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Sazetak

U veterinarskoj medicini cjepiva imaju
presudnu ulogu u ocuvanju zdravlja
zivotinja. Napretkom znanosti djelatne

tvari u cjepivima nisu vise samo cijeli
mikroorganizmi (inaktivirani ili atenuirani),
ve¢ se razvijaju cjepiva koja sadrzavaju
dijelove mikroorganizama (rekombinirani
proteini ili sintetski peptidi) dobivena
razli¢itim naprednim tehnologijama. Na taj
je nacin osiguran daleko veca neskodljivosti
gepiva, a njegova imunogenost nastoji
posti¢i dodatkom adjuvansa. Uz adjuvanse u
obliku aluminijevih soli, a koji su u uporabi
ve¢ desetlijeéima i prvi po zastupljenosti
u veterinarskim cjepivima, znacajni su
i adjuvansi u obliku emulzija, a izmedu
ostalih i mineralna ulja. Negativna strana
primjene mineralnih ulja moze biti pojava
lokalne reakcije na mjestu primjene. Ovakve

Uvod

Adjuvansi su, uz djelatne tvari,
nuzni sastojci u inaktiviranim cjepivima
virusnog ili bakterijskog podrijetla,
a dodaju u cjepiva da bi se pojacao

promjene mogu u tovnih zZivotinja utjecati na
klaonicku vrijednost, a u izlozbenih zivotinja
prilikom natjecanja ili izlozbi na ocjenu.
Zbog navedenih lokalnih reakcija koje mogu
izazvati i otezane primjene zbog viskoznosti,
mineralna ulja nisu cesto koristeni adjuvans
u cjepivima namijenjenim ljudima i kuénim
ljubimcima, ve¢ se uglavnom koriste za
cijepljenje farmskih zivotinja. Razvojem novih
tehnologija u proizvodnji nastoji se umanjiti
negativan utjecaj na Zivotinje, kao i moguce
reakcije u osoba koje primjenjuju takva
cjepiva, stoga uputa za cjepivo koje sadrzava
mineralno ulje mora sadrzavati upozorenje
tijekom primjene o rizicima koji mogu nastati i
upute postupanja u slucaju reakcije.

Kljucne rijeci: mineralna ulja, inaktivirana
veterinarska cjepiva, adjuvansi

imunosni odgovor u cijepljenih Zivotinja
(Anonymous, 1998.). U novije vrijeme
se kao djelatne tvari umjesto cijelog
zivog ili inaktiviranog mikroorganizma
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Cesto koriste rekombinirani proteini ili
sintetski peptidi. Inaktivacija antigena,
kao i uporaba prociscenih subjedini¢nih
antigena, osigurava vecu sigurnost
giepiva, ali u nekim slucajevima
takva cjepiva poti¢u slabiji imunosni
odgovor od slicnih cjepiva koja
sadrzavaju atenuirane mikroorganizame
(Aucouturier i sur.,, 2001, Singh i
O’Hagan 2003., Heldens i sur., 2008.).
Izbor adjuvansa, osim o svojstvima i
specificnosti antigena te Zivotinjskoj
vrsti kojoj je cjepivo namijenjeno, ovisi i
o nacinu primjene te o tipu imunosti koji
je potrebno potaknuti (Spickler i Roth,
2003.).

Uporaba adjuvansa u veterinarskim
cjepivima  regulirana je  brojnim
smjernicama regulatornih tijela
te u Europskoj i u nacionalnim
farmakopejama. Najznacajnije smjernice,
propisi i vodic¢i su, uz farmakopeju i:

- Vodi¢ o uporabi adjuvansa u vete-
rinarskim cjepivima (Anonymous,
2018.),

- Direktiva 2001/82/EZ, (Anonymo-
us, 2001.),

- Uredba (EU) 2019/6 Europskog
parlamenta i Vije¢a od 11. prosinca
2018. o veterinarsko-medicinskim
proizvodima i stavljanju
Direktive 2001/82/EZ, izvan snage
(Anonymous, 2019.),

