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proteina pokazuju inhibitornu aktivnost u reakeiji vi­
rusne hemaglutinacije sa influcnea virusom [1,2,41-

Zuckerman i saradnici [5], vrseci disocijaciju
MNSs antigena upotrebom sodijum-deoksiholatne
ckstrakcije delova eritrocitne membrane, nash su da
frakcije pripremljene od donora homozigotnih za Ms
i heterozigotnih za MNS, sadrzc reeeptore za virus
influence, kao i da prccisceni pripravak od N antige­
na inhibira hemaglutinacionu aktivnost virusa influ­
ence. Radovima Dahra [6] iz 1986. godine dokazano
je da hemaglutinaciona aktivnost pojedinih sojeva vi­
rusa influence mozc biti inhibirana glikoforinom A.

Ispitivanjcm interakeije virusa influence sa gliko­
proteinima eritrocita zelelo sc da se izoluje visokopo­
tentni inhibitor virusne hemaglutinacije, s ciljem da
se odrede njegove osobine i uporedi hemijski sastav
sa drugim eritroeitnim glikoproteinima. Radovima
Paulsona i saradnika 171 dokazano je da su strukture
koje poseduju inhibitornu aktivnost za virusnu hema­
glutinaciju MiN krvnogrupni antigeni koji sadrze
sijalinu kiselinu kao esencijalnu komponentu recep­
torskog mesta influenca virusa.

Marchesi, Furthrnayr i Tomita [2] dokazali su da
su, takode, receptorna mesta na povrsini eritroeita,

Jcdna od osobina kojc ispoljavaju MiN krvno­
grupni antigeni jeste inhibitorna aktivnost u reakeiji
inhibieije virusne hemaglutinacije u cijoj osnovi lczi
fenomen virusne hemaglutinacije koji jc posledica in­
terreakcije reccptora na humanim eritrocitima i vi­
rusnog hcmaglutinina.

Springer i Ansel PI 1958. godinc i Makella i
Cantcll nczavisnim ispitivanjima dolazc do prvih cvi­
dentnih dokaza da pojcdini sojevi tipa A i B (Mel­
burn soj A tipa, Lee soj 8 tipa, S 15 soj svinjskog
virusa influence) virusa influence inaktivisu MiN
antigene na humanim critrocitima. Ovi autori su do­
kazali da delovanjem enzima neuraminidaze humani
eritrociti postaju neaglutinabilni sa anti-M i anti-N
antiscrumima i zakljucili da su rczidue sijaline kise­
line receptorska mesta za virus influence 121. Nakon
izolaeije sijaloglikoproteina iz stromc humanih eri­
trocita od strane Baranowskog 1959. godine, Klenka
i Uhlcnrucka iz 1960, Kathana [3] iz 1961. godine i
Nagaia i Springera iz 1962. godine, zapazcno jc da
MiN antigene specificnosti kao delovi sijalogliko-

Sazetak - MiN krvnogrupni antigeni ispoljavaju inhibitomu aktivnost u reakciji inhibicijc virusne hemaglutinacije sa pojcdinim
sojcvima virusa influence zahvaljujuci prisustvu rezidua sijaline kiscline u sastavu glikoforina na povrsini humanih eritrocita, koji
prcdstavljaju specificne hcmaglutinacione receptore i supstrat za dejstvo virusnog enzirna neuraminidaze. U radu je testirana reak­
tivnost humanih eritrocita 0 krvne grupe MM i NN fenotipa u reakciji inhibicije virusne hemaglutinacijc sa virusom influence A2

Siugapur, sa ciljem utvrdivanja mogucnosti upotrebe humanih eritrocita u virusnoj hemaglutinaciji, odrcdivanju njihove reaktiv­
nosti u titraciji, retitraciji hemaglutinina i samoj reakciji inhibicije virusne hemaglutinacije. lspitivanjc ima za cilj da se utvrde
razlike u poglcdu brzine reagovanja i receptorskog kapacitcta critrocita razlicitih u MN fcnotipu i uticaj istih eritrocita na ishod
reakcije inhibicijc virusnc hemaglutinacije. Materijal na kome jc izvrseno ispitivanje reaktivnosti eritrocita obuhvata obradu 69
seruma osoba inficiranih iii prokuzenih virusom influence od kojihje 32 dalo pozitiuvnu reakciju, tj. titrove 1/80 i vise. Rezultati
ispiti vanja su pokazaIi da je reaktivnost eritrocita razlicitih u MN fenotipu jednaka u poglcdu brzine reagovanja i receptorskog
kapaciteta u titraciji, rctitraciji hcmaglutinina i reakciji inhibicijc virusne hemaglutinacije sa virusom influence A2 Singapur, da
daju fenomen virusne hcmaglutinacijc za razliku od papainizovanih eritrocita koji ne sadrzc MiN krvnogrupne antigcnc, sto indi­
rektno govori da MiN krvnogrupni antigcni sadrze reccptoreza virus influence,
Kljucne reel: krvne grupc + imunologija; virusni inhibitori; virusni hcmaglutinini, virusni antigeni; influcnca; MNSS sistem
krvnih grupa, inhibitorni testovi hemaglutinacije
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koja su odgovoma za vezivanje virusa inflluence, re­
zidue sijaline kiseline, koje su sastavni deo glikofori­
na A i B. S obzirom na to da je njih moguce otkloniti
delovanjem enzima neuraminidaze i pronaze, dokaza­
na je proteinska priroda eritrocitnih receptora za vi­
rus influence [8].

