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1. UVOD 
 

Virus infektivnog bronhitisa (IBV) je koronavirus �X�]�U�R�þ�Q�L�N �S�W�L�þ�Meg infektivnog bronhitisa. 

�1�D�M�þ�H�ã�ü�H���Q�D�S�D�G�D���S�L�O�L�ü�H��u kojima �]�D�K�Y�D�ü�D���U�H�V�S�L�U�D�W�R�U�Q�L, reprodukcijski�����S�U�R�E�D�Y�Q�L���L���P�R�N�U�D�ü�Q�L��sustav. 

Zbog velikog broja serotipova virusa infektivnog bronhitisa, bolest se iz SAD-a proširila po 

cijelom svijetu. �,�G�H�Q�W�L�I�L�F�L�U�D�Q�R���M�H���ã�H�V�W���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K���Y�L�U�X�V�Q�L�K���J�H�Q�R�W�L�S�R�Y�D���,�%�9-a, a njihova distribucija i 

raznolikost ovisi o geografskom položaju (Valastro i sur., 2016). S pojavom bolesti 1931. godine 

povezuju se veliki ekonomski gubici u peradarskoj industriji zbog smanjenja ili gubitka 

proizvodnje jaja te visoke stope smrtnosti peradi (Bande i sur., 2015). Još jedna negativna strana 

bolesti je što se lako širi �]�U�D�N�R�P�����L�]�U�D�Y�Q�L�P���G�R�G�L�U�R�P���N�R�N�R�ã�L���Q�D���I�D�U�P�D�P�D���W�H���Q�H�S�R�V�U�H�G�Q�R���P�H�K�D�Q�L�þ�N�L��

npr. kontaminacija opreme za perad, materijala za pakiranje jaja, gnojiva, hrane, vode ili fekalija 

���,�J�Q�M�D�W�R�Y�L�ü���L���6�D�S�D�W�V���������������� 

�1�D�M�X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�L�M�L�� �Q�D�þ�L�Q�� �V�Xzbijanja širenja infektivnog bronhitisa, pa tako i smanjivanje 

ekonomskih gubitaka, je primjena cjepiva. �9�H�ü�L�Q�D���V�H���F�M�H�S�L�Y�D���]�D���,�%�9���W�H�P�H�O�M�L���Q�D���å�L�Y�L�P�����R�V�O�D�E�O�M�H�Q�L�P��

ili neživim �Y�L�U�X�V�L�P�D���G�R�E�L�Y�H�Q�L�K���L�]���N�O�D�V�L�þ�Q�L�K���L�O�L���Y�D�U�L�M�D�Q�W�Q�L�K���V�H�U�R�W�L�S�R�Ya. Neki sojevi IBV-a za koja 

postoje cjepiva mogu nestati zbog pojave novih varijanta pa je zbog toga potreban razvoj novih 

cjepiva (Meeusen i sur., 2007). Pojava novih varijanta virusa povezana je s mutacijama, 

rekombinacijama te virusnim selektivnim pritiskom �]�E�R�J���F�L�M�H�S�O�M�H�Q�M�D���L�O�L���G�M�H�O�R�P�L�þ�Q�R���L�P�X�Q�L�K���S�W�L�F�D��

(Bande i sur., 2017). 

�9�L�U�X�V���S�W�L�þ�M�H�J��infektivnog bronhitisa soja �V�O�L�þ�Q�R�J���Y�D�U�L�M�D�Q�W�X 2  koji se još naziva genotipski GI-23 

IBV genotip GI-�������N�U�X�å�L���X���]�H�P�O�M�D�P�D���%�O�L�V�N�R�J���,�V�W�R�N�D���Y�H�ü���V�N�R�U�R���������J�R�G�L�Q�D. Ime je dobio po genetski 

�V�O�L�þ�Q�R�P��varijantu 2���� �D���N�R�G���S�L�O�L�ü�D���]�D�U�D�å�H�Q�L�K���Y�L�U�X�V�R�P���V�O�L�þ�Q�R�P���Y�D�U�L�M�D�Q�W�X�������X�R�þ�H�Q�L���V�X���U�H�V�S�L�U�D�W�R�U�Q�L���L��

�P�R�N�U�D�ü�Q�L���S�U�R�E�O�H�P�L�����0�H�L�U i sur., 2004). 

Cilj ovog diplomskog rada je bio optimizirati uzgoj �F�M�H�S�L�Y�D���S�U�R�W�L�Y���Y�L�U�X�V�D���S�W�L�þ�M�H�J���L�Q�I�H�N�W�L�Y�Q�R�J��

bronhitisa, �V�O�L�þ�Q�R�J���Y�D�U�L�M�D�Q�W�X���� metodom dizajna eksperimenta. Stoga je bilo potrebno s�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�R�P��

�D�Q�D�O�L�]�R�P�� �S�U�R�Q�D�ü�L�� �R�S�W�L�P�X�P��u kojem su postignuti najbolji rezultati. Ispitani su �X�þ�L�Q�F�L��triju 

�þ�L�P�E�H�Q�L�N�D���]�D���N�R�M�H���M�H���S�U�H�W�K�R�G�Q�R���X�V�W�D�Q�R�Y�O�M�H�Q�R���G�D imaju �Q�D�M�Y�H�ü�L���X�W�M�H�F�D�M���Q�D���W�L�W�D�U��virusa �V�O�L�þ�Q�R�J���Y�D�U�L�M�D�Q�W�X��

2 tijekom uzgoja koji se provodi u svrhu razvoja cjepiva protiv �S�W�L�þ�M�H�J���L�Q�I�H�N�W�L�Y�Q�R�J���E�U�R�Q�K�L�W�L�V�D. 
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2. TEORIJSKI DIO  
 

�����������3�7�,�ý�-�,��INFEKTIVNI  BRONHITIS 
 

2.1.1. Povijest 
 

 Infektivni bronhitis je zarazna bolest koja se javlja u peradarskoj industriji diljem svijeta. 

�������������J�R�G�L�Q�H���X���6�M�H�Y�H�U�Q�R�M���'�D�N�R�W�L���X���6�M�H�G�L�Q�M�H�Q�L�P���$�P�H�U�L�þ�N�L�P���'�U�å�D�Y�D�P�D���S�U�Y�L���S�X�W���V�X���R�S�L�V�D�Q�L���V�L�P�S�W�R�P�L��

�E�R�O�H�V�W�L���N�R�M�D���]�D�K�Y�D�ü�D���P�O�D�G�H���S�L�O�L�ü�H�����D���Q�D�M�þ�H�ã�ü�H���Q�D�S�D�G�D���U�H�V�S�L�U�D�W�R�U�Q�L���V�X�V�W�D�Y�����6�F�K�D�O�N���L���+�D�Z�Q������������������

Bolest je odgovorna za velike ekonomske gubitke u peradarskoj industriji diljem svijeta zbog 

velikih varijacija u antigenima te je to potaknulo �]�Q�D�Q�V�W�Y�H�Q�L�N�H���G�D���Y�L�ã�H���R�G���S�R�O�D���V�W�R�O�M�H�ü�D���S�U�R�X�þ�D�Y�D�M�X��

virus infektivnog bronhitisa (IBV, eng. infectious bronchitis virus) (Cavanagh, 2007). Virus je 

�S�U�L�V�X�W�D�Q�� �G�L�O�M�H�P�� �V�Y�L�M�H�W�D�� �W�H�� �M�H�� �R�W�N�U�L�Y�H�Q�� �ã�L�U�R�N�� �V�S�H�N�W�D�U�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �V�H�U�R�W�L�S�R�Y�D�� �L�� �J�H�Q�R�W�L�S�R�Y�D�� �Y�L�U�X�V�D��

infektivnog bronhitisa (de Wit i sur., 2011). 

 
���������������.�O�L�Q�L�þ�N�D���R�E�L�O�M�H�å�M�D�� 
 

 �.�O�L�Q�L�þ�N�L�� �V�O�X�þ�D�M�H�Y�L�� �S�R�Y�H�]�D�Q�L�� �V�X�� �V�� �U�H�V�S�L�U�D�W�R�U�Q�L�P���� �U�H�S�U�R�Guktivnim, probavnim i bubrežnim 

�L�Q�I�H�N�F�L�M�D�P�D�� �G�R�P�D�ü�H�� �S�H�U�D�G�L�� �L�� �U�D�]�Q�L�K�� �G�U�X�J�L�K�� �Y�U�V�W�D�� �S�W�L�F�D�� ���&�D�Y�D�Q�D�J�K���� �������������� �9�L�U�X�V�� �V�H�� �U�D�]�P�Q�R�å�D�Y�D��

prvenstveno u respiratornom sustavu, ali i u epitelnim stanicama drugih organa (crijeva, bubrezi, 

�M�D�M�R�Y�R�G�L������ �%�R�O�H�V�W�� �V�H�� �R�þ�L�W�X�M�H�� �N�D�ã�O�Manjem, kihanjem, iscjetkom iz nosa, pukotinama u traheji, 

�V�P�D�Q�M�H�Q�L�P�� �X�Q�R�V�R�P�� �K�U�D�Q�H���� �J�X�E�L�W�N�R�P�� �Q�D�� �W�H�å�L�Q�L���� �Q�D�W�H�þ�H�Q�L�P�� �V�L�Q�X�V�L�P�D���� �S�R�Y�H�ü�D�Q�L�P�� �X�Q�R�V�R�P�� �Y�R�G�H����

vlažnim izmetom i depresijom, a sve te simptome uzrokuje virus koji se replicira u gornjem 

respiratornom traktu te se širi �Q�D�� �G�U�X�J�H�� �R�U�J�D�Q�H���� �,�Q�I�H�N�F�L�M�D�� �Y�L�U�X�V�R�P�� �X�� �Q�H�N�L�P�� �V�O�X�þ�D�M�H�Y�L�P�D�� �P�R�å�H��

�Q�D�ã�W�H�W�L�W�L���M�D�M�R�Y�R�G�X���ã�W�R���U�H�]�X�O�W�L�U�D���V�P�D�Q�M�H�Q�M�H�P���L�O�L���J�X�E�L�W�N�R�P���S�U�R�L�]�Y�R�G�Q�M�H���M�D�M�D�����.�R�G���M�D�W�D���S�L�O�L�ü�D���X���V�W�D�U�R�V�W�L��

od pet do šest tjedana smrtnost uzrokovana infektivnim �E�U�R�Q�K�L�W�L�V�R�P���M�H�������� �G�R���������� ���,�J�Q�M�D�W�R�Y�L�ü���L��

�V�X�U������ ������������ �6�H�L�I�L�� �L�� �V�X�U������ �������������� �6�P�U�W�Q�R�V�W�� �V�H�� �P�R�å�H�� �S�R�Y�H�ü�D�W�L�� �D�N�R�� �M�H�� �S�L�O�L�ü�� �L�]�O�R�å�H�Q�� �E�D�N�W�H�U�L�M�V�N�L�P��

infekcijama uzrokovanim bakterijama kao što su Escherichia coli, Ornithobacterium 

rhinotracheale i Bordetella avium (Hopkins i Yoder, 1984; Matthijs i sur., 2003; Cavanagh i Gelb, 

2008). Izloženost infektivnom virusu �Q�H�� �P�R�U�D�� �X�Y�L�M�H�N�� �U�H�]�X�O�W�L�U�D�W�L�� �V�P�U�ü�X���� �3�L�O�L�ü�L�� �V�H�� �P�R�J�X�� �E�U�]�R 
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oporaviti ako su inficirani blago virulentnim sojem te nisu izloženi bakterijskim infekcijama 

(Abro, 2013). 

 S obzirom na tkivo koje napada, viruse infektivnog bronhitisa (IBV) dijelimo na one koje 

�Q�D�S�D�G�D�M�X���U�H�V�S�L�U�D�W�R�U�Q�L���V�X�V�W�D�Y���L���R�Q�H���N�R�M�H���Q�H���Q�D�S�D�G�D�M�X���U�H�V�S�L�U�D�W�R�U�Q�L���V�X�V�W�D�Y�����Q�H�I�U�R�S�D�W�R�J�H�Q�L�������.�O�D�V�L�þ�Q�L��

IBV, poput serotipa Massachusetts, inficira dišne puteve, dok nefropatogeni sojevi, sojeve koje 

�X�J�O�D�Y�Q�R�P�� �Q�D�O�D�]�L�P�R�� �X�� �]�H�P�O�M�D�P�D�� �$�]�L�M�H�� �L�� �%�O�L�V�N�R�J�� �,�V�W�R�N�D���� �L�Q�I�L�F�L�U�D�M�X�� �Q�D�M�þ�H�ã�ü�H�� �E�X�E�U�H�J�H���� �D�O�L�� �L�� �G�U�X�J�H��

organe. Tako npr. marokanski IBV-�*���L�Q�I�L�F�L�U�D���L���R�ã�W�H�ü�X�M�H���J�D�V�W�U�R�L�Q�W�H�V�W�L�Q�D�O�Q�L���W�U�D�N�W�����D���4�;���,�%�9�����Q�D�ÿ�H�Q��

u Kini, a danas se proširio i do Europe i Afrike, uz infekciju bubrega inficira i reproduktivni sustav 

�ã�W�R���X���N�R�Q�D�þ�Q�L�F�L���G�R�Y�R�G�L���G�R���Y�H�O�L�N�H���V�P�U�W�Q�R�V�W�L�����%�D�Q�G�H���L���V�X�U���������������������6�L�P�S�W�R�P�L���E�U�R�Q�K�L�W�L�V�D���M�D�Y�O�M�D�M�X���V�H��

36 - 48 sati nakon izlaganja virusu (Bande i sur., 2017). 

 Bolest se prenosi zrakom, izravnim dodirom kokoši na farmama te neposredno 

�P�H�K�D�Q�L�þ�N�L�P���ã�L�U�H�Q�M�H�P���Q�S�U�����N�R�Q�W�D�P�L�Q�D�F�L�M�D���R�S�U�H�P�H���]�D���S�H�U�D�G�����P�D�W�H�U�L�M�D�O�D���]�D���S�D�N�L�U�D�Q�M�H���M�D�M�D�����J�Q�R�M�L�Y�D����

�K�U�D�Q�H�����Y�R�G�H���L�O�L���I�H�N�D�O�L�M�D�����,�J�Q�M�D�W�R�Y�L�ü���L���6�D�S�D�W�V�������������������=�D�U�D�å�H�Q�H���S�W�L�F�H���L�]�E�D�F�X�M�X���Y�L�U�X�V���X���R�N�R�O�L�ã���L���W�L�P�H��

kontaminiraju njegovo okruženje. U literaturi nema podataka o ljudskoj infekciji virusom �S�W�L�þ�M�H�J��

infektivnog bronhitisa. 

 

 

Slika 1. Prikaz mjesta napada i replikacije virusa infektivnog bronhitisa u kokoši (Cavanagh, 

2005). 
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2.1.3. Rasprostranjenost 
 

 Identificirano je �ã�H�V�W�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �Y�L�U�X�V�Q�L�K�� �J�H�Q�R�W�L�S�R�Y�D�� �,�%�9-a, a njihova distribucija i 

raznolikost ovisi o geografskom položaju (Valastro i sur., 2016). Globalne distribucije glavnih 

IBV serotipova, poput Mass-tip, 4/91, D274, QX-�V�O�L�þ�Q�L�K���L���,�W�D�O�L�M�D���������S�U�L�N�D�]�D�Q�H���V�X���Q�D���V�O�L�F�L������ Postoje 

serotipovi, kao što su QX iz Kine, Mass iz SAD-a, 4/91 iz Velike Britanije i H120 iz Nizozemske, 

�N�R�M�L���L�P�D�M�X���O�R�N�D�O�Q�H���L���U�H�J�L�R�Q�D�O�Q�H���X�W�M�H�F�D�M�H�����D�O�L���L�P�D�M�X���L���P�R�J�X�ü�Q�R�V�W���ã�L�U�H�Q�M�D���Q�D���G�U�X�J�H���]�H�P�O�M�H (de Wit i 

sur., 2012; Jackwood, 2012). Zbog toga cjepiva, koja �V�H���U�D�]�Y�L�M�D�M�X���N�D�N�R���E�L���V�S�U�L�M�H�þ�L�O�D���L���N�R�Q�W�U�R�O�L�U�D�O�D��

�S�U�L�M�H�W�Q�M�H���N�R�M�H���X�]�U�R�N�X�M�H���Y�L�U�X�V�����V�X���Q�D�M�þ�H�ã�ü�H���E�D�]�L�U�D�Q�D���Q�D��Mass/H120 soju koji se najviše proširio. 

 

 

Slika 2. �'�L�V�W�U�L�E�X�F�L�M�D�� �,�%�9�� �V�H�U�R�W�L�S�D�� �X�N�O�M�X�þ�X�M�X�ü�L�� �0�D�V�V�D�F�K�X�V�H�W�W�V�� ���S�R�W�M�H�þ�H iz SAD-a); 4/91 i D274 
���S�R�W�M�H�þ�X���L�]���(�X�U�R�S�H�������4�;���V�O�L�þ�Q�L���V�H�U�R�W�L�S�L�����S�R�W�M�H�þ�H���L�]���.�L�Q�H�����L���Q�H�N�R�O�L�N�R���O�R�N�D�O�Q�L�K���V�H�U�R�W�L�S�R�Y�D�����%�D�Q�G�H���L��
sur. 2017). 

 

 �(�S�L�G�H�P�L�R�O�R�ã�N�H���L�Q�G�L�N�D�F�L�M�H���S�R�W�Y�U�G�L�O�H���V�X���F�L�U�N�X�O�D�F�L�M�X���Q�H�N�R�O�L�N�R���V�H�U�R�W�L�S�R�Y�D���Y�L�U�X�V�D���X���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P��

dijelovima svijeta. U Europi se virus infektivnog bronhitisa prvi �S�X�W�� �S�R�M�D�Y�L�R�� �S�R�þ�H�W�N�R�P�� ������������

godine (Dawson i Gough, 1971). Europski serotipovi identificirani su u Velikoj Britaniji, 

Francuskoj, Belgiji, Italiji, Poljskoj i Španjolskoj (Bande i sur., 2017). U zapadnoj Europi 
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prevladavaju serotipovi 793B, Mass tip, H120, M41, IBM, Italija02 i varijanta koja je usko 

povezana s kineskim QX (Worthington i sur., 2008). IBV QX-�V�O�L�þ�D�Q���S�U�Y�L���S�X�W���M�H���L�]�R�O�L�U�D�Q���X���(�X�U�R�S�L��

2004. godine, a zabilježeni su u Škotskoj, Italiji, Nizozemskoj, Poljskoj, Sloveniji, Španjolskoj, 

Velikoj Britaniji i Švedskoj te je u novije vrijeme postao najzahtjevniji IBV u Europi (Bende i sur., 

2017). 

 

2.2. VIRUS INFEKTIVNOG  BRONHITISA (IBV)  
 

���������������2�S�ü�H���N�D�U�D�N�W�H�U�L�V�W�L�N�H 
 

IBV pripada rodu Coronavirus, obitelji Coronaviridae, redu Nidovirales. Virus 

infektivnog bronhitisa s još nekim virusima pripada grupi 3 koronavirusa (Armesto i sur., 2009). 

�2�G���S�R�M�D�Y�H���6�$�5�6���N�R�U�R�Q�D�Y�L�U�X�V�D���X���O�M�X�G�L���������������J�R�G�L�Q�H���S�R�M�D�þ�D�O�D���M�H���]�D�L�Q�W�H�U�H�V�L�U�D�Q�R�V�W���]�D���N�R�U�R�Q�D�Y�L�U�X�V�L�P�D��

�X���G�U�X�J�L�P���Y�U�V�W�D�P�D�����X�N�O�M�X�þ�X�M�X�ü�L���L���S�W�L�F�H�� 

�9�L�U�X�V�L���V�X���Q�H�V�W�D�Q�L�þ�Q�L���H�Q�W�L�W�H�W�L�����þ�H�V�W�L�F�H���Q�D���J�U�D�Q�L�F�L���L�]�P�H�ÿ�X���å�L�Y�H���L���Q�H�å�L�Y�H���S�U�L�U�R�G�H�����1�H���P�R�å�H�P�R��

�L�K�� �V�P�D�W�U�D�W�L�� �å�L�Y�L�P�� �E�L�ü�L�P�D�� �M�H�U�� �Q�H�P�D�M�X�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�X�� �J�U�D�ÿ�X�� �W�H�� �Q�H�P�D�M�X�� �V�S�R�V�R�E�Q�R�V�W�� �V�D�P�R�V�W�D�O�Q�R�J�� �G�L�V�D�Q�M�D����

�S�U�H�K�U�D�Q�H�� �L�� �U�D�]�P�Q�R�å�D�Y�D�Q�M�D���� �2�Q�R�� �ã�W�R�� �L�K�� �þ�L�Q�L�� �å�L�Y�L�P�D�� �M�H�� �S�U�L�V�X�W�Q�R�V�W�� �V�O�R�å�H�Q�L�K�� �R�U�J�D�Q�V�N�L�K�� �P�R�O�H�N�X�O�D��

(proteini i nukle�L�Q�V�N�H�� �N�L�V�H�O�L�Q�H���� �X�� �J�U�D�ÿ�L�� �Y�L�U�X�V�Q�L�K�� �þ�H�V�W�L�F�D���� �9�L�U�X�V�L�� �V�H�� �Q�H�� �P�R�J�X�� �V�D�P�R�V�W�D�O�Q�R��

�U�D�]�P�Q�R�å�D�Y�D�W�L�����D�O�L���V�H���P�R�J�X���X�P�Q�D�å�D�W�L���X�Q�X�W�D�U���V�W�D�Q�L�F�D���å�L�Y�L�K���E�L�ü�D���W�H���L�K���]�E�R�J���W�R�J�D���Q�D�]�L�Y�D�P�R���S�D�U�D�]�L�W�L�P�D����

�,�]�Y�D�Q���å�L�Y�H���V�W�D�Q�L�F�H���Y�L�U�X�V���ü�H���N�U�L�V�W�D�O�L�]�L�U�D�W�L�����.�U�L�V�W�D�O�L�]�D�F�L�M�D���M�H���S�U�R�F�H�V���N�D�U�D�N�W�H�U�L�V�W�L�þ�D�Q���]�D rast minerala te 

�J�D���W�R���þ�L�Q�L���Gijelom nežive prirode. Virusi pripadaju najmanjim biološkim objektima duljine 20 do 

���������Q�P�����9�L�U�X�V���M�H���J�U�D�ÿ�H�Q���R�G���N�D�S�V�L�G�H�����N�D�S�V�R�P�H�U�H�����Q�X�N�O�H�R�N�D�S�V�L�G�H���L���Y�D�Q�M�V�N�R�J���R�P�R�W�D�þ�D�����-�H�G�Q�R�O�D�Q�þ�D�Q�D��

�L�O�L���G�Y�R�O�D�Q�þ�D�Q�D���'�1�$���L�O�L���5�1�$���R�E�D�Y�L�M�H�Q�D���M�H���N�D�S�V�L�G�R�P ���S�U�R�W�H�L�Q�V�N�L���R�P�R�W�D�þ�������.�D�S�V�R�P�H�U�D���M�H���S�U�R�W�H�L�Q�V�N�D��

jedinica koja tvori kapsidu, a kapsida i nukleinska kiselina zajedno tvore nukleokapsidu. Dodatni 

�Y�D�Q�M�V�N�L���R�P�R�W�D�þ���M�H���O�L�S�R�S�U�R�W�H�L�Q�V�N�D���R�Y�R�M�Q�L�F�D���N�R�M�D���M�H���S�U�R�P�M�H�Q�M�L�Y�D���R�E�O�L�N�D�����Q�L�M�H���þ�Y�U�V�W�D���� 

Virus infektivnog bronhitisa može preživjeti pri pH 6 do 7,3 (Cowen i Hitchner, 1975), a 

�Y�H�ü�L�Q�D�� �V�R�M�H�Y�D�� �L�Q�D�N�W�L�Y�L�U�D�� �V�H�� �S�U�L�� �����h�&�� �Q�D�N�R�Q�� ������ �P�L�Q�X�W�D�� �L�]�O�D�J�D�Q�M�D���� �.�R�U�R�Q�D�Y�L�U�X�V�L�� �V�X�� �Y�L�U�X�V�L�� �N�R�M�L�� �V�H��

�U�H�S�O�L�F�L�U�D�M�X�� �X�� �F�L�W�R�S�O�D�]�P�L�� �G�R�P�D�ü�L�Q�D�� �W�H�� �V�D�G�U�å�H�� �M�H�G�Q�R�O�D�Q�þ�D�Q�X�� �5�1�$�� �P�R�O�H�N�X�O�X���� �*�H�Q�R�P�� �G�X�J�� ���������� �N�E��

kodira za 4 strukturna proteina (šiljasti glikoproteini (S), proteini ovojnice (E), proteini membrane 

(M) i nukleokapsidni protein (N) koji su prikazani na slici 3) i nestrukturne proteine. Promjer 
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�Y�L�U�X�V�D���L�]�Q�R�V�L���R�N�R�����������Q�P�����J�O�L�N�R�S�U�R�W�H�L�Q�L���]�D���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R���Y�H�]�D�Q�M�H���Q�D���R�V�M�Htljive stanice (eng. S-proteins, 

"spike proteins�������N�R�M�L���V�W�U�ã�H���Q�D���S�R�Y�U�ã�L�Q�L���R�Y�R�M�Q�L�F�H���Y�L�U�X�V�D�����Y�H�O�L�þ�L�Q�H���V�X���������Q�P�����&�D�Y�D�Q�D�J�K���L���*�H�O�E������������������  

 

2.2.1.1. Koronavirusi 
 

 Koronavirusi su �U�D�V�S�R�U�H�ÿ�H�Q�L���X���W�U�L���V�N�X�S�L�Q�H�����D���,�%�9���S�U�L�S�D�G�D���W�U�H�ü�R�M���V�N�X�S�L�Q�L. �8���S�R�þ�H�W�N�X���V�H���W�D��

podjela temeljila na antigenskim odnosima koja se kasnije potvrdila sekvenciranjem (Cavanagh, 

�������������� �8�� �W�U�H�ü�R�M�� �V�N�X�S�L�Q�L�� �N�R�U�R�Q�D�Y�L�U�X�V�D�� �R�V�L�P�� �,�%�9-a nalaze se i koronavirus purana (TCoV), 

koronavirus fazana (PhCoV), koronavirus guske (GCov), koronavirus patke (DCoV) i koronavirus 

goluba (PiCoV). 

