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Apstrakt

Prethodno testiranje nivoa neutraliSucih antirabi¢nih antitela u kucénih ljubimaca imunizo-
vanih protiv besnila, i to pasa, macaka i zivotinja iz familije kuna omoguéilo je znatnu
redukciju ili potpuno ukidanje karantiniranja zivotinja u medunarodnom prometu kao
veoma nepopularne mere prevencije prenosenja besnila preko drzavnih granica. Da bi
ovakvo testiranje dalo zadovoljavajuéi rezultat, potrebno je poznavati i po moguénosti
blagovremeno neutralisati faktore koji znacajno snizavaju specifi¢ni imunitet, odnosno
favorizovati faktore koji ga stimuliSu. Da bi se ovi faktori istrazili, jedan od najpouzdani-
jih metoda je analiza dostupnih podataka za veliki broj Zivotinja koje se podvrgavaju testi-
ranju antirabi¢nog imuniteta.

Na naSem uzorku od ukupno 6475 pasa ispitali smo uticaje pola, rase, uzrasta, broja priml-
jenih doza vakcine, kao i vremena proteklog od poslednje vakcinacije do momenta
uzorkovanja.

Potvrdeni su raniji nalazi drugih autora o znacajnom uticaju rase i uzrasta psa, zatim
ukupnog broja primljenih doza antirabi¢ne vakcine i vremenskog intervala izmedu posled-
nje vakcinacije i uzorkovanja za razvoj protektivnog antirabi¢nog imuniteta u pasa. Veoma
vazan je i izbor optimalnog vremena uzorkovanja, $to predstavlja vremenski interval do 2
meseca od poslednje vakcinacije.
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rabies, immunity, dogs
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UvoD

Praksa zaStite domacih Zivotinja od besnila, prven-
stveno pasa i macaka na teritoriji Srbije datira jo§ od
1927. godine kada se prvi put vrsi vakcinacija Zivotinja
protiv besnila vakcinom dr Hempta tzv. lipovakcina.
Ova vakcina predstavljala je uljani rastvor sa Zivim
atenuisanim virusom besnila, tzv. fiksnim virusom, a
kasnije se upotrebljavala klasicna Hemptova mrtva

ovakva pozitivna slika na terenu Uprava za veterinu je
zakonskim aktima uredila i propisala redovnu vakci-
naciju pasa inaktivisanom antirabi¢cnom vakcinom jed-
nom godisnje.

Posto besnilo jo§ uvek predstavlja ogroman prob-
lem javnog zdravlja u mnogim zemljama Sirom sveta s
jedne strane, i potrebe internacionalnog nekomerci-
jalnog prometa Zivotinja, a narocito uvoza kucnih lju-
bimaca koji nazalost i znacajno povecdava rizik

vakcina. Ve¢ od 1947. godine uvodi se obavezna pre-
ventivna vakcinacija pasa protiv besnila, dok 1958.
godine nije viSe bilo ni jednog slucaja besnila kod
pasa. Potom je bilo prijavljeno pojedinacnih slucajeva
besnila kod pasa, ali prakticno od 1958. godine u
Vojvodini nema besnila koje se Sirilo sa psa na psa, dok
je u drugim oblastima bivse SFRJ urbano besnilo eli-

minisano pod¢etkom 1980-tih(1-3). Da bi se odrzala
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prenoSenja besnila u zemlje u koje se Zivotinje uvoze s
druge strane, bilo je potrebno osnivanje karantina za
zivotinje koje se uvoze, a sa razvojem standarnih vete-
rinarskih procedura unutar Evropske Unije (EU) ova
mera ostala je obavezna uglavnom kod uvoza iz zema-
lja van EU. Ipak, i kao takva pokazala se veoma prob-
lemati¢nom i neprakticnom prvenstveno zbog dugog
perioda karantina koji je velikim delom obesmisljavao




268

MD MEDICAL DATA / Vol.4 NO 3 / Septembar-Septembre 2012.