U prilog tvrdnji da su MiN antigeni zasluzni za
vezivanje virusa influence, posto sadrze rezidue sija­
line kiseline i osetljivi su na porteiolizno dejstvo nc­
uraminidaze, ide i cinjenica da dclovanjem ovog en­
zima ne dolazi do gubitka aglutinabilnosti nijednog
drugog krvnogrupnog antigena osim MiN [9].

Ova ispitivanja, usmerena na otkrivanje prirode
eritrocitnih receptora za viruse, uskladena su sa saz­
nanjima iz oblasti virusologije ciji je predmet razma­
tranja priroda receptora na virusima koji ispoljavaju
fenomen virusne hemaglutinacije.

Fenomen virusne hemaglutinacije otkrili su Hirst
i, nezavisnim radovima, McCleland i Hare, 1941. go­
dine [l0-15]. Pojava virusne aglutinacije zapazena je
prilikom razmnozavanja virusa influence u embrioni­
sanim kokosijim jajima. Autori su primetili da tokom
inokulacije virusa influence u alantoisnu kesu dolazi
do povrede krvnih sudova i dodira kokosijih eritro­
cita sa amnionskom i alantoisnom tecnoscu u kojoj se
nalazi virus, pri cemu dolazi do pojave slepljivanja
eritrocita i virusnih partikula, koji formiraju mrezu
ili hemaglutinat [10, 12].

Priroda ove pojave jc izucena i objasnjena i nas­
taje kao posledica osobine i sposobnosti nekih virusa
da aglutiniraju eritrocite pojedinih zivotinjskih vrsta,
ptica, ili humane eritrocite. Zasnovana je na posedo­
vanju specificnih hemaglutinina na povrsini virusne
cestice i specificnih receptora na povrsini eritrocita.
Virus influence i vecina predstavnika porodice Para­
myxoviridae poseduju antigen hemaglutinin, kao sas­
tavni deo ovojnice virusa, koji je po hemijskom sas­
tavu glikoprotein. To je tzv. H antigen, a humane 10­
ze virusa influence sadrze jedan od sledeca cetiri
suptipa H antigena: HO, HI, H2 i H3.

Virus influence vezuje se svojim hemaglutininom
za mukoproteinske receptore na eritrocitima, koji
sadrze N-acetilneuraminsku (sijalinu) kiselinu, sto
predstavlja prvu fazu fenomena virusne hemagluti­
nacije, u kojoj dolazi do aglutinacije eritrocita. Posle
vezivanja za specificne receptore virus influence de­
luje svojim drugim povrsinskim antigenom, neurami­
nidazom, na sijalinu kiselinu eritrocitnih receptora i
enzimskim delovanjem razara receptoma mesta na
povrsini eritrocita, nakon cega dolazi do spontane
elucije neosteceni virusnih partikula. Humane loze
virusa influence sadrze jedan od sledecih suptipova
N antigena: Nl, N2 i N3 [10].

Humani eritrociti 0 krvne grupe sadrze rezidue
sijaline kiseline kao sastavni deo MiN antigena,
koje predstavljaju reeeptorska mesta za hemaglutinin
virusa. Isti eritrociti tretirani proteoliznim enzimima,
kao sto su papain, ficin, himotripsin, tripsin, pronaza
i nauraminidaza [5,16,17] koji destruisu sijalogli­
koproteine i MiN antigenc, ne ispoljavaju fenomen
virusne hemaglutinacije, jer osteceni sijaloglikopro­
teini ne poseduju receptore za virus influence.

Materij at i metode

Materijalna kome je sprovedeno ispitivanje reak­
tivnosti humanih eritrocita 0 krvne grupe MM i NN
genotpia, obuhvatio jc obradu 69 seruma osoba pro­
kuzcnih ili inficiranih virusom influence, od kojih je
32 uzorka dalo pozitivnu reakciju odnosno titrovc
1180 i vise sto se smatra zastitnim titrom za virus in­
fluence narocito kod starijih osoba [17,181. U radu jc
koriscen virus influence Ao Singapur, proizveden ­
razmnozen u virusoloskoj laboratoriji Sektora za
virusologiju.

U radu su korisccne dye vrste humanih eritrocita
o krvne grupe, sa razlikom u pogledu fenotipa MN
krvnogrupnih sistema, pri cemu jedna vrsta poseduje
MM fenotip u homozigotnoj formi, a druga NN. Kao
negativna kontrola, upotrebljeni su papainizovani eri­
trociti, dobijeni mesavinom krvi od vise osoba 0
krvne grupe, koji su tretirani enzimom papainorn,
nakon mesanja jednakih kolicina rastvorenog liofili­
zovanog papaina sa eritrocitima, i inkubacije od 10
minuta na 37°C. Kontrolni, papainizovani eritrociti
ne sadrze reeeptore za virus influence, buduci da pa­
pain destruise MiN krvnogrupne antigenc.

