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Poréwnanie zdolnosci aglutynowania erytrocytéw czlowieka
grupy O, A, B i AB przez wirus krwotocznej bronchopneumonii

krélikéw (RHDV)
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Summary

Capacity of human erythrocytes 0, A, B and AB
groups to agglutinate the rabbit haemorrhagic di-
sease virus (RHDV)

The usefulness of human erythrocytes taken from donors
of different blood groups was assessed in respect to their
capacity to reat with a suspension of rabbit organs derived
from infected animals with RHDV. According to the authors
HA test should be carried out in a 0.85 per cent NaCl solu-
tion (pH = 7.0) at room temperature and the results should
be read after 2—3 hours.

Krwotoczng bronchopneumonie krolikow, okreslang
rowniez nazwa pomor kroéolikow, rozpoznano w Polsce
w 1988 r. (1). Pierwsze przypadki tej choroby wystapilty
w 1984 r. w Chinach (3, 168). Chorobe okresla sie nazwa
Viral Haemorrhagic Disease (VHD), a w ostatnim okre-
sie réwniez Rabbit Haemorrhagic Disease, a jej czyn-
nik etiologiczny jest nazywany Rabbit Haemorrhagic
Disease Virus (RHDV) i okre$lenie to przyjeto w pracy
(6, 7, 8, 14). Rozwinieto szereg metod diagnostyki labo-
ratoryjnej, w tym m. in. test immunoenzymatyczny,
immunofluorescencyjny, barwienie histologiczne 1 mi-
kroskopie elektronowsg (1, 2, 4, 5, 8, 9, 11, 13, 14, 15, 16).
Jednak najbardziej przydatnym ze wzgledu na tatwos¢
wykonania, czulo$¢ i niezawodnos¢ okazal sie odeczyn
hemaglutynacji z erytrocytami czlowieka (3, 4, 5, 6, 7,
8, 9, 12, 16). W poczatkowym okresie zaro6wno autorzy
zagraniczni, jak i krajowi, uzywali wylacznie erytro-
cytow ludzkich grupy 0. W warunkach krajowych sta-
nowilo to znaczna niedogodnose, gdyz tylko 32,5% po-
pulacji w Polsce posiada krew tej grupy (10). W zwigz-
ku z powyzszym postanowiono sprawdzi¢ przydatnos¢
krwinek od dawcoéw o roéznych grupach krwi oraz
okreglié optymalne warunki wykonania odczynu, z
uwzglednieniem temperatury i czasu reakcji oraz pH
buforu uzywanego do rozcienczania materialu wiruso-
wego i zawieszania erytrocytow. Wydawato sie to tym
bardziej celowe, gdyz juz w 1588 r. w pojedynczych
badaniach uzyskiwano wyniki pozytywne z krwinkami
dawcow pozostalych grup bez wzgledu na czynnik Rh
().

Material 1 metody

Szczepy wirusa. Wykorzystano 2 szczepy wirusowe
izolowane w 1988 r. KGM i SGM (1) oraz szczep PD wy-
izolowany w 1989 r. i szezep ZD w 1990 1, Szezepy uzy-
wano w postaci 20% zawiesiny narzadéw wewnegtrznych
padivceh krélikow poddanej zamrozeniu, oczyszczeniu chlo-
roformem i odwirowaniu lub w postaci liofilizowanej. Ma-
terial plynny przechowywano w zamrozeniu w ok. —20-C,
a liofilizaty w temperaturze ok 4 'C. Material wirusowy
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badano w dwukrotnie wzrastajgcych rozcienczeniach roz-
poczynajac od 1/5, ewentualnie 1/10.

Erytrocyty. Swiezg krew pobierano na 3.,8% cytry-
nian sodu lub do plynu Alsevera i oznaczano grupeg Oraz
czynnik Rh, Krew byla przydatna do badan przez ok.
3 tygodnie. Korzystano réwniez z prébek banku krwi w
Szpitalu Miejskim w Zdunskiej Woli lub w Pulawach., Do
sporzadzonych rozcienczenn wirusa dodawano 0,75% (poczat-
kowo 1%) krwinki zawieszone w 0,85% roztworze NaCl
o pH ok. 7,0. Przy badaniach wplywu pH na miano hema-
glutynacyjne przygotowano bufory o pH 3, 5, 71 9 i uzy-
wano je zar6é6wno do rozcienczania wirusa, jak i zawiesza-
nia krwinek.

