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Apstrakt
Modifikacija brzog testa inhibicije fluorescentnih fokusa (Rapid Fluorescent Focus

Inhibition Test) za odre|ivanje neutrali{u}ih antitela virusa besnila na mikroplo~ama je
standardizovana i validirana. U svrhu testiranja seruma pacijenata vakcinisanih protiv
besnila, ovaj test je pokazao zadovoljavaju}u ta~nost, 100%-tnu specifi~nost, varijabilnost
unutar testa od 14%, varijabilnost izme|u testova od 21% i linearnost u opsegu do oko 60
IU/mL. Osim toga, dobijeni rezultati su relevantni sa stanovi{ta adekvatne profilakse besni-
la.
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UVOD
Prve in vitro tehnike za odre|ivanje neutrali{u}ih antitela

na virus besnila (Rabies Virus-Neutralizing Antibodies -
RVNA) razvijene su adaptacijom soja test virusa (Challenge
Virus Standard - CVS) od virusa besnila na kulturi }elija (1).
Prvi test brze inhibicije fluorescentnih fokusa na besnilo za
RVNA u ukupnom trajanju od najmanje ~etiri dana razvijen
je od strane King-a i saradnika (2). Ovaj test je ra|en na
primokulturi }elija pile}eg embriona. Kontinuirana }elijska
linija od bubrega beba hr~kova (Baby Hamster Kidney -
BHK) je za istu svrhu uvedena 1968. godine od strane
Lennette-a i Emmons-a (3). Nedugo zatim, test brze inhibici-
je fluorescentnih fokusa (Rapid Fluorescent Focus
Inhibition Test - RFFIT) koji je trajao oko 24 sata uspe{no je
razvijen 1973. godine (4). U testu se koriste lab-tek TC
komore kao fizi~ki supstrat za BHK }elijsku kulturu, na
kojoj odli~no raste CVS -11 soj test virusa besnila. Ovakva
tehnika je i dalje bila komplikovana i skupa za rutinsku
praksu, te je odmah najavljen poku{aj da se test prilagodi za
rad na mikrotitar plo~ama. Me|utim, do toga nije do{lo sve
do 1979 kada je izvo|enje  RFFIT-a  na mikrotitar plo~ama
prvi put objavljeno (5). U me|uvremenu, RFFIT je uspe{no
kori{}en i za otkrivanje antitela na virus limfocitarnog hori-
omeningitisa (6), antitela na virus denge (7), kao i antitela na

virus krpeljnog encefalitisa (8). Me|utim, osim nedavno
objavljene validacije RFFIT-a za odre|ivanje potencije
humanog antirabi~nog imunoglobulina (9) nema drugih pub-
likovanih postupaka validacije ovog testa. Zato je detaljnije
ispitivanje karakteristika testa preduzeto na uzorcima seru-
ma osoba vakcinisanih protiv besnila. Kao rezultat ovog
ispitivanja, za RFFIT je potvr|ena ta~nost i specifi~nost i
odre|eni su granica detekcije, preciznost (unutartestovna i
me|utestovna) i linearnost. Na kraju, njegova pogodnost za
profilaksu besnila je procenjena uzimaju}i u obzir sve pos-
matrane karakteristike, a posebno njegovu sposobnost da
pouzdano utvr|uje zadovoljavaju}i nivo antitela od 0,5
IU/mL (internacionalnih jedinica po mililitru – International
Units per milliliter).

MATERIJAL I METODE
2.1. Uzorci
U cilju ispitivanja svih va`nih osobina testa u skladu sa