internacionalni promet pasa i macaka za krade vre-
menske intervale. Imajuéi u vidu eksprimentalne
nalaze i epidemioloska ispitivanja o korelaciji nivoa
neutraliSucih antirabijskih antitela i zastite Zivotinja od
infekcije besnilom(®), legislativa EU je izmenjena, tako
da je karantin kao obavezna mera uglavnom ukinut, a
kao zamena za njega uvedeno je testiranje prethodno
imunizovanih kuénih ljubimaca, i to pasa, macaka i
zivotinja iz familije kuna na antirabi¢na antitela
testovima FAVN (Fluorescent Antibody Virus
Neutralization) ili RFFIT (Rapid Fluorescent Focus
Inhibition Test)(®). Od 2006. godine u Pasterovom
zavodu u Novom Sadu u Laboratoriji za seroloSku
dijagnostiku radi se seroloski test FAVN)(©), kojim se
znatno skracuje ili u potpunosti ukida period karantina
u zemljama EU, na Havajima, Japanu, Australiji,
Novom Zelandu i u Ujedinjenom Kraljevstvu.

Seroloski test virusne neutralizacije je vrlo osetljiv
1 visoko specifi¢an za vakcinalna antitela protiv besni-
la u animalnim serumima. Prisustvo ovih antitela u
dovoljnoj meri (0.50 1J/ml) potvrduje efikasnu zastitu
zivotinja koje su prethodno vakcinisane inaktivisanom
antirabi¢nom vakcinom. Na visinu titra antitela u seru-
mu zivotinja mogu da uticu razni faktori kao $to su
opste fizicko stanje Zivotinje, rasa, uzrast u momentu
imunizacije, vreme proteklo od primanja poslednje
doze antirabi¢ne vakcine, kao i ukupni broj primljenih
doza vakcine do momenta uzorkovanja(7-1D),

S obzirom na relativno veliki broj ispitanih seruma
pasa koji su dostavljeni sa odgovaraju¢om propratnom
dokumentacijom u kojoj su naznaceni i podaci koji se
odnose na faktore od moguceg znatnog uticaja na visi-
nu antirabi¢nog imuniteta, preduzeli smo retrospek-
tivnu studiju o uticaju ovih faktora na antirabi¢ni imu-
nitet u pasa i dobijene rezultate komparirali sa iskustvi-
ma drugih autora.

MATERIJAL I METODE

Faktori koji uticu na imuni odgovor pasa na inak-
tivisanu vakcinu protiv besnila analizirani su u formi
retrospektivne obrade podataka koji se odnose na
uzorke testirane u Laboratoriji za serolosku dijagnos-
tiku Pasterovog zavoda u Novom Sadu u periodu od
januara 2006. do jula 2012. godine.

2.1. Uzorci i testiranje uzoraka

Uzorke za ispitivanje sadrzaja antirabi¢nih antitela
predstavljali su inaktivisani serumi pasa transportovani
u laboratoriju u periodu do 4 dana od momenta uzi-
manja krvi, bez dodatka antikoagulansa. Vadenje krvi,
izdvajanje seruma i njihova inaktivacija vrSena je u
veterinarskim ambulantama na teritoriji Republike
Srbije, a izuzetno i od strane veterinarske sluzbe sused-
nih zemalja.

U cilju ispitivanja sadrzaja neutraliSucih antitela na
besnilo koriscen je fluorescentni test na neutraliSuca
antitela na besnilo - fluorescent antibody virus neu-
tralization (FAVN) test (©),

2.2. Podaci o ispitivanim Zivotinjama i

njihovom vakcinalnom statusu

Zajedno sa uzorkom veterinarske ambulante su sla-
le i formular sa podacima o polu psa, zatim rasi, datu-
mu rodenja, datumu primanja poslednje doze antira-
bi¢ne vakcine, datumu uzorkovanja, kao i o ukupnom
broju primljenih doza vakcine do momenta uzorkovan-
ja. Za obradu su uzeti svi formulari za posmatrani peri-
od, i to ukupno 6475. Svaki navedeni faktor je zatim
podvrgnut statistickoj obradi kako bi se utvrdio znacaj
svakog od njih za uspes$nost preventivne imunizacije
pasa protiv besnila