Obliczanie wynikow. Po odezytaniu reakcji wyni-
ki dodatnie podano jako wartos¢ wykladnika potegi przy
podstawie 2. Wyniki negatywne podano jako wartos¢ < 10.
Odczyn nastawiano w objetodci 1 ml.

Wyniki i omdéwienie

7 danych tab. 1 wynika, ze miano HA szczepu SGM
odczytane przy nastawieniu odczynu w temperaturze
4°C i 22°C bylo bardzo =zblizone lub identyczne. Nie
odnotowano takze wyraznej roznicy zwigzanej z czasem
odezytu. Natomiast miano liofilizatu bylo nieco wyz-

Tab. 1. Czas reakcji i wysokos¢ miana hemaglutynacyjnego
RHDV z erytrocytami czlowieka (grupa 0-+)
w temperaturze 4° i 22°C
fawid | Tempe- : Wysokosé miana po uplywie:
szezepu 1 ratura
sPOsob Prey- | reakeji 2 h 3h 7h 20 h
_gotowania_ B S S
SGM [
liofilizat Ite 10°<:2¥ 1422 10X 29 10X 2¢
SGM = 1027 | 1027 | 10%27 | 10Xx27
zawiesina . ) .
saM | ] [
liofilizat 2900 10728 10028 | 10X 28 1028
SGM ‘ == 10227 | 10%28 | 10X2¢ | 10x28
zawiesina |

Tab. 2. Czas reakeji i wysokos¢ miana HA liofilizowanego
wirusa RHDV — szczep SGM z erytrocytami czlowieka
w temperaturze 37°C

Wysokosé miana

Grupa ‘ w 22°C pe

krwi w temperaturze 37°C po uplywie: [ powtornym
(roini |——moe—m—r | zZmileszaniu
dawcy) ‘ | i pozosta-
45 | I h 2 h 3 h wieniu
B ' - | na 1 h
0 10X 23 10X 27 ‘ 10427 ! ‘ 10X 25
At <10 < 10 <10 | 10X 27
At <10 | <10 < 10 10X 27
AL+ 10X 23 10X 25 < 10 ‘
A, 1028 ‘ 1028 | 10X28 10X24 |
AB+ 10X 28 10X 28 1028 | 10X 27
B+ 10X28 | 10%20 | 10X28 | 10X20
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Tab. 3. Wysoko$é miana HA wybranych szczepé6w RHDV
w temperaturach 4°, 22° i 37°C

Wysokoé¢ miana

‘ | | wa20°C po
| powtornym
Nazwa (fé‘%gia | zmieszaniu
szezepU | (riimi 4°C 22°C 37°C | i pozosta-
h d(roznl 4h | 2 h 2 h | wieniuna
BE) | 1 h prob
| | | badanych
| ] | w 37°C
S . J = =
ZD
po ‘ A+ 10X 210 10X 210 < 10 10X 210
tiltracji - 10X 211 <10 1021
0,22 um | | |
PD | 6 s | | ¢ 05
sawiesina| AT | 10%2 _1 X2 | <10 | 102
| 10K 27 <10 10X 26
SGM A 10> 28 <10 | 10X98
liofilizat 1028 | 10%2¢ | 1028
B+ | 1028 | [ 1oxer |
ST 04 107 27 <10 | 10%28
lofilizat | §_ | joxss | 1ox2s | 10%3e

szczepow roznice nie przekroczyly wartosci potegi 0,4
(maksymalnie dla szczepu PD 1,8 z krwinkami B
10 > 273, z pozostatymi od 10 < 2°° do 10 X 2%8), Nato-
miast préby zastapienia erytrocytéw czlowieka innymi
krwinkami (psa, kury, barana i krolika) daly wynik
ujemny. Wynik ten jest zgodny z danymi uzyskanymi
przez Mizak i wsp. (dane niepublikowane), podezas gdy
Liu 1 wsp. (3), Nianxing Du (6), Von Soike i wsp. (12}
podali, ze reakcje dodatnia uzyskiwali takze z erytro-
cytami kury, barana, $winki morskiej i gesi, jednak
okreélone miano HA bylo wielokrotnie nizsze i niesta-
bilne.