Pre izvodenja testa ispitivani serumi se pripre­
maju u smislu otklanjanja ncspecificnih inhibitora
reakcije, i to tako sto se 25 !-II seruma pornesa sa 75
ul RDE (Receptor Destroying Enzymes, porekla od
Vibrio cholerae a potom inkubira u termostatu na
37°C, nekoliko sati, zatim inkubira na 56°C u vodc­
nom kupatilu, poslc cega se razredujc sa 150 !-II fizi-
oloskog rastvora. • ...

Princip reakcije inhibicije virusne hemaglutinacije
sastoji se u tome da se mesaju dvostruka stepenasta
razredenja bolesnickog seruma sa virusnim antige­
nom i, ukoliko u ispitivanom serumu postoje antitcla
na virus influence, ona ce se u prvom delu reakcije
vezati za hemaglutinine virusa. Time ce oni biti blo­
kirani i nastupice inhibicija hemaglutinacije, sa od­
sustvom fenomena virusnc hemaglutinacije, po do­
datku odgovarajucih eritrocita. U obmutom slucaju,
ukoliko u ispitivanom serumu ne postoje antitela na
virus influence, u prvom delu reakcije nece nastupiti
vezivanje antitela iz seruma i hemaglutinina virusa,
koji ce tako biti slobodni za vezivanje sa reccptonrna
na eritroctima u drugom delu reakcije i davacc vi­
rusnu hemaglutinaciju.
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Negativna kontrola humanih eritrocita, koja po­
drazumeva upotrebu papainizovanih eritrocita, treba
da pokaze da eritrociti sa ostecenim receptorima za
virusni hemaglutinin ne daju virusnu hemaglutinaci­
ju, nego se sarno taloze. U toku rada mikrometodom
mogu se ukljuciti i pozitivna i negativna kontrola,
koje sadrze pozitivan i negativan serum, kao i kon­
trola virusa koja ima za cilj da potvrdi stvarnu koli­
cinu upotrebljenog virusa (od 8 hemaglutinacionih
jedinica na 50 Ill).

Srednja geometrijska vrednost titra antitela
Za odredivanje srednje geometrijske vrednosti ti­

tra antitela koriscena je sledeca formula:
L (flog x)

x =---------------, uz antilogaritmovanje dobijene
f vrednosti,

gde jc:
L = srcdnja geometrijska vrednost titra antitela;
f = broj scruma;
x = dobijeni titar.

Rezultati

Rezultati ispitivanja reaktivnosti humanih eritro­
cita u reakciji inhibicije virusne hemaglutinacije pri­
kazani su u tabeli 1.

Tabela 1. Rezultati reakcije inhibicije virusne hemaglutina­
cije

TabLe 1. Reaction results ofhemagglutination inhibition
Reakcija inhibicije virusne hemaglutinacije

n %
Pozitivna rcakcija 32 46,37
Negativna reakcija 37 53,63
Ukupno seruma 69 100,00

Tabcla 1 pokazuje da je ukupan broj ispitivanih
seruma osoba prokuzenih virusom influence u reak­
ciji inhibicije hemaglutinacije 69. Od tog broja, 32
seruma su bila pozitivna i vrsila su inhibiciju virusne
hemaglutinacije u razredenju koje je iznosilo 1/80 ili
vise. Trideset sedam seruma osoba pokazivali su nize
titrove od 1/80 u reakciji inhibicije hemaglutinacije.

Tabcla 2. Rezultati ispitivanja eritrocita MM fcnotipa u ti­
traciji hemaglutinina
TabLe 2. Results of investigation ofMM red bood cells in he­
magglutinin titration
Titar 1/640 1/320 1/160 1/80 x SO Mod

Br. uzor 1 20 7 4 1/236,3 79,103 1/320

Ukupno 32 uzorka Kontrola eritrocita e
Koeficijent varijacije: 33,47%

Rezultati prikazani u tabeli 2 pokazuju reaktiv­
nost eritrocita MM fenotipa u titraciji hemaglutinina
i ukazuju da od 32 pozitivna uzorka kod 20 uzoraka
najmanje razredenje virusa koje je davalo virusnu he­
maglutinaciju sa MM eritrocitima bilo 1/320, kod

sedam uzoraka 1/160, kod cetiri 1/80 i kod jednog
1/640.

Kontrole eritrocita bile su negativne gde nije bilo
fenomena virusne hemaglutinacije.
Tabcla 3. Rezultati ispitivanja eritrocita NN fenotipa u ti­
traciji hemaglutinina
TabLe3. Results of investigation ofNN red blood cells in he­
magglutinin titration
Titar 1/640 1/320 1/160 1/80 1/40 X SO Mod

Broj uzor. 3 9 11 7 2 1/174,4 91,02 1/160

Ukupno 32 uzorka Kontrola eritrocita: e
Koeficijent varijacije: 52,16%

Rezultati prikazani u tabeli 3 pokazuju reaktiv­
nost eritrocita NN fenotipa u titraciji hemaglutinina
i ukazuju da je od 32 pozitivna uzorka kod 11 uzo­
raka najmanje razredenje virusa koje je davalo virus­
nu hemaglutinaciju sa NN eritrocitima bilo 1/160,
kod devet uzoraka 1/320, kod sedam 1180, kod tri
1/640 i kod dva 1/40. Kontrole eritrocita bile su
negativne gde nije bilo virusne hemaglutinacije.

