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Problemy zakazen
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ZNACZENIE EPIDEMIOLOGICZNE BADANIA POZIOMU PRZECIWCIAL
ODROWYCH OZNACZANYCH METODA IMMUNOENZYMATYCZNA (EIA)
I TESTEM NEUTRALIZACJI (PRNT)
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STRESZCZENIE

W pracy omowiono role przeciwciat odrowych w ksztaltowaniu odpornosci oraz znaczenie epidemiologicz-
ne oznaczania ich ré6znymi metodami serologicznymi. Dokonano poréwnania poziomu przeciwcial przeciwko
wirusowi odry oznaczanych metodg immunoenzymatyczng (EIA) i testem neutralizacji (PRNT). Stwierdzono,
ze poziom przeciwcial wynoszacy 200 mIU/ml oznaczanych testem neutralizacji PRNT uznawany za poziom
chroniacy przed kliniczna postacia odry odpowiada 636 mIU/ml przeciwcial wykrywanych metoda EIA, testem

Enzygnost® Anti-Measles Virus/IgG.

Stowa kluczowe: Program Eliminacji Odry, jednostki miedzynarodowe, anty-MeV Abs

WSTEP

Strategiczny plan Swiatowej Organizacji Zdrowia
(WHO) dla Regionu Europejskiego zaktada eliminacje
odry i rozyczki wrodzonej do roku 2020 (1). Powo-
dzenie tego planu zalezy od osiagnigcia i utrzymania
wysokiego poziomu odpornosci w populacji. Badania
serologiczne sa waznym narzedziem do jej oceny,
przy czym, wobec ztozonosci odpowiedzi immunolo-
gicznej na zakazenie wirusem odry, istotne znaczenie
ma poprawna interpretacja wynikow oznaczen serolo-
gicznych.

Chociaz poziom przeciwciat przeciwko wirusowi
odry (anty-MeV Abs) zapewniajacy ochrone przed za-
kazeniem lub choroba jest nadal przedmiotem dyskusji,
to w oparciu o obserwacje dokonane podczas epidemii
odry wykazano, ze obecnos¢ przeciwciat oznaczanych
testem neutralizacji PRNT (Plaque Reduction Neutrali-
zation Test) o mianie nizszym od 120 (co odpowiada 200
mlU/ml) nie chronita przed zachorowaniem, obecno$¢
przeciwciat o mianie wyzszym niz 120 ale nizszym od
1 052 stanowita ochrone przed wystagpieniem petno-
objawowej postaci odry, ale nie chronita przed choroba
o tagodnym przebiegu klinicznym, natomiast poziom
przeciwcial o mianie wyzszym niz 1 052 (co odpowiada
1 841 mlU/ml) wskazywat na pelna ochrone (2,3,4).
Jakkolwiek klasyczny test neutralizacji PRNT jest po-

wszechnie uznawany za ,,ztoty standard” w badaniach
serologicznych dotyczacych zakazenia wirusem odry,
to z uwagi na to, ze jest to metoda pracochtonna, cza-
sochlonna i wymagajaca specjalistycznego zaplecza
laboratoryjnego, jej zastosowanie jest ograniczone.
Podejmowane sa wysitki majace na celu ulepszenie testu
PRNT. Jedna z takich modyfikacji (Plaque Reduction
Microneutralization assay — PRMN) polega na wyko-
rzystaniu do reakcji neutralizacji rekombinowanego
wirusa odry z ekspresja biatka EGFP (Enhanced Green
Fluorescent Protein) 1 pomiarze fluorescencji pod mi-
kroskopem lub w wersji automatycznej - w czytniku (5).
Inna modyfikacja to immunoenzymatyczny test neutra-
lizacji (Nt-EIA) w ktorym do pomiaru zahamowania
replikacji wirusa odry w komoérkach Vero w obecno$ci
przeciwcial majacych zdolnosci do neutralizacji (Nt)
zakaznych wilasciwos$ci wirusa, wykorzystywany jest
standardowy test immunoenzymatyczny (EIA) (6).
Pomimo tego, ze dzieki modyfikacjom oznaczanie
przeciwcial neutralizujacych nie jest tak czasochlonne,
jak w przypadku klasycznego testu PRNT, nie zmienia
to faktu, ze najczesciej stosowang technikg w badaniach
serologicznych, zarowno rutynowych, diagnostycznych
jak i tych do celow epidemiologicznych, pozostaje
metoda immunoenzymatyczna (EIA). Przy stosowaniu
EIA do oceny odpornosci nalezy jednak mie¢ na uwadze
roznice migdzy metodg immunoenymatyczng a testem
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neutralizacji dotyczace rodzaju wykrywanych przeciw-
ciat (zalezno$¢ miedzy réznymi typami anty-MeV Abs
przedstawiono graficznie na rycinie 1): a) podczas gdy
PRNT wykrywa przeciwciata neutralizujace zakazne
wlasciwosci wirusa (Nt-Abs), ktore sg produkowane dla
biatek powierzchniowych wirusa czyli dla hemagluty-
niny (H) i biatka fuzyjnego (F), to test EIA wykrywa
przeciwciala dla wszystkich biatek wirusowych; b) EIA
wykrywa przeciwciata okreslonej klasy (IgG lub IgM
lub IgA), podczas gdy PRNT wykrywa przeciwciata
neutralizujace (Nt-Abs) reprezentujace roézne klasy
przeciwcial; c¢) najliczniej produkowanymi przeciw-
ciatami w odpowiedzi na zakazenie wirusem odry lub
szczepienie sg przeciwciata dla nukleokapsydu wirusa
(N), ktore nie maja wtasciwosci neutralizujacych,
a w konsekwencji ochronnych. Biatko N jest réwniez
najobficiej syntetyzowane w czasie replikacji i stad
tez jest glownym antygenem wigzacym przeciwciala
w EIA, poniewaz dotki plytek optaszczane sg lizatem
zakazonych komorek.

