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Badano wystepowanie przeciwcial IgG dla hantawirusow w surowi-
cach zdrowych osob, zawodowo narazonych na kontakt z gryzoniami lub
ich odchodami. Oznaczenia wykonano metodq ELISA u 86 pracownikow
lesnych i 47 zoologow badajqcych male ssaki. Analiza otrzymanych wyni-
kow sugeruje, zZe kryteria interpretacji wynikow podane przez producenta
testu przeznaczonego do wykrywania przeciwcial dla wirusa Puumala
u 0sob z objawami nephropathia epidemica sq zbyt restrykcyjne do badan
seroepidemiologicznych.
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WSTEP

Wirusy z rodzaju Hantavirus nalezace do rodziny Bunyaviridae, charakteryzuja si¢
Scistym zwiazkiem i wspdtewolucja ze swoimi gospodarzami, drobnymi ssakami. Kazdy
z nalezacych do tego rodzaju wirusow jest zwiazany z innym gatunkiem gospodarza. Han-
tawirusy wystepuja na catym $wiecie, a liczba opisywanych gatunkow stale wzrasta (1,
2). Odpowiedz immunologiczna dla hantawiruséw charakteryzuje si¢ wysokim poziomem
reakcji krzyzowych pomigdzy poszczegdlnymi gatunkami (3, 4).

Tylko nieliczne hantawirusy sa patogenne dla cztowieka. W Europie zachorowania
u ludzi wywohija gatunki Puumala i Dobrawa (nephropathia epidemica) oraz Hantaan
(czynnik zakazny goraczki krwotocznej z zespotem nerkowym).

* Przedstawione badania finansowano z funduszy projektu badawczego KBN nr 3PO5D 041 025
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Wigkszo$¢ zakazen powodowanych przez te wirusy ma charakter skapoobjawowy lub
bezobjawowy, a zakazenia o pelnoobjawowym charakterze rzadko przekraczaja 5% (5).
Serologiczna diagnostyka zakazen okre§lonym gatunkiem wirusa wymaga uwzglednienia
wystgpowania krzyzowych reakcji z innymi hantawirusami. (4, 6, 7). U 0s6b z procesem
zapalnym nerek nalezy rowniez uwzglednia¢ mozliwo$¢ wystapienia nieswoistych reakcji
autoimmunologicznych (8). Prawidlowa interpretacja wynikéw musi uwzglednia¢ nie tylko
spelnienie wymagan producenta testow, ale rowniez krytyczna analiz¢ wynikow oraz usta-
lenie wlasciwego postgpowania w przypadku otrzymania wynikoéw watpliwych (9).

Celem pracy byto wypracowanie wlasciwych metod interpretacji wynikéw watpliwych,
uzyskanych w badaniach seroepidemiologicznych, przeprowadzonych testem ELISA prze-
znaczonym do diagnozowania zakazenia wirusem Puumala u 0s6b z objawami nephropathia
epidemica.

MATERIAL I METODY

Przedmiot badan: Surowice pobrane od osob zdrowych, teoretycznie nara-
zonych na zakazenie hantawirusami: lesnikow i pracownikéw le$nych zatrudnionych na
Gornym Slasku przy zabiegach pielegnacyjnych obszardéw lesnych (n=86) oraz zoologdw,
ktorzy zajmuja si¢ odtawianiem drobnych ssakow (gryzonie) bedacych gospodarzami
hantawirusow (n=47).

Metodyka badan: Surowice otrzymane od wyzej wymienionych os6b badano
metoda immunoenzymatyczng ELISA na obecno$¢ swoistych dla wirusa Puumala prze-
ciwcial w klasie IgG (Hantavirus Puumala 1gG/IgM-ELISA, firmy PROGEN Biotechnik
GMBH; serie nr 538, 606 1 634). Zestawy zawieraty 3 rodzaje surowic kontrolnych: ujemna,
dodatnia i cut-off. Badania wykonywano zgodnie z instrukcja podang przez producenta.
Probki badano w rozcienczeniu 1:200 w jednokrotnym nastawieniu. Uzyskane wyniki dla
badanych surowic oceniano w odniesieniu do kontroli cut off. Za ujemne przyjmowano
wyniki badania, dla ktérych warto$¢ indeksu OD probki badanej do OD kontroli cut off byta
<1, za dodatnie, gdy wartos¢ indeksu byta > 1,5. W przypadku wartosci zawartych migdzy
1 a 1,5 wyniki uznawano za watpliwe. Podstawowe dla metody parametry powtarzalno$ci
i odtwarzalnosci okreslano na podstawie analizy wynikow oznaczen dla surowic kontrolnych
dostarczonych przez producenta (ujemnej i odcigcia - cut off).

Statystyczna analize otrzymanych wynikéw przeprowadzono z uzyciem programu
Statgraphics™ centurion ver. XV (STATPOINT Inc.)