nedavno iznetim kriterijumima za testove u klini~koj viru-
sologiji (10) ispitano je ukupno 55 ljudskih seruma. Od ovih,
26 seruma je prethodno bilo uzeto za rutinske laboratorijske
analize za odre|ivanje visine titra RVNA, od preventivno ili
postekspoziciono vakcinisanih osoba (pozitivni ili slabo
pozitivni serumi). Svih 26 uzoraka su podeljeni u 4 grupe.
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Grupu I (6 seruma, N = 6) sa~injavali su slabo pozitivni
serumi sa neutrali{u}om aktivnosti iznad granice detekcije,
ali manjom od zadovoljavaju}eg nivoa od 0,5 IU/mL; Grupa
II (N = 7) formirana je od seruma sa aktivnostima u rasponu
od 0,5 IU/mL do 2,5 IU/mL; Grupu III (N = 7) ~inili su seru-
mi u rasponu od 2,5 IU/mL do 12,5 IU/mL. Kona~no, Grupa
IV (N = 6) sastojala se od seruma od 12,5 IU/mL do 62,5
IU/mL. Ova klasifikacija pozitivnih seruma formirana je na
osnovu preliminarnog testiranja i obuhvata preko 95% vred-
nosti rezultata koji se dobijaju rutinskim testiranjem na
RVNA. Za ispitivanje specifi~nosti testa, kori{}eno je 29
ljudskih seruma za laboratorijske analize koji ranije nisu bili
povezani sa antirabi~nom profilaksom (negativni ljudski
serumi). Pored toga, kori{}eni su i pse}i serumi (negativni
`ivotinjski serumi – ukupno 21), koji nisu imali RVNA u
odgovaraju}em testu koji se primenjuje za odre|ivanje titra
antitela u `ivotinjskim serumima - fluorescent antibody
virus neutralization (FAVN) test (11). 

2.2. Ta~nost
Internacionalni SZO i OIE referentni standard serumi

razbla`eni su prethodno do 0,5 IU/ mL pomo}u PBS-a sa
dodatkom 1% gove|eg serumskog albumina (Sigma) i
~uvani u pojedina~nim dozama, dovoljnim za jedan test, na
-80C. Referentni standardni serumi su uzeti kao uzorci, i
testirani u triplikatu u jednom testu i u jo{ dva ponovljena
testa, tako da su dobijena po 3 rezultata za intra test i inter
test varijaciju. Za svaku od ovih grupa rezultata odre|eno je
da li aritmeti~ka srednja vrednost rezultata odstupa od teo-
retske vrednosti vi{e od polovine odgovaraju}eg 95%-tnog
intervala poverenja.

2.3. Specifi~nost
Gore navedeni negativni uzorci (50 ukupno) su testirani

jednom za proveru specifi~nosti testa. 
2.4. Granica detekcije
U svakom testu sa titracijom referentnog standardnog

seruma odre|ena je grani~na vrednost detekcije u IU/mL
uzimaju}i u obzir ED50 referentnog standardnog seruma i
teorijsku vrednost 0,35 kao ED50 negativnog seruma.

2.5. Odre|ivanje preciznosti rezultata unutar istog
testa i izme|u ponovljenih testova
Slabo pozitivni i pozitivni serumi su testirani jednom u

triplikatu i u jo{ dva uzastopna testa, a dobijeni  rezultati su
kori{}eni za odre|ivanje unutartestovnu i me|utestovnu pre-
ciznost. Srednja vrednost, standardna devijacija (SD) i
koeficijent varijacije (CV) izra~unati su za svaki uzorak.
Zatim je odre|en prose~ni koeficijent varijacije izme|u
grupa I- IV i ukupni prose~ni koeficijent varijacije unutar
istog testa i izme|u rezultata u razli~itim testovima.
Koeficijenti varijacije unutar grupa su podvrgnuti Grubbs-
ovom testu za isklju~enje eventualnih rezultata koji znatno
odstupaju od normalnih varijacija unutar homogene grupe, a
razlike CV-a za razli~ite grupe su testirane u F testu. Kao
dodatni pokazatelj preciznosti unutar testa, sume pozitivnih
fluorescentnih polja su izra~unate za svaku od dve kolone za
pojedina~ne uzorke, a razlike ovih suma i distribucija
frekvencija razlika predstavljeni su Histogramom 1.

