primjena
kombinacije inaktivirane bakterije P. granulosum i detoksificiranih LPS-a bakterije E. coli u
naSem istrazivanju takoder nije uzrokovala znacajne promjene udjela navedenih subpopulacija
u T limfocitima periferne krvi svinja. lako je primjena navedenog imunomodulatora sedmog
dana uzrokovala statisticki zna¢ajan porast udjela CD4CD8a" afT limfocita u T limfocitima
periferne krvi u odnosu na neke druge skupine, taj porast nije bio statisticki znac¢ajan u odnosu
na negativu kontrolnu skupinu. Medutim, primjena navedenog imunomodulatora je sedmog
dana uzrokovala veéi porast srednje vrijednosti udjela CD4"CDS8a” i CD4'CD8u’ apT
limfocita u T limfocitima periferne krvi od jednokratne primjene cjepiva i dvokratne primjene
inaktiviranog virusa Parapoxvirus ovis. To takoder ide u prilog adjuvantnom ucinku
kombinacije inaktivirane bakterije P. granulosum i detoksificiranih LPS-a bakterije E.coli s
cjepivom na udjele subpopulacija kojima fenotipski pripadaju aktivirani i memorijski
pomo¢nicki, odnosno klasi¢ni citotoksicni T limfociti, s obzirom da je navedeni ucinak
takoder utvrden sedmog dana.

Za razliku od zajednicke primjene cjepiva s drugim istrazivanim imunomodulatorom,
zajedni¢ka primjena cjepiva s inaktiviranim virusom Parapoxvirus ovis nije uzrokovala
znacajne promjene udjela CD4"CD8a” i CD4'CD8u” apT limfocita u T limfocitima periferne
krvi svinja niti jednog dana pokusa. Iako je istrazivanje TERZIC i sur. (2004.) pokazalo
sinergijski u¢inak i/m primjene inaktiviranog virusa Parapoxvirus ovis i drugog virusnog
cjepiva (gE2 virusa klasi¢ne svinjske kuge) na udjele leukocita periferne krvi koji
eksprimiraju molekulu CD4 ili molekulu CD8a, rezultate dobivene u tom i nasem istrazivanju
tesko je usporedivati obzirom da su TERZIC i sur. (2004.) analizirali zasebnu ekspresiju
pojedinog diferencijacijskog antigena leukocita. Poznato je da molekulu CD4 osim
pomoc¢nickih T limfocita mogu eksprimirati i plazmacitoidne dendriti¢ne stanice u perifernoj
krvi svinja, dok molekulu CD8a osim klasi¢nih citotoksi¢nih T limfocita mogu eksprimirati i
pomoc¢nicki T limfociti, y8T limfociti i NK stanice (PIRIOU-GUZYLACK i SALMON,
2008.; SINKORA i BUTLER, 2009.;: SUMMERFIELD i MCCULLOUGH, 2009.).

Budu¢i da vecina istrazivanja ukazuje da je ekspresija molekule CD8a na aktiviranim i

