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La 14 mai 1796 Edward Jener, un medic de tard englez din Gloucestershire,
administreazd primul vaccin din lume unui copil de opt ani, pe nume James Phipps care era
bolnav de variola si astfel s-a nascut primul vaccin uman si prima imunizare eficienta.

Prima descoperire majora a lui Pasteur in domeniul imunizarii a avut loc in anul 1879 si
este legatd de holera aviara, el observand ca prin pasaje repetate bacteriile isi pierd patogenitatea
si inoculand aceste culturi la pasari a creat imunitate contra bacteriei salbatice. Studiile ulteriore
dezvoltate de Pasteur in domeniul vaccinologiei s-au bazat pe acest principiu.

La ora actuala imunizarea se practicd la scard mondiald pentru o multitudine de maladii
prevenind anual 2,5 milioane de decese la toate grupele de varsta, insa tot se inregistreaza peste
1,3 milioane decese la nou-nascuti, mai ales in zonele sirace de pe Terra. In prezent, mai mult de
80 de vaccinuri candidate sunt in ultimele faze de studii clinice iar aproximativ 30 dintre acestea
sunt destinate sd confere protectie Impotriva bolilor importante pentru care nu exista inca un
vaccin inregistrat, cum ar fi febra Dengue sau malaria.

Rabia este o zoonoza grava, raspandita pe toate continentele cu exceptia Antarcticii, ea
fiind intalnita in peste 150 de tari si teritorii. In lume, mor anual din cauza rabiei mai mult de
55000 de persoane iar 40% dintre acestea sunt copii sub 15 ani. Sursa principala de boalad in 99%
din cazurile de rabie umana este cainele. Anual, peste 15 milioane de persoane primesc tratament
specific dupa ce au fost muscate iar acest lucru previne alte 327000 de decese.

De la Pasteur si pana in prezent tehnologiile de producere a vaccinurilor antirabice au
evoluat enorm odatd cu beneficiile oferite de dezvoltarea biotehnologiilor. Pentru imunizarea
antirabicd a animalelor domestice se utilizeaza vaccinuri inactivate. Aceste vaccinuri au grade
diferite de puritate si existd posibilitatea sd apard accidente postvaccinale de tip neurologic
provocate fie de prezenta particulei virale intregi, fie de inactivarea incompletd sau de adjuvantii

utilizati.
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Pentru a inldtura aceste neajunsuri s-au efectuat cercetdri si s-au testat vaccinuri
subunitare, ce nu utilizeaza particula virald Intreagad precum si vaccinuri ce utilizeaza doar
genomul viral sau vaccinuri recombinate. Toate aceste noi tipuri de vaccinuri s-au dovedit a fi,
cel putin la nivel de cercetare, o alternativa plauzibila la vaccinurile clasice.

Mai mult, pe fondul crizei economice globale care treneaza de ceva timp este nevoie de
vaccinuri care sa aiba un cost de productie cat mai redus dar care sa rezolve si vechile probleme
legate de accidentele postvaccinale. Pentru a realiza acest deziderat s-a recurs la producerea si
testarea de vaccinuri vectoriale obtinute prin tehnologia ADN-recombinant.

Adenovirusurile prezintd anumite proprietdti importante pentru Intrebuintarea lor in
terapie genicd, mai ales datoritd spectrului de gazda foarte larg, ele fiind capabile sa infecteze o
paleta larga de tipuri celulare, neintegrandu-se in genomul celulelor infectate. Din aceste motive
adenovirusurile au fost folosite pentru transferul genelor ,,in vivo”, au fost elaborati diversi
vectori adenovirali ce Incorporeaza diferite gene de interes (B-gal, OTC, citokine, etc.).

Adenovirusurile de origine animala sunt incapabile sd se propage in celulele umane pe
care au fost testate, descoperindu-se cd aceste tipuri de adenovirusuri nu sunt
transcomplementare, eliminandu-se astfel riscul de recombinare si de propagare ,,in vivo™.

Cel mai adesea, in cercetare, sunt utilizate trunchiurile standardizate de origine canina de
tip CAV-2, cum sunt Manhattan sau A26/61 (ATCC VR-800). in general, secventa de ADN
heterolog ce urmeaza a fi atasatda de CAV-2 poate fi reprezentatd de: gene ce codifica produsi
proteici, gene ce codificda o mutantd a unei proteine celulare, enzime, derivate sangvine,
limfocite, interleukine, factori de crestere, neurotransmitatori sau precursorii lor si diverse
peptide antigenice. Scopul principal este acela de a obtine compusi farmaceutici recombinati ce
pot fi formulati in vederea administrarii pe cale topica, orald sau parenterala.

