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LABORATORIJSKA DIJAGNOSTIKA 
PREGLEDOM KRVNIH SERUMA

DANKA MASLIĆ - STRIŽAK1 2, LJILJANA SPALEVIĆ1 , RADMILA RESANOVIĆ3

Kratki sadržaj

Utvrđivanje postojanja antitela u serumima, koje ptice proizvode kao odgovor 
na vakcinacije ili na infekcije raznim antigenima rade se različitim laborato-

rijskim metodama. Metode za ispitivanje mogu biti kvantitativne i kvalitativne, 
a izbor metode zavisi i od cilja koji želimo postići utvrđujući postojanje antitela. 

U radu su prikazane laboratorijske metode koje se najčešće koriste u našim 
laboratorijama sa ciljem da se utvrdi postojanje infekcije, provjeri rezultat pro-
vedenih vakcinacija kod različitih kategorija živine ili odredi vrijeme vakcinacije 
kako bi primjenjena vakcina dala najbolji rezultat.

Ključne riječi: serologija, aglutinacija, precipitacija, uzorkovanje krvi živine, 
rezultati testova.

UVOD

Tačan mehanizam prirode odbrambenog mehanizma - imunog odgovora, na 
infekciju ili vakcinaciju, kod ptica i dalje je predmet istraživanja. Poznato je da 
mehanizmi imunog odgovora ptica nisu identični tim procesima kod sisara te 
da su ti procesi vrlo složeni. Aplikacijom vakcine pokrećemo složene biološke 

1	 Naučni institut za veterinarstvo Srbije, Beograd

2	 maslicd@gmail.com

3	 Fakultet veterinarske medicine, Katedra za bolesti kopitara, mesojeda, živine i divljači, Beograd
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mehanizme koji rezultiraju stvaranjem odbrambenih ćelija (antitela) (1). Kao 
odgovor na infekciju (vakcinaciju) stvaraju se: 

1. antitela koja cirkulišu u krvi (humoralna ).
2. antitela koja se luče na sluzokože (uključujući sluznice oka , 

traheju, crijeva i sl.).
3. Limfociti i makrofagi senzibilisani na antigen.
4. Interferon.
Merenje imunog odgovora je kontrola količine stvorenih cirkulirajućih antite-

la. Detekcija antitela je indirektan način dokazivanja infekcije (bolesti) ili rezul-
tata vakcinacije u laboratorijskim uslovima (2). U tu svrhu koristi se brza krvna 
ili serumska aglutinacija (BSA), hemaglutinacija inhibicije (HAI), imunoenzim-
ski test (ELISA), agar gel imunodifuzioni ili agar gel precipitacioni test (AGID ili 
AGP), virus neutralizacioni test (VNT), test vezivanja komplemenata (FT), indi-
rektni fluorescentni test antitiela (IFAT), test aglutinacije lateks (LAT), i mikro-
skopske aglutinacije (MAT).

UZORKOVANJE KRVI ŽIVINE

Da bi se serološkim pretragama brzo i pouzdano postavila dijagnoza ili pro-
vjerilo stanje imuniteta potrebno je na odgovarajući način uzeti uzorak krvi i 
dostaviti ga u dijagnostičku laboratoriju (3). 

VAĐENJE KRVI
Krv se uzima sterilnom iglom u sterilnu epruvetu (vakutanerom). Za većinu 
analiza dovoljno je da se uzme 1 - 2 ml krvi ( rade se mikro metode). U zavisno-
sti od vrste analize i broja analiza po uzorku, potrebna količina seruma je od 
0,1 µl do 1ml. Krv se kod živine uglavnom uzima iz vene ulnaris ili iz srca. 
Ako je mala količina krvi u epruveti tokom transporta može doći do hemolize 
usled mućkanja.

Da bi se dobio kvalitetan uzorak seruma potrebno je da se krv što bolje 
zgruša (koagulira) i u tu svrhu se epruvete drže na sobnoj temperaturi zimi ci-
jelu noć a u ljetnom periodu nekoliko sati. Izvađenu krv treba što prije dostaviti 
u laboratoriju ili izdvojiti serum i odvojen dostaviti u serološku laboratoriju. 
Ako do slanja u laboratoriju treba više dana serumi se mogu i zalediti i zale-
đeni transportovati. 