- Vodi¢ o adjuvansima u cjepivima
(Anonymous, 2004.),

- Uredba Komisije (EZ) br. 37/2010
od 22. 12. 2009. o farmakoloski
djelatnim  tvarima i njihovoj
Klasifikaciji ~u  odnosu na
dopustene koli¢ine rezidua u
hrani  Zivotinjskog  podrijetla
(Anonymous, 2009.),

- Vodic o sigurnosti primjene imu-
noloskih  veterinarsko-medicin-
skih proizvoda (Anonymous,
2007.),

- Monografia 0062  Europske
Farmakopeje: Cjepiva za primjenu
u veterini (Anonymous, 2020.a).

Najces¢i adjuvansi koji se nalaze u
sastavu veterinarskih cjepiva su alumi-
nijeve soli koje su u uporabi jo$ od tri-
desetih godina proslog stolje¢a. Od 1990.
godine do danas su sve ceSce u sastavu
cjepiva noviji adjuvansi, (Christensen,
2016.), izmedu ostalih i mineralna ulja.
Mineralna se ulja koriste u kombinaciji s
nereaktivnim antigenom (npr. procisce-
nim proteinima ili sintetskim peptidi-
ma) te prije svega u cjepivima za goveda,
male prezivace, perad i ribe i to u sluca-
jevima kada je nuzno posti¢i dugotrajni
imunosni odgovor, bez potrebe za docje-
pljivanjem (Aucouturier i sur., 2001.).
Zbog nezeljenih uc¢inaka, mineralna ulja
su rijetko u sastavu cjepiva namijenjenih
Jjudima i kuénim ljubimcima (Spickler
i Roth, 2003.). Njihova djelotvornost se
istrazuje u svrhu lijeCenja karcinoma,
malarije, AIDS-a i autoimunosnih bole-
sti namijenjenih ljudima te u cjepivima
koja su u fazi klinickih ispitivanja (Saul
i sur., 2005., Shah i sur., 2015., De Souza
Apostolico i sur., 2016.).

Bududi da se mineralna ulja koriste
ponajprije u veterinarskim cjepivima
te postoji opasnost prilikom njihove
primjene, svrha ovog preglednog
¢lanka je upoznati doktore veterinarske
medicine s prednostima i rizicima
koje nosi primjena takvih cjepiva te ih
potaknuti da pozorno prouce uputu o
veterinarsko-medicinskom  proizvodu,
osiguraju se od moguceg samoinjiciranja
ili nehoti¢nog injiciranja takvog cjepiva
pomocniku te ih uputiti o postupcima
koje moraju provesti u slucaju nezgode.

Pregledom sastava cjepiva odobrenih
u Republici Hrvatskoj, uoceno je da i
dalje vedina cjepiva sadrzava adjuvanse u
obliku aluminijevih soli, dok se mineralna
ulja koriste u pojedinim inaktiviranim
virusnim i bakterijskim cjepivima protiv
zaraznih bolesti svinja, goveda, peradi
i riba. Uglavnom su to inaktivirana
gjepiva koja sadrze mineralna ulja
kategoriziranih kao emulzije za injekciju
(Anonymous, 2020.b).
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Mineralna ulja - adjuvansi na

bazi emulzija

Mineralna ulja su po fizikalno kemij-
skim karakteristikama emulzije. Defini-
cija emulzije glasi: ,Disperzni sustavi,
sastavljeni od dviju tekudina (faza), li-
pofilne (npr. mineralno ulje) i hidrofilne
(npr. voda), koje se medusobno ne mijesa-
ju.” U sastavu emulzije je nuzan sastojak
surfaktant (emulgator), koji omogucuje
stabilnost disperzija navedenih tekuéina
(Pavlovi¢, 2019.). U sastavu cjepiva te faze
su voda (medij za antigen) i ulje (Acoun-
ter, 2001.). S obzirom na zastupljenost po-
jedine faze, emulzije se dijele na: emulzije
ulje/voda (engl. oil in water O/W); emul-
zije voda/ulje/voda; (engl. water/oil/water,
W/O/W) i emulzije voda/ulje (engl. water
in oil W/O).