 

Slika 3. IBV okružen je lipidnom ovojnicom unutar koje se nalazi RNA genom dug 27,6 kb. N 

protein okružuju RNA, dok se 3 ostala proteina nalaze na ovojnici. E protein se nalazi samo u 

tragovima, dok se M �S�U�R�W�H�L�Q���S�R�M�D�Y�O�M�X�M�H���X���Q�D�M�Y�H�ü�H�P���E�U�R�M�X�����6���S�U�R�W�H�L�Q���M�H���Y�H�O�L�N�L���S�U�R�W�H�L�Q���N�R�M�L���V�H���Q�D�O�D�]�L��

na površini virusa (Cavanagh, 2005). 
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2.2.2. Organizacija genoma 
 

 Glavni dio genoma organiziran je kao dva �R�W�Y�R�U�H�Q�D���R�N�Y�L�U�D���þ�L�W�D�Q�M�D����ORF, eng. open reading 

frames) koja se preklapaju, ORF1a i ORF1b, koji kodiraju za dva velika poliproteina 1a i 1b. 

�3�U�H�R�V�W�D�O�L�� �G�L�R�� �J�H�Q�R�P�D�� �V�D�V�W�R�M�L�� �V�H�� �R�G�� �S�R�G�U�X�þ�M�D�� �N�R�M�L�� �N�R�G�L�U�D�M�X�� �]�D�� �V�W�U�X�N�W�X�U�Q�H�� �S�U�R�W�H�L�Qe (S, E, M i N). 

�7�D�N�R�ÿ�H�U�� �X�� �J�H�Q�R�P�X�� �V�H�� �Q�D�O�D�]�H�� �L�� �G�Y�D�� �S�R�P�R�ü�Q�D�� �J�H�Q�D���� �2�5�)���� �L�� �2�5�)������ �N�R�M�L�� �H�N�V�S�U�L�P�L�Uaju dodatne 

proteine 3a i 3b te 5a i 5b (Pasternak i sur., 2006). Sve ovo opisano prikazano je na slici 4. 

Redoslijed strukturnih proteinskih gena unutar genoma jednak je za sve koronaviruse.  

   

  

  

Slika 4. Shematski prikaz organizacije genoma infektivnog virusa bronhitisa (Umar i sur., 2016). 

2.2.2.1. Nestrukturni proteini 
 

 �'�Y�L�M�H���W�U�H�ü�L�Q�H���J�H�Q�R�P�D���V�D�V�W�R�Mi se od ORF1a i ORF1b koji kodiraju za poliproteine 1a i 1b. 

Ti poliproteini doprinose formiranju replikacijskog i transkripcijskog kompleksa (Imbert i sur., 

���������������1�D�N�R�Q���F�L�M�H�S�D�Q�M�D�����S�R�O�L�S�U�R�W�H�L�Q�L���V�W�Y�D�U�D�M�X���������Q�H�V�W�U�X�N�W�X�U�Q�L�K���S�U�R�W�H�L�Q�D�������&���V�O�L�þ�Q�D���S�U�R�W�H�D�]�D�����S�D�S�D�L�Q��

proteaza, RNA ovisna polimeraza i drugi nestrukturni proteini) (van Hemert i sur., 2008). 
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2.2.2.2. Strukturni proteini 
 

 �*�O�L�N�R�S�U�R�W�H�L�Q�L���]�D���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R���Y�H�]�D�Q�M�H���Q�D���R�V�M�H�W�O�M�L�Y�H���V�W�D�Q�L�F�H�����H�Q�J����S-proteins, "spike proteins") 

�N�R�M�L�� �V�W�U�ã�H�� �Q�D�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�L�� �R�Y�R�M�Q�L�F�H�� �V�Y�L�K�� �N�R�U�R�Q�D�Y�L�U�X�V�D�� �V�D�G�U�å�H�� �þ�H�W�L�U�L�� �G�R�P�H�Q�H�� �N�R�M�H�� �V�X�� �X�N�O�M�X�þ�H�Q�H�� �X��

smještanje S proteina u lipidni dvosloj virusa. IBV S gen sastoji se od 1162 aminokiseline i 

podijeljen je na dvije podjedinice, N-terminalnu S1 podjedinicu (535 aminokiselina) i C-

�W�H�U�P�L�Q�D�O�Q�X���6�����S�R�G�M�H�G�L�Q�L�F�X�������������D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�D������ �6�����S�R�G�M�H�G�L�Q�L�F�D���V�D�G�U�å�L���V�H�U�R�W�L�S���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L���D�Q�W�L�J�H�Q��

���H�S�L�W�R�S�����N�R�M�L���M�H���R�G�J�R�Y�R�U�D�Q���]�D���Y�H�]�D�Q�M�H���Q�D���V�W�D�Q�L�F�X���G�R�P�D�ü�L�Q�D�����Q�H�X�W�U�D�O�L�]�D�F�L�M�X���D�Q�W�L�W�L�M�H�O�D���L���L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�L��

odgovor (Abro, 2013), dok S2 podjedinica om�R�J�X�ü�X�M�H�� �I�X�]�L�M�X��virusa (Belouzard, 2012) i 

�R�O�L�J�R�P�H�U�L�]�D�F�L�M�X���S�U�R�W�H�L�Q�D���W�H���X�O�D�]�D�N���S�U�R�W�H�L�Q�D���X���R�V�M�H�W�O�M�L�Y�H���V�W�D�Q�L�F�H���G�R�P�D�ü�L�Q�D�����3�U�L�þ�Y�U�ã�ü�L�Y�D�Q�M�H�P���Y�L�U�X�V�D��

�X�]�� �S�R�P�R�ü�� �6�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �Q�D�� �V�W�D�Q�L�F�X�� �G�R�P�D�ü�L�Q�D�� �G�R�O�D�]�L�� �G�R�� �R�V�O�R�E�R�ÿ�H�Q�M�D�� �5�1�$�� �P�R�O�H�N�X�O�H�� �X�� �F�L�W�R�S�O�D�]�P�X��

�G�R�P�D�ü�L�Q�D���J�G�M�H���V�H���R�Q�G�D���R�G�Y�L�M�D replikacija te RNA molekule. Velike promjene u slijedu nukleotida 

sekvence S-proteina mogu promijeniti zaštitnu sposobnost cjepiva (Cavanagh i Gelb, 2008).  

 Ekspresijom gena 3 nastaju dva proteina, protein 3a i 3b. Gen 3 sastoji se od dva ORF-a 

���2�5�)���D���L���2�5�)���E�����N�R�M�L���V�D�G�U�å�H���Y�L�V�R�N�R���R�þ�X�Y�D�Q�H���U�H�J�L�M�H���Q�X�N�O�H�R�W�L�G�Q�L�K���V�O�M�H�G�R�Y�D�����0�R���L���V�X�U���������������������8�O�R�J�D��

proteina još nije otkrivena, ali smatra se da doprinose virulenciji virusa (Shen i sur., 2003). 

 Proteini ovojnice (E) su mali integralni proteini membrane povezani s ovojnicom virusa. 

Dokazano je da su proteini �R�Y�R�M�Q�L�F�H���N�O�M�X�þ�Q�L���]�D���Q�D�N�X�S�O�M�D�Q�M�H���L���I�X�]�L�M�X���Y�L�U�X�V�D���W�H���P�X�W�D�F�L�M�H���X���S�U�R�W�H�L�Q�L�P�D��

�R�Y�R�M�Q�L�F�H���P�R�J�X���]�Q�D�þ�D�M�Q�R���X�W�M�H�F�D�W�L���Q�D���Q�D�N�X�S�O�M�D�Q�M�H���Y�L�U�X�V�D���X���V�W�D�Q�L�F�D�P�D���G�R�P�D�ü�L�Q�D�����)�L�V�F�K�H�U���L���V�X�U������������������

Maeda i sur., 1999). 

 Membranski protein (M) je protein koji se nalazi u lipidnom dvosloju te održava strukturni 

integritet virusa. Membranski proteini odgovorni su za organizaciju i fuziju virusa interakcijom s 

drugim strukturnim proteinima (Hogue i Machamer, 2008). Membranski protein je glikoliziran u 

N-�W�H�U�P�L�Q�D�O�Q�R�M���U�H�J�L�M�L���S�R�P�R�ü�X���1-veznih oligosaharidnih molekula, a uloga glikolizacije M proteina 

još nije jasna. 

 Gen 5 kodira za dva proteina 5a i 5b, a sastoji se od dva ORF-a (ORF5a i ORF5b). Njihova 

uloga nije otkrivena, ali kao i kod 3a i 3b proteina vjeruje se da doprinosi virulentnosti virusa 

(Casais i sur., 2005) te nemaju ulogu pri replikaciji RNA molekule.  
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 Nukleokapsidni protein (N) sastoji se �R�G�� �������� �D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�D�� �W�H�� �M�H�� �X�N�O�M�X�þ�H�Q�� �X�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�H��

funkcije kao što su pakiranje virusa, stvaranje virusne jezgre, transdukcija signala i modulacija 

�S�U�R�F�H�V�D���X���V�W�D�Q�L�F�D�P�D���G�R�P�D�ü�L�Q�D�����+�H���L���V�X�U., 2004; You i  sur., 2007). N protein se funkcionalno veže 

za genomsku �5�1�$���V�W�Y�D�U�D�M�X�ü�L���V�S�L�U�D�O�Q�L���U�L�E�R�Q�X�N�O�H�R�S�U�R�W�H�L�Q�V�N�L���N�R�P�S�O�H�N�V�����5�1�3�&�����S�R�P�D�å�X�ü�L���W�D�N�R���S�U�L��

replikaciji, transkripciji, translaciji i pakiranju virusnog genoma tijekom procesa replikacije 

(Jayaram i sur., 2005). 

 

���������������'�R�P�D�ü�L�Q�L���Y�L�U�X�V�D 
 

 IBV inficira širok spektar pti�þ�M�L�K���Y�U�V�W�D���N�D�R���Q�S�U�����N�R�N�R�ã�L�����J�X�V�N�H�����J�R�O�X�E�R�Y�H�����S�D�W�N�H�����S�D�X�Q�R�Y�H����

�M�D�U�H�E�L�F�H���� �W�H�O�D�� �L�� �]�D�P�R�U�F�H�� ���&�D�Y�D�Q�D�J�K���� �������������� �D�O�L�� �]�D�� �S�U�L�U�R�G�Q�H�� �G�R�P�D�ü�L�Q�H�� �V�P�D�W�U�D�M�X�� �V�H�� �N�R�N�R�ã�� �L�� �I�D�]�D�Q��

(Cavanagh i sur., 1988). Zabilježeni su i izolati IBV-a kod prepelica, pingvina i zamoraca (Liais i 

sur., ���������������2�V�M�H�W�O�M�L�Y�R�V�W���G�R�P�D�ü�L�Q�D���Q�D���V�R�M�H�Y�H���Y�L�U�X�V�D���R�Y�L�V�L���R���Y�L�ã�H���þ�L�P�E�H�Q�L�N�D�����D���W�R���V�X���G�R�E���G�R�P�D�ü�L�Q�D����

�J�H�Q�H�W�L�N�D���G�R�P�D�ü�L�Q�D���L���L�O�L���R�N�R�O�L�ã�Q�L���V�W�U�H�V���� 

 

2.2.4. Evolucija virusa  
 

 �*�H�Q�V�N�H�� �S�U�R�P�M�H�Q�H�� �S�R�S�X�W�� �P�X�W�D�F�L�M�D���� �U�H�N�R�P�E�L�Q�D�F�L�M�D�� �L�� �V�H�O�H�N�W�L�Y�Q�R�J�� �S�U�L�W�L�V�N�D�� �L�J�U�D�M�X�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�X��

ulogu u evoluciji virusnog genoma (Liu i sur., 2007). Rekombinacija �V�H�� �R�E�L�þ�Q�R���G�R�J�D�ÿ�D���L�]�P�H�ÿ�X��

�G�Y�D���L�O�L���Y�L�ã�H���Y�L�U�X�V�D���N�R�M�L���L�Q�I�L�F�L�U�D�M�X���L�V�W�X���V�W�D�Q�L�F�X�����D���W�R���V�X���Q�D�M�þ�H�ã�ü�H���,�%�9���L���G�U�X�J�L��koronavirusi (Jackwood 

�L���V�X�U���������������������0�X�W�D�F�L�M�H���L���V�H�O�H�N�W�L�Y�Q�L���S�U�L�W�L�V�D�N���X���K�L�S�H�U�Y�D�U�L�M�D�E�L�O�Q�L�P���U�H�J�L�M�D�P�D���J�H�Q�D���R�P�R�J�X�ü�X�M�X���Y�L�U�X�V�X���G�D��

�V�H���S�U�L�O�D�J�R�G�L���Q�D���Q�R�Y�X���Y�U�V�W�X���G�R�P�D�ü�L�Q�D�����ã�W�R���G�R�S�U�L�Q�R�V�L���H�Y�R�O�X�F�L�M�L���Y�L�U�X�V�D��(Liu i sur., 2007). 

 IBV serotipovi se razlikuju otprilike 20 do 25% u njihovim S1 glikoproteinskim 

sekvencama, nekad te razlike �P�R�J�X���G�R�V�H�ü�L���L�������������%�D�Q�G�H���L���V�X�U��, 2017), a promjena od samo 5% 

može dovesti do promjene u serotipovima (Bende i sur., 2015). �.�D�R���L���N�R�G���Y�H�ü�L�Q�H���5�1�$���Y�L�U�X�V�D, pa 

tako i kod IBV-a, promjene na virusn�R�P���J�H�Q�R�P�X���G�R�Y�R�G�H���G�R���Q�D�V�W�D�Q�N�D���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K���J�H�Q�R�W�L�S�R�Y�D���N�R�M�L��

�R�Q�G�D���Q�D���U�D�]�O�L�þ�L�W�H���Q�D�þ�L�Q�H���G�M�H�O�X�M�X���Q�D���G�R�P�D�ü�L�Q�D�����U�D�]�O�L�þ�L�W�L���L�V�K�R�G�L���L�Q�I�H�N�F�L�M�H�������-�L�D���L���V�X�U�������������������/�L�P���L���V�X�U������

2011; Jackwood i sur., 2012). Još uvijek nije jasno kako se razvijaju koronavirusi, osobito IBV, 

�D�O�L���P�R�å�H���V�H���U�H�ü�L���G�D��na nastanak novih genotipova/serotipova �N�R�U�R�Q�D�Y�L�U�X�V�D���X�W�M�H�þ�X���V�O�M�H�G�H�ü�H���W�U�L���V�W�Y�D�U�L����

�D�����Q�X�N�O�H�R�W�L�G�Q�H���P�X�W�D�F�L�M�H�����G�H�O�H�F�L�M�D�����L�Q�V�H�U�F�L�M�H�����W�R�þ�N�D�V�W�H���P�X�W�D�F�L�M�H�������E����RNA rekombinacija in vitro i in 
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vivo i c) virusni selektivni pritisak zbog cijepljen�M�D���L�O�L���G�M�H�O�R�P�L�þ�Q�R���L�P�X�Q�L�K���S�W�L�F�D����Bande i sur., 2017). 

In vitro rekombinacija odvija se pod strogim laboratorijim uvjetima, dok se in vivo rekombinacija 

ne može kontrolirati. Za in vivo �U�H�N�R�P�E�L�Q�D�F�L�M�X���]�Q�D�P�R���G�D���M�H���V�W�R�S�D���X�þ�H�V�W�D�O�R�V�W�L���Y�L�V�R�N�D���R�G�Q�R�V�Q�R���S�H�W��

od osam ispitanih uzoraka IBV-�D�� �S�R�N�D�]�X�M�H�� �P�R�J�X�ü�Q�R�V�W�� �U�H�N�R�P�E�L�Q�D�F�L�M�H�� ���.�X�V�W�H�U�V�� �L�� �V�X�U������ ������������ 

�3�U�R�P�M�H�Q�H���X���U�H�G�R�V�O�L�M�H�G�X���X���6�����V�H�N�Y�H�Q�F�L���P�R�J�X�ü�H���V�X���L���W�L�M�H�N�R�P���D�G�D�S�W�D�F�L�M�H���Y�L�U�X�V�D���X���9�H�U�R���V�W�D�Q�L�F�D�P�D���L�O�L��

nakon n�H�N�R�O�L�N�R���S�D�V�D�å�D���X���S�L�O�H�ü�L�P���H�P�E�U�L�M�L�P�D���W�L�M�H�N�R�P���U�D�]�Y�R�M�D���F�M�H�S�L�Y�D�� 

 Veliki broj IBV serotipova identificiran je i prijavljen širom svijeta kao npr. Arkansas, 

Connecticut (Conn), Massachusetts (Mass), 4/91 ili 793B, D274, H120, Italija02, QX. 

Serotipizacija sojeva IBV-�D�� �R�E�L�þ�Q�R�� �V�H�� �S�U�R�Y�R�G�L�� �S�R�P�R�ü�X�� �V�X�V�W�D�Y�D�� �W�H�P�H�O�M�H�Q�R�J�� �Q�D�� �L�Q�I�H�N�F�L�M�L�� �N�R�N�R�ã�L��

IBV-om �V�D�� �V�H�U�R�W�L�S�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�P�� �H�S�L�W�R�S�R�P���� �'�D�Q�D�V�� �M�H�� �V�H�U�R�W�L�S�L�]�D�F�L�M�D�� �,�%�9-�D�� �V�Y�H�� �U�M�H�ÿ�D�� �]�E�R�J�� �S�R�M�D�Y�H��

�Y�H�O�L�N�R�J���E�U�R�M�D���L�Q�D�þ�L�F�D�� �,�%�9-a, a za serotipizaciju je potrebno protutijelo �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R��za serotip što 

nije lako dobiti (de Wit i sur., 2011). Zbog toga se u posljednje vrijeme tipizacija virusa provodi 

�P�R�O�H�N�X�O�D�U�Q�L�P���P�H�W�R�G�D�P�D���S�R�P�R�ü�X���N�R�M�L�K���M�H���P�R�J�X�ü�H���L�G�H�Q�W�L�I�L�F�L�U�D�W�L���P�Q�R�J�H���Y�U�V�W�H���Y�L�U�X�V�D�����*�H�Q�R�W�L�S�L�]�D�F�L�M�D��

IBV-a provodi se umnožavanjem visoko varijabilne regije �V�H�N�Y�H�Q�F�H�� �6���� �O�D�Q�þ�D�Q�R�P�� �U�H�D�N�F�L�M�R�P��

polimeraze (RT - �3�&�5�����Q�D�N�R�Q���þ�H�J�D���V�O�L�M�H�G�L���V�H�N�Y�H�Q�F�L�U�D�Q�M�H����de Wit, 2000). 
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Slika 5. �)�L�O�R�J�H�Q�H�W�L�þ�N�R�� �V�W�D�E�O�R���� �G�R�E�L�Y�H�Q�R�� �X�V�S�R�U�H�G�Q�L�P�� �D�Q�D�O�L�]�D�P�D�� �6���� �V�H�N�Y�H�Q�F�H�� �6�� �J�H�Q�D�� �V�R�M�H�Y�D�� �L�]��

�U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K���]�H�P�D�O�M�D�����S�U�L�N�D�]�X�M�H���H�Y�R�O�X�F�L�M�X���,�%�9���J�H�Q�R�W�L�S�R�Y�D���X��Europi (Abro, 2013). 