Broj uzoraka neophodnih za objektivnu dijagnozu je različit i zavisi od mnogih 
faktora, vrste analize, veličine jata, ponovljenih kontrola, odredaba u pravilniku 
i mnogih drugih faktora. 
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SEROLOŠKE METODE

Standardne serološke metode koje se najčešće koriste u kontroli zdravlja živi-
ne su (4,5,6):

1.	Brza krvna ili serumska aglutinacija
2.	AGP test (agar gel precipitacija)
3.	 Inhibicija hemaglutinacije
4.	ELISA test

1. BRZA KRVNA ILI SERUMSKA AGLUTINACIJA
Brzom krvnom ili serumskom aglutinacijom utvrđujemo aglutinine u krvi ili 
serumu živine. Za ispitivanje prisustva specifičnih aglutinina različitih antigena 
koriste se obojeni antigeni. Danas laboratorije upotrebljavaju gotove komerci-
jalne obojene i standardizovane antigene. 

Ako u ispitivanom uzorku postoje aglutinini-antitela (pozitivni uzorci) nakon 
mješanja krvi (seruma) i antigena krpičaste pahuljice se javljaju u kratkom vre-
menskom periodu od 1-2 minuta. Veličina pahuljica (flokula) može da varira što 
zavisi od koncentracije antitela u serumu. Ako u serumu (krvi) nema antitela, ne 
dolazi u određenom vremenu do promjena i karakterističnih pahuljica.

Metoda je brza, lako se izvodi i može da se koristi za veliki broj uzoraka. Ovo 
je kvalitativna metoda kojom se utvrđuje da li u serumu ili krvi postoje ili ne po-
stoje antitela. Rezultati se iskazuju kao broj pozitivnih u odnosu na broj ispitanih 
uzoraka npr :

Pozitivno / ispitano
0/20
5/64

Metod je pogodan za izvođenje na terenu, a u slučajevima kad se radi 
izdvajanje inficiranih treba kontrolisati cijelo jato.

2. AGAR GEL PRECIPITACIONI TEST 
Agar gel precipitacioni test se koristi za utvrđivanje antitela na različite an-
tigene, antigen sa antitelima iz seruma se povezuje formirajući kompleks 
od kojeg nastaje vidljiva linija u gelu. Test je lagan za izvođenje, kao antigen 
može poslužiti horionalantoisna membrana inficiranog embriona ili organ 
inficirane životinje. Za kontrolu se koriste sigurno pozitivni serumi a reakcije 
se izvode na pločama sa agarom. Nedostatak testa je da je kvantitativan, 
slabo osjetljiv, nespecifičan i spor. Za očitavanje reakcija potrebno je i 
do 72 sata. 
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3. teSt iNhiBiCije heMaGlUtiNaCije (heminhibicija – hi) 
Posredno virusne bolesti je moguće otkriti dokazom specifi čnih antitela virusa 
u krvi živine. Testom heminhibicije dokazuju se heminhibitorna antitela nastala 
djelovanjem patogenog ili vakcinalnog soja virusa koji imaju u omotaču protein 
čiji hemaglutinin izaziva u zaraženom organizmu nastajanje antitela sposobnih 
da izvrše inhibiciju krvne aglutinacije (hemaglutinacije) i koja se u serumu na-
laze u različitoj koncentraciji (7,8,9,).

Sedam do deset dana nakon infekcije (vakcinacija) testom inhibicije hema-
glutinacije moguće je utvrditi ne samo postojanje heminhibicionih antitela nego 
i njihovu zastupljenost u serumu.

Za test inhibicije hemaglutinacije koristi se antigen – radni virus obično sa 4 
hemaglutinacione jedinice. Serološke laboratorije rade prema uputstvima pro-
pisanim od strane OIE ( Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial 
Animals 2017.) za određeni virus. Prisustvo antitela se utvrđuje u razređenom 
serumu. Niz razređenja se pravi tako da počinje sa jednakom količinom seruma 
i diluenta (PBS ili fiziološkog rastvora) 1:1, a potom se već tako razređen serum 
razređuje prenoseći propisanu količinu rastvora u istu količinu diluenta. Tako 
nastala višestruka razređenja se iskazuju kao 21 22 23 24 25 26 27 28 29 210 …2n (10)

Heminhibicioni titar se očitava određivanjem najvećeg razređenja seruma u 
kojem postoji kompletna inhibicija virusa sa 4 hemaglutinacione jedinice. Odno-
sno, heminhibicioni titar u serumu se izražava kao recipročna vrijednost razre-
đenja seruma(11,12).