Emulzije ulje/voda (engl. oil in water
O/W) sadrzavaju mikrokapljice ulja u
vodi, emulzije voda/ulje/voda (engl.
water/oil/water, W/O/W) sadrzavaju
mikrokapljice vode u ulju, dispergirano u
vodenoj fazi, a emulzije voda/ulje (engl.
water in 0il W/O) sadrzavaju mikrokapljice
vodene faze u ulju (Spickler i Roth, 2003.,
Shah i sur.,, 2015.). U ovu posljednju
skupinu svrstana su i mineralna ulja.

Emulzije su 1916. godine opisali
Lemoinic i Pinoy, ali Jules Freund je
sredinom 30-ih godina 20. stoljeca prvi
razvio koncept emulzije (Acounter,
2001.). Freund je razvio adjuvans
na principu vode u wulju, nazvan
Freundov kompletni adjuvans (engl.
Freund’ Complete Adjuvant, FCA), koji je
sadrzavao i inaktivirane mikobakterije,
kao dodatni imunomodulator (Vogel,
2000.). FCA sadrzava 85 do 90 % ulja
(mineralno ulje, skvalen ili skvalan), 10
do 15 % manidmonooleata emulgatora
(npr. Arlacel A) i 500 pg toplinom
inaktiviranih mikobakterija (najcesce
M. tuberculosis). Freudov kompletni
adjuvans je ,zlatni standard” kada se
radi o emulzijama voda/ulje koji potice
jak imunosni odgovor, ali je i vrlo
reaktivan te se danas ne koristi u praksi.
Nedugo nakon razvoja FCA razvijen je
i Freundov nepotpuni adjuvans (engl.
Freund'’s Incomplete Adjuvant, IFA), koji je
istog sastava, ali ne sadrzava inaktivirane
mikobakterije, a i manje je toksican
(Lindblad, 2000., Vogel, 2000., De Souza
Apostolico i sur., 2016.)

Na pocetku razvoja adjuvansa na
bazi emulzija nedostatci su im bili
nestabilnost emulzije i relativno velika

Tabela 1. Prednosti, nadin djelovanja i nedostatci mineralnih ulja (Aucouturier, 2001., Cox i Coulter,

1997., Spickler i Roth, 2003.)

Mineralna ulja
Nacin djelovanja Nedostatci

- Poticu jak i dugotrajan -
imunosni odgovor

- Isplativa su (manja
doza antigena, manja =
ucestalost primjene,
prikladno za cijepljenje -
farmskih Zivotinja)

limfocite

Stvaraju depoe (sporo -
otpustaju antigen s

mjesta primjene)

Induciraju citotoksicne -

Djeluju kao slab
imunomodulatori -

Pojava lokalnih reakcija,
Cesto dugotrajnih i
bolnih

u ljudi prilikom
samoinjiciranja i u
Zivotinja

Viskozne, teze se
injiciraju

- Ogranicena primjena u
cjepivima namijenjenim
judima ili kuénim
ljubimcima
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viskoznost. Jako viskozne emulzije
cesto su nakon primjene prouzrocile
izrazene lokalne reakcije nakon
primjene. Kasnije su nastale emulzije
koje su stabilnije i manje viskozne
(Dalsgaard i sur., 1990.).

Mineralna se ulja dugo zadrzavaju
na mjestu primjene, cak viSe od deset
mjeseci, a uglavnom ih uklone makrofagi.
Medutim, mogu se  djelomi¢no
metabolizirati u  masne  kiseline,
trigliceride, fosfolipide i sterole. Manji
dio mineralnih ulja tijekom 30 dana
nakon primjene nestaje s mjesta primjene
i tada se mogu nadi u jetri i masnim
tkivima u obliku fosfolipida i masnih
kiselina (Bollinger, 1970.).