In aceasta lucrare stiintificd sunt prezentate cercetiri ce au constat in oferirea unei
alternative la vaccinurile antirabice clasice si anume elaborarea si construirea unui vaccin
antirabic obtinut prin tehnologia ADN recombinant ce utilizeaza ca vector adenovirusul canin de
tip 2 iar ca si transgena de interes glicoproteina G a virusului rabic. Acest produs inovator a fost
testat la trei specii de animale domestice si anume la pisicile domestice, la suinele hibrid
Landrace-Marele Alb-Pietrain si la caii de renta iar rezultatele obtinute au fost incurajatoare.

Teza de doctorat cu titlul ,,Cercetdiri privind utilizarea vectorului adenoviral CAV-2 in
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imunoprofilaxia unor boli infectioase” se intinde pe 237 de pagini si conform normativelor
aflate 1n vigoare la ora actuald ea este constituitd din doud parti principale si anume: prima parte
intitulata ,,Stadiul actual al cunoasterii’ care cuprinde 48 de pagini, 10 tabele si sapte figuri si
partea a doua intitulata ,,Contributii personale”, extinsa pe 137 de pagini, 46 de tabele si 73 de
figuri.

wStadiul actual al cunoasterii” cuprinde trei capitole in care sunt expuse succint
informatii din literatura de specialitate cu referire la subiectul tezei de doctorat si care au fost
utilizate ulterior pentru interpretarea si compararea datelor obtinute in partea de ,,Contributii
personale’.

Primul capitol, intitulat ,,Aspecte bibliografice cu privire la adenovirusul canin de tip 2
(CAV-2)” este structurat in cinci subcapitole si sintetizeaza informatiile din literatura de
specialitate cu privire la structura capsidei adenovirusului de origine canind CAV-2, organizarea
genomului viral si metodele de relationare cu celula gazda. Acest capitol trateaza si utilizarea
CAV-2 ca vector in vaccinologie si terapie genica.

Capitolul intitulat ,,Virusul rabic si imunoprofilaxia rabiei la animale” trateazd in
primul sdu subcapitol etiologia rabiei, descriind aspecte legate de morfologia particulei virale,
compozitia chimica a acesteia, proteinele virale si organizarea genomului, dupd incadrarea
taxonomica conform Comitetului International de Taxonomie Virala (ICTV) din 2009. Ultimul
subcapitol trateazad imunoprofilaxia in rabie, cu pornire de la perioada de pionierat in imunizarea
rabica cand, in anul 1884, Pasteur impreuna cu E. Roux si Ch. Chamberland au dezvoltat primul
vaccin antirabic la animale, folosind o tulpina de virus rabic de vaca cu patogenitatea atenuata iar
imunoprofilaxia 1n rabie la om s-a nascut luni, 6 iulie 1885, atunci cand la Pasteur a venit un
copil de noua ani, din Alsacia, pe nume Joseph Meister care fusese muscat pe 4 iulie de un caine
turbat.

Apoi sunt sintetizate informatiile cu privire la imunizarea antirabicd In perioada
contemporand, Incepand cu primele generatii de vaccinuri preparate din tesut nervos de animal
adult, cele preparate pe oua embrionate sau pe tesut nervos de animal sugar, continudnd mai apoi
cu vaccinurile antirabice produse in culturi celulare si incheind cu a treia generatie de vaccinuri
antirabice constituitd din vaccinurile obtinute pe culturi celulare heteroploide de tipul liniei Vero.

Ultima parte a acestui subcapitol trateaza perspectivele actuale In imunizarea antirabicd, ce
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urmaresc producerea de vaccinuri la costuri reduse dar care sd nu mai provoace accidente
postvaccinale aga cum a fost cazul vaccinurilor ce utilizeaza particula virala intreaga.