UZOraK 21 22 23 24 25 26 27 28 29 210 211 212

2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 2048 4096
1. 2 3 8 7 5 1 4
2. 2 7 9 3 2 5 1 1

Uzorak 1 = log 2 5,13 Aritmetička sredina: 313.066

Uzorak 2 = log 25,13 Aritmetička sredina: 202.133

Heminhibicioni titar svakog uzorka je izražen kao recipročna vrednost razre-
đenja seruma te se za očitavane vrijednosti koristi logaritam beze 2, što se svodi 
na brojanje rupica (epruvete) u kojima je nastala aglutinacija(13). 

Praćenjem reakcije u višekratnom razređenju utvrđuje se koji broj uzoraka 
ima približno istu koncentraciju hemaglutinirajućih antitela i na osnovu dobi-
jenih rezultata i broja uzoraka ocjenjuje se uspiješnost vakcinacije ili infekcija.

Rezultati se iskazuju kao log 2n . Prema preporuci OIE smatra se da je uzorak 
ispitivan na New Castlae pozitivan ukoliko pokazuje titar 24 i veći. (1:16) (14). 

Dobro je da se kontrolišu paralelni uzorci prije i nakon vakcinacije (infek-
cije). Isti metod je moguće koristiti u kontroli za virus New Castlae, Infektivni 



Živinarstvo • 7/8 • 2017  |  29

bronchitis, Eggs drop syndrome i druge antigene koji svojim prisustvom u orga-
nizmu stvaraju heminhibitorna antitela.

4. ELISA
Enzimska imunoanaliza (EIA) i enzimski vezana imunosorbentna analiza (ELI-
SA) se koriste kao dijagnostičke metode u medicini i u kontroli kvaliteta u ra-
zličitim industrijama. U biomedicinskim istraživanjima ovi testovi se koriste za 
detekciju i kvantifikaciju specifičnih antigena i antitela u analiziranom uzorku. 
Osnova testova je zasnovana na načelima radioimunskih testova (RIA)(15).

EIA / ELISA koristi osnovni imunološki koncept vezivanja antigena na speci-
fično antitelo, što omogućava detekciju vrlo malih količina antigena kao što su 
proteini, peptidi, hormoni ili antitela u uzorku. EIA i ELISA koriste antigene i an-
titela označene enzimom za detekciju bioloških molekula, a najčešće korišćeni 
enzimi su alkalna fosfataza i glukoza oksidaza. U mikropločama sa 96 bunara 
se nalazi imobilizarani antigen koji ima sposobnost vezivanja samo sa speci-
fičnim antitelom koji je oslobođen sekundarnim antitelima vezanim uz enzim. 
Supstarat sa enzimom ima sposobnost da mjenja boju ili florescira. Hromogeni 
supstrat za enzim daje vidljivu promjenu boje, što ukazuje na prisustvo antige-
na. Fluorogeni supstrati imaju veću osjetljivost i mogu precizno mjeriti koncen-
tracije antigena u uzorku. Osjetljivost testa zavisi od apsorptivnog kapaciteta 
ploča. Ploče niskog do srednjeg kapaciteta (osjetljivosti) vezuju do 100 - 200 ng 
IgG / cm2 a visoko vezivne ploče 400 - 500 ng IgG / cm2 i apsorbuje peptide dužine 
uglavnom 15-20 amino kiselina. Mjerenja se vrše kolorimetrijski pri čemu se 
određuje optička gustina reakcionog proizvoda koja je direktno proporcionalna 
količini mjerenog analita. Zavisno od korišćenog supstrata očitavanja se rade na 
talasnim dužinama 405-450 nm (reagense žute boje) ili 490 nm (plavo-zelene) i 
650 nm (reagense plave boje). Optička gustina reakcionog proizvoda je direktno 
proporcionalna količini mjerenog analita, i kvantitativne ili kvalitativne mjere se 
procjenjuju na osnovu kolorimetrijskog očitavanja.(16,17)

