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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.

Krwotoczną bronchopneumonię krolików. określaną
również nazwą pomór królików, rozpoznano lv Polsce
rv 1988 r (1). Pierwsze przypadki tej choroby wystąpiły
rv 1984 r. w Chinach (3, 16). Chorobę określa się nazwą
Viral Haemorrhagic Disease (VIID), a w ostatnim okre-
sie również Rabbit Haemorrhagic I)isease, a jej czyn-
nik etiologiczny jest nazywany Rabbit Haemorrhagic
Disease Virus (RHDV) i określenie to przyjęto w pracy
(6, ?, B, 14). Rozwinięto szereg metod diagnostyki labo-
ratoryjnej, w tym m, in, test immunoenzymatyczny,
irrrmunofjuorescencyjny, barwienie histologiczne i mi-
kroskopię elektronową (7,2, 4,5, B, 9, 11, 13, 14, 15, 16).

Jednak najbardziej przydatnym ze względu na łatwość
rvykonania, czułość i niezawodność okazał się odczyn
hemaglutynacji z erytrocytami człowieka (3, 4, 5, 6, 7,

8, 9, 12, 16). W początkowym okresie zarówno autorzy
zagraniczni, jak i krajowi, użyrvali wyłącznie erytro-

pulacji w Po]sce posiada krew tej grupy (l0). W zu,iąz-
t.-r , po*yższym postanowiono sprawdzić przydatność
krwinek od dawców o różnych grupach krwi oraz
określić optymalne warunki rvykonania odczynu, 7,

uwzględni,eniem temperatury i czasu reakcji oraz pH
buforu używanego do rozcieńczania materiału wiruso-
wego i zawieszania erytrocytów. Wydawało się to tynr
bardziej celowe, gdyż już w l9B8 r. w pojedyńczych
badaniach uzyskiwano wyniki pozytywne z krwinkami
dawców pozostałych grup bez wzgiędu na czynnik Rh
(5)

Materiał i metod_v

Szczep wirusa. Wykorzystano 2 szczepy wirusowe
izolowane 19t]8 r. KGM i SGM (1) oraz szczep PD wy-

badano w dwukrotnie wzrastających rozcieńczeniach roz-
poczynając od 1/5, e,wentualnie 1i 10.

Erytrocyty. Świeżą krew pobierano na 3,80/o cytry-
nian sodu lub do płynu Alsevera i oznaczano grupę oraz
czynnik Rh. Krew była przydatna do badań ptzez ok.
3 tygodnie. Korzystano również z próbek banku krwi w
Szpitalu Woli 1ub w
spótządz sa dodawanb
kowo 10 w 0,B50/o I
o pH ok. 7,0. Przy badaniach wpływu pH na miano hema-
glutynacyjne przygotowano bufory o pH 3, 5. 7 i 9 i uży,
wano je zarówno do rozcieńczania wirusa, jak i zawiesza-
nia krwinek.

obiic zanie rl,ynikórł,. po odczytaniu reakcji wyni-
ki dodatnie podano jako wartość wykładnika potęgi przy
podstawie 2" Wyniki negatywne podano jako wartość ( 10.
Odczyn nastawiano ,ń, objętości 1 mI.

Wyniki i omówienie

Z danych tab. 1 wynika, że miano IlA szczepu SGM
odczytane przy nastawieniu odczynu w temperaturze
4"C i 22oC było bardzo zbliżone lub identyczne. Nie
odnotowano także wyrażnej roznicy związanej z czasem
odczytu. Natomiast miano liofilizatu było nieco wyż-

Tab. 1. Czas reakcji i wysokość miana hemaglutynacyjnego
RHDV z erytrocytami człowieka (gru,pa 0.r)

w temperatulze 4a i 22aC

Tempe-
ratura
reakcji

Wysokość miana po upływie:

1h3h2h

10X29
10 .\. 2i

10x2§
10X2?

SGM
1iofiIizat

SGM
ZawleSlna

l0 >1 28

I0,/..26
10X28
10X26

10X28
].0x 28

Tab. 2. Czas reakcji i wysokość miana HA liofilizowanego
wirusa RHDV - szczep SGM z erytrocytami człowieka

w temperaturze 37DC

Wysokość miana

Gl,upa
krwi
(różni

dawcy)

0
Ar'i-
Ari
Ari
Ao
AB+
B+

10Xż3
<10
<10

10x23
10X28
10X 28
10X 26

10X ż7
<10
<10

10X 25
10X28
10X28
10>1 29

10x 27

<10
<10
<10

10X28
10X28
10x 2s

10X 25
10X27
10x27

10X 21
10X27
10X 2q
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Nazwa
szcZepu