Tabela 4. Rezultati ispitivanja papainizovanih eritrocita u
titraciji hemaglutinina
TabLe 4. Results of inestigation ofpapainised red hlood cells
in hemagglutinin titration
1/10 1/20 1/40 1/80 1/160 1/320 1/640 1/1280 1/2560

888888888

Testirana je nulta hipoteza, da nema statisticke
znacajnosti razlike srednjih geometrijskih vrednosti
titra antitela, sa eritrocitima MM i NN fenotipa, u ti­
traciji hemaglutinina. Nadena vrednost iznosi 1,071,
dok je tablicna vrednost na nivou signifikantnosti od
p<0,05, uz stepen slobode V=nl +n2-2(62) =2,00.

Papainizovani eritrociti kod kojih su destruisani
MiN krvnogrupni antigeni, a samim tim i reziduc
sijaline kiseline kao receptorska mesta za virus influ­
ence, nisu davali fenomen virusne hemaglutincije, jer
su se talozili u svim razredenjima.

Tabela 5. Rezultati ispitivanja eritrocita MM fenotipa u reti­
traciji hemaglutinina
TabLe 5. Results of investigation MM red blood cells in he­
magglutinin retitration
Titar 1170 1/50 ]/45 ]/40 ]/35 1/25 1/10 X SO Mod

Broj 7 6 4 5 4 4 2 1/40,6 68,28 1170

uzor.

Ukupno 32 uzorka Kontrola eritrocita: e
Koeficijent varijacije: 167,84%

U tabeli 5 uocava se da vrednosti radnih titrova u
retitraciji hemaglutinina sa eritrocitima MM fenotipa
i ukazuju da je od 32 pozitivna uzorka kod sedam
radni titar bio 1/70, kod sest 1/50, kod cetiri 1/45,
kod pet 1/40, kod cetiri 1/25 i kod dva 1110.

Rezultati prikazani u tabeli 6 pokazuju vrednosti
radnih titrova u retitraciji hemaglutinina sa eritroci-
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Tabela 6. Rezu1tati ispitivanja eritrocita NN fenotipa u reti­
traciji hemag1utinina
Table 6. Results ofinvestigation ofNN red blood cells in he­
magglutinin retitration
Titar 1/50 1/40 1/35 1/30 1/25 1/20 IllS 1110 X SD Mod

Broj 7 3 4 6 5 2 2 1/28,9 39,14 1/50

Testirana je nulta hipoteza, da nema razlike sred­
njih geometrijskih vrednosti titra antitela, sa MM i
NN eritrocitima u reakciji inhibicije virusne hema­
glutinacije, i nadena vrednost iznosi: - 0,608, dok je
tablicna vrednost na nivou signifikantnosti od
p<0,05, uz stepen slobode V=nl+n2-2(62),=2,00.

Tabe1a 9. Preg1ed reaktivnosti eritrocita MM iNN fenotipa u
reakciji inhibicije virusne hemag1utinacije u odnosu na visine
titrova
Table 9. Reactivity ofA1M and NN red blood cells in imhibi­
tion reaction of hemagglutination whith comparison to titer
levels

Rezultati ispitivanja reaktivnosti eritrocita MM i
NN fenotipa u reakciji inhibicije virusne hemagluti­
nacije ukazuju da su od 32 pozitivna uzorka kod 24
najveca razredenja seruma, koja su vrsila inhibiciju,
bila jednaka za obe vrste eritrocita, kod 6 uzoraka
serumi prokuzenih osoba inhibirali su virusnu hema­
glutinaciju u vecim razredenjima sa NN eritrocitima
nego sa MM i da su kod 2 uzorka titrovi bili visi sa
eritrocitima MM fenotipa. Testirana je statisticka
znacajnost razlike visina titrova sa razlicitim eritro­
citima MM iNN fenotipa u reakciji inhibicije vi­
rusne hemaglutinacije. Nadena vrednost iznosi 0,25,
dok je tablicna vrednost na nivou signifikantnosti od
p<0,05, uz stepen slobode V=4, jednaka 9,488.

Diskusija

Od ukupno 69 seruma osoba prokuzenih iIi vak­
cinisanih virusom influence, kod 32 je nadena pozi­
tivnost u reakciji inhibicije virusne hemaglutinacije.
U radu je ispitivana reaktivnost humanih eritrocita
nulte krvne grupe fenotipa MM i NN u homozigotnoj
formi, zbog fenomena doze i dobijanja jasnijih reak­
cija aglutinacije u duploj dozi.