Dupa ce in primele doua capitole au fost prezentate informatii bibliografice cu privire la
vectorul vaccinal (CAV-2) si gena de interes (glicoproteina G a virusului rabic), in capitolul III,
intitulat ,,7ehnologia ADN-recombinant”, este prezentatd tehnologia ce a fost uzitatd pentru
producerea unui vaccin antirabic vectorial. Pentru inceput au fost mentionate unele repere in
aceasta tehnologie dupa care au fost prezentate elementele utilizate si etapele dezvoltarii unui
produs prin aceasta tehnica.

Partea de ,,Contributii personale” debuteaza cu capitolul IV intitulat ,,Elaborarea si

construirea unui nou vaccin antirabic recombinant bazat pe vectorul adenoviral CAV-2". In
acest capitol s-a recurs la alegerea, productia si purificarea unor antigene recombinate cu
potential vaccinal impotriva rabiei, care au dus la construirea si productia de vectori adenovirali
de tip CAV-2, capabili sa exprime noile antigene imunogene.
Acest deziderat a fost realizat in mai multe etape distincte utilizand tehnici de biologie
moleculard caracteristice tehnologiei ADN recombinant. Initial s-a construit vectorul utilizand
clonajul molecular si s-a facut recombinarea omologa cu scopul de a obtine o plasmida care sa
contind vectorul adenoviral canin de tip CAV 2, ce are integrata transgenda de interes
(glicoproteina G rabicd/GFP), cu ajutorul kitului de transformare DHCa produs de Invitrogen.
Prin transfectie s-a reusit introducerea vectorul recombinat CAV-G pe linia celulara canina DK-
cré utilizand doud kituri de transfectie diferite si anume Lipofectamine de la Invitrogen si
jetPrime de la PolyPlus Transfection. Pentru fiecare kit de transfectie s-au utilizat doua
concentratii diferite de ADN ( 3pug si Spug) si s-a observat dupa 48-72 ore, utilizand microscopul
cu fluorescenta Olympus U-RFL-T, aparitia expresiei tranzitorii GFP. Dupa 48 de ore de la
transfectie, utilizdnd microscopul optic clasic, s-a putut observa aparifia efectului citopatic
caracteristic infectiilor adenovirale. Intre cele douid metode de transfectie utilizate nu s-au
remarcat diferente majore din punct de vedere al efectului citopatogen, insd diferente privind
intensitatea ECP au fost remarcate intre cele doud concentratii de ADN utilizate pentru
transfectie.

Consecutiv transfectiei liniei celulare canine DKcré, a fost caracterizat vectorul vaccinal

recombinant, dupa care s-a trecut la productia acestuia in sistem bioreactor.
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Dupa procesul de amplificare a vectorului recombinat CAV-G/GFP s-a recurs la
purificarea particulelor obtinute eliminidnd artefactele aparute si simultan s-a efectuat si o
verificare a stabilitatii vectorilor obtinuti utilizand metoda cu CsCl. Deoarece metoda de
purificare prezintd unele inconveniente, s-a efectuat dializa volumului de vector obtinut dupa
purificarea cu CsCl, cu ajutorul coloanele Amersham PD10 de la GE Healthcare si a fost
recuperatd o cantitate de 1,5 ml de virus CAV-G purificat si dializat.

Titrul particulelor infectioase aflate in suspensie in TCIDsgy,/ml a fost de 10 x 10%°1n
urma utilizarii formulei matematice elaborate in anul 1939 de citre Reed si Muench.In urma
titrarii prin intermediul RT PCR s-a stabilit c¢a 2 pl de virus reprezinti o concentratie de 10'%*
particule infectioase. Tinand cont de factorul de dilutie, de masa moleculard de 2,3 x 10’ Da a
adenovirusului si de faptul ca proteinele reprezinta 87% din masa totala a virusului CAV 2, s-a
obtinut la DO,¢¢ 0 concentratie de virus recombinat CAV-G de 1,1 x 1012, valoare ce corespunde
si tulpinii virale salbatice de CAV 2.

in capitolul V denumit ,,Testarea vaccinului antirabic ce utilizeazda vectorul viu CAV-2
replicativ §i non-replicativ la pisicile domestice” s-a efectuat o evaluare experimentald a
proprietatilor imunogene induse de glicoproteina G a virusului rabic la pisicile domestice si s-a
verificat intensitatea raspunsului dat de organismul animalelor supuse testarii la vectorului
inoculat (CAYV replicativ si non-replicativ).