Celem pracy byto poréwnanie wynikow oznaczania
w standaryzowanych probkach obecnosci przeciwciat
odrowych metoda immunoenzymatyczng (EIA) i te-
stem neutralizacji (PRNT) oraz wyznaczenie poziomu
ochronnego anty-MeV Abs dla oznaczen prowadzonych
metoda EIA przy uzyciu komercyjnego zestawu uzywa-
nego w Laboratorium Zaktadu Wirusologii NIZP-PZH.

MATERIAL I METODY

W badaniach wykorzystano test Enzygnost® Anti-
-Measles Virus/IgG (Simens, dawniej DadeBehring,
Niemcy), rutynowo stosowany w Laboratorium Zaktadu
Wirusologii Narodowego Instytutu Zdrowia Publicz-
nego - Panstwowym Zakladzie Higieny (NIZP-PZH).
Badania przeprowadzono na zestawach pochodzacych
z dwoch cyklow produkeji o numerach serii: 41961
142196.

Oznaczenia wykonywano zgodnie z procedura
podang przez producenta. Procedura ta umozliwia okre-
$lenie poziomu przeciwciat (badanie ilo§ciowe) poprzez
zmierzenie gegstosci optycznej (OD) pojedynczego roz-
cienczenia surowicy w dotku testowym (optaszczonym
lizatem komorek zakazonych wirusem odry) i dotku
referencyjnym (oplaszczonym lizatem niezakazonych
komorek). Rdznica pomiedzy zmierzonymi warto§ciami
OD (AOD) pomnozona przez wspdlczynnik korekcji
(iloraz sredniej wartosci AOD dla kontroli pozytywne;j
1 warto$ci nominalnej okreslanej przez producenta)
stanowi podstawe do jakosciowej oceny wyniku we-
dhug nastepujacych wartosci odcigcia: dla AOD <0,100
wynik negatywny, dla AOD w zakresie 0,100 - 0,200
wynik watpliwy, dla AOD >0,200 wynik pozytywny.
Poziom przeciwciat anty-MeV IgG (badanie ilosciowe)
obliczano ze wzoru: log  mlU/ml = a * AODF, gdzie o
1 B sg statymi zaleznymi od serii zestawu okreslanymi

przez producenta. Wyniki oznaczen ilosciowych wy-
razono w mlU/ml.

Badania kalibracyjne wykonano przy uzyciu trze-
ciego miedzynarodowego standardu (3rd WHO Inter-
national Standard for Anti-Measles, NIBSC 97/648) (7)
zawierajacego 3 000 mIU/ml przeciwcial przeciwko
wirusowi mierzonych testem neutralizacji (PRNT).
Ze standardem postepowano zgodnie z dotgczong in-
strukcja. Liofilizat rozpuszczono w 1 ml destylowane;j
wody, rozporcjowano i przechowywano w tempera-
turze -70°C. Sporzadzano szereg pigeciu dwukrotnych
rozcienczen standardu i oznaczano poziom anty-MeV
IgG testem EIA Enzygnost® Anti-Measles Virus/IgG.
W oparciu o wyniki uzyskane w czterech niezaleznych
eksperymentach, w ktorych serie rozcienczen standardu
byly badane w trzech powtorzeniach otrzymano krzywa
kalibracyjng (mIU-EIA versus mIU-PRNT).

WYNIKI

W wyniku sporzadzenia serii dwukrotnych rozcien-
czen standardu otrzymano pig¢¢ probek o nastepujacym
stezeniu przeciwcial anty-MeV mierzonym testem
neutralizacji PRNT: 3 000, 1 500, 750, 375 i 187,5
mlU/ml. Cztery probki o najwyzszym stezeniu byty
dodatnie w tescie EIA. Wartos¢ AOD dla tych probek
($rednia i odchylenie standardowe dla 12 oznaczen)
wyniosta 0,955 + 0,28; 0,728 + 0,35; 0,568 + 0,21;
0,406 + 0,20, odpowiednio. Dla probki o najnizszym
stezeniu przeciwciat anty-MeV (187,5 mlU/ml) w te-
scie EIA uzyskano wynik watpliwy o wartosci AOD
0,198 £0,11. Zalezno$¢ pomiedzy poziomem (mIU/ml)
przeciwcial anty-MeV oznaczonych metoda EIA i te-
stem neutralizacji PRNT przedstawiono na rycinie 2.
Stworzong w modelu regresji liniowej krzywa kalibra-
cyjng przedstawiono na rycinie 3. Zaleznos¢ miedzy
badanymi wartosciami opisuje wzor funkcji liniowe;:
mlU/ml-EIA=332,7+ 1,5 * mIU/ml-PRNT (r* = 60,9%,
R =10,78, p=10,000).