2.3. Statisticka obrada rezultata

Prema rezulatima testa svi ispitani uzorci su pode-
ljeni na grupu sa nivoom antitela manjim od 0.5 1J/ml
(nezadovoljavajuéi rezultat) i na grupu sa rezultatom
0.5 1J/ml (zadovoljavajuci rezultat). Na isti nacin su
deljene i grupe uzoraka prema polu, rasi, uzrastu, broju
primljenih doza vakcine, i vremenu proteklom od
poslednje vakcinacije do uzorkovanja, pri ¢emu su
grupe pasa kod kojih u odgovarajué¢im formularima
posmatrana svojstva nisu navedena oznacene sa
,nepoznato”. Za svaku grupu sa bar 30 uzoraka odre-
dena je odgovarajuca proporcija nezadovoljavajuéih
rezultata i izraZzena procentualno, a statistiCka sig-
nifikantnost na nivou P = 0.05 odredena je FiSerovim
egzaktnim testom(12) kao obostrana P vrednost.

REZULTATI

3.1. Imuni odgovor prema polu

Rezultati su prikazani u Tabeli 1.

Tabela 1
Imuni odgovor prema polu psa.

2) BROJ (3) UKUPNO] (4) (5) FISEROV
(1) POL | REZULTATA | REZULTATA [ PROCENTUALNI | TEST
<0.5 1J/ml ODNOS (2)/(3) | (OBOSTRANA P
VREDNOST)
MUZJACT | 340 3126 10.9 0.084
KUJE 316 3317 9.5 0.071
* p<0.05

Oba pola imala su priblizno isti procenat nedo-
voljnog nivoa antitela, i to muzjaci 10.9% (340 od
3126) a kuje nesto manje, 9.5% (316 od 3317). Razlike
u odnosu na opsti procenat za vrstu od 10.2 % (660 od
6475) nisu signifikantne u FiSerovom testu (P = 0.084
za muzjake, a P =0.071 za kuje).
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3.2. Imuni odgovor prema rasi

Tabela 2

Imuni odgovor prema rasi psa

(1) RASA (2) BROJ (3) UKUPNO (4) PROCENTUALNI (5) FISEROV TEST
REZULTATA REZULTATA ODNOS (2)/(3) (OBOSTRANA
<0.5 1J/ml P VREDNOST)