 

2.2.5. Otkrivanje i identifikacija virusa infektivnog bronhitisa 
 

 Zbog stalne evolucije neprestano se pojavljuju nove varijante IBV-a po cijelom svijetu te 

�L�K���M�H���]�E�R�J���W�R�J�D���E�L�W�Q�R���P�R�ü�L���R�W�N�U�L�W�L���L���L�G�H�Q�W�L�I�L�F�L�U�D�W�L���S�R�P�R�ü�X���U�D�]�Q�L�K���P�H�W�R�G�D�����1�D�M�þ�H�ã�ü�L���W�H�V�W�R�Y�L���]�D���U�X�W�L�Q�V�N�X��

dijagnozu su izolacija virusa, inhibicija hemaglutinacije (HI, eng. hemagglutination inhibition), 

imuno-enzimska (ELISA, eng. Enzyme Linked Imunosorbent Assay) metoda, test 

imunoperoksidaze (IPA, eng. immunoperoxidase assay), test neutralizacije virusa (VNT, eng. 

virus neutralisation test), test imunofluorescencije (IFA, eng. immunofluorescence assay), test 

precipitizacije u agaru (AGPT, eng. agar gel precipitation test) i RT-PCR (eng. reverse 
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transcription polymerase chain reaction) (de Wit, 2000). �9�H�ü�L�Q�D���N�R�Q�Y�H�Q�F�L�R�Q�D�O�Q�L�K���G�L�M�D�J�Q�R�V�W�L�þ�N�L�K��

�L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�M�D���V�X���G�X�J�R�W�U�D�M�Q�D�����V�N�X�S�D���W�H���G�D�M�X���U�H�O�D�W�L�Y�Q�R���Q�L�V�N�X���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�V�W���L���R�V�M�H�W�O�M�L�Y�R�V�W�����$�E�U�R�������������������8��

�Y�H�W�H�U�L�Q�D�U�V�N�R�M�� �P�H�G�L�F�L�Q�L�� �U�D�]�U�D�ÿ�H�Q�L�� �V�X�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�� �W�H�V�W�R�Y�L�� �S�U�L�P�M�H�Q�R�P�� �3�&�5�� �X�� �V�W�Y�D�U�Q�R�P�� �Y�U�H�P�H�Q�X�� ���H�Q�J����

real-time PCR�����]�D���G�L�M�D�J�Q�R�]�X���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K���]�D�U�D�]�Q�L�K���S�D�W�R�J�H�Q�D���S�D���W�D�N�R���L���]�D���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R���R�W�N�U�L�Y�D�Q�M�H���,�%�9-

a. Real time RT-PCR je vrlo osjetljiva metoda i može se primijeniti za brzo otkrivanje i 

identificiranje IBV-a. Tipizacija virusa temelji se na usporednoj analizi nukleotidnih sljedova 

varijabilnog S gena.  

 �,�%�9�� �V�H�� �Q�D�M�X�V�S�M�H�ã�Q�L�M�H�� �L�]�R�O�L�U�D�� �L�]�� �V�O�X�]�Q�L�F�H�� �W�U�D�K�H�M�H�� �L�� �S�O�X�ü�D�� �Q�H�N�R�O�L�N�R�� �G�D�Q�D�� �G�R�� �M�H�G�Q�R�J�� �W�M�H�G�Q�D��

�Q�D�N�R�Q�� �L�Q�I�H�N�F�L�M�H�� �G�R�P�D�ü�L�Q�D���� �5�7-PCR se sve više koristi za identificiranje S-glikoproteina 

�J�H�Q�R�W�L�S�R�Y�D���Q�D�ÿ�H�Q�L�K���Q�D���W�H�U�H�Q�X�����*�H�Q�R�W�L�S�L�]�D�F�L�M�D���X�S�R�W�U�H�E�R�P���S�R�þ�H�W�Q�L�F�D���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�K���]�D���6�����S�R�G�M�H�G�L�Q�L�F�X��

�6���J�H�Q�D���L�O�L���V�H�N�Y�H�Q�F�L�U�D�Q�M�H�� �6���J�H�Q�D���R�S�ü�H�Q�L�W�R���G�D�M�H���V�O�L�þ�Q�H���� �D�O�L���Q�H���X�Y�L�M�H�N���L�G�H�Q�W�L�þ�Q�H���U�H�]�X�O�W�D�W�H���N�D�R���+�,�� �L�O�L��

VNT serotipizacija (OIE, 2008). Serotip se može odrediti upotrebom HI i VNT metode uz 

�R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�L���D�Q�W�L�V�H�U�X�P�����.�R�P�H�U�F�L�M�D�O�Q�L���(�/�,�6�$���W�H�V�W�R�Y�L���V�H���N�R�U�L�V�W�H���]�D���S�U�D�ü�H�Q�M�H���R�G�J�R�Y�R�U�D���D�Q�W�L�W�L�M�H�O�D���X��

serumu. Antigeni koji se koriste u  komercijalno dostupnim testovima imaju široki raspon reakcija 

�Q�D���U�D�]�O�L�þ�L�W�H���V�H�U�R�W�L�S�R�Y�H�� 

 

2.2.6. Soj �V�O�L�þan varijantu 2 
 

 �9�L�U�X�V���S�W�L�þ�M�H�J��infektivnog bronhitisa soj �V�O�L�þ�D�Q���Y�D�U�L�M�D�Q�W�X���� koji se još naziva genotipski GI-

23 IBV genotip GI-������ �N�U�X�å�L�� �X�� �]�H�P�O�M�D�P�D�� �%�O�L�V�N�R�J�� �,�V�W�R�N�D�� �Y�H�ü�� �V�N�R�U�R�� ������ �J�R�G�L�Q�D, a prvi put je 

identificiran u Izraelu 1998. godine, samo dvije godine nakon pojave prve epidemije IBV-a 

uzrokovane sojem Varij�D�Q�W���������&�D�O�O�L�V�R�Q���L���V�X�U���������������������.�R�G���S�L�O�L�ü�D���N�R�G���N�R�M�L�K���V�X���X�R�þ�H�Q�L���U�H�V�S�L�U�D�W�R�U�Q�L���L��

�P�R�N�U�D�ü�Q�L���S�U�R�E�O�H�P�L���S�U�R�Q�D�ÿ�H�Q���M�H���V�R�M���J�H�Q�H�W�V�N�L���V�O�L�þ�D�Q��Varijantu 2 pa je nazvan �V�O�L�þ�D�Q���Y�D�U�L�M�D�Q�W�X���� (Meir 

�L���V�X�U���������������������7�L�M�H�N�R�P���J�R�G�L�Q�D���E�U�R�M���V�O�X�þ�D�M�H�Y�D���X�]�U�R�N�R�Y�D�Q���V�R�M�H�P���V�O�L�þ�Q�L�P���Y�D�U�L�M�D�Q�W�X������se smanjivao sve 

do 2006. godine kada je nastupio drugi val epidemije (Lisowska i sur., 2017). 2010. godine 

izraelska peradars�N�D���L�Q�G�X�V�W�U�L�M�D���S�R�þ�H�O�D���M�H���S�U�L�P�M�H�Q�M�L�Y�D�W�L���Q�R�Y�R���F�M�H�S�L�Y�R���S�U�R�W�L�Y���V�R�M�D���V�O�L�þ�Q�R�J���Y�D�U�L�M�D�Q�W�X������

zbog velikih ekonomskih gubitaka (Even-Chen i sur., 2014). Neke zemlje Bliskog Istoka, kako bi 

smanjile problem uzrokovan genotipom GI-23, upotrebljavale su cjepiva protiv serotipa H120 

(Selim i sur., 2013). Soj �V�O�L�þ�D�Q���Y�D�U�L�M�D�Q�W�X������brzo se proširio na druge zemlje Bliskog Istoka, 2009. 

�J�R�G�L�Q�H���S�R�M�D�Y�L�R���V�H���X���-�R�U�G�D�Q�X���L���Q�D���V�M�H�Y�H�U�X���,�U�D�N�D�����6�H�J�H�U���L���V�X�U���������������������0�R�O�H�N�X�O�D�U�Q�R���S�U�D�ü�H�Q�M�H���V�R�M�H�Y�D��
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IBV-a koji cirkuliraju Iranom pokazalo je da je ���������� ���� �N�O�L�Q�L�þ�N�L�K�� �V�O�X�þ�D�M�H�Y�D�� �X�]�U�R�N�R�Y�D�Q�R��sojem 

�V�O�L�þ�Q�L�P���Y�D�U�L�M�D�Q�W�X������(Hosseini i sur., 2015). U 2011. i 2012. godini soj �V�O�L�þ�D�Q���Y�D�U�L�M�D�Q�W�X������identificiran 

je i u Egiptu, Turskoj i Libiji (Yilmaz i sur., 2016; Zanaty i sur., 2016). Kasnije je prisustvo soja 

otkriveno i u Saudijskoj Arabiji, Kuvajtu, Bahreinu, Armeniji, a od 2015. godine i u Rusiji, Litvi, 

�3�R�O�M�V�N�R�M�� �L�� �8�N�U�D�M�L�Q�L�� ���/�L�V�R�Z�V�N�D�� �L�� �V�X�U������ �������������� �,�Q�W�H�Q�]�L�Y�Q�D�� �P�H�ÿ�X�Q�D�U�R�G�Q�D�� �W�U�J�R�Y�L�Q�D���� �Q�H�N�R�Q�W�U�R�O�L�U�D�Q�R��

kretanje ljudi i životinja preko granica zemalja Bliskog Istoka mo�J�X�ü�L���V�X���X�]�U�R�F�L���ã�L�U�H�Q�M�D���J�H�Q�R�W�L�S�D��

GI-23 (Hussein i sur., 2014). Soj �V�O�L�þ�D�Q���Y�D�U�L�M�D�Q�W�X���� je nefropatogen odnosno osim što napada dišni 

sustav napada i bubrege i jajovod što rezultira smanjenom proizvodnjom jaja (Selim i sur., 2013).  

 Genom je organiziran kao i kod svih koronavirusa (slika 6). Sastoji se od dijela koji kodira 

za nestrukturne proteine 1a i 1b te dijela koji kodira za strukturne proteine S, E, M, N, 3a, 3b, 5a i 

5b. 

 

 

Slika 6. Organizacija genoma soja �V�O�L�þ�Q�R�J���Y�D�U�L�M�D�Q�W�X���� (Lisowska i sur., 2017).  
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2.3. IMUNITET I CJEPIVA  
 

2.3.1. Imunitet   
 

�6�Y�U�K�D�� �F�L�M�H�S�O�M�H�Q�M�D�� �M�H�� �V�W�Y�D�U�D�Q�M�H�� �L�P�X�Q�R�V�W�L�� �R�V�Q�R�Y�D�Q�H�� �Q�D�� �S�R�V�W�R�M�D�Q�M�X�� �R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�H�J�� �W�L�W�U�D��

protutijela i populacije aktiviranih stanica, koje se mogu brzo umnožiti nakon ponovnog dodira s 

�D�Q�W�L�J�H�Q�R�P���N�R�M�L���V�H���X�Q�L�R���F�L�M�H�S�O�M�H�Q�M�H�P�����,�P�X�Q�L�W�H�W���G�L�M�H�O�L�P�R���Q�D���S�U�L�U�R�ÿ�H�Q�L���L���V�W�H�þ�H�Q�L�����D�G�D�S�W�L�Y�Q�L�������3�U�L�U�R�ÿ�H�Q�L��

imunitet dijeli se na vanjsku obranu (koža, sekreti i mukozne membrane) i unutrašnju obranu 

���I�D�J�R�F�L�W�Q�H�� �V�W�D�Q�L�F�H���� �D�Q�W�L�P�L�N�U�R�E�Q�L�� �S�U�R�W�H�L�Q���� �X�S�D�O�Q�H�� �U�H�D�N�F�L�M�H���� �V�W�D�Q�L�F�H�� �S�U�L�U�R�ÿ�H�Q�H�� �X�E�R�M�L�F�H������Adaptivni 

�L�P�X�Q�L�W�H�W���G�L�M�H�O�L���V�H���Q�D���K�X�P�R�U�D�O�Q�L���L���V�W�D�Q�L�þ�Q�R posredovani imunitet. Humoralni imunitet je posredovan 

protutijelima koje proizvode B limfociti te je osnovni obrambeni mehanizam organizma protiv 

�S�D�W�R�J�H�Q�D���L���Q�M�L�K�R�Y�L�K���W�R�N�V�L�Q�D���S�U�L���þ�H�P�X���V�H���L�]�O�X�þ�H�Q�D���S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�D���Y�H�å�X���Q�D���Q�M�L�K���L���V�X�G�M�H�O�X�M�X���X���Q�M�L�K�R�Y�R�P��

uklanjanju. �6�W�D�Q�L�þ�Q�R���S�R�V�U�H�G�R�Y�D�Q�L���L�P�X�Q�L�W�H�W���M�H���R�E�U�D�Q�D���R�U�J�D�Q�L�]�P�D���R�G���S�D�W�R�J�H�Q�D���G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�H�P���7���V�W�D�Q�L�F�D��

koje: a) aktiviraju makrofage koji fagocitiraju patogenom inficiranu stanicu, b) izravno uništavaju 

�L�Q�I�L�F�L�U�D�Q�X���V�W�D�Q�L�F�X���L���F�����R�V�O�R�E�D�ÿ�D�M�X���F�L�W�R�N�L�Q�H���N�R�M�L���X�Q�L�ã�W�D�Y�D�M�X���L�Q�I�L�F�L�U�D�Q�X��stanicu (Andreis i sur., 2010). 

Antigeni su proteinske ili polisaharidne molekule koje se nalaze na površini virusa, 

�E�D�N�W�H�U�L�M�D���L���G�U�X�J�L�K���R�U�J�D�Q�L�]�D�P�D���L�O�L���V�X���V�O�R�E�R�G�Q�H���P�R�O�H�N�X�O�H�����6�Y�D�N�L���D�Q�W�L�J�H�Q���L�P�D���R�J�U�D�Q�L�þ�H�Q�H���G�L�M�H�O�R�Y�H���N�R�M�L��

se nazivaju epitopi i svaki epitop veže �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�X���P�R�O�H�N�X�O�X���S�U�R�W�X�W�L�M�H�O�D�����V�O�L�N�D�������� 

 

 

 

 

Slika 7. Prikaz vezanja protutijela i antigena preko epitopa (Anonymous, 2001). 
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2.3.2�����2�S�ü�H�Q�L�W�R���R���F�M�H�S�L�Y�L�P�D 
 

 Aktivna imunizacija, cijepljenje, je unošenje živih, oslabljenih ili inaktiviranih (mrtvih) 

�X�]�U�R�þ�Q�L�N�D���]�D�U�D�]�Q�H���E�R�O�H�V�W�L���L�O�L���Q�M�L�K�R�Y�L�K���L�]�O�X�þ�H�Y�L�Q�D���X���R�U�J�D�Q�L�]�D�P���þ�R�Y�M�H�N�D���L�O�L���å�L�Y�R�W�L�Q�M�D���U�D�G�L���V�W�Y�D�U�D�Q�M�D��

�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�H�� �R�W�S�R�U�Q�R�V�W�L�� �Q�D�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�H�� �]�D�U�D�]�Q�H�� �E�R�O�H�V�W�L��(Medicinski leksikon, 1992). Vrste virusnih 

cjepiva možemo podijeliti na 4 skupine: a) živa atenuirana cjepiva, b) neživa/inaktivirana cjepiva, 

c) pod�M�H�G�L�Q�L�þ�Q�D���F�M�H�S�L�Y�D���L���G�����F�M�H�S�L�Y�D���Q�D���E�D�]�L���Q�X�N�O�H�L�Q�V�N�L�K���N�L�V�H�O�L�Q�D.  

 

2.3.3. Proizvodnja cjepiva 
 

 �3�U�R�L�]�Y�R�G�Q�M�D���F�M�H�S�L�Y�D���R�E�X�K�Y�D�ü�D�������R�V�Q�R�Y�Q�H���I�D�]�H�����������X�]�J�R�M���Y�L�U�X�V�D����2. postupke �S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�D��

proizvoda i 3. formulaciju proizvoda. Za uzgoj virusa zahtijeva se prisutnost supstrata odnosno 

�å�L�Y�R�J���G�R�P�D�ü�L�Q�D���G�D���E�L���V�H���P�R�J�D�R���U�H�S�O�L�F�L�U�D�W�L�����D���P�R�J�X�ü�L���V�X�S�V�W�U�D�W�L���V�X���W�N�L�Y�R���å�L�Y�R�W�L�Q�M�H�����S�L�O�H�ü�L���H�P�E�U�L�M�L���L��

�V�W�D�Q�L�þ�Q�H���N�X�O�W�X�U�H�����.�R�G��in vivo uzgoja virusa antigen se inokulira u organ životinje i nakon inkubacije 

�X�]�L�P�D���V�H���L�Q�I�L�F�L�U�D�Q�L���R�U�J�D�Q���� �.�R�G���X�]�J�R�M�D���Y�L�U�X�V�D���X���S�L�O�H�ü�H�P���H�P�E�U�L�M�X���� �Y�L�U�X�V���V�H���L�Q�R�N�X�O�L�U�D���X���D�O�D�Q�W�R�L�V�Q�X��

�Y�U�H�ü�L�F�X�������G�R���������G�D�Q�D���V�W�D�U�L�K���S�L�O�H�ü�L�K���H�P�E�U�L�M�D�����-�D�M�D���V�H���R�Q�G�D���L�Q�N�X�E�L�U�D�M�X�������G�R�������G�D�Q�D�����S�U�R�V�Y�Metljuju se 

da se provjeri je li embrij živ i je li došlo do kontaminacije virusom. Nakon toga slijedi sakupljanje 

alantoinsn�H�� �W�H�N�X�ü�L�Q�H���� �S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�D�� �L�� �R�E�O�L�N�R�Y�D�Q�M�D�� �F�M�H�S�L�Y�D���� �.�R�G�� �S�U�R�L�]�Y�R�G�Q�M�H�� �Y�L�U�X�V�Q�L�K�� �þ�H�V�W�L�F�D�� �X��

kulturama životinjskih stanica dolazi do usmjera�Y�D�Q�M�D�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�L�K�� �I�X�Q�N�F�L�M�D�� �N�� �S�U�R�L�]�Y�R�G�Q�M�L�� �Y�L�U�X�V�Q�L�K��

�þ�H�V�W�L�F�D���N�R�M�D���V�H���R�G�Y�L�M�D���Q�D�N�R�Q���L�Q�I�H�N�F�L�M�H���N�X�O�W�X�U�H���Y�L�U�X�V�R�P�����1�H�P�D���S�U�R�L�]�Y�R�G�Q�M�H���V�W�D�Q�L�þ�Q�H���E�L�R�P�D�V�H�����Y�H�ü��

�V�D�P�R���Y�L�U�X�V�Q�L�K���þ�H�V�W�L�F�D���W�H���Q�X�W�U�L�W�L�Y�Q�L���L���P�H�W�D�E�R�O�L�þ�N�L���X�Y�M�H�W�L���V�H���U�D�]�O�L�N�X�M�X���R�G���I�D�]�H���U�D�V�W�D���V�W�D�Q�L�þ�Q�H���N�X�O�W�X�U�H����

�6�W�D�Q�L�þ�Q�D���N�X�O�W�X�U�D���P�R�U�D���E�L�W�L���R�V�M�H�W�O�M�L�Y�D���Q�D���R�G�U�H�ÿ�H�Q�L���Y�L�U�X�V���N�D�N�R���E�L���V�H���W�D�M���Y�L�U�X�V���P�R�J�D�R���X�P�Q�D�å�D�W�L���X���Y�U�O�R��

visokim koncentracijama (Leland i Ginocchio, 2007). 
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2.3.4. Vrste virusnih cjepiva 
 

2.3.4.1. Živa/atenuirana cjepiva 
 

 Dobivaju se od virusa koji se umnožavaju u �V�W�D�Q�L�F�L���� �D�O�L�� �M�H�� �J�H�Q�H�W�L�þ�N�L�� �L�]�P�L�M�H�Q�M�H�Q�� �R�G�Q�R�V�Q�R��

atenuiran tako da ne izaziva bolest. Virus posjeduje proteine (antigene) koji izazivaju imunološki 

odgovor koji štiti organizam od bolesti izazvane patogenim virusom. Prednosti primjene živih 

cjepiva su: a) jedn�R�N�U�D�W�Q�D���G�R�]�D���M�H���G�R�Y�R�O�M�Q�D���G�D���L�]�D�]�R�Y�H���G�X�J�R�W�U�D�M�Q�L���L�P�X�Q�L�W�H�W���� �E���� �R�V�L�J�X�U�D�Y�D�M�X���Y�H�ü�X��

�N�R�O�L�þ�L�Q�X�� �D�Q�W�L�J�H�Q�D�� �N�R�M�L�� �V�H�� �X�� �R�U�J�D�Q�L�]�P�X�� �P�R�å�H�� �X�P�Q�D�å�D�W�L���� �F���� �G�X�å�H�� �Y�U�L�M�H�P�H�� �L�]�O�D�J�D�Q�M�H�� �L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�R�J��

sustava antigenu i d) jeftina proizvodnja. Nedostaci su da ponekad virusi mogu revertirati ili 

mutirati u oblike koje izazivaju bolest te se tako širiti te �]�D�K�W�L�M�H�Y�D�M�X���þ�X�Y�D�Q�M�H���X���K�O�D�G�Q�M�D�N�X���N�D�N�R���E�L��

se zadržala aktivnost cjepiva (Bande i sur., 2015). 

 Živa atenuirana IB cjepiva su prva generacija cjepiva protiv IBV-a koja se koriste za 

kontrolu �L�Q�I�H�N�F�L�M�H���Q�D���W�H�U�H�Q�L�P�D�����&�M�H�S�L�Y�D���V�X���N�R�P�H�U�F�L�M�D�O�Q�R���G�R�V�W�X�S�Q�D���]�D���S�U�L�P�M�H�Q�X���S�X�W�H�P���Y�R�G�H���]�D���S�L�ü�H��

�L�O�L���N�D�R���V�S�U�H�M�H�Y�L���N�R�M�L���V�H���S�U�L�P�M�H�Q�M�X�M�X���Q�D���S�L�O�L�ü�L�P�D���V�W�D�U�L�P���R�G���M�H�G�Q�R�J���G�D�Q�D���G�R���W�M�H�G�D�Q���G�D�Q�D���� �3�R�M�D�þ�D�Q�R��

cijepljenje provodi se s istim cjepivom ili u kombinaciji s drugim sojevima 2 do 3 tjedna nakon 

�S�U�Y�R�J�� �F�L�M�H�S�O�M�H�Q�M�D�� ���&�D�Y�D�Q�D�J�K���� �������������� �.�R�P�H�U�F�L�M�D�O�Q�R�� �G�R�V�W�X�S�Q�D�� �F�M�H�S�L�Y�D�� �S�R�W�M�H�þ�X�� �R�G �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K��

serotipova, npr. M41 i H25 (Sasipreeyajsan i sur., 2012�������D�O�L���P�H�ÿ�X���]�H�P�O�M�D�P�D���S�R�V�W�R�M�H���Y�D�U�L�M�D�F�L�M�H���X��

tipu cjepiva protiv IBV-�D�� �]�E�R�J�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�R�V�W�L��sojeva koje prevladavaju u pojedinim regijama. Iz 

�O�R�J�L�V�W�L�þ�N�L�K�� �L�� �H�N�R�Q�R�P�V�N�L�K�� �U�D�]�O�R�J�D�� �å�L�Y�D�� �D�W�H�Q�X�L�U�D�Q�D�� �F�M�H�S�L�Y�D�� �N�R�P�E�L�Q�L�U�D�M�X�� �V�H�� �V�� �G�U�X�J�L�P�� �Y�L�U�X�V�Q�L�P��

cjepivima kao npr. cjepivo protiv Newcastleske bolesti i Marekove bolesti (Bande i sur., 2015). 