2.6. Linearnost
Ispitivanje linearnosti ra|eno je na uzorku HRIG-a ~ija

je potencija je prethodno bila odre|ena na 175 IU/mL. Od
njega je dalje pripremljeno osam direktnih razre|enja tako
da sadr`e 0,20; 0,45; 1,0; 2.2; 5,0; 11,2; 25,0 i 55,9 IU/mL ,
koriste}i negativan serum kao rastvara~. Ovi uzorci su bili
testirani u tri uzastopna testa. Rezultati za svaki uzorak anal-
izirani su uz log-log transformaciju. Odre|ena je linearna
regresiona funkcija zajedno sa granicama poverenja za nagib
prave i odse~ak ordinate kao i koeficijent korelacije r.

2.7. Materijali, oprema i izvo|enje testa
Mikrotitar plo~e sa 8 x 12 bunara sa povr{inom  dna

bunara od 0,35 cm2 kori{}ene su za rast }eliske kulture
mi{jih neuroblastoma }elija (MNA). Kultura MNA dobijena
je od Evropske banke animalnih }elijskih kultura (European
Collection of Animal Cell Cultures - ECACC), Porton
Down, Velika Britanija, ECACC broj: 89121404. Soj virusa
besnila za testiranje CVS-11 je dobijen od dr L. [najdera iz
Saveznog instituta za virusne  bolesti `ivotinja, Tibingen,
Nema~ka; SZO standardni serum (2. Me|unarodni standard
za antirabi~ni imunoglobulin) je nabavljen iz Nacionalnog
instituta za biolo{ke standarde i kontrolu, Potters Bar, Velika
Britanija, a OIE standardni serum (OIE antirabi~ni referent-
ni pse}i serum) je dobijen od francuske Agencije za bezbed-
nost prehrambenih proizvoda (AFSSA) Nancy, Francuska.
Oba standardna seruma su prethodno razre|ena sa PBS-om
uz dodatak 1% gove|eg serumskog albumina do 0,5 IU/ml,
razlivena u male porcije i ~uvana na -80 oC. Kao podlogu za
kulturu i rutinsko odr`avanje MNA }elija kao i za postavku
RFFIT-a  kori{}ena je GMEM (Sigma-Aldrich) uz dodatak
glutamina (584 mg / L) i gentamcina (50 mg / L.), 5% trip-
tozo fosfata (TPB) (Difco) i 10% tele}eg seruma
(Veterinarski zavod Subotica). Priprema petostrukih
razre|enja, dodavanje podloge i konstantne doze test virusa,
kao i }elijske suspenzije na mikrotitar plo~u obavljeni su 12-
kanalnom mikropipetom 20-300 µl Research pro
(Eppendorf). Testovi su ra|eni u Aura-Mini sigurnosnoj
komori (Ehret). ]elije sa sme{ama seruma i virusa inkubi-
rane su u ugljen-dioksidnom inkubatoru, model 3241CO2
(Napco) u 5% CO2 i na temperaturi od 36oC. Posle intervala
od 21 do 23 sata plo~e su fiksirane acetonom i bojene

monoklonskim antirabijes konjugatom sa FITC fluorescent-
nom bojom (Fujirebio). O~itavanje mikrotitar plo~a je
vr{eno na Opton RA34 epifluorescentnom mikroskopu.
Pre~nik mikroskopskog polja na uve}anju 100 X je prvo

Slika 1 Polo`aj, pravac i redosled pregleda vidnih polja na
dnu bunara mikrotitar plo~e pri o~itavanju RFFIT-a.
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Tabela 1 Rezultati za po 3 replikata uzoraka SZO i OIE referentnih seruma u istom testu.

* standardna devijacija
**Aritmeti~ka srednja vrednost (X) ± 1.96 SD/(N-1)1/2, N=3

Tabela 2 Rezultati za po 3 uzorka SZO i OIE referentnih seruma u 3 sukcesivna testa.

* standardna devijacija
**Aritmeti~ka srednja vrednost (X) ± 1.96 SD/(N-1)1/2, N=3

*standardna devijacija
** koeficijent varijacije

Tabela 3 Unutartestovna preciznost za 26 uzoraka klasifikovanih u Grupe I – IV.