In experiment s-au utilizat 20 de pisici domestice (11 masculi si noud femele ce au varste
cuprinse Intre un an si patru ani, avand o greutate corporald ce variaza de la un kilogram la patru
kilograme) care au fost repartizate in 10 grupe cu cate doua pisici/grup. Opt grupe de pisici au
fost vaccinate cu vectorul vaccinal CAV-G (grupele 1-4 au primit cite o dozd de CAV-G' in
concentratii de la 104TCID50/m1 la 107TCID50/m1 iar grupele 5-8 au primit cate o dozd de CAV-
G" in concentratii de la 10°TCIDsyml la 10°TCIDs¢/ml), grupul 9 (pisicilel7 si 18) au fost
imunizate cu vaccinul antirabic inactivat Nobivac Rabies de la Intervet iar ultimul grup (pisicile
19 51 20) nu au fost vaccinate antirabic (Control negativ). Dupa 200 de zile de la prima vaccinare
s-a recurs la revaccinarea pisicilor din primele opt grupuri (pisicile 1-16) folosind acelasi tip de
vaccin $i aceeasi posologie.

Rezultatele obtinute la examenul serologic utilizand testul ELISA Platelia Rabies II

dupa prima vaccinare antirabica au aratat ca la sfarsitul experimentului sunt protejate de virusul
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salbatic doar pisicile din grupurile vaccinate cu dozele cele mai mari de vector CAV-G replicativ
sau non-replicativ si anume pisicile 7 si 8 ce au primit o concentratie de 10’ TCIDs¢/ml CAV-G*
si pisicile 15 si 16 ce au primit o concentratie de vector de 10*TCIDsyiml CAV-G. Prin
comparatie, se observa ca raspunsul umoral specific in Sg este mai intens la grupul de pisici
domestice vaccinate cu produsul comercial Nobivac Rabies decat la grupele de feline domestice
vaccinate cu vectorul CAV-2.

Rezultatele obtinute la examenul serologic folosind testului ELISA anti-CAV-2 au
indicat titrurile cele mai crescute la animalele imunizate cu cele mai mari concentratii de vector
vaccinal, ceea ce aratd cd vectorul utilizat a ramas stabil dupd administrarea intramusculard la
felinele domestice.

In urma efectudrii testului de seroneutralizare virald pentru CAV-2, se observa un raspuns
mai puternic la pisicile vaccinate cu vector vaccinal defectiv pentru replicare iar una dintre
explicatii ar fi aceea legatd de concentratia mai mare de vector R® (10°TCIDs¢/ml comparativ cu
10"TCIDsy/ml).

Rezultatele obtinute dupa vaccinarea de rapel la 200 de zile au aratat ca, in ansamblu,
revaccinarea cu acelasi tip de vector vaccinal, respectand aceeasi posologie, duce la o imunizare
mai puternicd comparativ cu o singurd administrare §i poate reprezenta pe viitor o solutie viabild
in imunizarea antirabicd a felinelor domestice, rezultatele actuale fiind promitatoare.

In capitolul VI intitulat , Testarea vectorului adenoviral CAV-2 in imunoprofilaxia
rabiei la ecvine” s-a testat eficacitatea vaccinului antirabic obfinut prin tehnologia ADN
recombinat la ecvinele crescute in conditii proprii animalelor de renta.

In acest experiment s-au utilizat 11 ecvine (sase masculi si cinci femele) cu varste
cuprinse intre un an si 10 ani, ce au fost impartite in trei loturi: lotul I (caii 1-5) a primit vaccinul
recombinat replicativ antirabic CAV-G in doza de 4 ml, ce are o concentratie de 109TCID50/m1 si
care s-a administrat i.m. in doud puncte separate in musculatura cervicala, lotul II (calul 6) a
servit ca martor negativ in experiment iar lotul III (caii 7-11) a fost imunizat cu preparatul
comercial Nobivac Rabies de la Intervet. Probele s-au recoltat saptdmanal, timp de sapte
saptamani, dupa care ultima recoltare s-a efectuat in ziua 112 de la debutul experimentului.

In urma dozarii unor markeri biochimici (ASAT, ALAT, albumind serica, creatinina,

proteine totale) timp de 14 zile de la debutul experimentului, s-a constatat ca vectorul vaccinal
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CAV-G ce are o concentratie de 109TCID50/ml, odatda administrat intramuscular la ecvinele ce
au varste cuprinse intre 1-10 ani nu manifesta actiune citotoxica .