Količina svjetlosti koju absorbuje uzorak naziva se apsorpcija-apsorbanca 
(A), a količina koja prodire kroz ispitivani uzorak prenos (T) - transmitanca). 
Odnos tih vrednosti je optička gustina (OD vrednost), pri tome je apsorbci-
ja logaritamska vrijednost propuštene količine svjetlosti i izračunava se po 
formuli A = - log 10 (l1/l0 ). Apsorpcija je zavisna od talasnih dužina svjetlosti. 
Ispitivani supstrat se priprema u razređenjima i očitava na pločama propušta-
jući svjetlost određene talasne dužine. Vrijednost titra za svako razblaženje se 
izračunava po formuli:

log 10 titar = (log 10 apsorbanca –Yintercept)/slope (presetnuti/nagib)

i izražava se kao logaritam od 10.
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Podaci ELISA se obrađuju optičkom gustinom i logaritamskom koncentra-
cijom i na osnovu tih rezultata izrađuje se standardna kriva i zatim se ti podaci 
koriste za ispitivanje koncentracije nepoznatih uzoraka. Za dobijanje podataka 
o nepoznatom uzorku koriste se čitači sa softverskim programima. Princip 
predviđanja titra ELISA antitela u jednom razblaženju seruma korišćenjem 
standardne krivulje je općenito prihvaćen. 

Pitanje na koje držaoci živine očekuju odgovor prilikom slanja uzora-
ka na analizu imunog statusa jata je koja srednja vrijednost titra anti-
tela štiti njihovo jato od pojave bolesti tj. može li se iz dobijenih nalaza 
procijeniti uspješnost vakcinacije, potreba za revakcinacijom ili dijagno-
stifikovati infekcija terenskim virusom?

Za pravilno tumačenje dobijenih rezultata ELISA testa, potrebno je po-
znavati očekivani titar antitela za određenu bolest prije i nakon vakcinacije, 
pravilno tumačiti vrednost koeficijenta varijacije (CV), znati starost, katego-
riju živine i primijenjeni način vakcinacije. U tumačenju rezultata veliku ulogu 
igra i broj ispitanih uzoraka po jednom jatu. Za procijenu optimalnog vremena 
vakcinacije koristi se Deventer formula. Osim ujednačenosti nivoa antitela, na 
procijenu vremena vakcinacije u formuli je sadržan i podatak o uzrastu, kate-
goriji, vremenu poluraspada maternalnih antitela i dr. i na osnovu tih podataka 
izračunava se kad se očekuje da veliki procenat jedinki (najmanje 75%) u jatu 
ima titar ispod granice “proboja“(de Wit 1998.) kada će aplicirana vakcina biti 
najuspješnija.

Veličina ispitivanog uzorka, broj uzoraka krvi uzetih iz jata je od velikog 
značaja za dobijanje pouzdanog rezultata “istinskog srednjeg titra jata”. Veli-
čina uzorka varira od ujednačenosti/ neujednačenosti titara utvrđenih u jatu. 
Općenito, što je veća neujednačenost titara (nejednakost) u jatu, potrebno je 
ispitati veći broj uzoraka krvnih seruma da bi se dobio „pravi srednji titar“. 

U praksi, broj uzoraka uzetih od jata je kompromis između statistički 
ispravnog broja i troškova uzimanja uzoraka i analize te pravilnika o procijeni 
broja uzoraka. Često taj broj uzoraka negativno utiče na sigurnost izračunatih 
podataka (18,19.20.).