DOBERMAN 16 88 18.2 0.020%*

AMERICKI STAFORD 11 45 24.4 0.004*

TERIJER

BIGL 7 39 17.9 0.111

BISON 20 139 14.4 0.117

CIVAVA 7 78 9.0 0.852

DOGA 5 30 16.7 0.224

JAZAVICAR 1 41 2.4 0.120

JORKSIRSKI TERIJER 5 55 9.1 1.000

KOKER SPANIJEL 4 68 5.9 0.313

LABRADOR RETRIVER | 20 106 18.9 0.005*

MALTEZER 16 243 6.6 0.065

MESANAC 192 2595 7.4 0.106 E-10*

MOPS 10 42 23.8 0.008*

NEMACKI BOKSER 10 41 24.4 0.007*

NEMACKI PTICAR 6 61 9.8 1.000

NEMACKI OVCAR 20 184 10.9 0.711

PATULJASTA PUDLA 1 91 1.1 0.001*

PATULJASTI SNAUCER 6 53 11.3 0.818

PEKINEZR 7 113 6.2 0.207

PINC 4 52 7.7 0.817

PTICAR 6 47 12.8 0.473

PUDLA 23 241 9.5 0.828

ROTVAJLER 31 159 19.5 0.004*

SAR-PEJ 4 34 11.8 0.773

SIcu 4 67 6.0 0.313

SNAUCER 4 53 7.5 0.653

TERIJER 28 303 9.2 0.628

TOJ PUDLA 1 34 2.9 0.251

ZLATNI RETRIVER 30 223 13.4 0.114

* p<0.05 delom zavisna i od genetske osnove rase. Tako na

Od ukupno 29 ispitanih rasa uklju¢ujuci i meSanu
rasu, 6 rasa je imalo znacajno veci procenat nezadovol-
javajuéeg imunog odgovora, i to dobermani, americki
staford terijeri, labrador retriveri, mopsi, nemacki bok-
seri, 1 rotvajleri, dok je znacajno bolji imunitet detek-
tovan kod meSanaca i patuljastih pudli. Ovakvi rezul-
tati uglavnom predstavljaju refleksiju veliCina rasa,
posto je doziranje vakcine kod vakcinacije fiksno, pa je
relativna doza u odnosu na telesnu tezinu veca kod
manjih rasa, ali se ne svodi samo na ovaj faktor, veé je
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primer, za nemacke ovcare procenat adekvatne reakci-
je na vakcinu protiv besnila je skoro identi¢an opStem
proseku (89.1 % prema 89.8%, pri ¢emu razlika nije
signifikantna (P = 0.711).
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3.3. Imuni odgovor prema uzrastu

Tabela 3

Imuni odgovor prema uzrastu psa u momentu poslednje vakcinacije protiv besnila

(1) UZRAST (MESECI) (2) BROJ (3) UKUPNO (4) PROCENTUALNI (5) FISEROV TEST
REZULTATA REZULTATA ODNOS (2)/(3) (OBOSTRANA
<0.5 IJ/ml P VREDNOST)

NEPOZNAT 14 205 6.8 0.126

3 ILI MANIJE 22 98 22.4 2.917 E-4*

3-6 234 1221 19.2 1.744 E-35%*

6-12 161 1084 14.8 1.104 E-7*

12-24 96 1238 7.7 0.001*

24-36 47 715 6.6 4.920 E-4*

36-48 27 504 54 8.374 E-5*

48-60 20 327 6.1 0.011*

60-72 16 271 5.9 0.014%*

72-84 8 225 3.5 2.845 E-4*

84-96 4 165 2.4 2.074 E-4*

96-108 4 134 3.0 0.003*

108-120 3 84 3.6 0.044*

120-132 3 85 3.5 0.044*

132-144 0 47 0 0.013%*

144-156 0 36 0 0.046*

VISE OD 156 1 36 2.8 0.173

* p<0.05

Postignuti imunitet bio je znatno slabiji u pasa
starosti do 12 meseci u vreme poslednje vakcinacije,
dok je imunitet u starijih pasa bio znacajno bolji od

razvoja reaktivnosti imunog sistema pasa tokom
zivota, cemu su prilagodene i preporuke za kalendar
preventivne imunizacije pasa.

prosec¢nog nivoa. Ovi podaci su u skladu sa dinamikom

3.4. Imuni odgovor prema broju primljenih doza

Tabela 4
Imuni odgovor prema broju primljenih doza antirabi¢ne vakcine
(1) UKUPAN BROJ (2) BROJ REZULTATA | (3) UKUPNO | (4) PROCENTUALNI (5) FISEROV TEST
PRIMLJENIH DOZA | <0.5 1J/ml REZULTATA | ODNOS (2)/(3) (OBOSTRANA P
ARV VREDNOST)
NEPOZNAT 9 74 12.2 0.560
1 523 3085 16.9 9.038 E-69*
2 97 2066 4.7 2.333 E-26*
3 ILI VISE 31 1250 2.5 4.137 E-30*
* p<0.05 Jacina antirabi¢nog imuniteta, kao Sto se i ocekivalo,

direktno je srazmerna broju primljenih doza, pri cemu je
kod pasa koji su primili samo jednu dozu procenat
rezultata ispod 0.5 1J/ml znacajno veci (16.9%, P =
9.038 E-69!), a kod onih koji su dobili 2 ili vise doza
znacajno manji od opSteg proseka od 10.2%, i to posle
2 doze 4.7%, a posle 3 ili vise doza 2.5 %.
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3.5. Imuni odgovor prema uzrastu u pasa sa ukupno jednom primljenom dozom