Conform rezultatelor obtinute Tn urma utilizarii testului ELISA Platelia Rabies II pe
probele de ser recoltate la 112 zile (S;s) de la administrarea celor doud tipuri de vaccinuri
antirabice, niciunul dintre animalele testate nu dezvoltd un raspuns umoral specific la un nivel
care sd-i asigure protectia impotriva virusului sdlbatic (0.5 U.I/nl) dar cu toate acestea se
observa cd ecvinele vaccinate cu preparatul imunologic CAV-G" au o ratid a seroconversiei
specifice mult mai ridicatd comparativ cu cele imunizate cu preparatul comercial Nobivac
Rabies.

O metoda complementara reactiei ELISA Platelia Rabies II usum veterinarum utilizata in
acest experiment a fost testul de seroneutralizare virald ce a fost efectuat in cadrul Laboratorului
de rabie si pentru fauna sdlbaticd de la Nancy (Franta), care este centru colaborator al
Organizatiei Mondiale a Sanatatii ce furnizeaza o expertiza stiinfifica asupra metodelor de
control in rabie la animale. Acest laborator este atat laborator national de referintd al Frantei
pentru rabie dar si laborator de referintd al OIE pentru rabie si participa activ la dezvoltarea si
standardizarea metodelor de diagnostic.

In cazul efectudrii testului de seroneutralizare virald se remarca aparitia unui nivel ce
asigurd protectie antirabica (0.5Ulml) inca din ziua 28 a experimentului dar care scade sub
limita de protectie la sfarsitul experimentului. Dacd se compara cele doud tipuri de vaccinuri
utilizate se poate remarca faptul ¢ grupul de cai ce a primit 10°TCIDsyiml de CAV-G dezvolta
un raspuns mai puternic comparativ cu grupul vaccinat cu produsul Nobivac Rabies, lucru
confirmat si in urma utilizarii testului ELISA Platelia.

Pentru a putea evalua activitatea efectorilor imunitatii celulare s-a recurs la o metoda
serologicd cantitativd ce deceleaza nivelul de IFNy din serul ecvinelor vaccinate antirabic
folosind cele douad tipuri de preparate imunologice, stiut fiind faptul ca IFNy sunt markeri ai
imunitatii celulare. Insa rezultatele au aratat ca nivelul seric de IFNy riméne constant pe durata
efectudrii cercetarilor, el variind in limite restranse de la 1 pg/inl pana la 1000 pg/ml. Asadar, se
poate afirma in urma experimentului de fatd ca nivelul de IFNy nu se modifica in urma inocularii
unui vaccin antirabic inactivat sau a unui vaccin obtinut prin tehnologia ADN recombinat si care

foloseste ca vector adenovirusul canin de tip 2 (CAV-2).
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S-a evaluat calitatea raspunsului specific umoral anti-CAV-2 utilizdnd testul de
seroneutralizare virald pentru a arata cinetica raspunsului anti-adenoviral care a fost dezvoltata
de lotul de ecvine vaccinat cu astfel de vector, confirmand sau infirmand eficacitatea unui astfel
de vector atunci cand el este utilizat la ecvine. Rezultatele obtinute au aratat o cinetica
ascendenta pentru anticorpii anti-CAV-2 incepand chiar cu ziua 14 post-administrare, ceea ce
demonstreaza faptul ca vectorul a patruns in organismul gazda la care a fost inoculat unde s-a
multiplicat si a transmis mesajul genetic, insa acesta din urma a fost de intensitate subliminala.

In urma cercetarilor efectuate in acest experiment, vaccinarea antirabica a cailor fie cu un
produs comercial aga cum e cazul preparatului Nobivac Rabies, fie cu vectorul vaccinal CAV-G
nu asigurd protectie contra virusului sdlbatic, in urma unei singure administrari, dar vectorul
CAV-2 poate fi utilizat cu succes in alte aplicatii biomedicale, dovada fiind titrurilor ridicate
obtinute la testul de virus-neutralizare.

Cea mai complexa cercetare din lucrarea de fatd este prezentatd in capitolul VII denumit
,» Testarea vectorului adenoviral CAV-2 in imunoprofilaxia rabiei la suine”, in care s-a verificat
imunogenitatea §i calitatea raspunsului imun umoral si celular in urma administrarii vectorului
adenoviral vaccinal CAV-2 ce exprima glicoproteina G a virusului rabic la suine.