Primjeri nekih komercijalno dostupnih cjepiva: Nobilis IB-Ma5 (MSD Animal Health, UK) 

dobiven iz Mass serotipa, AviPro IB H120 (Lohmann Animal Health, Germany), Nobilis IB 4-91 

(MSD Animal Health, UK), Gallivac CR88 (Merial, USA) i POULVAC IB QX (Pfizer, France). 

 

2.3.4.2. Neživa (inaktivirana) cjepiva 
 

 Patogeni virus se kao i kod živih cjepiva uzgaja na živim supstratima i uzrokuje bolest, ali 

se na kraju procesa kemijski inaktivira. Prednost primjene inaktiviranih cjepiva je to što antigen 

ne može mutirati ili revertirati u oblik koji može dovesti do pojave simptoma bolesti. Nedostaci su 

�W�R�� �ã�W�R�� �V�H�� �Y�L�U�X�V�� �Q�H�� �P�R�å�H�� �X�P�Q�D�å�D�W�L�� �X�� �R�U�J�D�Q�L�]�P�X�� �S�D�� �M�H�� �M�D�þ�L�Q�D�� �L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�R�J�� �R�G�J�R�Y�R�U�D�� �R�J�U�D�Q�L�þ�H�Q�D����
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�]�D�K�W�L�M�H�Y�D�M�X���S�U�L�P�M�H�Q�X���Y�H�ü�H�J���E�U�R�M�D���G�R�]�D���N�D�N�R���E�L���V�H���S�R�V�W�L�J�O�D���U�D�]�L�Q�D���]�D�ã�W�L�W�Q�R�J���L�P�X�Q�L�W�H�W�D���L���Y�U�O�R���V�X���Y�L�V�Rki 

troškovi proizvodnje.  

 �,�Q�D�N�W�L�Y�L�U�D�Q�D���L�O�L���Q�H�å�L�Y�D���F�M�H�S�L�Y�D���P�R�J�X���V�H���X�S�R�W�U�H�E�O�M�D�Y�D�W�L���N�D�R���S�R�M�H�G�L�Q�D�þ�Q�D���L�O�L���X���N�R�P�E�L�Q�D�F�L�M�L���V�D��

živim atenuiranim cjepivima (Finney i sur., 1990). �,�Q�D�N�W�L�Y�L�U�D�Q�D�� �F�M�H�S�L�Y�D�� �Q�D�M�þ�H�ã�ü�H�� �V�H�� �S�U�L�P�M�H�Q�M�X�M�X��

�X�E�U�L�]�J�D�Y�D�Q�M�H�P�� �N�R�G�� �S�L�O�L�ü�D�� �V�W�D�U�L�K�� ������ �G�R�� ������ �W�M�H�G�D�Q�D���� �0�R�å�H�� �V�H�� �]�D�N�O�M�X�þ�L�W�L�� �G�D�� �S�U�L�P�M�H�Q�D�� �L�Q�D�N�W�L�Y�L�U�D�Q�L�K��

cjepiva nije �S�U�D�N�W�L�þ�Q�D��u peradarskoj industriji iz više razloga, kao npr. ako nisu u kombinaciji sa 

živim atenuiranim cjepivom izazivaju manji imunološki odgovor, potrebna je velika doza i/ili 

�Y�L�ã�H�N�U�D�W�Q�R���F�L�M�H�S�O�M�H�Q�M�H���W�H���V�D�P�L���Q�D�þ�L�Q���S�U�L�P�M�H�Q�H���L�Q�M�H�N�W�L�U�D�Q�M�H�P���Q�L�M�H���S�U�D�N�W�L�þ�D�Q���X���Y�H�O�L�N�L�P���S�H�U�D�G�D�U�V�N�L�P��

farmama (Bande i sur., 2015).   

 

2.3.4���������3�R�G�M�H�G�L�Q�L�þ�Q�D���F�M�H�S�L�Y�D 
 

 Pod�M�H�G�L�Q�L�þ�Q�D���F�M�H�S�L�Y�D���V�X���F�M�H�S�L�Y�D���N�R�M�D���V�D�G�U�å�H���S�U�R�W�H�L�Q�V�N�H���I�U�D�J�P�H�Q�W�H���Y�L�U�X�V�D���E�L�W�Q�L�K���]�D���V�W�Y�D�U�D�Q�M�H��

�L�P�X�Q�L�W�H�W�D�����D���Q�H���F�L�M�H�O�H���þ�H�V�W�L�F�H���Y�L�U�X�V�D���R�G�Q�R�V�Q�R���G�R�O�D�]�L���G�R���X�N�O�D�Q�M�D�Q�M�D���'�1�$���L�O�L���5�1�$���P�R�O�H�N�X�O�H�����3�U�H�G�Q�R�V�W��

primjene ovih cjepiva je da ne sadrže dijelove antigena koji mogu izazvati neželjene reakcije. 

Rekombinantno cjepivo je pod�M�H�G�L�Q�L�þ�Q�R�� �F�M�H�S�L�Y�R�� �G�R�E�L�Y�H�Q�R�� �W�H�K�Q�R�O�R�J�L�M�R�P�� �U�'�1�$�� �S�R�P�R�ü�X��

ekspresijskih sustava (bakterije, kvasci i stanice kukaca). Rekombinantna cjepiva još uvijek nisu 

našla veliku primjenu u kontroli infekcija virusom infektivnog bronhitisa, ali njihov potencijal je 

�V�Y�H�� �Y�H�ü�L�� �W�H�� �J�D�� �]�Q�D�Q�V�W�Y�H�Q�L�F�L�� �V�Y�H�� �Y�L�ã�H�� �S�U�H�S�R�]�Q�D�M�X���� �5�H�N�R�P�E�L�Q�D�Q�W�Q�D�� �F�M�H�S�L�Y�D�� �N�R�M�D�� �V�H�� �Q�D�O�D�]�H�� �X��

eksperimentalnim fazama razvoja su DNA cjepiva i peptidna cjepiva (Bande i sur., 2015). 

 

2.3.4.4. DNA cjepiva 
 

 �&�M�H�S�L�Y�D���Q�D���R�V�Q�R�Y�L���Q�X�N�O�H�L�Q�V�N�L�K���N�L�V�H�O�L�Q�D���V�D�G�U�å�H���S�O�D�]�P�L�G�Q�H���'�1�$���Y�H�N�W�R�U�H�����U�M�H�ÿ�H���5�1�$�����N�R�M�L��

kodiraju za antigen ili antigene od interesa. Nakon unosa plazmida, antigen se eksprimira in situ i 

�G�R�O�D�]�L���G�R���V�W�Y�D�U�D�Q�M�D���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�J���L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�R�J���R�G�J�R�Y�R�U�D�����3�U�H�G�Q�R�V�W�L���S�U�L�P�M�H�Qe DNA cjepiva su da se 

�S�O�D�]�P�L�G�L���O�D�N�R���S�U�R�L�]�Y�R�G�H���X���Y�H�O�L�N�L�P�����N�R�O�L�þ�L�Q�D�P�D�����'�1�$���M�H���V�W�D�E�L�O�Q�D���L���S�R�G�Q�R�V�L���Y�L�V�R�N�H���W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�H���W�D�N�R��

da su �þ�X�Y�D�Q�M�H���L���W�U�D�Q�V�S�R�U�W���F�M�H�S�L�Y�D���R�O�D�N�ã�D�Q�L�����O�D�N�R���V�H���P�R�å�H���R�G�J�R�Y�R�U�L�W�L���Q�D���S�U�R�P�M�H�Q�H���L�Q�I�H�N�W�L�Y�Q�R�J���D�J�H�Q�V�D��

�E�X�G�X�ü�L�� �G�D�� �V�H�� �'�1�$�� �V�H�N�Y�H�Q�F�D�� �P�R�å�H�� �G�R�E�L�W�L�� �X�� �O�D�E�R�U�D�W�R�U�L�M�V�N�L�P�� �X�Y�M�H�W�L�P�D���� �P�R�J�X�� �V�H�� �N�R�U�L�V�W�L�W�L�� �V�P�M�H�V�H��

plazmida koje kodiraju brojne proteinske fragmente jednog ili više virusa pa se može proizvesti 
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širok spektar cjepiva te nemaju proteinsku komponentu pa nema imunogenih reakcija. Nedostaci 

�S�U�L�P�M�H�Q�H�� �V�X�� �P�R�J�X�ü�Q�R�V�W�� �X�J�U�D�G�Q�M�H�� �S�O�D�]�P�L�G�D�� �X�� �J�H�Q�R�P�� �S�U�L�P�D�W�H�O�M�D�� ���P�X�W�D�J�H�Q�H�]�D������ �V�W�Y�D�U�D�Q�M�H��

autoimunog odgovora (patogena anti DNA-protutijela), stvaranje imunološke tolerancije 

���H�N�V�S�U�H�V�L�M�D���D�Q�W�L�J�H�Q�D���N�R�G���G�R�P�D�ü�L�Q�D���P�R�å�H���G�R�Y�H�V�W�L���G�R���Q�H�V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�J���Q�H-odgovora na taj antigen). 

Do nedavno nije bilo komercijalno dostupnog DNA cjepiva u peradarskoj industriji, ali to 

se u zadnje vrijeme mijenja jer su znanstvenici sve više zainteresirani za proizvodnju takvog tipa 

cjepiva što nam pokazuje podatak da se nekoliko proizvoda nalazi u eksperimentalnom stadiju 

razvoja kao npr. pDKArkS-DP cjepivo bazirano na genu S1 serotipa Arkansas (Liu, 2011). DNA 

cjepiva se primjenjuju injektiranjem što dovodi do limitacije primjene cjepiva u velikim 

�S�H�U�D�G�D�U�V�N�L�P���L�Q�G�X�V�W�U�L�M�D�P�D�����3�U�R�E�O�H�P���E�L���V�H���P�R�J�D�R���U�L�M�H�ã�L�W�L���W�D�N�R���G�D���V�H���F�M�H�S�L�Y�R���G�D�M�H���S�X�W�H�P���Y�R�G�H���]�D���S�L�ü�H��

ili u obliku spreja (Bande i sur., 2015).  

 

2.3.4.5. Peptidna cjepiva 
 

 Proizvodnja peptidnih cjepiva je temeljena na izravnoj kemijskoj sintezi peptidne 

sekvence. Cjepiva sadrže peptide (imunogene epitope) koji mogu izazvati jak imunološki odgovor 

kad se unose �X���R�U�J�D�Q�L�]�D�P���S�R�P�R�ü�X���Q�R�V�D�þ�D���L�O�L���D�G�M�X�Y�D�Q�V�D���M�H�U���D�N�R���V�H���X�Q�H�V�H���V�D�P�R���S�H�S�W�L�G���R�Q�G�D���Q�H���G�R�O�D�]�L��

�G�R���]�Q�D�þ�D�M�Q�R�J���L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�R�J���R�G�J�R�Y�R�U�D���E�X�G�X�ü�L���G�D���V�H���E�U�]�R���L�]�O�X�þ�X�M�H���L�]���R�U�J�D�Q�L�]�P�D�� 

�3�H�S�W�L�G�Q�D���F�M�H�S�L�Y�D���N�R�M�D���V�H���Q�D�O�D�]�H���X���H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W�D�O�Q�R�P���V�W�D�G�L�M�X���U�D�]�Y�R�M�D���S�R�N�D�]�X�M�X���R�E�H�ü�D�Y�D�M�X�ü�X��

ulogu u kontroli i borbi protiv IBV-a. Nekoliko istraživanja fokusirana su na razvijanju peptidnih 

�F�M�H�S�L�Y�D�� �V�� �Y�H�ü�L�P�� �E�U�R�M�H�P�� �H�S�L�W�R�S�D�� �]�D�� �S�U�L�P�M�H�Q�X�� �S�U�R�W�L�Y�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �V�H�U�R�W�L�S�R�Y�D�� �Y�L�U�X�V�D�� �G�L�O�M�H�P�� �V�Y�L�M�H�W�D��

(Bande i sur., 2015). Yang i sur. (2009) su razvili IBV cjepivo bazirano na velikom broju epitopa 

�L�]�� �6���� �L�� �1�� �J�H�Q�D���� �$�Q�D�O�L�]�H�� �H�N�V�S�U�H�V�L�M�H�� �L�� �L�P�X�Q�L�]�D�F�L�M�H�� �S�R�N�D�]�D�O�H�� �V�X�� �G�D�� �V�L�Q�W�H�W�L�þ�N�L�� �G�L�]�D�M�Q�L�U�D�Q�L�� �S�H�S�W�L�G�L��

�L�]�D�]�L�Y�D�M�X���L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�L���R�G�J�R�Y�R�U���N�R�M�L���ã�W�L�W�L���R�U�J�D�Q�L�]�D�P���R�G���Y�L�U�X�V�D���X�����������V�O�X�þ�D�M�H�Y�D�����%�H�Q�G�H���L���V�X�U������������������ 
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2.3.5. Cjepiva za virus infektivnog bronhitisa (IBV) 
 

Infektivni bronhitis se kontrolira primjenom živih atenuiranih cjepiva koja se dobivaju od 

�Y�L�U�X�O�H�Q�W�Q�L�K���Y�L�U�X�V�D���N�R�M�D���V�X���R�V�O�D�E�O�M�H�Q�D���Y�L�ã�H�V�W�U�X�N�L�P���V�H�U�L�M�V�N�L�P���S�D�V�D�å�D�P�D�����Q�D�M�þ�H�ã�ü�H���������S�D�V�D�å�D�������3�D�V�D�å�H��

�R�G�Q�R�V�Q�R�� �R�V�O�D�E�O�M�L�Y�D�Q�M�H�� �Y�L�U�X�V�D�� �S�U�R�Y�R�G�L�� �V�H�� �Q�D�� �H�P�E�U�L�M�L�P�D�� �S�L�O�L�ü�D�� �V�W�D�U�L�K otprilike od 10 do 11 dana 

(Arm�H�V�W�R�� �L�� �V�X�U������ �������������� �.�D�R�� �S�R�V�O�M�H�G�L�F�D�� �R�Y�R�J�� �S�U�R�F�H�V�D�� �Y�L�U�X�V�� �S�R�V�W�D�M�H�� �S�U�L�O�D�J�R�ÿ�H�Q�L�M�L�� �H�P�E�U�L�M�X���� �ã�W�R�� �V�H��

�R�þ�L�W�X�M�H���X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�L�M�R�P���U�H�S�O�L�N�D�F�L�M�R�P���L���Y�H�ü�R�P���S�D�W�R�J�H�Q�R�ã�ü�X���Y�L�U�X�V�D���S�U�H�P�D���H�P�E�U�L�M�X�� 

Cijepljenje �M�H�� �J�O�D�Y�Q�L�� �D�O�D�W�� �X�� �N�R�Q�W�U�R�O�L�� �,�%�9�� �L�Q�I�H�N�F�L�M�D���� �0�H�ÿ�X�W�L�P���� �R�Y�D�M pristup je izazvao 

nastajanje novih IBV serotipova (danas više od 50 varijanti). Neki sojevi IBV-a za koja postoje 

cjepiva mogu nestati zbog pojave novih varijanta pa je zbog toga potreban razvoj novih cjepiva. 

�9�H�ü�L�Q�D���V�H���F�M�H�S�L�Y�D���]�D���,�%�9���W�H�P�H�O�M�L���Q�D���å�L�Y�L�P�����Rslabljenim ili neživim �Y�L�U�X�V�L�P�D���G�R�E�L�Y�H�Q�L�K���L�]���N�O�D�V�L�þ�Q�L�K��

�L�O�L���Y�D�U�L�M�D�Q�W�Q�L�K���V�H�U�R�W�L�S�R�Y�D�����7�D�N�Y�D���F�M�H�S�L�Y�D���U�D�]�Y�L�M�H�Q�D���V�X���L�]���V�R�M�H�Y�D���N�R�M�D���S�R�W�M�H�þ�X���L�]���6�$�'-a kao što su 

�0���������0�D�������$�U�N�����&�R�Q�Q���L���1�L�]�R�]�H�P�V�N�H���N�D�R���ã�W�R���V�X���+�������L���+�����������D�O�L���L���L�]���Q�H�N�L�K���V�R�M�H�Y�D���N�R�M�L���S�R�W�M�H�þ�X���L�]��

Europe (793/B, CR88, iD274) (Bande i sur., 2015). Svjetska organizacija za zdravlje životinja 

(OIE, eng. World Organisation for Animal Health�����S�U�H�S�R�U�X�þ�X�M�H���G�D���G�L�V�W�U�L�E�X�F�L�M�D���,�%�9���V�H�U�R�W�L�S�R�Y�D���X��

svakoj geografskoj regiji treba utjecati na izbor cjepiva. Nedavno su se pojavile kineske varijante 

QX-�D���N�R�M�H���L�]�D�]�L�Y�D�M�X���H�S�L�G�H�P�L�M�H���X���(�X�U�R�S�L�����$�]�L�M�L�����%�O�L�V�N�R�P���,�V�W�R�N�X���L���$�I�U�L�F�L���L���W�L�P�H���S�R�N�D�]�X�M�X�ü�L���S�R�P�D�N���X��

geografskoj distribuciji (Bande i sur., 2015). 

 

2.4. DIZAJN EKSPERIMENTA 
 

 Dizajn eksperimenta (DoE, eng. design of experiments) pojam �M�H���N�R�M�L���R�E�X�K�Y�D�ü�D���S�O�D�Q�L�U�D�Q�M�H����

�S�U�R�M�H�N�W�L�U�D�Q�M�H�� �L�� �D�Q�D�O�L�]�X�� �H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W�D�� �S�R�W�U�H�E�Q�H�� �]�D�� �G�R�Q�R�ã�H�Q�M�H�� �Y�D�å�H�ü�L�K�� �L�� �R�S�ü�H�Q�L�W�L�K�� �]�D�N�O�M�X�þ�D�N�D�� �Q�D��

�G�M�H�O�R�W�Y�R�U�D�Q���L���X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W���Q�D�þ�L�Q�����0�R�Q�W�J�R�P�H�U�\���L���5�X�J�Q�H�U�������������E�������.�R�U�L�V�W�L���V�H���]�D���U�D�]�Y�R�M���Q�R�Y�L�K���S�U�R�L�]�Y�R�G�D��

�L�O�L���S�U�R�F�H�V�D���W�H���]�D���Q�M�L�K�R�Y�R���X�Q�D�S�U�M�H�ÿ�H�Q�Me ili ispitivanje otpornosti te u pronalaženju parametara koji 

�V�X���]�Q�D�þ�D�M�Q�L���]�D���Q�H�N�L���S�U�R�L�]�Y�R�G���L�O�L���S�U�R�F�H�V�����0�D�U�N�X�ã�L�ü i sur., 2013�������&�L�O�M���G�L�]�D�M�Q�D���H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W�D���M�H���S�U�R�Q�D�ü�L��

�R�S�W�L�P�X�P���X���N�R�M�H�P���M�H���S�R�V�W�L�J�Q�X�W�D���Q�D�M�E�R�O�M�D���P�R�J�X�ü�D���N�Y�D�O�L�W�H�W�D���V���Q�D�M�P�D�Q�M�L�P���W�U�R�ã�N�R�Y�L�P�D�� 

 Dizajn eksperimenta se provodi tako da se istovremeno ispituju svi parametri za koje se 

smatra da imaju utjecaj na proizvod ili proces. Mora se odrediti neka standardna operativna 

vrijednost oko koje se onda provode niz eksperimenata kao što je prikazano na slici 8. Na primjer, 
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�R�G�U�H�ÿ�H�Q�R���M�H���G�D���V�H���L�V�S�L�W�X�M�H���W�U�L���S�D�U�D�P�H�W�U�D�����;1, X2 i X3) kojima se pridaje neka standardna vrijednost. 

Prvi parametar X1 ima standardnu vrijednost 300, te drugi X2 �L�����W�U�H�ü�L���S�D�U�D�P�H�W�D�U���;3 standardnu 

vrijednost 75. Na kocki je vidljivo kako svaki parametar varira sustavno oko centralne vrijednosti 

�ã�W�R���]�Q�D�þ�L���G�D���V�H���;1 još ispituje na vrijednostima 200 i 400, a X2 i X3 na vrijednostima 50 i 100. Na 

�N�U�D�M�X���V�H���L�]�U�D�þ�X�Q�D���N�R�M�L���R�S�H�U�D�W�L�Y�Q�L���S�D�U�D�P�H�W�D�U���L�P�D���N�D�N�D�Y���X�W�M�H�F�D�M���Q�D���S�U�R�L�]�Y�R�G���L�O�L���S�U�R�F�H�V�����(�U�L�N�V�V�R�Q���L��

sur., 2000). 

 

 

 

Slika 8. Princip dizajna eksperimenta (Eriksson i sur., 2000). 

Glavni cilj dizajna eksperimenata je utvrditi varijable koje imaju utjecaj na rezultat, utvrditi 

optimalne vrijednosti svih važnih �þ�L�P�E�H�Q�L�N�D X kako bi uvijek davale približno istu vrijednost 

rezultata Y te utvrditi optimalne vrijednosti svih važnih �þ�L�P�E�H�Q�L�N�D �;�� �N�D�N�R���E�L���Y�D�U�L�M�D�F�L�M�D���L�]�P�H�ÿ�X��

rezultata Y bila mala (Anderson i Withcomb, 2015). 

 �ý�L�P�E�H�Q�L�Fi su procesni ulazni parametri koji se ispituju na razinama. Ulazni parametri se 

�Q�D�M�þ�H�ã�ü�H���R�]�Q�D�þ�D�Y�D�M�X���V�D���V�O�R�Y�R�P���Ä�;�³���L���G�R�G�M�H�O�M�X�M�X���L�P���V�H���E�U�R�M�H�Y�L�����Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�����N�D�N�R���E�L���V�H���U�Dzlikovali. 