Tabela 5

Imuni odgovor prema uzrastu pasa koji su primili ukupno samo jednu dozu antirabi¢ne vakcine

(1)UZRAST (2) BROJ REZULTATA | (3) UKUPNO | (4) PROCENTUALNI | (5) FISEROV TEST

(MESECI) <0.5 IJ/m REZULTATA | ODNOS (2)/(3) (OBOSTRANA P
VREDNOST)

NEPOZNAT 10 58 17.2 0.08

3 ILI MANJE 21 82 25.6 4.914 E-5*

3-6 219 1067 20.5 4.138 E-29%

6-12 143 763 18.7 2.161 E-14%*

12-24 58 475 12.2 0.134

24-36 31 226 13.7 0.092

36-48 17 132 12.9 0.307

48-60 12 69 17.4 0.069

60-72 5 66 7.6 0.681

72-84 3 38 7.9 1.000

84-96 2 42 4.8 0.314

VISE OD 96 3 68 4.4 0.155

* p<0.05

S obzirom da sa uzrastom obi¢no raste i ukupan
broj primljenih doza, oCigledno je da ovaj poslednji
faktor moZze biti delimi¢no ili u potpunosti odgovoran
za uocCeni efekat uzrasta na postignuti nivo imuniteta.
Da bismo utvrdili ¢ist efekat uzrasta zivotinje na imu-
nitet, posmatrali smo imuni odgovor u gore navedenim
uzrasnim grupama pasa koji su primili ukupno samo
jednu dozu antirabi¢ne vakcine.

Efekat uzrasta je u osnovi isti kao i u osnovnoj
grupi prikazanoj u Tabeli 3, §to znaci da su psi starosti
preko 12 meseci znatno bolje reagovali na vakcinaciju
od mladih pasa. Prema tome, uzrast kao samostalni
faktor znacajno je uslovio kompetentnost imunog sis-
tema pasa na naSem uzorku.

3.6. Imuni odgovor prema vremenu proteklom od poslednje vakcinacije protiv besnila

Tabela 6
Imuni odgovor prema vremenu proteklom od poslednje vakcinacije
(1) VREME OD (2) BROJ REZULTATA | (3) UKUPNO | (4) PROCENTUALNI | (5) FISEROV TEST
POSLEDNIJE DOZE | <0.5 1J/ml REZULTATA ODNOS (2)/(3) (OBOSTRANA P
ARV (MESECI) VREDNOST)
NEPOZNATO 13 114 11.4 0.639
VISE OD JEDNOG 6 567 1.1 5.564 E-20*
1-2 171 2814 6.1 1.203 E-22*
2-3 127 852 14.9 3.462 E-6*
3-4 78 425 18.3 1.204 E-7*
4-5 55 349 15.8 9.756 E-4*
5-6 55 315 17.5 5.095 E-5*
6-7 51 253 20.2 1.230 E-6*
VISE OD 7 102 786 13.0 0.008*
* p<0.05

Ukoliko je vreme proteklo od poslednje vakcinaci-
je manje od 2 meseca, uspe$nost vakcinacije je pove-
¢ana, a ako je period duzi, ispitani imunitet je slabiji u
odnosu na prosek. Tako se na primer udeo nezadovo-
ljavajuéih rezultata od intervala 1-2 meseca do perioda

3-4 meseca utrostrucuje, i to sa 6.1% do 18.3%, uz
visoku stastisticku znacajnost. Ovaj odnos predstavlja
jasan indikator za optimalno vreme uzorkovanja za
testiranje postignutog imuniteta u odnosu na momenat
poslednje vakcinacije Zivotinje.