memorijskim pomoc¢ni¢kim T limfocitima pra¢ena i ekspresijom molekula SLA I
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(SAALMULLER i sur., 2002.; REVILLA i sur., 2005a.; GERNER i sur., 2006.), u nasem
istrazivanju takoder je pracena ekspresija molekule SLA-DR na CD4'CD8a” apT limfocitima
(CD3"CD16 TCR-y8 CD4"CDS8aSLA-DR™). Primjena cjepiva i/ili imunomodulatora u nasem
istrazivanju nije uzrokovala zna¢ajne promjene udjela CD4*CD8a"SLA-DR" of T limfocita u
T limfocitima periferne krvi svinja. lako je sedmog dana primjena kombinacije inaktivirane
bakterije P. granulosum i detoksificiranih LPS-a bakterije E. coli te zajednicka primjena
navedenog imunomodulatora s cjepivom uzrokovala statisticki znacajan porast udjela
navedene subpopulacije T limfocita u odnosu na neke druge skupine, taj porast nije bio
statisti¢ki znacajan u odnosu na negativu kontrolnu skupinu. VAN ROOIJ i sur. (2004.) su
istrazivali utjecaj CD4"C8"T limfocita na zastitu svinja od infekcije sa SHV-1. Medutim, na
navedenoj subpopulaciji T limfocita nije analizirana ekspresija dodatnih aktivacijskih biljega
(poput SLA-DR), osim molekule CD6 koju eksprimira veé¢ina affT limfocita periferne krvi
svinja (SAALMULLER i sur., 1994c.; PAULY i sur., 1996.), pa znacaj subpopulacije kojoj
pouzdanije pripadaju aktivirani i memorijski pomoc¢nicki T limfociti za zaStitu svinja od
infekcije sa SHV-1 nije potpuno jasan. lako je naS pokus traja0 samo osamnaest dana,
rezultati za CD4"CD8" ofT limfocite nisu u skladu s rezultatima ranijih istrazivanja koja su
pokazala da se udio navedene subpopulacije T limfocita u ukupnim limfocitima periferne krvi
povecava tijekom prve godine Zivota, vjerojatno zbog povecanja kontakata s razliCitim
antigenima iz okolisa (PESCOVITZ i sur.,, 1994a.; YANG i PARKHOUSE, 1996,
ZUCKERMANN i HUSMANN, 1996.). Za razliku od navedenih istraZzivanja, u nasem
istrazivanju je udio CD4"CD8" apT limfocita pra¢en u T limfocitima periferne krvi i u
kratkim vremenskim razmacima, te su rezultati stoga podlozniji ve¢im oscilacijama nego u
slu¢aju kada se prate s razmacima nekoliko tjedana ili mjeseci.

lIako veéina autora smatra da CD4'CDS8a” apT limfocitima pripadaju neaktivirani
pomo¢nicki T limfociti, istrazivanje ZUCKERMANN i HUSMANN (1996.) je pokazalo da i
navedena subpopulacija T limfocita proliferira nakon in vitro stimulacije PBMC-a sa SHV-1,
odnosno s istim antigenom s kojim su svinje cijepljene. Stoga su i u naSem istrazivanju
praéeni CD4"CDS8a” ofT limfociti (CD3"CD16 TCR-y5'CD4"CD8a’). Primjena cjepiva ifili
imunomodulatora nije uzrokovala znaCajne promjene udjela navedene subpopulacije T
limfocita u perifernoj krvi svinja. S obzirom da su se molekule SLA Il pokazale kao
aktivacijski biljeg za pomoc¢nicke T limfocite, u nasem istrazivanju je ekspresija molekule
SLA-DR analizirana i na CD4'CD8a afT limfocitima (CD3"CD16 TCR-y6 CD4'CD8a
SLA-DR"). lako su TALKER i sur. (2013.) utvrdili ekspresiju molekule SLA-DR samo na