Mogu biti �N�D�W�H�J�R�U�L�þ�N�L �L�O�L���Q�X�P�H�U�L�þ�N�L. �ýimbenici se mogu ispitivati na dvije ili više razina, ovisno o 

samom �þ�L�P�E�H�Q�L�Nu. Ako se �X���V�N�O�R�S�X���G�L�]�D�M�Q�D���H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W�D���S�U�D�Y�L�O�Q�R���S�U�L�P�M�H�Q�H���Q�D�V�X�P�L�þ�Q�R�V�W���L�]�Y�H�G�E�H��

eksperimenta, ponavljanje i podjela eksperimenta �Q�D���E�O�R�N�R�Y�H�����G�R�O�D�]�L���G�R���S�R�E�R�O�M�ã�D�Q�M�D���X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�R�V�W�L��

ispitivanja (Antony, 2003a). �3�R�Q�D�Y�O�M�D�Q�M�H�� �M�H�� �S�U�R�F�H�V�� �L�]�Y�R�ÿ�H�Q�M�D��eksperimenta nasumi�þ�Q�L�P��

redoslijedom. Ponavljanje je važno zbog dva �V�Y�R�M�V�W�Y�D���� �R�P�R�J�X�ü�D�Y�D�Q�M�H �L�]�U�D�þ�X�Qa procjene 
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eksperimentalne standardne greške (SE) te dozvoljavanje osobi koja vrši eksperimente precizniju 

�S�U�R�F�M�H�Q�X���X�þ�L�Q�N�D���þ�L�P�E�H�Q�L�N�D �L�O�L���P�H�ÿ�X�G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�D�� �8���V�O�X�þ�D�M�X���G�D���M�H��broj ponavljanja bio jednak 0 ili 1, 

�Q�H�� �E�L�� �V�H�� �P�R�J�O�R�� �V�D�� �V�L�J�X�U�Q�R�ã�ü�X�� �Y�D�O�M�D�Q�R�� �]�D�N�O�M�X�þ�L�W�L�� ���0�R�Q�W�J�R�P�H�U�\�� �L�� �5�X�Q�J�H�U���� ���������H���� Podjela 

eksperimenta �Q�D���E�O�R�N�R�Y�H���P�H�W�R�G�D���M�H���N�R�M�R�P���V�H���H�O�L�P�L�Q�L�U�D���X�þ�L�Q�D�N���Y�D�Q�M�V�N�L�K���Y�D�U�L�M�D�F�L�M�D���]�E�R�J���S�R�]�D�G�L�Q�V�N�L�K��

�þ�L�P�E�H�Q�L�N�D i tako se �S�R�Y�H�ü�D�Y�D�� �X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�R�V�W�� �G�L�]�D�M�Q�D�� �H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W�D���� �*�O�D�Y�Q�L�� �F�L�O�M�� �M�H��uklanjanje 

�Q�H�å�H�O�M�H�Q�L�K���L�]�Y�R�U�D���Y�D�U�L�M�D�E�L�O�Q�R�V�W�L���N�D�R���ã�W�R���V�X���U�D�]�O�L�N�H���L�]�P�H�ÿ�X���G�Y�L�M�H���ã�D�U�å�H���L�O�L���G�Y�D���Gana. Ideja je grupirati 

�V�O�L�þ�Q�H eksperiment�H���X���E�O�R�N�R�Y�H���N�R�M�L���V�H���L�]�Y�R�G�H���X���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P���X�Y�M�H�W�L�P�D�� Dizajn eksperimenta se dijeli 

na �S�R�W�S�X�Q�L�� �I�D�N�W�R�U�L�M�D�O�Q�L�� �G�L�]�D�M�Q�� �H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�D�W�D�� �W�H�� �G�M�H�O�R�P�L�þ�Q�L�� �I�D�N�W�R�U�L�M�D�O�Q�L�� �G�L�]�D�M�Q�� �H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�D�W�D�� �Q�D��

�G�Y�L�M�H���L�O�L���W�U�L���U�D�]�L�Q�H�����$�Q�W�R�Q�\�������������������)�D�N�W�R�U�L�M�D�O�Q�L���G�L�]�D�M�Q���R�P�R�J�X�ü�X�M�H���L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�M�H���]�D�M�H�G�Q�L�þ�N�R�J���X�þ�L�Q�N�D��

�þ�L�P�E�H�Q�L�N�D (odnosno procesnih parametara) na rezultate. Potpuni faktorijalni dizajn eksperimenata 

�V�D�V�W�R�M�L�� �V�H�� �R�G�� �L�]�Y�R�ÿ�H�Q�M�D��eksperimenta �V�Y�L�K�� �P�R�J�X�ü�L�K�� �N�R�P�E�L�Q�D�F�L�M�D�� �Q�D�� �V�Y�L�P�� �U�D�]�L�Q�D�P�D�� �]�D�� �V�Y�H��

�þ�L�P�E�H�Q�L�N�H�����'�M�H�O�R�P�L�þ�Q�L���I�D�N�W�R�U�L�M�D�O�Q�L���G�L�]�D�M�Q���M�H��dizajn eksperimenta u kojem se izvode eksperimenti 

samo adekvatno odabranih dijelova svih kombinacija sveukupnog dizajna eksperimenta 

(Montgomery, 2005). Ako je broj �þ�L�P�E�H�Q�L�N�D, k, ispitivanih na dvije razine onda je broj ukupnih 

eksperimenta za ispitivanje svih kombinacija 2k���� �ã�W�R�� �]�Q�D�þ�L�� �G�D�� �E�U�R�M�� �X�N�X�S�Q�L�K��eksperimenta u 

potpunom faktorijalnom dizajnu može postati velik. Na primjer ako se koriste dva �þ�L�P�E�H�Q�L�N�D na 

dvije razine to je onda 22 = 4 eksperimenta, ali ako se uzme �þ�H�W�L�U�L���þ�L�P�E�H�Q�L�N�D na tri razine, to je 

onda 34 = 81 eksperiment. Time se gubi vrijeme i resursi za mali broj ispitanih �þ�L�P�E�H�Q�L�N�D, a 

problem se rješava odabiranjem ½ ili ¼ kombinacija potpunog faktorijalnog dizajna.  

Primjenom dizajna eksperimenata, �L�V�S�L�W�D�Q�D���V�X���W�U�L���þ�L�P�E�H�Q�L�N�D��u svrhu optimizacije uzgoja 

�Y�L�U�X�V�D���L�Q�I�H�N�W�L�Y�Q�R�J���S�W�L�þ�M�H�J���E�U�R�Q�K�L�W�L�V�D��i razvoja cjepiva. Eksperiment je ponovljen tri puta, na dvije 

razine tako da iznosi 23 = 8 eksperimenta.  

Tablica 1 sadrži matricu dizajna �N�D�G�D���H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W���R�E�X�K�Y�D�ü�D���D�Q�D�O�L�]�X�������U�D�]�O�L�þ�L�W�D���þ�L�P�E�H�Q�L�N�D 

na dvije razine, korištenjem StatSoft Inc. Statistica 6.1. �U�D�þ�X�Q�D�O�Q�R�J�� �S�U�R�J�U�D�P�D�� Razlikuju se 

„visoka“ i „niska“ razina, �D���X���P�D�W�U�L�þ�Q�R�P���V�X�V�W�D�Y�X��su zabilježene simbolima „+1“ za „visoku“ i „-

1“ za „nisku“ razinu. �1�H�Q�D�V�X�P�L�þ�Q�L��eksperimenti od 1 do 8 standardnim redom navedeni su u prvom 

stupcu tablice. Tako se eksperiment 1 provodi na „niskoj“ razini za sva 3 �þ�L�P�E�H�Q�L�N�D. 
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Tablica 1. Matrica dizajna eksperimenata (Antony, 2003a) 

Eksperiment 
�ý�L�P�E�H�Q�L�N 

X1 X2 X3 

1 -1 -1 -1 

2 1 -1 -1 

3 -1 1 -1 

4 1 1 -1 

5 -1 -1 1 

6 1 -1 1 

7 -1 1 1 

8 1 1 1 
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3. EKSPERIMENTALNI DIO  
 

3.1. KEMIKALIJE I OPREMA  
 

3.1.1. Kemikalije 
 

�x PBS – Phosphate Buffered Saline (Gibco, Ujedinjeno Kraljevstvo) 

�x MEM – Minimum Essential Medium (Lonza Group AG, Basel, Švicarska) 

�x DMEM – Dulbecco's Modified Eagle's Medium (Lonza Group AG, Basel, 

Švicarska) 

�x HEPES (Gibco, Ujedinjeno Kraljevstvo) 

�x FBS – Fetal Bovine Serum (Gibco, Ujedinjeno Kraljevstvo) 

�x Specific-Pathogen-�)�U�H�H�����6�3�)�����M�D�M�D�����9�D�O�R�����1�M�H�P�D�þ�N�D�� 

�x Otopina tripsina 

�x Neesencijalne aminokiseline (Gibco, Ujedinjeno Kraljevstvo) 

�x Neomicin (Gibco, Ujedinjeno Kraljevstvo) 

�x Triptan Blue bojilo 

 

3.1.2. Oprema 
�x LF kabinet (eng. Laminar-flow cabinet) – laminarni kabinet s vertikalnim 

strujanjem zraka 

�x Inkubatori za jaja (Fiem, Italija) 

�x �,�Q�N�X�E�D�W�R�U���]�D���N�X�O�W�X�U�H���V�W�D�Q�L�F�D�����0�H�P�P�H�U�W�����1�M�H�P�D�þ�N�D�� 

�x Hladnjak 

�x Vorteks miješalica 

�x �8�O�W�U�D���]�D�P�U�]�L�Y�D�þ�����1�H�Z���%�U�X�Q�V�Z�L�F�N���6�F�L�H�Q�W�L�I�L�F�Œ���,�Q�Q�R�Y�D���8��������-G Upright 

Freezer, Fischer Scientific, Ujedinjeno Kraljevstvo) 

�x �6�W�D�Q�G�D�U�G�Q�R���V�W�H�U�L�O�Q�R���S�R�V�X�ÿ�H���]�D���U�D�G���O�D�E�R�U�D�W�R�U�L�M�X���V���M�D�M�L�P�D���� �Y�L�U�X�V�L�P�D���L���N�X�O�W�X�U�D�P�D��

stanica 
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�x Automatske pipete (5 – 50 µL, 10 – 100 µL, 20 – 200 µL, 100 – 1000 µL, 500 

– 5000 µL) 

�x �/�D�E�R�U�D�W�R�U�L�M�V�N�D���F�H�Q�W�U�L�I�X�J�D�����$�Q�G�U�H�D�V���+�H�W�W�L�F�K���*�P�E�+�����8�Q�L�Y�H�U�V�D�O�������������1�M�H�P�D�þ�N�D�� 

�x Inverzni mikroskop (Oympus, Japan) 

 

3.2. METODE RADA 
 

3.2.1.  Dizajn eksperimenta 
 

Dizajnom eksperimenata ispituju se 3 �þ�L�P�E�H�Q�L�N�D i njihov utjecaj na rezultate uzgoja: X1 - 

starost embrija u SPF jajima za vrijeme inokulacije virusa (10 ili 13 dana stari), X2 - titar 

inokuluma odnosno titar virusa kojim se inokuliraju embrionirana SPF jaja (2,0 ili 3,0 log TCID50 

mL-1), X3 - vrijeme inkubacije inokuliranih embrioniranih SPF jaja (18 ili 30h). TCID (eng. Tissue 

Culture Infectious Dose 50���� �M�H�� �U�H�F�L�S�U�R�þ�Q�D�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W���U�D�]�U�M�H�ÿ�H�Q�M�D�� �G�R�]�H�� �N�R�M�D�� �G�R�Y�R�G�L�� �G�R�� �S�U�R�P�M�H�Q�H��

���F�L�W�R�S�D�W�V�N�R�J���X�þ�L�Q�N�D�� CPE, eng. cytopathic effect�����N�R�G�����������L�Q�I�L�F�L�U�D�Q�L�K���V�W�D�Q�L�þ�Q�L�K��kultura. 

 

Tablica 2. �7�U�L���L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�D���þ�L�P�E�H�Q�L�N�D i njihove razine 

�ý�L�P�E�H�Q�L�F�L Niža razina (-) Viša razina (+) 

X1 (dani) 10 13 

X2 (log TCID50 mL-1) 2,0 3,0 

X3 (h) 18 30 

 

U �R�G�Q�R�V�X�� �Q�D�� �S�R�V�W�R�M�H�ü�H�� �X�Y�M�H�W�H�� �U�D�]�Y�R�M�D�� �F�M�H�S�L�Y�D�� �]�D�� �V�R�M�� �Y�L�U�X�V�D �V�O�L�þ�Q�R�J�� �Y�D�U�L�M�D�Q�W�X�� �� �X�]�U�R�þ�Q�L�Na 

�S�W�L�þ�M�H�J��infektivnog bronhitisa �R�G�U�H�ÿ�H�Q�H�� �V�X�� �Q�L�å�D�� �L�� �Y�L�ã�D�� �U�D�]�L�Q�D���]�D�� �V�Y�D�N�L�� �þ�L�P�E�H�Q�L�N. U tablici 2 

prikazane su viša i niža razina �V�Y�D�� �W�U�L�� �þ�L�P�E�H�Q�L�N�D dobivena dizajnom eksperimenta odnosno 

dobivene su gornje i donje granice uvjeta uzgoja virusa. Za dizajn eksperimenta primijenjen je 

program StatSoft Inc. Statistica 6.1 (TIBCO) kako bi se predvidjeli bitni �þ�L�P�E�H�Q�L�F�L i njihove 

interakcije na ukupni rezultat uzgoja virusa �V�O�L�þ�Q�R�J�� �Y�D�U�L�M�D�Q�W�X�� ��. Korišten je potpuni faktorijalni 

dizajn eksperimenata s ponavljanjem na dvije razine s tri �þ�L�P�E�H�Q�L�N�D���V ukupno 8 eksperimenta (23). 

Eksperiment�L�� �V�X�� �R�]�Q�D�þ�H�Q�L�� �V�O�R�Y�L�P�D�� �R�G���Ä�2�³�� �G�R�� �Ä�=�³�� �W�H�� �V�X�� �V�Y�L�� �L�]�U�D�ÿ�H�Q�L�� �L�V�W�R�Y�U�H�P�H�Q�R�� �X�Q�X�W�D�U�� �M�H�G�Q�R�J��
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ponavljanja. Cjelokupni eksperiment je ponovljen tri puta za bolju analizu rezultata. U tablici 3 

�S�U�L�N�D�]�D�Q�H�� �V�X�� �N�R�P�E�L�Q�D�F�L�M�H�� �S�U�R�F�L�M�H�Q�M�H�Q�L�K�� �E�L�W�Q�L�K�� �X�þ�L�Q�D�N�D�� �S�U�L�� �X�]�J�R�M�X�� �Y�L�U�X�V�D�� �S�W�L�þ�Meg infektivnog 

bronhitisa �V�O�L�þ�Q�R�J���Y�D�U�L�M�D�Q�W�X���� prema matrici potpunog faktorijalnog dizajna 23. 

 

 

 

Tablica 3. Istraživanje i optimizacija �X�]�J�R�M�D���Y�L�U�X�V�D���S�W�L�þ�M�H�J���L�Q�I�H�N�W�L�Y�Q�R�J���E�U�R�Q�K�L�W�L�V�D���V�O�L�þ�Q�R�J���Y�D�U�L�M�D�Q�W�X��

2 primjenom matrice potpunog faktorijalnog dizajna 23  

Eksperiment 
�ý�L�P�E�H�Q�L�N 

X1 X2 X3 

O -1 -1 -1 

P 1 -1 -1 

R -1 1 -1 

S 1 1 -1 

T -1 -1 1 

U 1 -1 1 

V -1 1 1 

Z 1 1 1 

 

 

3.2.2. Uzgoj virusa �V�O�L�þ�Q�R�J���Y�D�U�L�M�D�Q�W�X���� 
 

�9�L�U�X�V���L�Q�I�H�N�W�L�Y�Q�R�J���S�W�L�þ�M�H�J���E�U�R�Q�K�L�W�L�V�D �V�O�L�þ�Q�R�J���Y�D�U�L�M�D�Q�W�X���� je u vlasništvu tvrtke Genera d.d.  

�9�L�U�X�V�� �V�H�� �G�R�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�D�� �þ�X�Y�D�� �X�� �K�O�D�G�Q�M�D�þ�L�� �Q�D��-�����h�&���� �8�]�J�R�M�� �Y�L�U�X�V�D�� �S�U�R�Y�R�G�L�� �V�H u LF kabinetu u 

�D�V�H�S�W�L�þ�Q�L�P�� �X�Y�M�H�W�L�P�D���� �6�Y�H�� �ã�W�R�� �V�H�� �X�Q�R�V�L�� �X�� �/�)�� �N�D�E�L�Q�H�W�� �P�R�U�D�� �E�L�W�L�� �G�H�]�L�Q�I�L�F�L�U�D�Q�R����Kako bi se dobili 

inokulumi 2,0 i 3,0 log TCID50 mL-1 razrijedio se �S�R�þ�H�W�Qi titra virusa od 7,7 log TCID50 mL-1 s 

kompletnim EMEM medijem.  

 Za eksperiment je ukupno korišteno 48 embrioniranih SPF jaja starih 10 dana i 13 dana 

koja se prije unošenja u LF kabinet i inokulacije lampiraju te dezinficiraju 70%-tnim etanolom. U 

eksperimentu se koriste samo jaja sa živim embrijima. 24 embrioniranih jaja starosti 10 i 24 
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embrioniranih jaja starosti 13 dana su inficirani inokulumima 2,0 i 3,0 log TCID50 mL-1 kako je 

prikazano u tablici 4. Svaki eksperiment proveden je tri puta. Inokulacija virusa izvršena je 

�S�R�P�R�ü�X�� �ã�S�U�L�F�H�� �V�D�� �V�W�H�U�L�O�Q�R�P�� �L�J�O�R�P�� �N�U�R�]�� �U�X�S�L�F�X�� �Q�D�� �O�M�X�V�F�L�� �M�D�M�H�W�D�� ���S�U�R�E�X�ã�H�Q�R�P�� �W�U�H�S�D�Q�D�W�R�U�R�P���� �G�R��

�D�O�D�Q�W�R�L�V�Q�H���W�H�N�X�ü�L�Q�H�����S�U�L���þ�H�P�X���M�H���V�Y�D�N�R���M�D�M�H���L�Q�R�N�X�O�L�U�D�Q�R���V�����������P�/���R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�H�J���L�Q�R�N�X�O�X�P�D�����D���S�X�W��

inokulacije prikazan je na slici 9. 

 

 

Tablica 4. Dizajn eksperimenta 

Starost 

embrija (dani) 
10 13 

Inokulum (log 

TCID 50 mL-1) 
2,0 3,0 2,0 3,0 

Vrijeme 

inkubacije (h) 
18 30 18 30 18 30 18 30 

Oznaka 

eksperimenta 
0 P R S T U V Z 

 

 

 

Slika 9. Prikaz puteva inokulacije virusa u jaje (Aryal, 2018). Inokulacija virusa �V�O�L�þ�Q�R�J��varijantu 

2 �S�U�R�Y�R�G�L���V�H���X���D�O�D�Q�W�R�L�V�Q�X���W�H�N�X�ü�L�Q�X���M�H�U��se tamo najbolje razmnožava. 
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Jaja su podijeljena u 4 grupe, a to su 12 SPF jaja starih 10 dana i 12 SPF jaja starih 13 dana 

inficirano s inokulumom 2,0 log TCID50 mL-1 prikazanih na slici 10 te je 12 SPF jaja starih 10 

dana i 12 SPF jaja starih 13 dana inficirano s inokulumom 3,0 log TCID50 mL-1 koja su prikazana 

na slici 11. Svaka kombinacija �þ�L�P�E�H�Q�L�N�D�� �G�R�E�L�O�D�� �M�H�� �S�U�L�S�D�G�D�M�X�ü�X�� �R�]�Q�D�N�X odnosno korišteno je 

zadnjih 8 slova engleske abecede. Na primjer oznaku „T“ ima kombinacija �þ�L�P�E�H�Q�L�N�D koja 

�X�N�O�M�X�þ�X�M�H jaja stara 13 dana, inokulirana s 2,0 log TCID50 mL-1 te inkubirana tijekom 18h u 

inkubatoru za jaja. Potom su sva inokulirana jaja uložena u inkubator za jaja pri temperaturi od 

���������h�&�� �L�� �Y�O�D�å�Q�R�V�W�L�� �]�U�D�N�D�� �•���������� �3�U�L�M�H�� �L�Q�N�X�E�D�F�L�M�H�� �M�D�M�D�� �V�X�� �V�H�� �S�R�G�L�M�H�O�L�O�D�� �X�� ���� �J�U�X�S�D jer su se jaja 

inkubirala �W�L�M�H�N�R�P���������L���������V�D�W�L�����6�Y�D�N�D���J�U�X�S�D���L�P�D�O�D���M�H�������M�D�M�D���R�G�U�H�ÿ�H�Q�H���V�W�D�U�R�V�W�L��odnosno embriji stari 

10 ili 13 dana, inficirana s inokulumima 2,0 ili 3,0 log TCID50 mL-1 �W�H���X�O�R�å�H�Q�D���Q�D���R�G�U�H�ÿ�H�Q�R���Y�U�L�M�H�P�H��

���������L�O�L�������K�������1�D�N�R�Q���S�R�W�U�H�E�Q�R�J���S�H�U�L�R�G�D���L�Q�N�X�E�D�F�L�M�H�����D���S�U�L�M�H���å�H�W�Y�H���V�Y�D���V�X���M�D�M�D���R�K�O�D�ÿ�H�Q�D���Q�D���W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�X��

�R�G�� ���� �G�R�� ���h�&�� �S�U�H�N�R�� �Q�R�ü�L�� �N�D�N�R�� �E�L�� �V�H�� �L�]�D�]�Y�D�O�D�� �V�P�U�W�� �H�P�E�U�L�M�D���� �V�W�L�V�Q�X�O�H�� �N�U�Y�Q�H žile i tako smanjila 

krvarenja prilikom žetve. 

 

 

Slika 10. Prikaz SPF jaja inokulirana s 2,0 log TCID50 mL-1 koje su spremne za inkubaciju 18 ili 

30 sati (vlastita fotografija). 
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Slika 11. Prikaz SPF jaja inokulirana s 3,0 log TCID50 mL-1 koje su spremne za inkubaciju 18 ili 

30 sati (vlastita fotografija). 

 

 

3.2.3. Žetva virusa kultiviranog u jajima 
 

Jaja koja su dezinficirana sa 70%-tnim etanolom otvaraju se u LF kabinetu. Otklanja se 

ljuska i  membrane kao što je prikazano na slici 12. Potom se p�R�P�R�ü�X���S�L�S�H�W�H���L�]���V�Y�D�N�R�J���M�D�M�D���S�U�H�E�D�F�L��

�������� �P�/�� �D�O�D�Q�W�R�V�L�Q�H�� �W�H�N�X�ü�L�Q�H�� �X�� �)�D�O�F�R�Q�� �H�S�U�X�Y�H�W�X koja se centrifugira. Centrifugom nastaje alikvot 

koji se podjeli u 2 Eppendorf epruvete od 1,5 mL. �8�N�X�S�Q�R���������(�S�S�H�Q�G�R�U�I���H�S�U�X�Y�H�W�D���V�H���þ�X�Y�D���Q�D��-

�����h�&�� �G�R�� �L�Q�I�H�N�F�L�M�H�� �N�X�O�W�X�U�H�� �V�W�D�Q�L�F�D���E�X�E�U�H�J�D�� �S�L�O�H�ü�L�K�� �H�P�E�U�L�M�D �]�D�� �S�R�W�U�H�E�H�� �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�D�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H��

virusa. 
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Slika 12. Prikaz prvog koraka žetve; uklanjanje ljuske i membrana sterilnom pincetom (vlastita 

fotografija). 