Mnogobrojni literatumi podaci navode mogucnost
upotrebe humanih eritrocita 0 krvne grupe u reakciji
inhibicije virusne hemaglutinacije sa virusom influ­
ence [10,14,15]. Virusnu hemaglutinaciju, koja pred­
stavlja osnovu ove seroloske dijagnosticke metode,
pored humanih eritrocita, mogu dati i eritrociti mno­
gih sisara i ptica, kao na primer: gvineja svinje, kra­
ve, konja, zamorca, rhesus majmuna, belog pacova,
ovna, odraslih i jednodnevnih pilica, patke, golubo­
va, gusaka.

Virusna hemaglutinacija je fenomen koji ima ne­
koliko podtipova, koji su razvrstani u zavisnosti od
vrste koriscenih eritrocita, vrste virusa i njihovih he­
maglutinina i ostalih uslova, kao sto su temperatura,
pH, sastav suspenzije.

uzor

Ukupno 32 uzorka Kontrola eritrocita: e
Koeficijent varijacije: 135,07%

tima NN fenotipa i ukazuju da je od 32 pozitivna
uzorka kod sedam radni titar bio 1/50, kod tri 1/40,
kod cetiri 1/35, kod sest 1/30, kod tri 1/25, kod pet
1/20, kod dva 1/15 i kod dva 1/10.

Testirana je nulta hipoteza da nema statisticke
znacajnosti razlike srednjih geometrijskih vrednosti
titra antitela, sa eritrocitima MM i NN, u retitraciji
hemaglutinina. Nadena vrednost iznosi 0,827, dok je
tablicna vrednost na nivou signifikantnosti od
p<0,05, uz stepen slobode V=nl+n2-2(62) =2,00.
Tabe1a 7. Rezultati ispitivanja eritrocita MM fenotipa u re­
akciji inhibicije virusne hemag1utinacije sa serumima osoba
pozitivnih na virus influence
Table 7. Results ofinvestigation ofA1M red blood cells in in­
hibition reaction of hemagglutination by sera of influenza
positive patients
mar 1/640 1/320 1/160 1/80 X SD Mod
Broj 1 4 11 16 1/128,8 97,017 1/80
uzoraka
Ukupno 32 uzorka Kontro1a eritrocita: 8
Koeficijent varijacije: 75,30%

Rezultati ispitivanja seruma osoba prokuzenih vi­
rusom influence u reakciji inhibicije virusne hema­
glutinacije sa humanim eritrocitima MM fenotipa
ukazuju daje od 32 uzorka 16 seruma inhibiralo vi­
rusnu hemaglutinaciju u razredenju od 1/80, 11 u
razredenju od 11160, 4 u razredenju 1/320 i jedan u
razredenju 1/640.

Rezultati ispitivanja seruma osoba prokuzenih vi­
rusom influence u reakciji inhibicije virusne hema­
glutinacije sa humanim eritrocitima NN fenotipa
ukazuju da je od 32 uzorka 14 seruma vrsilo inhibi­
ciju virusne hemaglutinacije u razredenju od 1/80, 12
u razredenju 1/160, 3 u razredenju 11320 i 3 u
razredenju 1/640.

Tabela 8. Rezultati ispitivanja eritrocita NN fenotipa u reak­
ciji inhibicije virusne hemag1utinacije sa serumuma osoba
pozitivnih na virus influence
Table 8. Results of investigation ofNN red blood cells in in­
hibition reaction of hemagglutination by sera of influenza
positive patients
Titar 1/640 1/320 1/160 1/80 X SD Mod
Broj 3 3 12 14 1/143,57 93,85 1/80
uzoraka

Ukupno 32 uzorka Kontrola eritrocita: 8
Kocficijent varijacije: 65,37%

Reaktivnost eritrocita
Iste vrednosti titrova
MM eritrociti u visem titru
NN eritrociti u visem titru
Ukupno

Broj uzoraka
24
2
6
32

%
75

6,25
18,75
100,00
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Prvi tip virusne hemaglutinacije sa naknadnom
spontanom elucijom daje virus influence i vecina
predstavnika porodice Paramyxoviridae. U ovu re­
akciju ukljuceni su virusni antigeni hemaglutinin i
neurarninidaza, kojih ima vise antigenih oblika.

Drugi tip virusne hemaglutinacije koji se odvija
sarno u specijalnim uslovima, i zavisi od pH, tem­
perature i sastava suspenzije, daju adeno, arbo viru­
si, virus slinavke (sapa) i neki drugi zivotinjski viru­
s!.

Treci tip virusne hemaglutinacije odvija se putem
solubilnih hemaglutinina koji se odvajaju od virusne
cestice, a daju ga clanovi porodice Poxviridae (virus
variole vere).

Pored pomenutih izvornih radova Hirsta, Me
Clellanda i Harea koji su prvi opisali fenomen vi­
rusne hemaglutinacije i mogucnost upotrebe humanih
eritrocita 0 krvne grupe u izvodenju virusne hema­
glutinacije, postoje literaturni podaci novijeg datuma
koji opisuju mogucnost upotrebe i drugih vrsta eri­
trocita u cilju odredivanja specificnosti hemaglutina­
cionih receptora i supstrata neurarninidaze influence
A virusa.