DYSKUSJA

Ze wzgledu na takie zalety jak niska praco- i czaso-
chtonno$¢, niskie koszty oraz brak wysokich wymagan
technicznych, metoda immunoenzymatyczna (EIA)
jest najczesciej stosowang technika laboratoryjna
w badaniach serologicznych. W prezentowanej pracy
dokonano poréwnania poziomu przeciwciat dla wiru-
sa odry oznaczanych testem Enzygnost z poziomem
uzyskanym w tes$cie neutralizacji. Otrzymane wyniki
potwierdzaja obserwacje innych autorow (5,8), ze
poziom ten w EIA jest wyzszy w poréwnaniu z PRNT.
W przeprowadzonym przez nas do$§wiadczeniu 200
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mlU/ml anty-MeV Abs oznaczanych testem neutraliza-
cji PRNT odpowiadat 636 mIU/ml przeciwcial w EIA,
€zego przyczyna sa roznice miedzy metodami dotyczace
rodzaju wykrywanych przeciwciat.

Chociaz pytanie o ochronny poziom przeciwciat
przeciwko wirusowi odry nadal pozostaje otwarte, to
przyjmuje sie, ze 200 mIU/ml przeciwciat neutralizu-
jacych chroni przed wystapieniem petnoobjawowej
postaci choroby (3). Poziom ten oznaczany metoda
EIA bedzie wyzszy i jak wykazano w badaniu ESEN
(European Sero-Epidemiology Network), t10zny w za-
lezno$ci od uzytego testu (10). W zwigzku z tym, ze
dostepnych jest wiele réznych komercyjnych zesta-
wow EIA, przeprowadzenie badan kalibracyjnych jest
w wysokiej mierze uzasadnione. Sposrod dostepnych na
rynku zestawow, Enzygnost (produkcji Simens, dawniej
DadeBehring) charakteryzuje si¢ najlepszymi parame-
trami (9) i z tego tez powodu jest uzywany w Krajowych
Laboratoriach Referencyjnych WHO wielu panstw (10).
Wryniki prezentowanej pracy potwierdzaja obserwacje
opisane przez Janaszek i wspt (11), ktorzy za poziom
ochronny przyjeli wartos¢ 500 mIU/ml oznaczanych
testem ELISA-Behringwerke™, dawniej DadeBehring,
a obecnie Simens, ktéry to poziom jest nieznacznie
nizszy niz ten, okreslony w tej pracy na 636 mIU/ml.

Ograniczeniem tej pracy moze by¢ zastosowanie
do badan kalibracyjnych trzeciego mi¢dzynarodowego
standardu, ktéry nie jest rekomendowany przez WHO
w odniesieniu do testow ELISA (12). Nalezy jednak
zauwazy¢, ze wspomniana rekomendacja dotyczy sto-
sowania wartosci tworzacej jednostke w tym systemie
pomiaru (ang. unitage), ktora to warto$¢ jest prawdziwa
w odniesieniu do testu neutralizacji, ale nie testu ELISA.

Tak wigc nie o uzycie standardu jako takiego, a o uzycie
jego jednostek chodzi, i w tym rozumieniu przeprowa-
dzone i opisane w przedtozonej pracy doswiadczenie
W niczym nie narusza rekomendacji WHO, a co wiecej,
potwierdza jej zasadno$¢, wskazujac na rozbieznosci
w wynikach uzyskanych ré6znymi metodami.

Chociaz przeciwciala stanowig wazny element
ochrony przed odra, a ich pomiar pozwala wnioskowac
na temat odpornosci, to nalezy podkresli¢, ze mecha-
nizmy odpowiedzialne za wytworzenie tej odpornosci
sg duzo bardziej ztozone i nie podlegajg prostej zasa-
dzie ,,wszystko albo nic,, (all-or-none phenomenon)
(2). Potwierdzaja to wyniki najnowszych badan, ktore
wskazuja na niezalezno$¢ pomigdzy wirusowo-swoistg
odpowiedzig humoralng i komorkowa na zakazenie
wirusem odry (13,14).

WNIOSKI

Poziom przeciwciat wynoszacy 200 mIU/ml
oznaczanych testem neutralizacji PRNT uznawany za
poziom chronigcy przed kliniczng postacig odry (3)
odpowiada 636 mIU/ml przeciwciatl wykrywanych me-
todg EIA, testem Enzygnost® Anti-Measles Virus/IgG.
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