 

���������������3�U�L�S�U�H�P�D���N�X�O�W�X�U�H���V�W�D�Q�L�F�D���E�X�E�U�H�J�D���S�L�O�H�ü�L�K���H�P�E�U�L�M�D 
 

Kultura stanica �E�X�E�U�H�J�D���S�L�O�H�ü�L�K���H�P�E�U�L�M�D����CEK, eng. Chicken Embryo Kidney) obuhvatila 

je izolaciju uzgoj �V�W�D�Q�L�F�D���S�U�L�P�D�U�Q�H���N�X�O�W�X�U�H���L�]���S�L�O�H�ü�L�K���H�P�E�U�L�M�D starih 17 dana (OIE, 2018a). Najprije 

je odstranjen �S�L�O�H�ü�L bubreg, i ispran u otopini PBS-a 2 puta. Nakon toga je provedeno razlaganje 

organa na stanice u 0,25%-tnoj otopini tripsina pri sobnoj temperaturi. �7�D�N�R���S�U�L�U�H�ÿ�H�Q�D���Vuspenzija 

stanica je filtrirana, a zatim centrifugirana  10 min pri 300 rcf-a (eng. relative centrifugal force) 

Dobiveni supernatant se odbacuje, a preostali talog dodaje u �P�H�G�L�M���V���I�H�W�D�O�Q�L�P���J�R�Y�H�ÿ�L�P���V�H�U�X�P�R�P��

(FBS , eng. Fetal Bovine Serum) koji služi kao podloga za rast stanica. Broj stanica �X���S�U�L�U�H�ÿ�H�Q�L�P��

�X�]�R�U�F�L�Q�D���M�H���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q��na hemocitometru, a zatim su stanice �L�Q�R�N�X�O�L�U�D�Q�H���Q�D���P�L�N�U�R�W�L�W�D�U�V�N�H���S�O�R�þ�L�F�H s 

96 jažica. Broj stanica je bio podešen prije inokuliranja na oko 106, radi postizanja broja stanica 

oko 105 po svakoj jažici. �8���W�D�N�R���U�D�V�S�R�U�H�ÿ�H�Q�H���V�W�D�Q�L�F�H dodana je DMEM podloga s 5% FBS-a, te je 

na kraju ukupni volumen po jažici iznosio ���������P�/�����3�O�R�þ�H��su inkubirane tijekom 24 sata pri �����h�&��

uz 5% CO2 u inkubatoru. 

 



30 
 

���������������2�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���E�U�R�M�D���N�X�O�W�X�U�H���V�W�D�Q�L�F�D���E�X�E�U�H�J�D���S�L�O�H�ü�L�K���H�P�E�U�L�M�D 
 

�2�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�D�� �S�R�þ�H�W�Q�R�J broj stanica kulture �V�W�D�Q�L�F�D�� �S�L�O�H�ü�L�K�� �E�X�E�U�H�J�D��vrši se brojanjem 

neizravnom metodom na hemocitometru po Neubauer-u (OIE, 2018a). Iz primarne kulture se uzelo 

10µL primarne kulture suspenzije stanica �E�X�E�U�H�J�D���S�L�O�H�ü�L�K���H�P�E�U�L�M�D te pomiješalo u omjeru 1:20 s 

tripan plavim bojilom koji boja mrtve stanice. Potom se po 10µL obojene suspenzije stanica stavi 

sa svake strane komorice i stanice se broje u jednakom broju kvadrata sa svake strane komorice. 

Stanice se broje pod inverznim mikroskopom �L���R�Q�G�D���V�H���R�G�U�H�ÿ�X�M�H���E�U�R�M���V�W�D�Q�L�F�D���S�R���P�L�O�L�O�L�W�U�X. Nakon 

inkubacije �S�R�W�U�H�E�Q�R�� �M�H�� �S�U�R�Y�M�H�U�L�W�L�� �N�Y�D�O�L�W�H�W�X�� �P�R�Q�R�V�O�R�M�D�� �N�X�O�W�X�U�H�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �E�X�E�U�H�J�D�� �S�L�O�H�ü�L�K�� �H�P�E�U�L�Ma 

�W�D�N�R�ÿ�H�U���S�R�G �L�Q�Y�H�U�]�Q�L�P���P�L�N�U�R�V�N�R�S�R�P�����6�W�D�Q�L�F�H���E�X�E�U�H�J�D���S�L�O�H�ü�L�K��embrija su male, okrugle i povezane 

u nakupine nepravilnog oblika, okružene stanicama fibroblasta koje su vretenastog oblika.  

 

�-�H�G�Q�D�G�å�E�D���L�]�U�D�þ�Q�D ukupnog broja stanica po mL uzorka: 

�á �æ�ç�Ô𝑠𝑠�Ü�Ö�Ô

�à�Å
=

�Ë�>�¿�>�Ã�æ�ç�Ô𝑠𝑠�Ü�Ö�Ô

�á �Þ�é𝑘𝑘�×�å𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘
                                                                            (1) 

Gdje je: 

�x R - �þ�L�P�E�H�Q�L�N �U�D�]�U�M�H�ÿ�H�Q�M�D 

�x F - �þ�L�P�E�H�Q�L�N komorice (104) 

�x �™���V�W�D�Q�L�F�D��- suma svih stanica izbrojanih u oba dijela komorice 

�x n kvadrata - ukupni broj kvadrata sa svake strane komorice u kojima su stanice brojane.  
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���������������,�Q�I�H�N�F�L�M�D���N�X�O�W�X�U�H���V�W�D�Q�L�F�D���E�X�E�U�H�J�D���S�L�O�H�ü�L�K���H�P�E�U�L�M�D 
 

R�D�]�U�M�H�ÿ�H�Q�M�D�� �Y�L�U�X�V�D �V�O�L�þ�Q�R�J�� �Y�D�U�L�M�D�Q�W�X�� �� uzgojenog u jajima pripremaju se �S�R�P�R�ü�X��

kompletnog DMEM medija za uzgoj stanica koji sadrži neesencijalne aminokiseline i neomicin te 

otopinu 1M HEPES-a u omjeru 1:5. Za infekciju �S�U�L�S�U�H�P�D�M�X���V�H���G�H�V�H�W�H�U�R�V�W�U�X�N�D���U�D�]�U�M�H�ÿ�H�Q�M�D���Y�L�U�X�V�D��

uzgojenog u jajima za svih 8 eksperimenata. Za titraciju se k�R�U�L�V�W�H�������U�D�]�U�M�H�ÿ�H�Q�M�D odnosno od 4. do 

�������G�H�V�H�W�H�U�R�V�W�U�X�N�R�J���U�D�]�U�M�H�ÿ�H�Q�M�D�����6�W�D�Q�G�D�U�G���Y�L�U�X�V�D���X�]�J�R�M�H�Q���X���R�S�W�L�P�D�O�Q�L�P���X�Y�M�H�W�L�P�D���V�H���U�D�]�U�M�H�ÿ�X�M�H���R�G��������

�G�R�� ������ �G�H�V�H�W�H�U�R�V�W�U�X�N�R�J�� �U�D�]�U�M�H�ÿ�H�Q�M�D�� �L�� �V�O�X�å�L�� �N�D�R�� �S�R�]�L�W�L�Y�Q�D�� �N�R�Q�W�U�R�O�D�� �L�Q�I�H�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L�� �Y�L�U�X�V�D���� �9�L�U�X�V�� �V�H��

nacjepljuje na mikrotita�U�V�N�H���S�O�R�þ�L�F�H���X�������S�D�U�D�O�H�O�H za svaki eksperiment od „O“ do „Z“ i 4 paralele 

standarda. Jedna mikrotitarska pl�R�þ�L�F�D���S�R�G�L�M�H�O�L���V�H���Q�D�������G�M�H�O�D �W�H���V�H���V�Y�D�������U�D�]�U�M�H�ÿ�H�Q�M�D���Q�D�F�M�H�S�O�M�X�M�X���X��

11 jažica tako da �M�H���M�H�G�D�Q���U�H�G���M�H�G�Q�R���U�D�]�U�M�H�ÿ�H�Q�M�H���ã�W�R���V�H���Y�L�G�L���Q�D���V�O�L�F�L 13. Od reda A do reda D je jedan 

dio, dok je od reda E do reda H drugi dio �Q�D�� �S�O�R�þ�L�F�L���� �U�H�G�R�P�� �S�R�� �V�O�R�Y�Q�L�P�� �R�]�Q�D�N�D�P�D����Negativna 

kontrola nalazi se u dvanaestom, a �þ�L�Q�L�� �M�X�� �V�D�P�R��medij za uzgoj stanica. P�O�R�þ�L�F�H se onda 

centrifugiraju pri 1000 rcf tijekom 30 minuta radi boljeg kontakt virusa i stanica���� �3�O�R�þ�L�F�H�� �V�X��

�L�Q�N�X�E�L�U�D�Q�H���W�L�M�H�N�R�P�������K���X���L�Q�N�X�E�D�W�R�U�X���Q�D�������h�& i 5% CO2. 

 

 

Slika 13. �6�K�H�P�D�� �P�L�N�U�R�W�L�W�D�U�V�N�H�� �S�O�R�þ�L�F�H�� �V�� ������ �M�D�å�L�F�D podijeljene na dva replikanta. Prikazane su 

pozicije nanošenja 4 deseterostruka �U�D�]�U�M�H�ÿ�H�Q�M�D�� ��-4, -5, -6, -7) i negativne kontrole (NK) 

(Anonymous, 2017). 

 



32 
 

���������������2�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���W�L�W�U�D���Y�L�U�X�V�D���S�R�P�R�ü�X���5�H�H�G-Münch-ove metode 
 

�7�L�W�D�U���Y�L�U�X�V�D���L�]�U�D�å�D�Y�D���V�H���N�D�R���E�U�R�M���L�Q�I�H�N�W�L�Y�Q�L�K���G�R�]�D���N�R�M�H���X�]�U�R�N�X�M�X���S�R�M�D�Y�X���F�L�W�R�S�D�W�V�N�R�J���X�þ�L�Q�Na 

�N�R�G�� �������� �L�Q�I�L�F�L�U�D�Q�L�K�� �V�W�D�Q�L�þ�Qih kultura �W�N�L�Y�D���� �5�D�þ�X�Q�D�� �V�H�� �N�D�R�� �O�R�J�D�U�L�W�D�P�� �U�H�F�L�S�U�R�þ�Q�H�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L��

�U�D�]�U�M�H�ÿ�H�Q�M�D���N�R�G���W�D�N�R�]�Y�D�Q�H���L�Q�I�H�N�W�L�Y�Q�H���G�R�]�H�����������1�D�N�R�Q���L�Q�N�X�E�D�F�L�M�H 72 sata �P�L�N�U�R�W�L�W�D�U�V�N�H���S�O�R�þ�L�F�H���V�H��

pregledavaju pod inverznim mikroskopom te se �X�R�þ�D�Y�D�M�X �P�R�J�X�ü�H promjene na stanicama. 

Rezultati s�H���E�L�O�M�H�å�H���N�D�R�� �S�R�]�L�W�L�Y�Q�L���N�R�G���R�Q�L�K���M�D�å�L�F�D���J�G�M�H���V�H���X�R�þ�D�Y�D�� �F�L�W�R�S�D�W�V�N�L���X�þ�L�Q�D�N���X���R�G�Q�R�V�X���Q�D��

�Q�H�J�D�W�L�Y�Q�X���N�R�Q�W�U�R�O�X���W�H���Q�H�J�D�W�L�Y�Q�L���N�R�G���M�D�å�L�F�D���N�R�G���N�R�M�L�K���V�H���Q�H���X�R�þ�D�Y�D���F�L�W�R�S�D�W�V�N�L���X�þ�L�Q�D�N���X���R�G�Q�R�V�X���Q�D��

�Q�H�J�D�W�L�Y�Q�X�� �N�R�Q�W�U�R�O�X���� �1�D�� �V�O�L�F�L�� ������ �Y�L�G�L�� �V�H�� �U�D�]�O�L�N�D�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �&�(�.�� �V�W�D�Q�L�F�D�� �Q�H�J�D�W�L�Y�Qe kontrole i CEK 

�V�W�D�Q�L�F�D�� �V�D�� �F�L�W�R�S�D�W�V�N�L�P�� �X�þ�L�Q�D�Nom. Nakon što su sve jažice pregledanje potrebnoje odrediti titar 

virusa Reed-Münch-ovom metodom (tablica 5) koja glasi: 

 

% �E�J�B�A�G�P�E�R�J�K�O�P�E =
�Õ𝑏𝑏�â�Ý �æ�è�ã�æ�ç𝑠𝑠�Ô�ç�Ô �æ 𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝�Ø𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝 𝑢𝑢 �Þ𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘�ß𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘�é𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘 �á𝑛𝑛�í𝑛𝑛

𝑢𝑢𝑢𝑢𝑢𝑢𝑢𝑢𝑢𝑢𝑢𝑢 �Õ𝑏𝑏�â�Ý 𝑖𝑖𝑖𝑖�Ù𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖�Û �æ�è�ã�æ�ç𝑠𝑠�Ô�ç�Ô �Þ𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘�ß𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘�é𝑘𝑘𝑘𝑘�Ú �á𝑛𝑛�í𝑛𝑛 
 × 100                                    (2) 

 

�'�D���E�L���P�R�J�O�L���G�R�E�L�W�L���L�]�U�D�þ�X�Q���S�R�W�U�H�E�Q�L���V�X���V�O�M�H�G�H�ü�L���S�R�G�D�F�L�� 

�x �L�N𝑝𝑝�L𝑝𝑝�N�?𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝𝑝�=�H𝑝𝑝�= �@𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑 =
𝑎𝑎�?�9�4

𝑎𝑎�?�Õ
;                                                                                   (3) 

�ƒ a = % infektivnosti doze A, a doza A je doza koja izaziva infekciju najbliže 50%, 

ali jednako ili iznad 50%  

�ƒ b = % infektivnosti doze B, a doza B je doza koja izaziva infekciju najbliže 50%, 

ali ispod 50%. 

�x log TCID50���L�Q�R�N�X�O�X�P�� � �� �O�R�J�D�U�L�W�D�P�� �U�H�F�L�S�U�R�þ�Q�H�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�� �U�D�]�U�M�H�ÿ�H�Q�M�D�� �G�R�]�D�� �$�� ����

proporcionalna distanca; log TCID50/inokulum predstavlja �O�R�J�D�U�L�W�D�P�� �U�H�F�L�S�U�R�þ�Q�H��

�Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L���U�D�]�U�M�H�ÿ�H�Q�M�D���N�R�M�H���X�]�U�R�N�X�M�H���S�U�R�P�M�H�Q�H���R�N�D�U�D�N�W�H�U�L�]�L�U�D�Q�H���N�D�R���F�L�W�R�S�D�W�V�N�L���X�þ�L�Q�D�N����������

�L�Q�I�L�F�L�U�D�Q�H���S�R�S�X�O�D�F�L�M�H���V�W�D�Q�L�F�D���X���N�X�O�W�X�U�L���E�X�E�U�H�J�D���S�L�O�H�ü�L�K���H�P�E�U�L�Ma. 

 

 

 

 



33 
 

Tablica 5. I�]�U�D�þ�X�Qvanje titra virusa prema Reed – Münchu (iz vlastitih rezultata) 

�5�D�]�U�M�H�ÿ�H�Q�M�H 

virusa 

Broj  

jažica 

Apsolutni rezultati  Kumulativni rezultati  % 

infektivnosti  Pozitivni Negativni Pozitivni Negativni 

10-4 11 11 0 19 0 100 

10-5 11 7 4 8 4 66,7 

10-6 11 1 10 1 14 6,7 

10-7 11 0 11 0 25 0 

 

�,�]�U�D�þ�X�Q�� 

 a  = % infektivnosti (doza A) =  
�<

�5�6
 × 100 =  66,7 

 

b = % infektivnosti (doza B) = 
�5

�5�9
 × 100 =  6,7 

 

proporcionalna distanca = 
�:�: ,�;�?�9�4

�:�: ,�;�?�:,�;
 = 0,28 

 

log TCID50/inokulum =  5 + 0,28 = 5,28 

 

�3�R�G�D�W�D�N���G�R�E�L�Y�H�Q���L�]�U�D�þ�X�Q�R�P���O�R�J�D�U�L�W�P�D���W�L�W�U�D���S�R��inokulumu potrebno je pr�H�U�D�þ�X�Q�D�W�L���Q�D���E�U�R�M��

doza i volumen kojim su inokulirane jažice sa �V�W�D�Q�L�þ�Q�R�P���O�L�Q�L�M�R�P �E�X�E�U�H�J�D���H�P�E�U�L�M�D���S�L�O�L�ü�D: 

 

broj doza = 1x 
 
otopljeno = 1x 
 
inokulirano  = 0,03 mL 
 
omjer otapanja/inokulum =  33,3333 
 
log TCID50/dozi = 5,28 + log (33,3333) = 6,80 
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Slika 14. 1 – CEK stanice negativne kontrole; 2 – �&�(�.���V�W�D�Q�L�F�H���V�D���F�L�W�R�S�D�W�V�N�L�P���X�þ�L�Q�N�R�P�����%�D�J�D�U�L�ü����

2019). 
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4. REZULTATI I RASPRAVA  
 

Posljednji korak u uzgoju virusa �V�O�L�þ�Q�R�J varijantu 2 u SPF embrioniranim jajima je titracija 

�Q�D���&�(�.���V�W�D�Q�L�þ�Q�R�M���O�L�Q�L�M�L�����2�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�P���W�L�W�U�D���Y�L�U�X�V�D���G�R�E�L�Y�H�Q�L���V�X���U�H�]�X�O�W�D�W�L���S�U�L�N�D�]�D�Q�L���X���W�D�E�O�L�F�L���������'�D���E�L��

dobiveni rezultati bili valjani svaki eksperiment morao je zadovoljiti dva kriterija. Potrebno je 

�S�R�V�W�L�ü�L���G�D��najmanje 3 uzastopna �U�D�]�U�M�H�ÿ�H�Q�M�D��uspiju inficirati �L�]�P�H�ÿ�X�����������L�����������L�Q�R�N�X�O�L�U�D�Q�H���N�X�O�W�X�U�H��

CEK stanica�����0�R�U�D���W�D�N�R�ÿ�H�U���E�L�W�L��zadovoljen kriterij doze i odgovora; najbolje je �G�D���V�Y�D�N�R���V�O�M�H�G�H�ü�H��

�U�D�]�U�M�H�ÿ�H�Q�M�H���X���Q�L�]�X���L�P�D���Q�L�å�L���E�U�R�M���M�D�å�L�F�D���X���N�R�M�L�P�D���M�H���Y�L�G�O�M�L�Y��citopatski �X�þ�L�Q�D�N�����G�R�]�Y�R�O�M�H�Q�R���M�H da dva 

razr�M�H�ÿ�H�Q�M�D�� �X�� �Q�L�]�X�� �L�P�D�M�X�� �M�H�G�Q�D�N�� �E�U�R�M�� �M�D�å�L�F�D�� �V�� �F�L�W�R�S�W�D�V�N�L�P�� �X�þ�L�Q�N�R�P���� �N�D�R�� �L�� �G�D�� �Y�L�ã�H�� �U�D�]�U�M�H�ÿ�H�Q�M�H��

�U�H�]�X�O�W�L�U�D���V���M�H�G�Q�R�P���M�D�å�L�F�R�P���Y�L�ã�H���R�G���V�X�V�M�H�G�Q�R�J���Q�L�å�H�J���U�D�]�U�M�H�ÿ�H�Q�M�D�����'�R�H�O�������������������� 

Svi eksperimenti su zadovoljili ova dva navedena kriter�L�M�D���W�H���V�X���V�Y�L���U�H�]�X�O�W�D�W�L���X�]�H�W�L���]�D���L�]�U�D�þ�X�Q��

titra Reed – Münchovom metodom. �'�R�E�L�Y�H�Q�L�P�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�P�D�� �W�L�W�D�U�D�� �Y�L�U�X�V�D�� �Y�D�U�L�M�D�W�Q�X�� ���� �V�O�L�þ�Q�R�J�� 

�L�]�U�D�þ�X�Q�D�Q�D���M�H���V�U�H�G�Q�M�D���D�U�L�W�P�H�W�L�þ�N�D���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�����]�D���V�Y�D�N�L���S�U�R�Y�H�G�H�Q�L eksperiment �V�O�M�H�G�H�ü�R�P���I�R�U�P�X�O�R�P���� 

�h (log TCID50 mL-1) =
�Ã�ì

𝑟𝑟
;                  (4) 

gdje je: 

�x �Ã�U suma titara svih ponavljanja, 

�x 𝑟𝑟 je broj ponavljanja odnosno replikata (Antony, 2003b).  

Svi dobiveni eksperimentalni rezultati prikazani su u tablici 6 a paralele su obilježene 

�R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�L�P���R�]�Q�D�N�D�P�D���R�G��„O“ do „Z“  te je �L�]�U�D�þ�X�Q�D�W�D��njihova srednja vrijednost.   
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Tablica 6. Eksperimentalno dobiveni �V�Y�L���S�R�M�H�G�L�Q�D�þ�Q�L��rezultati uzevši u obzir ponavljanja i paralele 
�W�H���L�]�U�D�þ�X�Q�D�Q�H���V�U�H�G�Q�M�H���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L���]�D���V�Y�D�N�X���N�R�P�E�L�Q�D�F�L�M�X���L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�L�K���þ�L�P�E�H�Q�L�N�D 

Kombinacija �þ�L�P�E�H�Q�L�N�D: 

Starost embrija (dani) / 
Inokulum (log TCID 50 mL-1) / 
Vrijeme inkubacije (h)  

Oznaka 
eksperi
menta 

Broj 
replikata, r  

Titar svakog 
ponavljanja, y  
(log TCID50 mL-1) 

Srednja vrijednost 
titra, �h                      
(log TCID50 mL-1) 

10/2,0/18 O 3 

6,8467 

6,6567 6,7600 

6,3633 

10/2,0/30 P 3 

7,5000 

7,3922 7,4767 

7,2000 

10/3,0/18 R 3 

7,8733 

7,6244 7,4833 

7,5167 

10/3,0/30 S 3 

7,4333 

7,2789 7,1767 

7,2267 

13/2,0/18 T 3 

7,1767 

7,1811 7,2867 

7,0800 

13/2,0/30 U 3 

7,3133 

7,3578 7,5767 

7,1833 

13/3,0/18 V 3 

7,8167 

7,4989 7,4433 

7,2367 

13/3,0/30 Z 3 

7,1300 

7,1522 7,1700 

7,1567 
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Nakon što smo dobili srednje vrijednosti svakog eksperimenta �S�R�W�U�H�E�Q�R���M�H���L�]�U�D�þ�X�Q�D�W�L��95% 

granicu pouzdanosti prema �V�O�M�H�G�H�ü�H�M���I�R�U�P�X�O�L�� 

�)�2 = �6�+�0�8 (�Ù,�&�()  �® S�";                                                                                                                (5) 

gdje je: 

�x �)�2 granica pouzdanosti,  

�x �6�+�0�8 Excelova funkcija inverzne dvostrane Studentove t-raspodjele, a to je neprekidna 

raspodjela vjerojatnosti koja se koristi za testiranje hipoteza kod manjih skupova podataka 

(Montgomery i Runger, 2003f) 

�x �.�� razina �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�V�W�L���R�G�������������ã�W�R���]�Q�D�þ�L���G�D���M�H�����������U�H�]ultata eksperimenta sva tri ponavljanja 

unutar granica pouzdanosti 

�x �&�( �E�U�R�M���V�W�X�S�Q�M�H�Y�D���V�O�R�E�R�G�H���L���U�D�þ�X�Q�D���V�H���N�D�R��𝑛𝑛
F1 , a 𝑛𝑛  je broj eksperimenta. 

�x S�"  standardna greška srednje vrijednosti. 