Mehanizam djelovanja

mineralnih ulja

Mehanizam djelovanja adjuvansa
opcenito pa tako ni mineralnih ulja,
nije u potpunosti poznat. Bududi
da primjena cjepiva potice cijeli niz
odgovora organizma, tesko je odrediti
koji je prvi korak djelovanja adjuvansa
(Schijns, 2000., Singh i O’Hagan,
2003.). Mineralna ulja posreduju
izmedu antigena i imunosnog sustava
na jedan od sljedeé¢ih nacina (Cox i
Coulter, 1997., Biliau i Matthys, 2001.,
Spickler i Roth, 2003., Petrovsky i
Aguilar, 2004.):

- kao imunomodulatori: slabi su
imunomodulatori, slabo poti¢u
stanicni i humoralni imunosni
odgovor

- indukcijom citotoksic¢nih limfocita:
poti¢u citotoksicne T-limfocite
na odgovor, direktnim vezanjem
peptida na povrSinu stanice
(MHC-1)

- stvaranjem ,kratkotrajnih depoa”
koji usporavaju otpustanje
antigena s mjesta primjene, te se
na taj nadin izravno ukljucuju u
imunosni odgovor organizma te
poticu humoralnu imunost.

Mjere zastite prilikom
primjene cjepiva s mineralnim
uljima
Nezeljeni ucinci nakon primjene na
Zivotinjama

Primjena mineralnih ulja u cjepivima,
uz navedene prednosti na ucinkovitost
cjepiva, moze imati i Stetne posljedice,
a koje se najceS¢e ocituju lokalno na
mjestu primjene. U tovnih Zivotinja
lokalne reakcije nakon cijepljenja mogu
imati i negativan ekonomski ucinak
(npr. smanjena kvaliteta mesa) (Roth,
1999.). Vazno je uociti je li lokalna
reakcija nakon cijepljenja nastala kao
posljedica nestrucne primjene, odnosno
primjene koja nije u skladu s opisanim
u uputi o veterinarsko-medicinskom
proizvodu ili je prouzrocena mineralnim
uljem u ¢epivu. Osim reakcije na
adjuvans, moguca je pojava reakcije na
mjestu primjene prourocene drugim
¢imbenicima (unos mikroorganizama
kontaminiranom iglom, kontaminacija
gjepiva, reakcije preosjetljivosti, trauma
tkiva te krvarenje) (Heegaard i sur,
2011.).

Upozorenja za osobe koje primjenjuju
cjepiva s mineralnim uljima

U slucaju da osoba koja primjenjuje
¢jepivo zivotinji slucajno primjeni
cjepivo sebi ili pomoéniku moZze se
razviti dugotrajna lokalna reakcija.
Ukoliko je sadrzaj injiciran u tetivu
ili zglob, mineralna wulja stvaraju
pritisak na krvne zile i Zivce pa dolazi
do komplikacija u zahvacenoj regiji,
dok sadrzaj injiciran u meko tkivo,
moze izazvati upalnu reakciju koja
moze dovesti i do nekroze (O’Neill
i sur., 2005.a, Jennissen i sur., 2011.,
Meyer i sur., 2018.). Na mjestu
primjene karakteristiéne su kronicne
granulomatozne upalne reakcije uz
formiranje sterilnih apscesa, koje
mogu zahtijevati kirurSku obradu
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(da bi se uklonilo ulje) te primjenu
kortikosteroida (Jones, 1996.). Cak i
mala koli¢ina mineralnog ulja iz cjepiva
koje je ,,zarobljeno” u prostoru omotaca
fleksora moze prouzrociti kompresiju
na zile i Zivce zahvacdenog prsta (O’Neill
i sur., 2005.a). Rano poduzete mijere,
debridement i ispiranje tog podrudja te
dekompresija vjerojatno ¢e dati najbolji
rezultat. Medutim, nakon prvog
postupka potrebni su cesti pregledi
i ponavljanje navedenih postupaka
(O’Neill i sur., 2005.b).

Zbog mnavedenih rizika za svako
cjepivo koje sadrzava mineralno ulje
treba u uputi biti navedeno upozorenje
o posljedicama nehoti¢nog injiciranja
osobama koje cijepe ili pomazu prilikom
cijepljenja.