Vujin D. et al. MD-Medical Data 2012;4(3): 267-272



272

MD MEDICAL DATA / Vol.4 NO 3 / Septembar-Septembre 2012.

DISKUSIJA

Na naSem uzorku koji je po veli¢ini bio komparabi-
lan sa onima kod sli¢nih istrazivanja drugih autora
potvrdili smo nalaze autora Mansfield i sar.(7), Bern-
dtsson-a i sar.(9) i Jakel-a i sar.(10) da pol Zivotinje ne
uti¢e bitno na formiranje antirabi¢nog imuniteta.

Kada je u pitanju uticaj rase, generalno su pot-
vrdene opservacije Kennedy-a i sar.(8) | kao i drugih
studija da je intenzitet vakcinalnog imunog statusa obr-
nuto srazmeran veli¢ini rase, mada su i u pomenutom
radu kao i u nasem uzorku nadene rase koje odstupaju
od ovog pravila, §to bi govorilo u prilog interferiraju-
¢em uticaju genetske osnove kod ovih rasa na imuni
odgovor. Ovakav nalaz je najverovatnije logi¢na
posledica Cinjenice da se kod doziranja vakcine pri-
likom vakcinacije odstupa od generalnog pravila dozi-
ranja lekova prema telesnoj teZini pacijenta, vec se
daje unapred odredena fiksna doza.

Uticaj uzrasta na imunitet poklapa se sa nalazima
ranijih istrazivanja, tako da psi starosti do 12 meseci
imaju znatno loSiji imuni odgovor u odnosu na starije
pse, Sto se tumaci nepotpunim razvojem specificnog
sistema imuniteta do pomenutog uzrasta. Uticaj uzras-

ta je u osnovi nezavisan od broja ranije primljenih doza
vakcine, tako da su preporuke o minimalnom uzrastu
od 1 godine da bi se pas podvrgao vakcinaciji protiv
besnila potpuno opravdane.

Konac¢no, period od 1 do 2 meseca posle poslednje
primljene doze vakcine pokazao se optimalnim kao
vreme uzorkovanja seruma psa radi kontrole post-
vakcinalnog imuniteta, Sto se poklapa i sa nalazima
drugih autora.

ZAKLJUCAK

Nasi rezultati potvduju ranije nalaze o znacajnom
uticaju rase i uzrasta psa, zatim ukupnog broja prim-
ljenih doza antirabi¢ne vakcine i vremenskog intervala
izmedu poslednje vakcinacije i uzorkovanja za test
imuniteta. Istovremeno uticaj rase se prikazuje kao
sloZena interakcija veli¢ine rase sa genetskom podlo-
gom iste. Za optimalne rezultate testa antirabi¢nog
imuniteta u pasa osim bioloskih faktora neophodan je i
izbor optimalnog vremena uzorkovanja, Sto predstavlja
vremenski interval do 2 meseca od vakcinacije.

Abstract

Previous testing of rabies virus neutralizing antibodies in pets, specifically dogs, cats and
animals of mustelidae family immunized against rabies enabled significant reduction or
even total ban of carantine for animals in international transport as a very unpopular pro-
cedure for prevention of rabies spread over international borders. For the satisfying result
of immunity testing, one should recognize and if feasible timely neutralize factors that
lower specific immunity significantly, and favorize factors that enhance it. For examina-
tion of these factors, analysis of data for large number of animals that undergo immunity
testing is one of the most reliable methods.

We have examined the influences of sex, breed, age, number of vaccine doses received,
and also the interval between last vaccination and blood sampling for immunity testing.
We have confirmed earlier findings of other authors about significant influence of breed,
age, total numer of vaccine doses and the interval between last vaccination and sampling.
Of special importance is the choice of the optimal sampling time, that is the interval up to

2 months from last vaccination.
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