 

�6�W�D�Q�G�D�U�G�Q�D���J�U�H�ã�N�D���V�U�H�G�Q�M�H���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L���L�]�U�D�þ�X�Q�D�W�D���M�H���S�U�H�P�D���I�R�U�P�X�O�L�� 

S�" = 
�Ì�½

�¾�á
;                                                                                                                                                (6) 

gdje je:  

�x �5𝑆𝑆 standarda devijacija  

�x  𝑛𝑛 �E�U�R�M���X�]�R�U�D�N�D���N�R�M�L���M�H���X���R�Y�R�P���V�O�X�þ�D�M�X���L�]�Q�R�V�L������ 

 

Standa�U�G�Q�D���G�H�Y�L�M�D�F�L�M�D���L�]�U�D�þ�X�Q�D�W�D���M�H���S�U�H�P�D���I�R�U�P�X�O�L�� 

�5𝑆𝑆=  
§
�Ã (�ì𝑦𝑦�? �h)�.  �Ù

�Ô�8�-

�á�?�5
 ;                                                                                                                     (7) 
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gdje je: 

�x �Ã (�U𝑦𝑦
F �h) �6 �á
𝑖𝑖�@�5 �V�X�P�D���N�Y�D�G�U�D�W�D���U�D�]�O�L�N�D���L�]�P�H�ÿ�X���S�R�M�H�G�L�Q�R�J��eksperimenta i srednje vrijednosti 

svih eksperimenta, 

�x 𝑛𝑛 broj uzoraka. 

 

Korištenom formulom dobili smo vrijedsnotu standardne devijacije koja iznosi 0,2924 log 

TCID50 mL-1���� �3�R�P�R�ü�X�� �V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�H�� �G�H�Y�L�M�D�F�L�M�H�� �L�]�U�D�þ�X�Q�D�W�D�� �M�H��standardna greška srednje vrijednosti 

koja iznosi 0,1034 log TCID50 mL-1. Standardna greška srednje vrijednosti dalje je korištena za 

�L�]�U�D�þ�X�Q���J�U�D�Q�L�F�D���S�R�X�]�G�D�Q�R�V�W�L koje su prikazane u tablici 7. 

 

Tablica 7. Prikaz dizajna provedenih pokusa korištenjem matrice koja sadrži sve dobivene srednje 

vrijednosti uzevši u obzir 95%-tne granice pouzdanosti 

Oznaka 

eksperimenta 

�ý�L�P�E�H�Q�L�Fi Rezultati 

X1 X2 X3 
�7�L�W�D�U�����" 

(log TCID50 mL-1) 
R 

95% granice 

pouzdanosti, GP 

(log TCID50 mL-1) 

O - - - 6,6567 3 ±0,6402 

P - - + 7,3922 3 ±0,4146 

R - + - 7,6244 3 ±0,5370 

S - + + 7,2789 3 ±0,3379 

T + - - 7,1811 3 ±0,2569 

U + - + 7,3578 3 ±0,4979 

V + + - 7,4989 3 ±0,7303 

Z + + + 7,1522 3 ±0,0506 

Ukupno: 7,2678 24 
7,02333 

do 7,5123 
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Na slici 15 se vidi položaj svih rezultata u odnosu na  srednju vrijednost titra svih 

eksperimenta koja iznosi 7,2678 log TCID50 mL-1 te gornje i donje granice pouzdanosti srednje 

vrijednosti koje iznose 7,5123 log TCID50 mL-1, a  donja 7,0233 log TCID50 mL-1. Može se 

primijetiti da se jedino eksperiment „O“ nalazi izvan intervala pouzdanosti srednje vrijednosti titra 

svih eksperimenta, dok su ostali eksperimenti unutar intervala. Uzgoj virusa u eksperimentu O 

izveden je u embrijima starim 10 dana �S�R�þ�H�W�Q�R�J�� �L�Q�R�N�X�Ouma 2,0 log TCID50 mL-1 inkubiranih 

tijekom 18 sati �ã�W�R���]�Q�D�þ�L���G�D���W�D��kombinacija �þ�L�P�E�H�Q�L�N�D rezultirala nižim prinosom koncentracije 

virusa u odnosu na ostale eksperimente. Srednje vrijednosti titra virusa uzgojenog u embrijima 

starim 13 dana u eksperimentima „T“ , „U“ , „V“  i „Z“  �R�S�ü�H�Q�L�W�R���V�X���Y�H�ü�H �]�D���S�U�R�V�M�H�þ�Q�R������2378 log 

TCID50 mL-1 od titra virusa koji je uzgojen u embrijima starim 10 dana u eksperimentima „O“ , 

„P“ , „R“ i �Ä�6�³���ã�W�R���Q�L�M�H���]�D���R�þ�H�N�L�Y�D�W�L���M�H�U��embriji stari 13 dana imaju razvijeniji imunosni sustav i 

�Y�H�ü�X���N�R�O�L�þ�L�Q�X���D�Q�W�L�W�L�M�H�O�D���R�G���H�P�E�U�L�M�D���V�W�D�U�L�K���������G�D�Q�D ���-�D�Q�N�R�Y�L�ü���L���V�X�U�������������������W�H���E�L���V�U�H�G�Q�M�D���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W��

�W�L�W�U�D���Y�L�U�X�V�D���W�U�H�E�D�O�D���E�L�W�L���Y�H�ü�D���X���H�P�E�U�L�M�L�P�D starim 10 dana. Pozitivan trend koji ukazuje na utjecaj 

doze inokuluma najizraženiji je kod embrija starih 10 �G�D�Q�D�� �J�G�M�H�� �V�H�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�� �W�L�W�U�D�� �L�]�P�H�ÿ�X��

eksperimenta s �G�Y�D���U�D�]�O�L�þ�L�W�D���L�Q�R�N�X�O�X�P�D (2,0 log TCID50 mL-1  i 3,0 log TCID50 mL-1 ) razlikuju za 

0,4272 log TCID50 mL-1. �.�R�G�� �H�P�E�U�L�M�D�� �V�W�D�U�L�K�� ������ �G�D�Q�D�� �W�D�N�R�ÿ�H�U�� �M�H�� �S�U�L�P�L�M�H�ü�H�Q�� �S�R�]�L�W�L�Y�D�Q�� �W�U�H�Q�G���� �D�O�L��

�U�D�]�O�L�N�D���L�]�P�H�ÿ�X���G�Y�D���L�Q�R�N�X�O�X�P�D���M�H���P�D�Q�M�D���L��iznosi 0,0561 log TCID50 mL-1. Te su �þ�L�Q�M�H�Q�L�Fe u skladu 

�V���R�þ�H�N�L�Y�D�Q�M�L�P�D���M�H�U���M�H���Y�H�ü�L���L�Q�R�N�X�O�L�U�D�Q�L���S�R�þ�H�W�Q�L���W�L�W�D�U���Y�L�U�X�V�D���U�H�]�X�O�W�L�U�D�R���Y�H�ü�L�P���S�U�L�Q�R�V�R�P��virusa. Unutar 

podgrupe istog ispitivanog inokuluma primjetan je porast titra virusa duljom inkubacijom u 

trajanju od 30 sati u odnosu na 18 sati gdje razlika u titru iznosi 0,0550 log TCID50 mL-1 što je bilo 

za pretpostaviti jer s duljim vremenom inkubacije nastaje više virusa. Ipak, ta razlika u titru je 

�P�D�O�D���þ�L�P�H���P�R�å�H�P�R���]�D�N�O�M�X�þ�L�W�L���G�D���Q�H�P�D���Q�H�N�H���Y�H�O�L�N�H���U�D�]�O�L�N�H���L�Q�N�X�E�L�U�D�P�R���O�L���W�L�M�H�N�R�P���������L�O�L���������V�D�W�L�� 

�2�S�ü�H�Q�L�W�R�� �V�H�� �Q�D�� �W�H�P�H�O�M�X��dobivenih vrijednosti titra u pojedinim eksperimentima može 

�]�D�N�O�M�X�þ�L�W�L�� �N�D�N�R�� �V�X�� �V�Y�D�� �W�U�L���þ�L�P�E�H�Q�L�N�D važna za uzgoj virusa. Iz slike 15 vidljivo je da su �Q�D�M�Y�H�ü�L��

prinosi titra virusa u embriji starim 10 dana inokulirnih s 3,0 log TCID50 mL-1 te inkubirani tijekom 

18 sati.  
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Slika 15. Utjecaj triju ispitivanih eksperimentnih �þ�L�P�E�H�Q�L�N�D na titar varijantu 2 �V�O�L�þ�Q�R�J��virusa. 

Bijelim �N�Y�D�G�U�D�W�L�ü�L�P�D��prikazane su vrijednosti titra tri ponavljanja (y1, y2 i y3) svakog 

eksperimenta od „O“ do „Z“ , a crnim �N�Y�D�G�U�D�W�L�ü�L�P�D���S�U�L�N�D�]�D�Q�H��su srednje vrijednosti titra svakog 

eksperimenta (�hi). V�H�U�W�L�N�D�O�Q�L�P���F�U�W�D�P�D���V���W�X�S�L�P���]�D�Y�U�ã�H�W�N�R�P�����N�� prikazane su p�U�L�S�D�G�D�M�X�ü�H���J�U�D�Q�L�F�H��

pouzdanosti svakog eksperimenta. Srednja vrijednosti titra svih eksperimenta (7,2678 log TCID50 

mL-1) prikazana je punom linijom, a gornja (7,5123 log TCID50 mL-1) i donja (7,0233 log TCID50 

mL-1) granica pouzdanosti srednje vrijednosti titra svih eksperimenta prikazana je isprekidanim 

linijama. Iz grafa se vidi da su jedino vrijednosti titra varijantu 2 �V�O�L�þ�Q�R�J���Y�L�U�X�V�D kod eksperimenta 

„O“ izvan intervala pouzdanosti srednje vrijednosti ispitivanog titra virusa. 

 

Dobivene srednje vrijednosti titara varijantu 2 �V�O�L�þ�Q�R�J���Y�L�U�X�V�D���]�D���V�Y�D�N�L���S�R�M�H�G�L�Q�L eksperiment 

poslužile su  pri �V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�R�M�� �R�E�U�D�G�L�� �S�R�G�D�W�D�N�D��kojom su procjenjivani �X�þ�L�Q�F�L�� �V�Y�D�N�R�J�� �S�R�M�H�G�L�Q�R�J 

�þ�L�P�E�H�Q�L�Na i �X�þ�L�Q�F�L���N�R�P�E�L�Q�D�F�L�M�H dvaju �þ�L�P�E�H�Q�L�Na kao i svih triju �þ�L�P�E�H�Q�L�N�D�����8�þ�L�Q�F�L���V�X���L�]�U�D�þ�X�Q�D�W�L��

prema formuli:   

�' �t=  
�6�Ã�h�8�†

�á

F 

�6�Ã�h�8�‡

�á
 ;                                                                                                                                  (8) 

gdje je: 
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�x �' x �R�]�Q�D�N�D���X�þ�L�Q�N�D���S�U�L���þ�H�P�X���L�Q�G�H�N�V��x �S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D���E�U�R�M���V�Y�L�K���P�R�J�X�ü�L�K���X�þ�L�Q�D�N�D koji su prikazani 

u tablici 8  

�x 𝑛𝑛 ukupan broj eksperimenta i iznosi 8 

�x �hi�p logaritam titra virusa na višoj (+) razini za svaki �þ�L�P�E�H�Q�L�N 

�x �"i�q logaritam titra virusa na nižoj (-) razni za isti �þ�L�P�E�H�Q�L�N (Antony, 2003c).  

 

Tablica 8. Prikaz korištenog dizajna eksperimenata i svi dobiveni rezultati u matrici dizajna 

eksperimenta 

 

 

 

 

  

 

 

Oznaka 

eksperimenta 

�*�O�D�Y�Q�L���X�þ�L�Q�F�L���L���X�þ�L�Q�F�L���L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�D �7�L�W�D�U�����" 

(log TCID 50 

mL-1) 
X1 X2 X3 �;���ÂX2 �;���Â�;�� �;���Â�;�� �;���Â�;���Â�;�� 

O - - - + + + - 6,6567 

P - - + + - - + 7,3922 

R - + - - + - + 7,6244 

S - + + - - + - 7,2789 

T + - - - - + + 7,1811 

U + - + - + - - 7,3578 

V + + - + - - - 7,4989 

Z + + + + + + + 7,1522 
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Vrijednosti u�þ�L�Qka koji su dobiveni korištenjem navedene formule prikazani su u tablici 9. 

 

Tablica 9. Ex �X�þ�L�Q�F�L���L�]�U�D�þ�X�Q�D�Q�L���]�D���V�Y�D���W�U�L���L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�D �þ�L�P�E�H�Q�L�N�D���S�R�M�H�G�L�Q�D�þ�Q�R�����L���X���N�R�P�E�L�Q�D�F�L�M�L�����N�D�R���L��

njihov kumulativni  Ex �X�þ�L�Q�D�N 

�2�]�Q�D�N�D���X�þ�L�Q�N�D���(x 


Û�Ã�h�8�†
�”

 

(log TCID50 mL-1) 


Û�Ã�h�8�‡
�”

 

(log TCID50 mL-1) 

�8�þ�L�Q�D�N���(x 

(log TCID50 mL-1) 

X1 7,2975 7,2381 0,0594 

X2 7,3886 7,1470 0,2416 

X3 7,2953 7,2403 0,0550 

�;���ÂX2 7,1750 7,3606 -0,1856 

�;���Â�;�� 7,1978 7,3378 -0,1400 

�;���Â�;�� 7,0672 7,4683 -0,4011 

�;���Â�;���Â�;�� 7,3375 7,1981 0,1394 

 

Prema granici pouzdanosti ���������L�]�U�D�þ�X�Q�D�Q�H���V�X���V�Y�H���Yrijednosti postignutih �J�O�D�Y�Q�L�K���X�þ�L�Q�D�N�D��

u odnosu na �L�]�U�D�þ�X�Q�D�Q�X srednju vrijednost svake od pojedinih dobivenih eksperimentalnih 

vrijednosti titra varijantu 2 �V�O�L�þ�Q�R�J virusa (Antony, 2003b). �,�V�S�L�W�L�Y�D�Q�L�� �þ�L�P�E�H�Q�L�F�L�� �R�]�Q�D�þ�H�Q�L�� �V�X��

�V�O�M�H�G�H�ü�L�P���V�L�P�E�R�O�L�P�D�����;�����]�D��starost embrija u SPF jajima u kojima se uzgaja virus, X2  inokulum 

kojim se embriji inficiraju  i X3 za trajanje  inkubacije inokuliranih embrioniranih SPF jaja. Svi 

�L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�L���þ�L�P�E�H�Q�L�F�L imaju pozitivan predznak odnosno na nižoj razini (-) daju niže vrijednosti, a 

na višoj razini (+) daju v�H�ü�H vrijednosti titra varijantu 2 �V�O�L�þ�Q�R�J��virusa. Prema tome, proizlazi da 

sva tri �þ�L�P�E�H�Q�L�N�D imaju pozitivno djelovanje na uzgoj virusa kad su na višem nivou. Utjecaj starosti 

embrija prikazan je na slici 16, inokuluma na slici 17 te trajanja inkubacije prikazan na je slici 18. 

Na slici 19 prikazani su pozitivni utjecaji proci�M�H�Q�M�H�Q�L�K���X�þ�L�Q�D�N�D���]�D���V�Y�D���W�U�L���L�V�S�L�W�D�Q�D���þ�L�P�E�H�Q�L�N�D na 

�R�E�M�H���U�D�]�L�Q�H���X���R�E�O�L�N�X���V�W�X�S�D�F�D���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L���J�O�D�Y�Q�L�K���X�þ�L�Q�D�N�D�� 
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Slika 16. Utjecaj starosti embrija u SPF jajima u koji�P�D���V�H���X�]�J�D�M�D���Y�D�U�L�M�D�Q�W�X�������V�O�L�þ�Q�L���Y�L�U�X�V na titar 

virusa. Srednja vrijednost titra virusa svih eksperimenata �M�H���R�]�Q�D�þ�H�Q�D���Q�D�U�D�Q�þ�D�V�W�R�P crtom, a 95%-

tna granica pouzdanosti  �M�H���R�]�Q�D�þ�H�Q�D��žutom i zelenom crtom. U�þ�L�Q�D�N���þ�L�P�E�H�Q�L�N�D���V�W�D�U�R�V�W�L���H�P�E�U�L�M�D u 

SPF jajima u kojima se uzgaja virus na nižoj (-1) i višoj (+1) razini �M�H���R�]�Q�D�þ�H�Q���V�P�H�ÿ�R�P���F�U�W�R�P�� S 

�S�R�Y�H�ü�D�Q�M�H�P starosti embrija �X�þ�L�Q�D�N��raste �ã�W�R�� �X�S�X�ü�X�M�H na �]�D�N�O�M�X�þ�D�N�� �G�D�� �Y�H�ü�D�� �V�W�D�U�R�V�W�� �H�P�E�U�L�M�D��

�G�R�S�U�L�Q�R�V�L���Y�H�ü�H�P���W�L�W�U�X���Y�D�U�L�M�D�Q�W�X�������V�O�L�þ�Q�R�J���Y�L�U�X�V�D��  

 

Slika 17. Utjecaj inokuluma kojim se embrij inficira na titar �Y�D�U�L�M�D�Q�W�X�������V�O�L�þ�Qog virusa. Srednja 

vrijednost titra virusa svih eksperimenata �M�H�� �R�]�Q�D�þ�H�Q�D�� �Q�D�U�D�Q�þ�D�V�W�R�P crtom, a 95%-tna granica 

pouzdanosti  �M�H���R�]�Q�D�þ�H�Q�D���å�X�W�R�P���L���]�H�O�H�Q�R�P���F�U�W�R�P�����8�þ�L�Q�D�N���þ�L�P�E�H�Q�L�N�D���V�W�D�U�R�V�W�L���H�P�E�U�L�M�D u SPF jajima 

u kojima se uzgaja virus na nižoj (-1) i višoj (+1) razini �M�H���R�]�Q�D�þ�H�Q���V�P�H�ÿ�R�P���F�U�W�R�P�� �6���S�R�Y�H�ü�D�Q�M�H�P 

titra inokuluma raste titar virusa �ã�W�R�� �X�S�X�ü�X�M�H�� �Q�D�� �]�D�N�O�M�X�þ�D�N�� �G�D�� �Y�H�ü�D��vrijednost titra inokuluma 

�G�R�S�U�L�Q�R�V�L���Y�H�ü�H�P���W�L�W�U�X���Y�D�U�L�M�D�Q�W�X�������V�O�L�þ�Q�R�J���Y�L�U�X�V�D.  
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Slika 18. Utjecaj trajanja inkubacije inokuliranih embrioniranih SPF jaja na titar varijantu 2 

�V�O�L�þ�Q�R�J��virusa. Srednja vrijednost titra virusa �V�Y�L�K���H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�D�W�D���M�H���R�]�Q�D�þ�H�Q�D���Q�D�U�D�Q�þ�D�V�W�R�P���F�U�W�R�P����

a 95%-�W�Q�D�� �J�U�D�Q�L�F�D���S�R�X�]�G�D�Q�R�V�W�L���� �M�H���R�]�Q�D�þ�H�Q�D���å�X�W�R�P���L���]�H�O�H�Q�R�P���F�U�W�R�P���� �8�þ�L�Q�D�N���þ�L�P�E�H�Q�L�N�D���V�W�D�U�R�V�W�L��

embrija u SPF jajima u kojima se uzgaja virus na nižoj (-�������L���Y�L�ã�R�M�������������U�D�]�L�Q�L���M�H���R�]�Q�D�þ�H�Q���V�P�H�ÿ�R�P��

�F�U�W�R�P���� �6�� �S�R�Y�H�ü�D�Qjem trajanja inkubacije titar virusa �U�D�V�W�H�� �ã�W�R�� �X�S�X�ü�X�M�H�� �Q�D�� �]�D�N�O�M�X�þ�D�N�� �G�D�� �Y�H�ü�D��

vrijednost trajanja inkubacije �G�R�S�U�L�Q�R�V�L���Y�H�ü�H�P���W�L�W�U�X���Y�D�U�L�M�D�Q�W�X�������V�O�L�þ�Q�R�J���Y�L�U�X�V�D����  

 

 

Slika 19. �8�þ�L�Q�D�N�� �V�Y�D�N�R�J�� �S�R�M�H�G�L�Q�R�J�� �L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�R�J�� �þ�L�P�E�H�Q�L�N�D�� ���O�R�J�� �7�&�,�'50ml-1)na titar varijantu 2 
�V�O�L�þ�Q�R�J��virusa.   
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�3�U�R�F�M�H�Q�D���]�Q�D�þ�D�M�Q�R�V�W�L���X�þ�L�Q�D�N�D���S�U�R�Y�H�G�H�Q�D���M�H���W�D�N�R�ÿ�H�U���S�U�L�P�M�H�Q�R�P t-statistike kojom je �W�D�N�R�ÿ�H�U��

�R�E�X�K�Y�D�ü�H�P utjecaja svih ispitivanih �þ�L�P�E�H�Q�L�N�D i njihovih interakcija (Montgomery i Runger, 

2003f).  

 

�)�R�U�P�X�O�D���]�D���L�]�U�D�þ�X�Q���W-vrijednosti glasi: 

𝑡𝑡=  
|�I �t|

�Ì�¾
;                                                                                                                                         (9) 

gdje je: 

�x |�' �: �_���D�S�V�R�O�X�W�Q�D���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W���V�Y�D�N�R�J���X�þ�L�Q�N�D 

�x �5𝑆𝑆 standardna greška (Kutle i sur., 2010). 

 

�6�W�D�Q�G�D�U�G�Q�D���J�U�H�ã�N�D���U�D�þ�X�Q�D�O�D���V�H���S�U�H�P�D���I�R�U�P�X�Oi:  

�5𝑆𝑆 =  
�Ì�½

�¾�á
;                                                                                                                                     (10) 

gdje je:  

�x �5𝑆𝑆 �V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�D���J�U�H�ã�N�D���W�U�L���J�O�D�Y�Q�D���X�þ�L�Q�N�D 

�x �5𝑆𝑆 �V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�D���G�H�Y�L�M�D�F�L�M�D���W�U�L���J�O�D�Y�Q�D���X�þ�L�Q�N�D 

�x 𝑛𝑛 broj uzoraka i iznosi iznosi 3 (Montgomery i Runger, 2003e).  

�6�W�D�Q�G�D�U�G�Q�D�� �G�H�Y�L�M�D�F�L�M�D�� �L�]�U�D�þ�X�Q�D�W�D�� �M�H�� �S�U�L�M�H�� �W�H�� �L�]�Q�R�V�L�� �������������� �� �O�R�J�� �7�&�,�'50 mL-1, a prema tome 

standardna greška iznosi 0,1688 log TCID50 mL-1. S tim dobivenim vrijednostima �L�]�U�D�þ�X�Q�D�W�D���M�H���W-

�Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W���V�Y�D�N�R�J���X�þ�L�Q�N�D���N�R�M�H���V�X���S�U�L�N�D�]�D�Q�H���X���W�D�E�O�L�F�L���������� 

�$�S�V�R�O�X�W�Q�H���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L���X�þ�L�Q�D�N�D���L���Q�M�L�K�R�Y�H���W-�Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L���X�V�S�R�U�H�ÿ�H�Q�H���V�X���X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���N�U�L�W�L�þ�Q�H��

�Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�� �D�S�V�R�O�X�W�Q�L�K�� �X�þ�L�Q�D�N�D�� ���' 𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘.) i t-vrijednosti (𝑡𝑡𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘.������ �7�H�� �V�X�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�� �G�R�E�L�Y�H�Q�H�� �S�R�P�R�ü�X��

�L�G�X�ü�H���G�Y�L�M�H���I�R�U�P�X�O�H: 

�' 𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘. = 𝑡𝑡𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘. �Â �5𝑆𝑆;                                                                                                                            (11) 

gdje je: 
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�x �5𝑆𝑆 je standardna greška      

𝑡𝑡𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘. = �6�+�0�8 (�Ù,�&�(),                                                                                                                   (12) 

gdje je: 

�x �6�+�0�8 Excelova funkcija inverzije dvostrane Studentove t-raspodjele (Kutle i sur., 2010) 

�x �. �U�D�]�L�Q�X���]�Q�D�þ�D�M�Q�R�V�W�L (0,05 i 0,1)  

�x �&�( �E�U�R�M���V�W�X�S�Q�M�H�Y�D���V�O�R�E�R�G�H���L���X���R�Y�R�P���V�O�X�þ�D�M�X���L�]�Q�R�V�L��2.  