Vazno je napomenuti da je ponekad
u sazetku opisa svojstava proizvoda
(engl. Summary of Product Characteristics)
i u uputi o veterinarsko-medicinskom
proizvodu mineralno ulje navedeno
kao parafin, tekudi ili lagani tekudi
parafin, ponekad kao ,mineralno ulje”,
a ponekad je navedeno trzisno ime (npr.
Montanide ISA 25 VG, Seppic ISA 70 ulje)
(Anonymous, 2017.). U svakom slucaju,
upozorenje korisniku i lije¢niku mora biti
navedeno.

Tekst sazetka svojstava proizvoda,
oznacavanja (etikete) i upute o VMP-u za
gjepiva koja sadrzavaju mineralno ulje je
standardni tekst naveden u QRD-u (engl.
Quality Review of Documents veterinary
product), verzija 8.2,01/2021 (Anonymous,
2021.):

Upute korisniku

Ovaj veterinarsko-medicinski proi-
zvod sadrzi mineralno ulje. Nehoticna
injekcija/samo injiciranje moZe prouzro-
¢iti jaku bol i oticanje, narocito ako se
injicira u zglob prsta, a u rijetkim slucaje-
vima ukoliko nije pruzena hitna medicin-
ska pomoc¢ moze rezultirati gubitkom za-
hvacenog prsta. Ukoliko ste se nehoticno
injicirali ovim veterinarsko-medicinskim

proizvodom, potraZite hitnu medicinsku
pomog, cak ako je injicirana vrlo mala ko-
licina. Sa sobom ponesite uputu o VMP.
Ako bol potraje vise od 12 sati nakon li-
je¢nickog pregleda, ponovo potrazite po-
moc¢ lijecnika.

Upute lijecniku

Ovaj veterinarsko-medicinski pro-
izvod sadrzi mineralno ulje. U slucaju
nehoti¢nog injiciranja ovim proizvodom,
¢ak ako je injicirana i vrlo mala kolic¢ina,
moze prouzrociti intenzivno oticanje,
koje moze rezultirati ishemicnom ne-
krozom, a ¢ak i gubitkom prsta. HITNO
je potreban, strué¢ni kirurski pregled koji
moze zahtijevati preventivnu inciziju i
ispiranje injiciranog podrucdja, napose u
podrudju jagodice prsta ili tetiva.

Prema monografiji 0062 Europske
farmakopeje: Cjepiva za primjenu u
veterini (engl. Vaccines for veterinary use)
na etiketi cjepiva koje sadrzava mineralno
ulje mora biti navedeno upozorenje da je
u sluéaju samoinjiciranja nuzno potraziti
hitnu lije¢nicku pomo¢ (Anonymous,
2020.a).

Slika 1. Lokalna reakcija nakon samoinjiciranja
cjepiva za ribe koje sadrzava mineralno ulje (Aas
i Rg, 2019.)
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U uputi o VMP-u, u dijelu o
nuspojavama treba biti naveden i
detaljni opis moguce lokalne reakcije na
mineralno ulje. Ovaj dio upute ukljucuje
podatke o wucestalosti, ocekivanom
trajanju i mogudim reakcijama dobivenim
na temelju provedenih studija. To je
posebno vazno naglasiti kada se radi o
zivotinjama koje se uzgajaju za prehranu.
Lokalne reakcije na mineralno ulje su
bolne i dugotrajne (Edelman, 2002.).

Buducnost i alternative
primjeni mineralnih ulja

Alternativa  primjeni  mineralnih

ulja u ulozi adjuvansa u veterinarskim
¢jepivima je primjena veé postojecih ili
novih adjuvansa (Cox i Coulter, 1997.,
Spickler i Roth, 2003., Anonymous, 2004.,
Pavlovi¢, 2019.):

- drugih oblika adjuvansa na bazi
emulzija:

- ulje u vodi (O/W), koji je dobro
podnosljiv adjuvans, ali potice
kratkotrajnu imunost u odnosu
na emulziju tipa voda u ulju;

- voda/u ulju/u vodi (W/O/W)
po brzini otpustanja antigena je
izmedu ova dva tipa emulzije,
moze potaknuti i kratkotrajnu
i dugotrajnu imunost i manje
su Stetna od emulzija voda u
ulju (Marcy, 1997., Aucorturier
isur., 2001.)