Podaci izneti 1994. god. u radu autora Bauma i
Conceria [19], koji su u cilju odredivanja receptorske
specificnosti hemaglutinina virusa influence A HI N I
i H3N2, upotrebljavali eritrocite A krvne grupe, desi­
jalizovane eritrocite i derivatisane eritrocite sa deli­
micnim sadrzajem sijaline kiseline, ukazuju na mo­
gucnost upotrebe i drugih krvnih grupa u reakciji in­
hibicije virusne hemaglutinacije. U zakljucku ovog
rada stoji da su specificni hemaglutinacioni receptori
molekule sijaline kiseline koje poseduju dva tipa
veze: Neu Ac 0,-2,3 Gal, koji sadrzi vise sijaline
kise-line nego Neu Ac 0,-2,6 Gal veza. Neu Ac-o'2,3
Gal veza sadrzi 141-161 nmol/ml, a Neu Ac-o'2,6
Gal 30-50 nmol/ml sijaline kiseline. Dokazano je da
A krvna grupa sadrzi receptore za humane i labora­
torij- ske sojcve virusa influence A, i da sa njima
reaguje u istim titrovima [19].

Ovi rezultati koji potvrduju mogucnost upotrebe
eritrocita A krvne grupe u virusnoj hemaglutinaciji, u
skladu su sa podacima 0 distribuciji i sadrzaju si­
jaline kiseline u sastavu glikoforina na eritrocitima
razlicitih fenotipova u ABO sistemu. Nairne, u radu
objavljenom 1991. god. u casopisu Acta Physiologi­
ca Hungarica, volumen 78 [3], izneseni su rezultati
o nejednakom sadrzaju sijaline kiseline kod eritrocita
razlicitog fenotipa u ABO sistemu.

Ispitivani su eritrociti krvnih grupa 0 negativna,
AB negativna, AB pozitivna i B negativna. Po rezul­
tatima ovog rada, sadrzaj sijaline kiseline je signifi­
kantno razlicit kod eritrocita 0 krvne grupe u odnosu
na AB i B, jer su vrednosti sijaline kiseline za 0 RhD
pozitivnu krvnu grupu 52,73±2,2 umol, 34,77±I, 16
umol za AB RhD negativnu, 32,88±1,52 umol za
AB RhD pozitivnu i 21,23±0,84 umol za B RhD

negativnu, i potvrduju cinjenicu da je zbog prisustva
sijaline kiseline na povrsini tih eritrocita moguce i
njih upotrebiti u virusnoj hemaglutinaciji sa virusom
influence. Takode se u cinjenici da je sadrzaj sijaline
kiseline kod eritrocita °krvne grupe najveci u pore­
denju sa ostalim krvnim grupama u ABO sistemu
nalazi objasnjenje i njihove upotrebe u rutinskom
laboratorijskom radu sa virusom influence, jer su
zbog toga oni najprikladniji za koriscenje [20].

Zahvaljujuci analiziranju relativnog sadrzaja N
Ac-o'2,3 Gal i N Ac-o'2,6 Gal veza, na eritrocitima
razlicitih zivotinjskih vrsta, upotrebom fluorescentno
aktivisanih lektina (Sanbucus nigra je aglutin za N
Ac-o'2,6 Gal, a Maackia amurensis za N Ac- 0,2,3
Gal), pokazana je sposobnost influence A virusa da
aglutinira eritrocite razlicitih zivotinjskih vrsta koja
je zavisna od specificnosti njihovih receptora.

Ovi rezultati ukazuju da relativna zastupljenost
Neu Ac -0,2,3 Gal i Neu Ac-o'2,6 Gal veza na razli­
citim eritrocitima determinise da Ii ce eritrociti biti
aglutinisani virusima putem njihovih specificnih ve­
za. Eritrociti razlicitih zivotinjskih vrsta ispoljavaju
razlike u oligosaharidnoj kompoziciji, odnosno sadr­
zaju oligosaharidnih lanaca na povrsini eritrocita.
Tako, eritrociti pilica i Ijudi sadrze sarno N-acetil (si­
jalinu) neurarninsku kiselinu, dok eritrociti konja i
krava, sadrze pretezno N-glycolyl sialinu kiselinu
(Neu Gc 100% kod konja i 93% kod krava). Bovini i
ekvini eritrociti poznati po preteznom sadrzaju Neu
Gc (N-glycolyl sialine kiseline), zbog takvog oligo­
saharidnog sastava, mogu biti aglutinisani pticijim
ekvinim ali ne i humanim izolatima virusa [19].

Rezultati ispitivanja humanih eritrocita °krvne
grupe, fenotipa MM i NN u titraciji hemaglutinina sa
virusom influence A2 Singapur, pokazuju da obe vr­
ste upotrebljenih eritrocita daju virusnu hemaglutina­
ciju. ad 32 pozitivna seruma, MM eritrociti su da­
vali virusnu hermaglutinaciju u razredenjima hema­
glutinina virusa od 11640 do 1180. od kojih je jedan
uzorak imao titar 11640, dvadeset uzoraka 11320, se­
dam uzoraka 11160 i cetiri uzorka 1180. Najveci broj
uzoraka (20) davao je virusnu hemaglutinaciju u
razredenju od 11320.