286 MD MEDICAL DATAVol.2 NO 4 / Decembar 2010.

pode{en na ¼ pre~nika dna bunara na plo~i. Odabirom 10
nepreklapaju}ih polja pregledano je ukupno 62,5% od ukup-
ne povr{ine dna bunara, a o~itavanje je vr{eno po {emi koja
je prikazana na Slici 1. Tako je za svaki ispitivani uzorak
pregledano ukupno 20 polja po razre|enju (30 polja za stan-
dardni serum i CVS). Za razre|enja seruma pozitivna polja
su bila ona bez fluorescentnih fokusa, a za kontrolu titracije
CVS-a polja sa najmanje jednim fokusom. Na osnovu ovako
odre|enih brojeva pozitivnih polja po svakom razre|enju,
vrednosti ED50 ra~unate su po jedna~ini Spearman –
Kärbera (12), a zatim konvertovane u kona~ne rezultate u
IU/mL (13).

2.8. FAVN test
FAVN test za animalne serume ura|en je kao {to je

opisano od strane Cliquet i sar. (11).
REZULTATI
3.1. Ta~nost
Rezultati za SZO i OIE standardne serume prikazani su

u Tabelama 1 i 2.
Kao {to je prikazano, teorijske vrednosti su bile unutar

95%-tnog intervala poverenja dobjenih srednjih vrednosti.
Prema tome, nije bilo zna~ajnih odstupanja od ta~nosti
rezultata.

3.2. Limit detekcije i specifi~nost
Koriste}i uvek isto radno razre|enje CVS-a, prose~na

vrednost za - logED50 SZO standardnog seruma u 7 uza-
stopnih analiza bila je 1,0049 (SD = 0,0354), a kretala se u
rasponu od 0,9432 do 1,0636. U isto vreme se za CVS doza
CCID50 (50%-tna infektivna doza) kretala  od 37 do 113
CCID50 (prose~no 73 CCID50), bez vidljive inverzne
korelacije sa - logED50 za standardni serum. Prosek rezulta-
ta za negativne uzorke bio je  0,1110 IU/mL (opseg 0,0967
IU /mL do 0,1276 IU /mL) sa SD = 0,0091 IU /mL, tako da
je interval (srednja vrednost ± 3SD) iznosio od 0,0873 IU
/mL do 0,1383 IU /mL. Dakle granica detekcije je bila
0,1383 IU /mL. Za sve negativne serume rezultati su bili
identi~ni teorijskim rezultatima za negativne serume i ni`i
od granice detekcije, tako da je specifi~nost testa bila 100%.
Svi negativni uzorci, i humani i `ivotinjski, su dali isti rezul-
tat, tj. nije utvr|eno postojanje specifi~nih antirabi~nih
antitela ni u jednom uzorku.

3.3. Preciznost
3.3.1. Unutartestovna preciznost
Pojedina~ni rezultati za odre|ivanje koeficijenta varija-

bilnosti za svaki uzorak pojedina~no i kao i koeficijenata
varijabilnosti po grupama uzoraka i kona~no ukupni koefici-
jent varijabilnosti za unutartestovnu preciznost, dati su u
Tabeli 3.

Tabela 4 Me|utestovna preciznost za 26 uzoraka klasifikovanih u Grupe I – IV.

*standardna devijacija
** koeficijent varijacije



Ukupni koeficijent varijabilnosti  unutar RFFIT testa bio
je 14%.

U okviru iste grupe uzoraka nije utvr|en nijedan rezultat
koji bi zna~ajno odstupao preko granica varijabilnosti u
Grubbs-ovom testu. Pored toga, analizom varijanse nije
utvr|ena heterogenost koeficijenata varijabilnosti izme|u
grupa I - IV (F = 0.876, p > 0.05).

Histogramski prikaz rezultata razlika suma pozitivnih
fluorescentnih polja po kolonama za 130 ispituju}ih uzoraka
ra~unaju}i i replikate dato je na Slici 2.