Koliko je značajna veličina uzorka govori slijedeći primjer gdje su pokazani 
rezultati pregleda 20 uzoraka krvi živine uzrasta 2 dana, a dobijene vrijednosti 
prikazane kao rezultat pregleda različitih kategorija:
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Visina titra A jato Visina titra B jato

1275 1955

988 1257

5270 1785

628 1968

2106 1968

2100 2106

3690 2100

3546 1750

2036 1750

1900 1860

463 1900

2306 2304

2299 2306

4369 2299

2643 2192

3214 1857

4632 1934

6311 1987

321 1793

268 1680
 Srednja vrednost 2518  Srednja vrednost 1938

 CV = 68% CV = 13%

Plan vakcinacije za jato A u odnosu na očekivani „proboj“ vakcine :
•	 „proboj“ zavisi od vrste vakcine
A)	
1. Proboj na 500:

75% jata 25% jata Razlika u danima

Brojleri 12 dan 7 dan 6 dana

Roditelji teški 17 dan 8 dan 8 dana

Nosilje 20 dan 9 dan 10 dana

2. Proboj na 100:
75% jata 25% jata Razlika u danima za vakcinaciju

Brojleri 19 14 6

Roditelji teški 27 19 8

Nosilje 32 22 10
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Plan vakcinacije jata B u odnosu na očekivani „proboj“vakcine:
B) 

1. Proboj na 500:
75% jata 25% jata razlika u danima

Brojleri 10 10 1

roditelji teški 13 12 1

Nosilje 15 14 1

2. Proboj na 100:
75% jata 25% jata razlika u danima

Brojleri 17 16 1

roditelji teški 24 23 1

Nosilje 28 27 1

Ako se vrednosti dobijene za jato B dobiju u slučaju kontrole jata kome je krv 
uzeta 9 dan života onda plan vakcinacije izgleda ovako:

B) 
1. Proboj na 500:

75% jata 25% jata razlika u danima

Brojleri 15 15 1

roditelji teški 18 17 1

Nosilje 20 19 1

2 . Proboj na 100:
75% jata 25% jata razlika u danima

Brojleri 22 21 1

roditelji teški 29 28 1

Nosilje 33 32 1

Uticaj veličine uzorka se vidi kad, na primer, iz podataka za jato A u formu-
lu ne uvrstimo samo dva uzorka (titra 4369 i 4632) dobijemo srednju vrednost 
2298 i CV 72% te u odnosu na te vrijednosti plan vakcinacije je:

C) 
1.Proboj na 500:

75% jata 25% jata razlika u danima

Brojleri 11 5 6

roditelji teški 15 5 9

Nosilje 17 6 11
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Ili ako nismo pregledali dva uzorka sa titrom 268 i 321 iz istog jata dobijemo 
srednju vrednost 2765 i CV58%, u tom slučaju plan vakcinacije je:

D)	 1. Proboj na 500:
75% jata 25% jata Razlika u danima

Brojleri 12 8 4

Roditelji teški 17 10 7

Nosilje 20 11 8

ZAKLJUČAK

Zdravlje živine je osnova dobre i uspješne proizvodnje. Za očuvanje zdravlja 
neophodno je ispuniti niz uslova u držanju, smještaju i zaštiti živine. Jedan od 
uslova i obaveznih zahvata je i vakcinacija živine protiv bolesti izazvanih raznim 
uzročnicima. Uprkos dobrom kvalitetu vakcina i njihovoj stručnoj administra-
ciji nismo u stanju da znamo je li postignut dovoljan nivo zaštite ako ne vršimo 
redovnu kontrolu. Kontrola uspiješnosti sprovedenih vakcinacija, kao i odre-
đivanje vremena prve vakcine i/ili čak postavljanje sumnje na infekciju mogu-
će je raditi pretragama krvnog seruma različitim laboratorijskim metodama. 
Neovisno od metoda koji se koristi, samo serološka kontrola, posebno ako je 
sprovedena jednokratno u jatu (proizvodnom turnusu) teško da može poslužiti 
za pravilno praćenje proizvodnje, zdravlja ili donošenja programa vakcinacija.

Abstract

Determining the existence of antibodies in serums, which birds produce in res-
ponse to vaccinations or infections with various antigens, are done by different 
laboratory methods. Test methods can be quantitative and qualitative, and the 
choice of the method depends on the goal that we want to achieve by determi-
ning the existence of an antibody.

The paper presents laboratory methods that are most often used in our labo-
ratories in order to determine the existence of an infection, check the results of 
the conducted vaccinations in different categories of livestock or determine the 
time of vaccination in order for the applied vaccine to give the best result.

Key words: serology, agglutination, precipitation, animal blood sampling, 
test results
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