CD4'CD8u" of T limfocitima u perifernoj krvi svinja tijekom prvih $est mjeseci Zivota, u
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naSem istrazivanju su CD4"CD8a’SLA-DR" afT limfociti utvrdeni ve¢ prvog dana pokusa.
Medutim, srednja vrijednost udjela navedene subpopulacije u T limfocitima periferne krvi
bila je vrlo mala u svim skupinama. Primjena cjepiva i/ili imunomodulatora u naSem
istrazivanju nije uzrokovala znacajne promjene udjela CD4"CD8u’SLA-DR" aBT limfocita u
T limfocitima periferne krvi svinja. lako je primjena kombinacije inaktivirane bakterije P.
granulosum i detoksificiranih LPS-a bakterije E. coli jedanaestog dana uzrokovala statisticki
znadajan pad udjela CD4"CD8a’SLA-DR" apT limfocita u odnosu na prvi dan, taj pad nije
bio statisti¢ki znacajan u odnosu na ostale skupine, ukljucujuci i negativu kontrolnu skupinu.
Dosadasnja istrazivanja su pokazala da klasi¢ni citotoksi¢ni T limfociti iz periferne
krvi svinja takoder mogu eksprimirati molekulu SLA-DR, odnosno aktivacijski biljeg
pomoc¢ni¢kih T limfocita. Medutim, svrha ekspresije molekule SLA-DR na klasi¢nim
citotoksicnim T limfocitima 1 na aktiviranim 1 memorijskim pomo¢ni¢kim T limfocitima nije
jasna (GERNER i sur., 2009.). Primjena cjepiva i/ili imunomodulatora u naSem istrazivanju
nije uzrokovala znacajne promjene udjela CD4 CD8a'SLA-DR" ofiT limfocita (CD3"CD16
TCR-y8CD4'CD8a’'SLA-DR") u T limfocitima periferne krvi svinja. Medutim, uloga ove
subpopulacije T limfocita, kao i uloga CD4'CD8a i CD4'CD8a’SLA-DR" afT limfocita, u
zastiti svinja od infekcije sa SHV-1 nije poznata, budu¢i da prema dostupnoj literaturi nije
istrazivana.
Iako je ovo istrazivanje pokazalo rani sinergijski u€inak zajednicke primjene cjepiva s
ateniuranim SHV-1 i kombinacije inaktivirane bakterije P. granulosum i detoksificiranih
LPS-a bakterije E. coli na stanice periferne krvi svinja kojima fenotipski pripadaju aktivirani i
memorijski pomoénicki te klasi¢ni citotoksicni T limfociti, specificnost navedenih
subpopulacija T limfocita za virus nije ispitana. Stoga su potrebna dodatna istrazivanja koja
¢e potvrditi adjuvantni u¢inak navedenog imunomodulatora s cjepivima protiv BA na virus

specifi¢nu imunost i zastitu svinja nakon infekcije virulentnim sojevima SHV-1.
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Dvokratna primjena imunomodulatora (kombinacija inaktivirane bakterije P. granulosum
i detoksificiranih LPS-a bakterije E. coli ili inaktivirani virus Parapoxvirus ovis) nije
pokazala znacajan ucinak na udjele T i B limfocita te NK stanica u limfocitima periferne

krvi.

Primjena cjepiva (atenuirani SHV-1, soj Bartha) jednokratno s ili bez imunomodulatora
nije pokazala znaCajan ucinak na udjele T 1 B limfocita te NK stanica u limfocitima

periferne krvi.

Jednokratna primjena cjepiva, dvokratna primjena oba imunomodulatora i zajednicka
primjena inaktiviranog virusa Parapoxvirus ovis s cjepivom nije pokazala znacajan u¢inak

na udjele subpopulacija ofT i y8T limfocita u T limfocitima periferne krvi.

Zajednicka primjena kombinacije inaktivirane bakterije P. granulosum i detoksificiranih
LPS-a bakterije E. coli s cjepivom je sedmi dan pokusa potaknula znacajan porast udjela
CD4"CD8a" i CD4CD8u" apT limfocita u T limfocitima periferne krvi, dok na udjele
ostalih subpopulacija afT limfocita, kao i na udjele subpopulacija ydT limfocita, nije

djelovala sinergijski.

Kombinacija inaktivirane bakterije P. granulosum i detoksificiranih LPS-a bakterije E.
coli je s atenuiranim SHV-1 pokazala adjuvantni u¢inak na subpopulacije afT limfocita
kojima prema dosadasnjim istrazivanjima pripadaju aktivirani i memorijski pomo¢énicki T
limfociti te klasi¢ni citotoksi¢ni T limfociti, od kojih su se zadnji pokazali vaznim za ranu

zastitu svinja od infekcije sa SHV-1.
Ovo istrazivanje ukazuje na opravdanost primjene kombinacije inaktivirane bakterije P.

granulosum i detoksificiranih LPS-a bakterije E. coli s cjepivom koje sadrZava atenuirani

SHV-1 zbog adjuvantnoga djelovanja ovog imunomodulatora.
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