WYNIKI

Charakterystyke podstawowych parametréw uzyskanych wynikow oznaczen IgG przed-
stawiono w tabeli . Istotna réznica w warto$ciach odchylenia standardowego pomigdzy grupa
zoologdw i lesnikdw wskazuje na odmienno$¢ rozktadow wynikow w tych grupach. Analiza
rozktadu wynikow uzyskanych w badaniu surowic zoologéw wskazuje na jej niejednorodny
charakter z wyraznym zaznaczeniem podziatu na dwie grupy (ryc. 1).

Zgodnie z kryteriami oceny wynikow, podanymi przez producenta zestawu, w grupie
zoologow wystepowanie dodatnich wynikéw oznaczen IgG dla wirusa Puumala stwierdzono
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Tabela I.  Charakterystyka odpowiedzi IgG dla wirusa Puumala w badanych grupach
Table I.  Characterisation of IgG response to Puumala virus in investigated groups
ey hrdane | Ditedin aamrssn Sred.nla warto$é Odchylenie Wzg.lgdn.a
indeksu standardowe wariancja
Zoolodzy 47 0,609 0,491 80,6%
Pracownicy le$ni 86 0,506 0,145 28,2%
Surowice kontrolne | Liczba oznaczen Srednia wartos¢ Odchylenie WZg.lel?a
OD standardowe wariancja
Kontrola ujemna 10 0,212 0,093 43,6%
Kontrola cut off 10 1,133 0,109 9,6%
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Warto$¢ indeksu (OD probki badanej /OD cut off)
1 - wyniki ujemne; negative results
2 - wyniki dodatnie 1 watpliwe wg. kryteriow producenta testu; positive and equivocal results accor-
ding to manufacturer of test

Ryc. 1.  Krzywa rozktadu wynikéw oznaczen przeciwciat IgG dla wirusa Puumala w surowicach
zoologow
Fig.1. Density trace of results to Puumala virus 1gG in zoologist’s sera

u 7 0s6b (14,9%), au 5 0sob (10,6%) okreslono jako wyniki watpliwe. W grupie lesnikow
i u pozostatych 35 zoologdéw nie wykryto obecnosci przeciwcial dla hantawiruséw. Analiza
rozktadu wynikow w grupie lesnikow wykazata jej jednorodny charakter i normalny roz-
ktad wynikow. Podobny rozktad stwierdzono w grupie zoologdéw serologicznie ujemnych
dla hantawirusow (ryc. 2). Krzywa rozkladu wynikéw dodatnich i watpliwych w grupie
zoologow wykazywata przebieg normalny, podobnie jak krzywa wynikow ujemnych pra-
cownikow lesnych (ryc. 3).

W wigkszosci testow diagnostycznych ELISA, wartos$¢ cut off ustalana jest na podstawie
warto$ci wyniku dla surowicy ujemnej (badz puli surowic ujemnych) powigkszonego o 3
lub wigcej wartosci odchylenia standardowego. Na podstawie wynikow oznaczen uzyska-
nych z kontrolna surowica ujemna dostarczang przez producenta wraz z zestawem ELISA
ustalono, ze srednia odczytu OD dla tej surowicy wyniosta 0,212. Warto$¢ ta powigkszona
0 3 odchylenia standardowe (3 x 0,093) ksztattuje granicg odcigcia wynikow dodatnich (cut
off) na poziomie 0,5, a przy zastosowaniu wartosci 6 odchylen standardowych (6 x 0,093)
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Rye. 2.

Fig.2.

Ryec. 3.

Fig.3.
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Wartos$¢ indeksu (OD probki badanej /OD cut off)

Porownanie wynikéw oznaczen IgG dla wirusa Puumala w surowicach pracownikow
le$nych (1) i serologicznie ujemnych zoologow (2)

Comparison between density tracer of Puumala virus 1gG in forester worker’s sera (1) and
seronegative zoologist (2)
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Wartos¢ indeksu (OD probki badanej /OD cut off)

Krzywe rozkladu ggstosci wynikow oznaczen IgG dla wirusa Puumala w surowicach
pracownikow lesnych (1) i zoologéw z dodatnim lub watpliwym wynikiem oznaczen (2)
Comparison between density tracer of Puumala virus IgG in forester worker’s sera (1) and
seropositive or equivocal results in zoologist’s sera (2)

— warto$¢ cut off wyniostaby 0,80. W przypadku przyjecia za cut off Sredniego wyniku
dla grupy serologicznie ujemnych pracownikow lesnych, wartos¢ odcigcia wyniostaby
w granicach od 0,94 do 1,38 w zalezno$ci od wielokrotnosci odchylenia standardowego
dodawanego do wartos$ci sredniej.