Slika 2 Distribucija razlika suma pozitivnih fluorescent-
nih polja po kolonama za 26 pozitivih seruma analiziranih
u studiji unutartestovne i me|utestovne preciznosti u ukup-

no130 analiza.
Kao {to je prikazano na Slici 2, vi{e od 95% utvr|enih

razlika su manje od 6. Ova vrednost mo`e da se koristi kao
dodatni kriterijum za naknadnu proveru validnosti pojedi-

na~nih rezultata testa. U slu~aju dvostrukih serijskih
razre|enja za standardne serume, ove razlike su manje od 4
(nije prikazano).

3.3.2. Me|utestovna preciznost
Pojedina~ni rezultati za odre|ivanje me|utestovne pre-

ciznosti, koeficijenti varijabilnosti  po grupama i ukupan
koeficijent varijabilnosti  prikazani su u Tabeli 4.

Ukupni koeficijent varijabilnosti za me|utestovnu pre-
ciznost kod RFFIT-a je bio 21%.

Kao ni kod studije unutartestovne preciznosti, u okviru
iste grupe uzoraka nije utvr|en nijedan rezultat koji bi
zna~ajno odstupao preko granica varijabilnosti u Grubbs-
ovom testu. Tako|e, analizom varijanse nije utvr|ena het-
erogenost koeficijenata varijabilnosti izme|u grupa I - IV (F
= 0.876, p > 0.05).

3.4. Linearnost
Osnovni rezultati ispitivanja linearnosti testa dati su u

Tabeli 5, statisti~ki parametri regresije dati su u Tabeli 6 a
linija regresije je prikazana na Slici 3.

Logaritamski obra|eni rezultati za utvr|ivanje linearnos-
ti testa pokazuju da je test linearan u opsegu rezultata od 0,2
IU/mL do 55,9 IU/mL, gde je utvr|ena sna`na i zna~ajna
korelacija.

DISKUSIJA
Jedino karakteristike izvo|enja testa na mikrotitar

plo~ama su u ovom radu odre|ene zbog svoje velike prak-
ti~ne prednosti u odnosu na kori{}enje Lab-Tek komora za

*oznaka uzorka je teorijska vrednost nivoa RVNA u uzorku** X = log teorijske vrednosti*** Y = log srednje vrednosti

Tabela 5 Rezultati ispitivanja linearnosti RFFIT-a.

Tabela 6 Statisti~ki parametri regresije za rezultate date u Tabeli 5.
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rast }elija u testu. Iako je u po~etku razvijena tehnika
RFFIT-a na BHK }elijama, kori{}enje MNA }elija za ovaj
test je kasnije opisana od strane Smit J. i sar. (14), ali pri tome
prednosti kori{}enja MNA u odnosu na BHK }elijsku liniju
nisu eksplicitno navedene. U Laboratoriji za besnilo
Pasterovog zavoda u Novom Sadu, MNA }elije su se
pokazale kao pogodnije zbog njihove ve}e otpornosti, koja
se ogleda u dva glavna svojstva: prvo, ve}a otpornost na
eventualne toksi~ne efekte uzoraka, i drugo, ve}a otpornost
}elija u toku pranja, fiksacije i bojenja }elijskog sloja. Ovo

je u skladu sa ~vr{}om adherencijom MNA }elija na
plasti~ne ili staklene povr{inma u odnosu na rast BHK }elija.
Ova razlika se mo`e lako pokazati na ~injenici da se rutin-
sko pasa`iranje BHK }elija mo`e obaviti sa ~istim
rastvorom EDTA bez tripsina, dok je tripsin neophodan za
pasa`iranje MNA }elija (neobjavljeno zapa`anje). Pre~nik
mikroskopskih polja prilago|en je tako da njegova veli~ina
ne zavisi od opti~kog sistema koji se koristi. Tako|e, jednoz-
na~no odre|en postupak o~itavanja rezultata ne dozvoljava
da razli~iti posmatra~i dobijaju razli~ite rezultate u istom
bunaru na mikrotitar plo~i (Slika 1).