Tab. 3. Wysokość miana HA wybranych szczepów RHDV
w temperaturach 40, 22o i 37oC

Wysokość miana

szczepów różnice nie przekroczyły wartości potęgi 0,4
(maksymalnie dla szczepu PD 1,B z krwinkami B
10 X 2;,;, z pozostałymi od 10 X 2o,o 4o 10 X 29,3). Nato-
miast próby zastąpienia erytrocytów człowieka innymi
krwinkami (psa, kury, barana i królika) dały wynik
ujemny, Wynik ten jest zgodny z danymi uzyskanymi
przez Mizak i wsp. (dane niepublikowane), podczas gdy
Li.u i wsp. (3), Nianxing Du (6), Von Soike i wsp. (12}
pcdali, ze reakcję dodatnią uzyskiwali także z erytro-
cytami kury, barana, świnki morskiej i gęsi, jednak
określone miano HA było wielokrotnie niższe i niesta-
bilne,

Reasumując wyniki badań można stwierdzić, że
odczyn HA może być wykorzystywany lv diagnostyce
laboraioryjnej RHD, Na równi przydatnymi do wyko-
nania odczynu są erytrocyty człowieka grupy 0, jak
i krwinki grupy A, B i AB. X,Iateriał badany należy
rozcieńczać w 0,B;0/o rozbworze NaCl o pH zbliżonym
do obojętnego i stcsować 0,75-1rlo krwinki zawieszone
w tym samym roz'uworze, Odczytu reakcji należy do-

szczepów RHDV w temperaturze pokojowej
o różnych grupach krwi

Grupa
krwi
(różni

dawcy)

4oc
4h

22aC
2h

10X 210
10 X 211

w 22oC po
powtórnym
zmieszaniu
i pclzosta-
wlenlu na
1 h prób
badanych
w 37oC

l0Y,210
10 X 211

ól U
2h

ZD
po

fiItracji
10 X 210 <10

<10
0,22 um

A+

A+ l0y2s 1 ,oyru
l

10X25PD
zawiesina

SGM
]iofilizat

SGM
]iofilizat

{to
< 10 l 1,0x2a
< 10 l 10X28

|0,/..2Ą 10 X 28

7oY 27 l
< 10 l l0,ł 28

10 2? l

Tab. 4. Wysokośó miana HA wybranych
wobec erytrocytów ludzi

Nazwa szczepu RHDV
Grupa krwi

(różni dawcy)
lSG KGM

il
mlana

1iczba
badań

x
mlana

x
mrana

10 X 28,7
10X 28,ó

I0 X 210

70/28,2 l '10X28,2 l 1

t0 <28.Ą i r
10)<28 1

sze (o 2 razcteńczenia) niz wirusa przechowywanego w
sianie zamrożonym. W tab. 2 przedstawiono wyniki
reakcji w 3?oC. Wśrod nich zasługują na uwagę rezul,
taty ujemne, W tych przypadkaclr po 2 godzinach prze-
trzylrrywania w 3?oC i po pcnolvnym wymieszaniu,
odczyn dodatni wystąpił po ok. 1 godz, przetrzymywa-
nia w teirrperaturze pokojowej. Obserwację tę dodat-
kowo potw,i.erdzają dane zebrane r,v tab. 3, które wska-
zują, że odczyn przeprowadzony w cieplarce jest bar-
dziej zawodny niż przy badaniu rv temperaturze chłod-
ni lub pokojowej, Potwierdzono wystąpienie reakcji
dodatniej w temperaturze pokojowej z mateliałem
okreśIonym jako ujemny lv 37oC. Dodatkowe proby
wykazały, że wirus jest całkowicie aCsorbowany na
erytrocytach, gdyż w płynie pobranym znad krw.inek
jego obecności nie wykazano. Natomiasi uzupełnienie
płynu do początkowej obiętości, ponowne zrnieszanie
erytrocytów i przeprowadzenie reakcji w temperaturze
pokojorvej dawało wynik identyczny, lub różniący się
o jedno rozcieńczenie, z odczyźanym dla odczynu na-
stawionego w temperaturze pokojo vvej. Z przeprowa-
dzonych badań wynika, że najodpowiedniejszą tempe-
raturą do badania miana HA okazała się temperatura
pokojowa (w zakresie od 18 dc :25oC)

Badania nad wpływem pH wykazały, że powtarzalne
wyniki uzyskiwano przy pH od 5,0 do 7,5. W pH 3
szybko następowała hemoliza krwinek. Natomiast w
pti D wyniki były ujemne.

Zbiarcze zestawienie wyników badań przedstawiono
w tab. 4" Używano krwi dawców grup A, B, AB i 0, za-
równo Rhł, jak i Rh-. Obliczone średnie miana HA
okazały się bardzo zbliżone, gdyż dla poszczególnych

konać pc 2-3 godzinach lub następnego clnia. Odczyn
ten jest szczególnie przydatny przy rozpoznawaniu cho-
rcby u zwterzat wykazujących mało charakterystyczne
zmiany w narządach wewnętrznych, a zurłaszcz:l v/ płu-
caci,l. Uzyskiwany rvynik pozytywny lub nr:gatylvriy
jesi rozstrzygający dla potwierdzenia rozpoznania kli-
nicznego i anatomopatoiogicznego.
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A
B
AB

10X 28,3
l0X 28
10X 28
10x 28

15 i lo29
9 i 10 27,5

3 10 29,3
? 10X29