NN eritrociti su u titraciji hemaglutinina davali
virusnu hemaglutinaciju u razredenjima od 11640 do
1140, i to tri uzorka u titru 11640, devet uzoraka
11320, jedanaest u titru 11 160, sedam u titru 1180 i
dva uzorka u titru 1140. Najveci broj uzoraka (II)
imao je titar 1/160.

Srednje geometrijske vrednosti titrova antitela
MM i NN eritrocita u titraciji hemaglutinina nisu po­
kazale statisticku znacajnost razlike titrova sa dvema
vrstama upotrebljenih eritrocita, sto govori 0 ujed­
nacenoj reaktivnosti ispitivanih critrocita, kao i nji­
hovom istovetnom receptorskom kapacitetu.

Ova cinjenica je u skladu sa literaturnim navo­
dima koji iznose podatke 0 kolicinama sijaline kise-
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line na eritrocitima 0 krvne grupe MM i NN feno­
tipa, koji su ispitivani kao receptori za virus influ­
ence ~' Prema rezultatima tih ispitivanja [2,21],
nadena je priblizno ista kolicina sijaline kiseline na
povrsini 0 MM i 0 NN eritrocita, tacnije, sadrzaj si­
jaline kiseline 0 MM eritrocita je 20,06 umola, a 0
NN eritrocita 22,97 umola, sto objasnjava ujednace­
nu reaktivnost dvaju upotrebljenih eritrocita u ti­
traciji hemaglutinina.

Pored redovnih kontrola eritrocita primenjivanih u
svim fazama rada, koje treba da pokazu da nema
aglutinacije samih eritrocita i fizioloskog rastvora, u
titraciji hemaglutinina korisceni su i papainizovani
eritrociti kao negativna kontrola. Papainizovani eri­
trociti pripremani su tretiranjem sa enzimom papai­
nom, cije je proteolizno dejstvo na membranu eritro­
cita poznato od 1946. godine [22].

Posto papain proteolizno razara pomenute struk­
ture MN glikoforina, njegovim razomim dejstvom bi­
vaju otklonjene i rezidue sijaline kiseline koje su ut­
kane u oligosaharidne lance MN glikoforina. Ova 6­
njenica objasnjava nemogucnost reagovanja papaini­
zovanih eritrocita u titraciji hemaglutinina sa viru­
som influence ~ Singapur i izostajanje virusne he­
maglutinacije sa istim virusom. Papinizovani eritro­
citi su zbog toga sto ne sadrze receptore za virus in­
fluence korisceni kao negativna kontrola. U titraciji
hemaglutinina virusa influence~ Singapur nisu da­
vali virusnu hemaglutinaciju jer su se talozili u svim
razredenjima.

U reakciji inhibicije virusne hemaglutinacije ispi­
tivani su eritrociti 0 krvne grupe MM i NN fenotipa,
pri cemu je testirana njihova sposobnost da se vezu i
aglutiniraju hemaglutinine virusa influence~ Singa­
pur, koji je prethodno bio u kontaktu sa serumima
osoba pozitivnih na virus influence koji sadrze speci­
ficna antivirusna antitela.

Eritrociti MM fenotipa inhibirali su virusnu he­
maglutinaciju u razredenjima seruma od 1/640 do
1/80, pri cemu je 11 uzoraka od 32 pozitivna imalo
titar 11160. Eritrociti NN fenotipa inhibirali su vi­
rusnu hemaglutinaciju u razredenjima seruma od
1/640 do 1180, pri cemu je 14 uzoraka od 32 pozi­
tivna imalo titar 1180.

Statistickom obradom podataka, kojom su pore­
dene srednje geometrijske vrednosti titrova antitela
dobijenih u reakciji inhibicije virusne hemaglutinacije
sa eritrocitima MM i NN fenotipa, nisu uocene sta­
tisticki znacajne razlike dobijenih vrednosti, sto go­
vori 0 ujednacenoj receptorskoj moci upotrebljenih
vrsta eritrocita i njihovoj jednakoj reaktivnosti sa vi­
rusom influence~ Singapur.

Uporedivanjem visina titrova, dobijenih pri upo­
trebi obe vrste eritrocita u titraciji hemaglutinina,
nadeno je da je od 32 pozitivna uzorka 15 imalo iste
vrednosti titrova sa MM i NN eritrocitima. Kod 13
uzoraka od 32 pozitivna, MM eritrociti su pokazivali

vise titrove u titraciji hemaglutinina u odnosu na NN
eritrocite, a kod 4 uzorka od 32 ti titrovi su bili visi u
odnosu na titrove MM eritrocita. Dobijene razlike u
visinama titrova MM iNN eritrocita u titraciji herna­
glutinina nisu statisticki znacajne, sto govori 0 isto­
vetnom receptorskom kapacitetu upotrebljenih vrsta
eritrocita u odnosu na virus influence Al. Singapur.

Uporedivanjem visina titrova dobijenih upotre­
born obe vrste eritrocita u reakciji inhibicije virusne
hemaglutinacije, nadeno je da su od 32 pozitivna se­
ruma kod 24 seruma visine titrova sa MM iNN eri­
trocitima jednake, da su kod 2 seruma visine titrova
vise pri upotrebi MM eritrocita i da su kod 6 seruma
visine titrova vise pri upotrebi NN eritrocita.