Petostruka razre|enja uzoraka su izabrana kao kompro-
mis izme|u preciznosti s jedne strane, i obuhvatnosti rezul-
tata koji se uo~avaju u rutinskoj praksi sa druge strane.
Istovremeno, ograni~en je broj serijskih razre|enja (maksi-
mum 5) jer svako razre|enje mo`e negativno da uti~e na
preciznost testa (15, 16). U isto vreme, faktor razre|enja 2 za
oba referentna standardna seruma je izabran jer je njihova
vrednost ED50 unapred bila poznata, tako da prelazna zona
sa samo ~etiri dvostruka razre|enja mo`e lako da se uo~i.
Dok Zalan i sar. (5) uspostavljaju sistem ~itanja koji u odno-
su na originalnu Lab-Tek tehniku testa ima isti proporciju
posmatrane povr{ine }elijskog sloja, mi nismo smanjivali
broj posmatranih polja po razre|enju jer to mo`e dovesti do
ni`e preciznosti testa (12).

Testiranjem ta~nosti RFFIT-a sa odgovaraju}im referent-
nim materijalima smo pokazali da rezultati ne pokazuju
zna~ajna odstupanja od teorijske vrednosti. Specifi~nost

testiranja pokazala je da nije bilo uzoraka sa la`no pozitivn-
im rezultatima, {to zna~i da nije bilo detektovanja
antirabi~nih antitela preko stvarne granice detekcije. U tom
smislu, RFFIT se pokazao jednako specifi~an kao i FAVN
test, samo {to je limit detekcije za RFFIT bio oko 1,5 - 2 puta
vi{i. [to se ti~e preciznosti testa dobijeni ukupni CV za
unutartestovnu varijaciju je 14%, a za me|utestovnu vari-
jaciju 21% {to je ispod maksimalne varijacije za testove na
`ivim sistemima (}elijama i `ivotinjama) od preko 50% (17).
Poseban zna~aj ima predvi|anje mogu}ih posledica varijaci-

ja testa oko minimalne zado-
voljavaju}e vrednosti
antirabi~nog imuniteta od 0,5
IU/ml. U eksperimentalnim
studijama na psima i ma~ka-
ma, minimalna za{titna vred-
nost bila je 0,1 IU/ml za pse,
a 0,2 IU/ml za ma~ke (18).
Pod pretpostavkom da za
~oveka ova vrednost nije
ve}a od 0,2 IU/ml, tada bi
oko 99% individua za rezul-
tatima od 0,5 IU/ml imalo u
stvarnosti nivo RVNA od
preko 0,2 IU/ml (X – 3 SD),
{to bi se moglo smatrati
zadovoljavaju}im za potrebe
rutinskog testiranja antira-
bi~nog imuniteta kao i na
ovim rezultatima zasnovanih
mera profilakse besnila.

Tako|e, potvr|eno je svo-
jstvo linearnosti testa do oko
60 IU/ml, koji opseg obuhva-

ta preko 95 % rezultata koji se javljaju u rutinskoj praksi.

ZAKLJU^AK
Izvr{ena je potpuna validacija brzog testa inhibicije flu-

orescentnih fokusa na kulturi }elija za odre|ivanje
neutrali{u}ih antitela virusa besnila. Ovaj test pokazao je
zadovoljavaju}a svojstva ta~nosti, analiti~ke osetljivosti,
specifi~nosti, unutartestovne i me|utestovne preciznosti i
linearnosti. Na osnovu ovih svojstava zaklju~eno je da je test
zadovoljavaju}i za rutinsko testiranje antirabi~nog imunite-
ta pacijenata vakcinisanih protiv besnila i za sprovo|enje
odgovaraju}ih mera profilakse besnila. 

Slika 3 Regresiona prava za rezultate studije linearnosti RFFIT-a.
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Abstract
Amodification of the rapid fluorescent focus inhibition test for determination of rabies
virus-neutralizing antibodies performed on microplates was standardized and validated.
For testing of sera from individuals vaccinated against rabies, this test showed satisfacto-
ry accuracy, 100% specificity, intra-test variability of 14%, inter-test variability of 21%,
and linearity in the range up to about 60 IU/ml.  Moreover, the obtained results were
meaningful from the standpoint of adequate rabies prophylaxis.
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