DYSKUSJA

Analiza rozktadu uzyskanych wynikow wskazuje, ze kryterium odcigcia proponowane
przez producenta testu (wynik dodatni, gdy warto$¢ indeksu OD préobki badanej / OD kontroli



Nr 3 Przeciwciata klasy IgG swoiste dla hantawirusow 487

cut off>1,5) jest przystosowane do badan diagnostycznych prowadzonych w celu okreslenia
czynnika etiologicznego u 0s6b z objawami zapalenia nerek. Stosowanie tak wysokiego
poziomu odcigcia w przypadku badan seroepidemiologicznych moze prowadzi¢ do btedne;j
interpretacji wynikow. W celu eliminacji tego problemu przeprowadzono rewalidacje kry-
terium odcigcia, przystosowujac oceng wynikéw do badan wykonywanych z surowicami
0s6b zdrowych. Okreslenia wartosci cut off dokonano na podstawie wynikow badan surowic
pracownikow lesnych (n=86). Przyjeto kryterium odcigcia jako $rednig warto$¢ uzyskanych
w tej grupie wynikow plus 3 odchylenia standardowe (0,94). Stosujac okreslone powyzej
kryterium, odsetek serologicznie dodatnich zoologdéw wynidst 25%.

Problem ustalenia odpowiedniej wartos$ci cut off w metodzie ELISA wynika z charakteru
hantawiruséw indukujacych odpowiedz immunologiczna (10). Do grupy tej naleza spokrew-
nione antygenowo wirusy, rozniace si¢ patogennos$cia dla cztowieka (2). W diagnostyce osob
z objawami chordb nerek istotne jest odréznienie zakazenia wirusem Puumala od zakazen
hantawirusami 7u/a i innymi obecnymi na danym obszarze, ktore przebiegaja bezobjawowo
i nie sa wigzane z chorobami nerek (6, 8). Ze wzgledu na krzyzowe reakcje pomigdzy roz-
nymi hantawirusami ustalono kryteria interpretacji wyniku tak, by wyniki watpliwe mogty
$wiadczy¢ o odpowiedzi heterologicznej (lub zakazeniu odleglym w czasie), a wyniki do-
datnie wskazywatly na zakazenie wirusem Puumala (11, 12). W przypadku badan, ktérych
glownym celem jest ustalenie, czy dana grupa osob jest narazona na zakazenie hantawirusami
lub czy kiedykolwiek miata z nimi kontakt, stosowanie kryterium odcigcia dostosowanego
do okreslenia czynnika etiologicznego nephropathia epidemica moze znaczaco obnizaé
czuto$¢ metody. Przyjecie proponowanych w przedstawionej pracy kryteridw jest jednym
ze sposobdw eliminacji tego problemu. Nalezy podkresli¢, ze przyjgte kryterium odcigcia,
opracowane na podstawie wynikow w grupie serologicznie ujemnych pracownikéw les-
nych jest wyzsze od zastosowania bardzo restrykcyjnego cut off wyliczonego na podstawie
ujemne;j kontroli dotaczonej przez producenta plus 6 odchylen standardowych. Wskazuje
to na ograniczong mozliwo$¢ otrzymywania wynikow fatszywie dodatnich.

Poréwnanie wynikdw ocenianych wg obu kryteriow wskazuje, ze co najmniej 14,9%
badanych zoologéw mialo w przesztosci kontakt z wirusem Puumala, a dodatkowe 10%
kontaktowato si¢ z innymi hantawirusami lub przebylo zakazenie wirusem Puumala
w odlegtej przesztosci. Na pytanie, czy te zakazenia miaty miejsce na terenie Polski i czy
Iacza si¢ z okreslonymi obszarami geograficznymi kraju, moga odpowiedzie¢ badania
epidemiologiczne wsrdd zoologdéw pracujacych na réznych obszarach.

W Gut, J Siennicka, M Sadkowska Todys, A Baumann, B Litwinska

HANTAVIRUS SPECIFIC IgG ANTIBODIES IN POPULATION OF ZOOLOGISTS AND
FOREST WORKERS

SUMMARY

Serological diagnostic tests were introduced for detection of immunoresponse against to etiological
agents of current infectious diseases. Interpretation criteria for those tests should eliminate unspecific reac-
tions, cross-reactivity with related viruses as well as traces amounts of immunological response against to
the past infections. In the case of past hantaviruses infections for obtaining an adequate seroepidemiological
data revalidation of this tests are required. In present studies Puumala IgG results obtained in sera from
healthy population had been analysed by statistical method and interpretation criteria were recalculated.
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Panels of 86 sera from forest workers and 47 zoologists working with small mammals were
evaluated for hantavirus specific 1gG (Hantavirus Puumala ELISA test). Puumala specific antibodies
were detected in 7 zoologist’s sera and in 5 sera gave equivocal results. All sera collected from forest’s
workers were negative. Statistical analysis based on negative results in forest workers group suggests
that the cut off of the ELISA test suitable for diagnosis of suspected nephropathia epidemica cases is
too restrictive for seroepidemiological research of hantavirus in healthy population.
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