Reasumujgc wyniki badan mozna stwierdzi¢, ze
odezyn HA moze by¢ wykorzystywany w diagnostyce
laboratoryjnej RHD. Na réwni przydatnymi do wyko-
nania odezynu sg erytrocyty czlowieka grupy 0, jak
i krwinki grupy A, B i AB. Material badany nalezy
rozciencza¢ w 0,85% roztworze NaCl o pH zblizenym
do okojetnego 1 stosowaé 0,75—1% krwinki zawieszone
w tym samym rozitworze. Odezytu reakcji nalezy do-

Tab. 4. Wysoko$¢ miana HA wybranych szczepéw RHDV w temperaturze pokojowej

wobec erytrocytéow ludzi o réznych grupach krwi

Nazwa szczepu RHDV

Grupa krwi I _sGM | = KGM _____PD - ‘ __ZD
letsiantl Ceneye) liczba i X liczba X liczba X liczba l X
| badan | miana badan miaha badan | miana badan | miana
0 | 14 10 282 3 10X 283 15 | 10720 3 10X 28,7
A | 8 103X 28,2 1 10X 28 9 110275 2 10X 28.5
B 8 10X 28:4 1 10X 28 ‘ 3 ‘ 10 < 293 1 10X 210
AB 8 1028 1 10 28 7 | 10xa — | —

sze (0 2 rozcienczenia) niz wirusa przechowywanego w
stanie zamrozonym. W tab. 2 przedstawiono wyniki
reakecji w 37°C. Wérod nich zastuguja na uwage rezul-
taty ujemne. W tych przypadkach po 2 godzinach prze-
trzymywania w 37°C i po pcnownym wymieszaniu,
odczyn dodatni wystapil po ok. 1 godz. przetrzymywa-
nia w temperaturze pokojowej. Obserwacje te dodat-
kowo potwierdzaja dane zebrane w tab. 3, ktore wska-
zuja, ze odczyn przeprowadzony w cieplarce jest bar-
dziej zawodny niz przy badaniu w temperaturze chlod-
ni lub pokojowej. Potwierdzono wystapienie reakeji
dodatniej w temperaturze pokojowej z materiatem
okreélonym jako ujemny w 37°C. Dodatkowe proby
wykazaly, ze wirus jest calkowicie adsorbowany na
erytrocytach, gdyz w plynie pobranym znad krwinek
jego obecno$ci nie wykazano. Natomiast uzupelnienie
plynu do poczatkowej objetosci, ponowne zmieszanie
erytrocytéw i przeprowadzenie reakcji w temperaturze
pokojowe]j dawato wynik identyczny, lub réznigey sie
o0 jedno rozcienczenie, z odezytanym dla odczynu na-
stawicnego w temperaturze pokojowej. Z przeprowa-
dzonych bkadan wynika, ze najodpowiedniejsza tempe-
ratura do badania miana HA ckazala sie temperatura
pokojowa (w zakresie od 18 do 25°C).

Badania nad wplywem pH wykazaly, ze powtarzalne
wyniki uzyskiwano przy pH od 5,0 do 7,5. W pH 3
szybko nastepowata hemoliza krwinek. Natomiast w
pH ) wyniki byly ujemne.

Zbicrcze zestawlenie wynikéw badan przedstawiono
w tab. 4. Uzywano krwi dawcow grup A, B, AB i 0, za-
rowno Rh+, jak i Rh—. Obliczone $rednie miana HA
okazaly sie bardzo zblizone, gdyz dla poszczegdlnych

kona¢ po 2-—3 godzinach lub nastepnego dnia. Odczyn
ten jest szezegdlnie przydatny przy rozpoznawaniu cho-
rohy u zwierzat wykazujgcych malo charakterystyczne
zmiany w narzadach wewnetrznych, a zwlaszcza w plu-
cach. Uzyskiwany wynik pozytywny lub negatywny
jest rozstrzygajacy dla potwierdzenia rozpoznania kli-
nicznego i anatomopatologicznego.
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