Testirana je statisticka znacajnost razlike dobi­
jenih vrednosti titrova u reakciji inhibicije virusne he­
maglutinacije kod obe vrste eritrocita. Nadene razlike
u visinama titrova kod obe vrste eritrocita, nisu sta­
tisticki znacajne, sto ukazuje na istovrsnu reaktivnost
eritrocita razlicitog fenotipa u MN sistemu sa viru­
som influence~ Singapur.

Rezultati ovog rada pokazuju da upotreba hu­
manih eritrocita 0 krvne grupe u titraciji hemaglutina
virusa influence A2 Singapur rezultira virusnom he­
maglutinacijom sa eritrocitima MM i NN fenotipa.
Takode je pokazano da obe vrste eritrocita imaju istu
reaktivnost u reakciji inhibicije virusne hemagluti­
nacije i da pokazuju jednak utieaj na njen tok i ishod.

Zakjucak

Humani eritrociti 0 krvne grupe MM i NN feno­
tipa daju fenomen virusne hemaglutinacije sa viru­
som influence A2 Singapur, i zahvaljujucitoj sposob­
nosti mogu biti rutinski upotrebljavani u laboratorij­
skom radu.

Reaktivnost eritrocita 0 krvne grupe MM i NN
fenotipa u titraciji hemaghlutinina jednaka je u po­
gledu brzine reagovanja i receptorskog kapaciteta sa
virusom influence A2 Singapur.

Papainizovani eritrociti sa virusom influence ne
daju fenomen virusne hemaglutinacije zbog odsustva
virusnih receptora na povrsini eritrocita koji su de­
struisani delovanjem papaina na molekul glikoforina
A.

Receptorska mesta za virus influence na povrsini
humanih eritrocita sastavni su deo krvnogrupnih an­
ti~ena M i. N koji bivaju destruisani delovanjem en­
znna papama.

Eritrociti 0 krvne grupe MM i NN fenotipa u re­
akciji inhibicije virusne hemaglutinacije pokazuju
jednaku reaktivnost, a razlike u visinama titrova kod
obe vrste koriscenih eritrocita nisu statisticki zna­
cajne.

Razlicite vrste eritrocita 0 krvne grupe u pogledu
MN fenotipa pokazuju isti uticaj na rezultat reakcije
inhibicije virusne hemaglutinacije.
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Summary

Introduction
M and N blood group antigens demonstrate inhibitory activity
in inhibition reaction ofviral hemagglutination with some in­
fluenza virus strains, with help of N-acetylneuraminic acid
(sialic acid) which occurs in glycophorins on the red blood
cells surface, and represent specific hemagglutunation recep­
tors and substrate for action o(influenza virus neuraminidase.
Material and methods
Reactivity (if human 0 red blood cells with MM and NN phe­
notypes is established in inhibition reaction ofviral hemagglu­
tination by influenza virus A2 Singapore, with intention to
fortify possibility of using human red blood cells in viral he­
magglutination, to determine their reactivity in titration, reti­
tration of hemagglutinins and inhibition reaction of hema­
gglutination. The aim ofinvestigation was to describe destina­
tions between different red blood cells in view ofspeed ofreac­
tion and receptor capacity. Material included 69 samples of
sera [rom persons infected with influenza virus, among them
32 samples were positive with titres 1/80 and more.
Results
Reactivity of erythrocytes with 1'v11vl and NN phenotypes in
titration of hemagglutinins of influenza virus A2 Singapore in

which base is viral hemagglutination is identical, because
there are no statistically significant differences of average
geomaterical levels of antibody titers. Enzymatically derived
red cells by papain, which do not contain M and N blood
group antigens, not cause viral hemagglutination phenome­
non, because they sediment in all dilutions. Reactivity (if red
blood cells with l'vfM and NN pehnotypes in retitration ofhae­
magglutinins and inhibition reaction of hemagglutination is
identical, because there are no statistically significant differ­
ences in results with two kinds red blood cells.
Discussion
Results of investigation revealed that the reactivity of () hu­
man red blood cells different in 1'viN phenotype is identical in
regard to speed of reaction and receptor capacity in titration,
retitration and inhibition reaction of viral hemagglutinatina­
tion and also showed that they demonstrate viral hemaggluti­
nation phenomenon in contrast with papainised red blood cells
which do not contain M and N blood group antigens, which in­
directly means that M and N blood group antigens contain
receptors for influenza virus.
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Conclusions result of this reaction. Enzymatically derived red cells by pa-
Human red cells with MM and NN phenotypes cause viral he- pain do not cause viral hemagglutination phenomenon, be-
magglutination phenomenon with influenza virus A2 Singapore, cause they do not contain receptors for viral hemagglutinin on
and could be used in routine virusological diagnostic proce- red cell membrane surface, which are hydro lazed by papain.
dures. 0 blood group red cells (A1A1 and NN) in reaction ofvi- Receptors for influenza virus on red cell membrane surface
ral hemagglutination result identically in view of speed of are a component part ofM and N blood group antigens which
reaction and receptor capacity, and have the same impact on are destroyed by papain.
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