Rezultati �N�R�M�L�� �V�X�� �Y�H�ü�L�� �L�O�L�� �M�H�G�Q�D�N�L�� �Q�H�N�R�M�� �U�H�I�H�U�H�Q�W�Q�R�M�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�� ���0�R�Q�W�J�R�P�H�U�\���� ����������, 

odnosno �X�þ�L�Q�D�N �M�H���]�Q�D�þ�D�M�D�Q���]�D���R�G�U�H�ÿ�H�Q�L���.�����D�N�R���M�H���_�' �: | > �' 𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘. ili t > 𝑡𝑡𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘.. Za �U�D�]�L�Q�X���]�Q�D�þ�D�M�Q�R�V�W�L��

0,05 𝑡𝑡𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘. iznos od 4,3027 log TCID50 mL-1, a �'𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘. onda iznosi 0,7263 log TCID50 mL-1. Nijedan 

�þ�L�P�E�H�Q�L�N nije �V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L �]�Q�D�þ�D�M�D�Q jer su im apsolutne vrijednost manje od �' 𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘. te t-vrijednosti 

manje od 𝑡𝑡𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘.. �.�R�G���U�D�]�L�Q�H���]�Q�D�þ�D�M�Q�R�V�W�L���R�G��0,1 𝑡𝑡𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘. iznosi 2,9200, a �' 𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘. onda iznosi 0,4929 log 

TCID50 mL-1���� �S�U�L�� �þ�H�P�X���W�D�N�R�ÿ�H�U���� �Q�L�� �M�H�G�D�Q���þ�L�P�E�H�Q�L�N nije �V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L�� �]�Q�D�þ�D�M�D�Q jer su im apsolutne 

vrijednost manje od �'𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘. te t-vrijednosti manje od 𝑡𝑡𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘𝑘.. 

Kako bi se dodatno provjerila procjena �Y�D�å�Q�L�K���X�þ�L�Q�D�N�D���S�R�P�R�ü�X���N�U�L�W�L�þ�Q�H���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L���X�þ�L�Q�D�N�D��

i t-vrijednosti potrebno je �L�]�U�D�þ�X�Q�Dti p-vrijednost t-raspodjele prema formuli: 

�L= �6𝑇𝑇�+𝑇𝑇�6 (𝑡𝑡
F𝑣𝑣𝑣𝑣𝑣𝑣�F𝑣𝑣𝑣𝑣𝑣𝑣𝑣𝑣𝑣𝑣𝑣𝑣,�&�(,2);                                                                                         (13)  

 gdje je:  

�x �6𝑇𝑇�+𝑇𝑇�6 Excelov�D�� �I�X�Q�N�F�L�M�D�� �N�R�M�D�� �U�H�]�X�O�W�L�U�D�� �S�R�V�W�R�W�Q�R�P�� �Y�M�H�U�R�M�D�W�Q�R�ã�ü�X�� �]�D�� �6�W�X�G�H�Q�W�R�Y�X�� �W-

raspodjelu gdje �M�H���Y�D�U�L�M�D�E�O�D���Q�X�P�H�U�L�þ�N�D���W-vrijednost za koju se želi odrediti p-vrijednost 

�x �&�( broj stupnjeva slobode koji iznosi 6 

�x �����G�Y�R�V�W�U�D�Q�D���V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�D���S�U�R�F�M�H�Q�D���U�D�V�S�R�G�M�H�O�H�����$�Q�G�H�U�V�R�Q���L���:�K�L�W�F�R�P�E������������������ 

 

�6�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L���]�Q�D�þ�D�M�Q�H���S-�Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L���V�Y�L�K���X�þ�L�Q�D�N�D���V�X���]�D��razinu �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�V�W�L 0,05 one koje su manje 

od 0,05 te za �U�D�]�L�Q�X���]�Q�D�þ�D�M�Q�R�V�W�L��0,1 one koje su manje od 0,1. Za �U�D�]�L�Q�X���]�Q�D�þ�D�M�Q�R�V�W�L��0,05 ni jedna 

p-�Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�� �Q�L�M�H�� �V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�D���� �G�R�N���]�D�� �U�D�]�L�Q�X�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�V�W�L �������� �V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L�� �M�H�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�D�� �S-

�Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�� �X�þ�L�Q�N�D�� �L�Q�W�H�U�D�N�Fije inokuluma i trajanja inkubacije jer je p-vrijednost manja od 0,1. 



47 
 

�,�]�U�D�þ�X�Q�D�W�H�� �S-vrijednosti prikazane su u tablici 10, a s�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L�� �Y�D�å�Q�D�� �S-vrijednost je prikazana 

crvenom bojom. 

 

Tablica 10. Apsolutne, t i p-vrijednosti svih ispitivanih �X�þ�L�Q�D�N�D. Z�Q�D�þ�D�M�Qa p-vrijednost je 

prikazana crvenom bojom. 

�2�]�Q�D�N�D���X�þ�L�Q�N�D���(x 

Apsolutna 

vrijednost Ex (log 

TCID 50 mL-1) 

t-vrijednost p-vrijednost 

X1 0,0594 0,3519 0,7369 

X2 0,2416 1,4313 0,2023 

X3 0,0550 0,3258 0,7556 

�;���ÂX2 0,1856 1,0995 0,3137 

�;���Â�;�� 0,1400 0,8294 0,4386 

�;���Â�;�� 0,4011 2,3762 0,0551 

�;���Â�;���Â�;�� 0,1394 0,8259 0,4405 

 

 

�*�U�D�I�L�þ�N�L��je ovaj �Q�D�þ�L�Q�� �S�U�R�F�M�H�Q�H�� �V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�H�� �Y�D�å�Q�R�V�W�L�� �X�þ�L�Q�D�N�D prikazan �V�O�L�N�R�P�� ������ �S�R�P�R�ü�X��

raspodjele polu-normalne vjerojatnosti (Barton, 1990). �8�� �W�X�� �V�Y�U�K�X�� �L�]�U�D�þ�X�Q�D�W�D�� �M�H�� �S�R�O�X�Q�R�U�P�D�O�Q�D��

vrijednost z, prikazana u tablici11, �S�R�P�R�ü�X�� �U�D�Q�J�D�� �D�S�V�R�O�X�W�Q�L�K�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�� �X�þ�L�Q�D�N�D�� �X�� �S�U�R�J�U�D�P�X��

Sigmaplot software package (verzija 14). �3�U�R�J�U�D�P���M�H���X���L�]�U�D�þ�X�Q�X���N�R�U�L�V�W�L�R �V�O�M�H�G�H�ü�H���G�Y�L�M�H formule: 

�V= 𝑛𝑛𝑛𝑛𝑛𝑛�I 𝑛𝑛𝑛𝑛𝑛𝑛 (�T,𝑚𝑚 , 𝑠𝑠),         (14) 

gdje je: 

�x 𝑛𝑛𝑛𝑛𝑛𝑛�I 𝑛𝑛𝑛𝑛𝑛𝑛 (�T,𝑚𝑚 ,𝑠𝑠) inverzna kumulativna normalna (Gaussova) funkcija raspodjele s 

argumentima �T koji predstavlja iznos vjerojatnosti 

�x 𝑚𝑚  srednju vrijednost jednaku 0  

�x 𝑠𝑠 standardna devijacija raspodjele jednaka 1.                                                                                                             
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�x �T=  
�7�®�á�r�>�7�®𝑟𝑟�?�5

�:�®�á�r�>�5
,                                                                                                                 (15) 

 

gdje je: 

�x 𝑛𝑛𝑒𝑒 �X�N�X�S�D�Q���E�U�R�M���X�þ�L�Q�D�N�D���� 

�x 𝑟𝑟 �R�]�Q�D�N�D���]�D���U�D�Q�J���D�S�V�R�O�X�W�Q�H���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L���Q�H�N�R�J���X�þ�L�Q�N�D���S�U�H�P�D���R�V�W�D�O�L�P���X�þ�L�Q�F�L�P�D���N�D�G�D��

�V�H���R�Q�L���S�R�U�H�G�D�M�X���R�G���Q�D�M�P�D�Q�M�H�J���G�R���Q�D�M�Y�H�ü�H�J���L�]�Q�R�V�D�����0�R�Q�W�J�R�P�H�U�\���L���5�X�Q�J�H�U�������������F������ 

Tablica 11. Procjena raspodjele polu-normalne vjerojatnosti na temelju dobivenih apsolutnih 

vrijednosti procijenje�Q�L�K���X�þ�L�Q�D�N�D�����Q�M�L�K�R�Y�Lh rangova i polu-normalnih z vrijednosti  

�2�]�Q�D�N�D���X�þ�L�Q�N�D���(x 
Ex 

(log TCID50 mL-1) 

Apsolutna 

vrijednost Ex (log 

TCID 50 mL-1) 

Rang Ex Polu-normalna 

vrijednost z 

X1 0,0594 0,0594 2 0,2655 

X2 0,2416 0,2416 6 1,1937 

X3 0,0550 0,0550 1 0,0876 

�;���ÂX2 -0,1856 0,1856 5 0,8927 

�;���Â�;�� -0,1400 0,1400 4 0,6563 

�;���Â�;�� -0,4011 0,4011 7 1,6798 

�;���Â�;���Â�;�� 0,1394 0,1394 3 0,4521 

 

�.�D�N�R�� �E�L�� �V�H�� �U�D�]�O�L�N�R�Y�D�O�L�� �þ�L�P�E�H�Q�L�F�L i njihove interakcije �S�U�H�P�D�� �X�þ�L�Q�N�X na postignuti titar 

�Y�D�U�L�M�D�Q�W�X�� ���� �V�O�L�þ�Q�R�J�� �Y�L�U�X�V�D�� dan je prikaz raspodjele polu-normalne vjerojatnosti. Metodom 

najmanjih kvadrata provedena je interpretacija prikaza raspodjele polu-normalne vjerojatnosti 

�R�G�U�H�ÿ�H�Q���S�U�D�Y�F�H�P koji predstavlja linearni prikaz nule u normalnoj raspodjeli. Vrijednosti koje se 

nalaze na tom pravcu ili u blizini pravca, smatraju se nevažnim �]�D���V�Y�D�N�L���R�G���L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�L�K���X�þ�L�Q�D�N�D, 

dok sve vrijednosti koje su udaljene od samog pravca se smatraju �V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L �]�Q�D�þ�D�M�Q�L�P 

(Montgomery i Runger, 2003d). Kao što je prikazano na slici 20,  �V�Y�L���X�þ�L�Q�F�L nalaze se u blizini 

pravca i manji su �R�G���N�U�L�W�L�þ�Q�L�K���X�þ�L�Q�D�N�D���R�G�U�H�ÿ�H�Q�L�K���Q�D���U�D�]�L�Q�D�P�D���]�Q�D�þ�D�M�Q�R�V�W�L�������������L����������te stoga nisu 

važni. Prema tome, najvažniji je �X�þ�L�Q�D�N���P�H�ÿ�X�G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�D titra inokuluma kojim se embrij inficira i 
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trajanja inkubacije �L�Q�R�N�X�O�L�U�D�Q�L�K�� �H�P�E�U�L�R�Q�L�U�D�Q�L�K�� �6�3�)�� �M�D�M�D�� �Q�D�� �S�R�V�W�L�J�Q�X�W�L�� �W�L�W�D�U�� �Y�D�U�L�M�D�Q�W�X�� ���� �V�O�L�þ�Q�R�J��

virusa. S�O�L�M�H�G�H���P�D�Q�M�H���Y�D�å�Q�L���X�þ�L�Q�F�L�����D���W�R���V�X���X�þ�L�Q�D�N��ispitanog titra inokuluma kojim se embrij inficira, 

�X�þ�L�Q�D�N���P�H�ÿ�X�G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�D starosti embrija u SPF jajima u kojima se uzgaja virus i ispitanog titra 

inokuluma kojim se embrij inficira, zatim �X�þ�L�Q�D�N���P�H�ÿ�X�G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�D starosti embrija u SPF jajima u 

kojima se uzgaja virus i trajanja inkubacije inokuliranih embrioniranih SPF jaja, �X�þ�L�Q�D�N��

�P�H�ÿ�X�G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�D sva tri �þ�L�P�E�H�Q�L�N�D�����X�þ�L�Q�D�N���V�W�D�U�R�V�W�L���H�P�E�U�L�M�D u SPF jajima u kojima se uzgaja virus 

�W�H���X�þ�L�Q�D�N���W�U�D�M�D�Q�M�D���L�Q�N�X�E�D�F�L�M�H inokuliranih embrioniranih SPF jaja. 
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Slika 20. Raspodjela �D�S�V�R�O�X�W�Q�L�K�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�� �X�þ�L�Q�D�N�D�� �X�� �R�G�Q�R�V�X�� �Q�D�� �S�R�O�X-normalnu vrijednost z. 

G�O�D�Y�Q�L���X�þ�L�Q�F�L���V�X���R�]�Q�D�þ�H�Q�L���Vivim �N�U�X�å�L�ü�L�P�D����a �X�þ�L�Q�F�L���Q�M�L�K�R�Yog �P�H�ÿ�X�G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�D��su �R�]�Q�D�þ�H�Q�L��crnim 

�N�U�X�å�L�ü�L�P�D. Prikazan je pravac kvadratne jednadžbe te pravci koji prikazuju vrijednost kriti�þ�Q�R�J��

�X�þ�L�Q�N�D�����(krit.) koji iznosi 0,7263 log TCID50 mL-1 �R�G�U�H�ÿ�H�Q�D���Q�D���U�D�]�L�Q�L���]�Q�D�þ�D�M�Q�R�V�W�L 0,05 te vrijednost 

�N�U�L�W�L�þ�Q�R�J���X�þ�L�Q�N�D�����(krit.) koji iznosi 0,4929 log TCID50 mL-1 �Q�D���U�D�]�L�Q�L���]�Q�D�þ�D�M�Q�R�V�W�L������������ 
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Na slici 21 prikazana je procjena �X�þ�L�Q�D�N�D���S�R�P�R�ü�X���W-statistike. Dan je Pareto prikaz stupaca 

�N�R�M�L�� �S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D�M�X�� �L�]�Q�R�V�H�� �D�S�V�R�O�X�W�Q�L�K�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�� �X�þ�L�Q�D�N�D. Stupci su �S�R�U�H�G�D�Q�L�� �R�G�� �Q�D�M�Y�H�ü�H�J�� �G�R��

�Q�D�M�P�D�Q�M�H�J���X�þ�L�Q�N�D���R�G�R�]�J�R���S�U�H�P�D���G�R�O�M�H�������8�þ�L�Q�F�L���W�H�V�W�L�U�D�M�X���Q�X�O�W�X���K�L�S�R�W�H�]�X��prema kojoj �V�X���V�Y�L���X�þ�L�Q�F�L��

jednaki referentnoj vrijednosti (Montgomery i Runger, 2003d). Kao što je vidljivo na slici 21, 

�U�H�I�H�U�H�Q�W�Q�D���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W���N�U�L�W�L�þ�Q�R�J���X�þ�L�Q�N�D�����(krit. iznosi 0,7263 log TCID50 mL-1, a �R�G�U�H�ÿ�H�Q�D je na razini 

�]�Q�D�þ�D�M�Q�R�V�W�L����������, dok �U�H�I�H�U�H�Q�W�Q�D���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W���N�U�L�W�L�þ�Q�R�J���X�þ�L�Q�N�D�����(krit. iznosi 0,4929 log TCID50 mL-1, 

�S�U�L�� �U�D�]�L�Q�L�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�V�W�L�� ���������� �6�Y�D�N�L�� �X�þ�L�Q�D�N�� �þ�L�M�L�� �V�W�X�S�D�F�� �S�U�H�O�D�]�L�� �S�U�H�N�R�� �U�H�I�H�U�H�Q�W�Q�R�J�� �S�U�D�Y�F�D�� �V�P�D�W�U�D�� �V�H��

�]�Q�D�þ�D�M�Q�L�P�� �0�R�å�H���V�H���]�D�N�O�M�X�þ�L�W�L���G�D���Q�L�W�L���M�H�G�D�Q���X�þ�L�Q�D�N���Q�L�M�H���]�Q�D�þ�D�M�D�Q���R�E�]�L�U�R�P���Q�D �N�U�L�W�L�þ�Q�H���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L��

Ekrit. �R�G�U�H�ÿ�H�Q�H �Q�D���U�D�]�L�Q�D�P�D���]�Q�D�þ�D�M�Q�R�V�W�L�������������L����������(slika 21). 

�$�S�V�R�O�X�W�Q�D���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W���X�þ�L�Q�N�D�����(x)
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Slika 21. Prikaz apsolutnih vrijednosti glavnih �X�þ�L�Qaka �L���X�þ�L�Qaka interakcija u obliku stupaca dok 

su isprekidanim linijama prikazane �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�� �N�U�L�W�L�þ�Qih �X�þ�L�Qaka (Ekrit.) koje iznose 0,7263 log 

TCID50 mL-1 za razinu �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�V�W�L 0,05 i 0,49290 log TCID50 mL-1 za razinu �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�V�W�L��������. Niti 

�M�H�G�D�Q���X�þ�L�Q�D�N���Q�L�M�H���V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L���]�Q�D�þ�D�M�D�Q���� 
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�,�]�� �V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�H�� �R�E�U�D�G�H�� �U�H�]�X�O�W�D�W�D�� �P�R�å�H�P�R�� �]�D�N�O�M�X�þ�L�W�L�� �G�D�� �Q�L�W�L�� �M�H�G�D�Q���þ�L�P�E�H�Q�L�N �Q�L�M�H�� �V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L��

�]�Q�D�þ�D�M�D�Q�����D�O�L �G�D���Q�D�M�Y�H�ü�L���X�W�M�H�F�D�M���Q�D���S�R�V�W�L�J�Q�X�W�L���W�L�W�D�U���Y�L�U�X�V�D���L�P�D���]�D�M�H�G�Q�L�þ�N�L���X�þ�L�Q�D�N���S�U�L�P�L�M�H�Q�M�H�Q�R�J���W�L�W�U�D��

inokuluma i trajanja inkubacije. Ako pogledamo zasebno, pozitivan utjecaj na uzgoj virusa kad su 

višem nivou imaju �þ�L�P�E�H�Q�L�N ispitanog inokuluma i trajanja inkubacije odnosno v�H�ü�L�� �W�L�W�D�U��

inokuluma dovodi �G�R���S�R�V�W�L�]�D�Q�M�D���Y�H�ü�H�J���O�R�J�D�U�L�W�P�D���W�L�W�U�D���Y�L�U�X�V�D i duljim trajanjem inkubacije virusa 

u embrijima, postiže se �Y�H�ü�L�� �W�L�W�D�U�� �Y�L�U�X�V�D, a to su ujedno i optimalni uvjeti uzgoja. Iz 

eksperimentalnih poda�W�D�N�D���P�R�å�H�P�R���]�D�N�O�M�X�þ�L�W�L���G�D���Q�D�M�Y�H�ü�L���S�U�L�Q�R�V���Y�L�U�X�V�D���Q�D�V�W�D�M�H���X��embrijima starim 

10 dana inficiranih s ispitivanim inokulumom 3,0 log TCID50 mL-1 i inkubiranih 18 sati, ali 

�X�]�L�P�D�M�X�ü�L���U�H�]�X�O�W�D�W�H���G�R�E�L�Y�H�Q�H���V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�R�P���R�E�U�D�G�R�P���G�R�O�D�]�L���V�H���G�R���]�D�N�O�M�X�þ�N�D���G�D���E�L���V�H���Q�D�M�Y�H�ü�L���S�U�L�Q�R�V��

virusa dobio u embrijima starim 13 dana inficiranih s ispitivanim inokulumom 3,0 log TCID50 mL-

1  i inkubiranih 30 sati pri temperaturi od �����h�& i 5% CO2. 
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1. Zbog mutacija virusa �S�W�L�þ�M�H�J infektivnog bronhitisa nastaju novi serotipovi virusa, 

kontinuirano se razvijaju cjepiva protiv novih serotipova virusa. 

2. Primjenom živih �D�W�H�Q�X�L�U�D�Q�L�K���F�M�H�S�L�Y�D���S�U�R�W�L�Y���S�R�]�Q�D�W�L�K���Y�L�U�X�V�D���X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�R���V�H���V�S�U�M�H�þ�D�Y�D���S�R�M�D�Y�D��

�S�W�L�þ�M�H�J��infektivnog bronhitisa. 

3. Utjecaj �þ�L�P�E�H�Q�L�N�D �S�R�þ�H�W�Q�R�J���W�L�W�U�D���L�Q�R�N�X�O�X�P�D�����V�W�D�U�R�V�W���6�3�)���H�P�E�U�L�M�D���L���W�U�D�M�D�Q�M�D���L�Q�N�X�E�D�F�L�M�H���Q�D��

postignuti titar varijantu 2 �V�O�L�þ�Q�R�J���Y�L�U�X�V�D���L�V�W�U�D�å�H�Q���M�H���P�H�W�R�G�R�P���G�L�]�D�M�Q�D���H�V�N�S�H�U�L�P�H�Q�W�D. 

4. Ispitivani SPF embriji za uzgoj virusa bili su stari 10 i 13 dana. 

5. Ispitivani �S�R�þ�H�W�Qi titar inokuluma iznosio je 2,0 i 3,0 log TCID50 mL-1. 

6. Inkubacija inficiranih SPF embrija je provedena tijekom 18 i 30 sati. 

7. �'�R�E�L�Y�H�Q�L�� �U�H�]�X�O�W�D�W�L�� �V�X�� �S�R�N�D�]�D�O�L�� �G�D�� �Q�D�M�Y�H�ü�L�� �X�W�M�H�F�D�M�� �Q�D�� �S�R�V�W�L�J�Q�X�W�L�� �W�L�W�D�U���Y�D�U�L�M�D�Q�W�X�� ���� �V�O�L�þ�Q�R�J��

virusa ima �]�D�M�H�G�Q�L�þ�N�L���X�þ�L�Q�D�N���S�U�L�P�L�M�H�Q�M�H�Q�R�J��titra inokuluma i trajanja inkubacije. 

8. �9�H�ü�L��titar inokuluma �G�R�Y�H�R���M�H���G�R���S�R�V�W�L�]�D�Q�M�D���Y�H�ü�H�J���Oogaritma titra �Y�D�U�L�M�D�Q�W�X�������V�O�L�þ�Q�R�J��virusa. 

9. Duljim trajanjem inkubacije virusa u embrijima �S�R�V�W�L�J�Q�X�W���M�H���Y�H�ü�L��titar �Y�D�U�L�M�D�Q�W�X�������V�O�L�þ�Q�R�J��

virusa. 
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