In acest experiment s-au utilizat 11 purcei metisi Landrace-Marele Alb-Pietrain (sase
masculi §i cinci femele, in varsta de opt saptamani), care au fost impartiti in trei loturi si anume:
lotul I (porcii 1-5) a fost imunizat cu vaccin recombinat replicativ antirabic CAV-G in doza de 2
ml, avand o concentratie de IOSTCID5o/m1, ce a fost administrat i.m. in doua puncte separate in
muschii fesieri; lotul II (porcii 6-10) a fost imunizat cu vaccinul comercial antirabic inactivat
Nobivac Rabies in doza de 1 ml, avand o concentratie de 2 U.L./ml, ce a fost administrat i.m. in
muschii fesieri intr-un singur punct (T") iar lotul III (porcul 11) a fost folosit ca martor negativ.
Recoltarea probelor s-a facut saptamanal timp de 56 de zile (So-Ss).

In urma evaludrii si dozarii unor parametri clinici, hematologici si biochimici se poate
afirma cd administrarea pe cale intramusculara a 10*TCIDsyml de vector CAV-G la porcii hibrizi
Landrace-Marele Alb-Pietrain nu manifesta actiune citotoxica asupra acestora, aspect deosebit
de important in continuarea cercetarilor.

In prima parte a acestui capitol s-a efectuat o evaluare cantitativa a raspunsului antirabic

umoral prin intermediul testului ELISA Platelia Rabies II si a reactiei de seroneutralizare virala.

JFlesca Remus Zabriel - Jeza de doctorat 8



. (12 2]
Fe -
UNIUNEA EUROPEANA Fondul Social European Instrumente Structurale
ongu! Sectt Eurcoes ot e
UsSAMV
1ASI

Rezultatele furnizate de testul ELISA Platelia Rabies II au ardtat cd porcii care au fost vaccinati
antirabic cu ajutorul vaccinului recombinat replicativ au avut in Sg rata de seroconversie cea mai
ridicatd (2-4 U.l/ml), In timp ce porcii care au fost imunizati antirabic utilizdnd vaccinul
comercial inactivat au determinat in Sg un raspuns imun umoral specific nesatisfacator si
incomparabil mai mic (0,25-0,125 U.I/ml).

Rezultatele obtinute la testul de seroneutralizare efectuat in cadrul laboratorului de la Nancy
(Franta) au fost asemanatoare cu cele obtinute la testul ELISA Platelia Rabies II, doar cu o
amplitudine pufin mai redusd, seroneutralizarea fiind, totusi o metoda in care cuantificarea se
face mai precis decat la tehnica ELISA unde se uzeaza de valorile DOysg citite la sfarsitul
reactiei.

In continuare, pentru a identifica, cuantifica si interpreta anticorpii anti-CAV-2 s-a
utilizat testul de virus neutralizare care confera rezultate specifice si de o inaltd sensibilitate.
Intensitatea raspunsului umoral anti-CAV-2 este direct proportionald cu intensitatea nivelului
umoral antirabic, pe toatd durata experimentului.

Datoritd faptului cd vectorul CAV-2 este stabil si nu se dezintegreaza in organismul
gazda, apare un raspuns umoral specific din partea gazdei care duce la o sinteza de anticorpi
specifici pentru vector dar si pentru transgena de interes, ce asigura protectie antirabica la
animalele supuse testului. Faptul cd nu se deceleaza anticorpi anti-CAV-2 in serurile recoltate de
la grupul de porci vaccinat cu Nobivac Rabies sau de la martor ne indica faptul cd porcii supusi
experimentului nu sunt purtatori de adenovirus canin sau de alt tip de adenovirus care ar putea da
reactii Incrucisate.

In ultima parte a acestui capitol s-a efectuat o evaluare si cuantificare a raspunsului imun
mediat celular prin intermediul testului ELISpot si in urma utilizarii platformei Luminex.