- aluminijevih soli,

- saponina,

- imunostimulacijskih
(engl. Immune
complexes, ISCOMs),

- liposoma,

- nano i mikrocestica,

- citokina,

- deriviranih polisaharida,

- neionskih blok kopolimera,

- kombinacije viSe adjuvansa

kompleksa
stimulating

Razvojem novih tehnologija
u podrudju biomedicine te boljim

razumijevanjem imunosnih mehanizama
isvojstava antigena, postavljeni su temelji
za razvoj novih adjuvansa. UsavrSavanje
postoje¢ih i razvoj novih cjepiva vezan
je s paralelnim razvojem adjuvansa.
(Anonymous, 2004.).

Sve se viSe javlja potreba za razvojem
novih adjuvansa, koji ¢e biti ucinkovitiji,
a istovremeno i sigurniji za primjenu te
postali alternativa mineralnim uljima
i aluminijevim solima. To bi se moglo
posti¢i primjenom novih generacija
adjuvansa, koji bi se razlikovali po
sastavu, mehanizmu djelovanja i
nezeljenim ucdincima koje bi mogli
izazvati (Spickler i Roth, 2003.).

Osim navedenog, mogude je i
kombinirati dva ili vise adjuvansa
u cjepivu. Dodatkom imunosnih
potencijatora u adjuvansima na bazi
emulzije, moZe se potaknuti jaci
imunosni odgovor zasnovan na reakciji
T-stanica, Sto je trenutno u istrazivanju.
Ipak, prije primjene dodatnog adjuvansa
ili proizvodnje novog, treba razmotriti
primjenu ve¢ dobro poznatih adjuvansa
(Shah i sur., 2015.).

Zakljucak

Mineralna ulja u ulozi adjuvansa u
inaktiviranim cjepivima namijenjenim
farmskim  Zivotinjama  osiguravaju
dugotrajnu imunost te su takva cjepiva
ekonomski isplativa. Glavni nedostatak
mineralnih ulja je mogucnost pojave
lokalne  reakcije nakon  primjene
na zivotinjama, odnosno prilikom
nehoti¢nog samoinjiciranja osobe koja
primjenjuje cjepivo. Bolje razumijevanje
mehanizama  djelovanja  pojedinih
adjuvansa, ukljucujudi i mineralna ulja,
olaksati ¢e razvoj novih adjuvansa i novih
gjepiva.
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In veterinary medicine, vaccines play a
key role in the control of animal health. With
the advancement of science, vaccines contain
not only whole microorganisms (inactivated
or attenuated) as active substances, but
can also contain parts of microorganisms
(recombinant proteins or synthetic peptides)
obtained through a range of advanced
technologies. The addition of an adjuvant
enables a higher degree of vaccine safety,
while also achieving better immunogenicity.
Adjuvants in the form of aluminium salts are
the most common in veterinary vaccines, and
have been in use for decades. Other important
adjuvants are in the form of emulsions,
including mineral oils. The negative side of
using mineral oils may be the occurrence
of a local reaction at the administration

site. Such changes may affect the slaughter
value in fattening animals or competition or
exhibition standings in show animals. These
local reactions are often due to the viscosity
of the adjuvant, and accordingly, mineral oils
are not often used as an adjuvant in vaccines
intended for humans and pets, but are mainly
used for vaccination of farm animals. The
development of new production technologies
seeks to reduce the negative impacts on
animals, and the possible reactions in people
who use such vaccines. The package leaflet of
vaccines containing mineral oil must contain
a warning of the risks that may arise during
administration and instructions on how to act
in the event of an incident.

Key words: mineral oils; inactivated veterinary
vaccines; adjuvants
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