Testul ELISpot a fost validat dupa raportarea la factorii intrinseci si s-a efectuat in ziua
14, 21, 28 si 42 a experimentului. De mentionat este faptul ca atunci cand se foloseste tehnica
ELISpot se utilizeazd niste stimulanti celulari care sunt compatibili cu structura antigenului
utilizat (vaccinul CAV-G si vaccinul inactivat Nobivac Rabies). Astfel, intre cele doud vaccinuri
existd o omologie la nivel de glicoproteina G care are aceeasi structurd antigenica, ea fiind
comuna ambelor produse utilizate. Stimulantii clasici Intr-un astfel de test sunt reprezentati de

peptidele antigenice specifice, insd din cauza faptului cd transgena de interes-glicoproteina G a
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virusului rabic este foarte lunga (~500 aa.) iar peptidele omoloage acesteia ar trebui sa fie foarte
multe, utilizarea acestora a fost aproape imposibila.

De asemenea, daca ne referim la epitopii imunologici, nu exista cercetari la porcii care au
fost utilizati in acest experiment (am utilizat porci proveniti de la o ingrasatorie si nu animale cu
origine cunoscuta din linii speciale, "pathogen free" sau consangvini de diferite grade). Daca ar
fi epitopi caracterizati la acest tip de porc atunci s-ar fi putut achizitiona peptide individuale
corespunzatoare acestuia, dar cum acestea nu exista atunci nu s-a realizat acest deziderat.

O alternativa la utilizarea de peptide 1n stimularea antigenica este utilizarea vectorului.
Odata animalul imunizat, celulele sale T vor recunoaste, consecutiv unei stimulari "in vitro”,
respectiv in testul ELISpot, antigenul initial.

In urma testirii prin metoda ELISpot, porcii hibrizi de Landrace-Marele Alb-Pietrain
supusi experimentului au dat rezultate satisfacatoare, ceea ce denotd o amplificare a nivelului de
IFNY, deci un raspuns din partea imunitatii specifice mediate celular.

La suine citokinele joacd un rol important in modularea proceselor fiziologice si
imunologice pentru mentinerea homeostaziei. In acest scop s-a recurs la dozarea unor citokine
prin intermediul tehnicii Luminex pentru a observa daca apar variatii ale acestor citokine dupa
administrarea celor doud vaccinuri sau daca cinetica acestor compusi diferd in functie de tipul de
vaccin administrat. Prin urmare, s-a efectuat dozajul IFNy, IL10, IL4, IL6 si IL8 utilizand serul
sangvin recoltat saptdmanal de la porcii supusi experimentului.

Daca se analizeaza in ansamblu nivelul de citokine la grupul de porci ce au fost inoculati
cu cate 2 ml de vector CAV-G, ce are o concentratie de 108TC1D50/ml, se observa ca pe durata
desfasuririi experimentului nivelul IFNy, IL10 si cel al IL4 se pastreaza relativ constant. in cazul
IL6 se observa un nivel crescut in ziua 0 dupa care acesta scade treptat ajungand la un nivel
constant in zilele 28 si 42 din experiment. Asemdnator in cazul IL8 se observa o crestere peste
medie 1n ziua 14 dupa care nivelul scade treptat.

Un nivel constant de citokine inregistrat la lotul de porci vaccinati cu vectorul CAV-G
este explicabil prin faptul cd mecanismul prin care se determina aparitia anticorpilor antirabici
specifici este diferit, vectorul patrunzand direct in celula gazda unde trimite mesajul genetic care
va genera sinteza de anticorpi.

Daca analizam nivelurile citokinelor la lotul de porci imunizat cu preparatul Nobivac pe
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toatd durata experimentului putem observa ca nivelul citokinelor dozate este mai crescut in ziua
14 comparativ cu restul perioadelor analizate.
Daca acest preparat imunogen ar fi determinat un raspuns antirabic puternic care sa asigure
protectie contra virusului salbatic, atunci cu sigurantd ca nivelurile de citokine ar fi fost mult mai
mari si cu o anumita tendinta clara, insa in lipsa instalarii unei imunitdti protectoare se constata
doar un nivel mai crescut la 14 zile post-administrare care mai apoi scade. Daca se compara
dozarea citokinelor cu raspunsul antirabic umoral atunci se observa aceeasi tendintd, cu un varf
slab, lipsit de amplitudine, in ziua 14 urmat de o evolutie descendentd pana la sfarsitul
experimentului.

Ca in orice lucrare cu caracter stiintific, ultimul capitol este cel de ,,Concluzii si
recomanddri” in care sunt prezentate sintetic un numar de 24 de concluzii si recomandari ce se

desprind din lucrarea de fata.

Cuvinte cheie: CAV-2, rabie, vaccin, ADN recombinant, imunitate
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