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W surowicach osob z klinicznymi objawami nephropathia epidemica
(n=9), pacjentow hospitalizowanych z powodu ostrej dysfunkcji nerek
(n=21) oraz zoologow pracujqcych z malymi ssakami (n=78) oznaczano
obecnos¢ swoistych dla hantawirusow Puumala i Hantaan przeciwcial kla-
sy IgG i IgM. Potwierdzono opisanq wczesniej obserwacje, ze stosowane
przez producenta kryteria oceny wynikow sq zbyt restrykcyjne w przypadku
grupy osob zdrowych, a prawidtowe w przypadku 0sob z dysfunkcjq nerek.
Pozytywne wyniki oznaczen stwierdzono jedynie dla IgG swoistych dla
Puumala w grupie zoologow. Wyniki pozostalych oznaczen (IgG i IgM
Hantaan oraz IgM Puumala) w innych grupach byly ujemne bqdz waqtpli-
we. Analiza przeciwcial krzyzowo reagujqcych miedzy wirusami Hantaan
i Puumala wskazuje, ze najbardziej prawdopodobnym induktorem prze-
ciwcial u zoologow byly hantawirusy z grupy Puumala/Tuta.
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WSTEP
Serologiczna diagnostyka zakazen hantawirusem Puumala wymaga uwzglednienia

wystepowania krzyzowych reakcji wystepujacych pomiedzy wirusami z rodzaju Hantavirus
(1,2). Dodatkowym problemem sa nieswoiste reakcje wystepujace w procesie patologicznym,
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zwiazanym z uszkodzeniem nerek (nephropatia epidemica), bedacym podstawa klinicznego
podejrzenia zakazenia tym wirusem.

Prawidlowa interpretacja uzyskanych w laboratorium wynikéw wymaga nie tylko
spelnienia wymagan producenta zestawow do oznaczen swoistych przeciwciat dla wirusa
Puumala, ale i krytycznej analizy wynikow i ustalenia wlasciwego postgpowania w przy-
padku uzyskania wynikow watpliwych. Pordwnanie wynikéw oznaczen swoistych IgG
u os6b zdrowych wykazato, ze stosowane kryteria réznicowania wynikow podane przez
producenta testu sa zbyt restrykcyjne (3).

Celem przedstawionej pracy byla zar6wno ocena uzytecznosci diagnostycznej ozna-
czen odpowiedzi immunologicznej metoda ELISA jak i wypracowanie wlasciwych metod
postgpowania w przypadkach uzyskania wynikow watpliwych.

MATERIAL I METODY

Oznaczenia przeciwcial dla hantawirusé6w przeprowadzono w trzech grupach osob:

1) o0so6b z podejrzeniem zakazenia hantawirusem Puumala, u ktorych wystapily kliniczne
objawy nephropathia epidemica (n=9). U wszystkich chorych stwierdzono: biatkomocz,
krwinkomocz, brak wysypki krwotocznej, u 6/9 goraczke > 37°C. Badanie w kierunku
leptospirozy wykonane u 3 chorych dato wynik ujemny.

2) o0s06b z ostra dysfunkcja nerek (n=21) wyselekcjonowanych w na podstawie nastgpuja-
cych cech: ostry poczatek choroby sugerujacy infekcj¢ nerek, wykluczenie zakazenia
bakteryjnego (u dwdch osdb obserwowano nadkazenie bakteryjne w okresie pomigdzy
wystapieniem choroby nerek a skierowaniem do badania). W trakcie choroby bialkomocz
stwierdzano u 16 0séb, krwiomoczu 15 0s6b, u 6 obserwowano w tym okresie goraczke
powyzej 37°C.

3) zoologoéw (n=78) pracujacych z matymi ssakami.

Surowice otrzymane od wyzej wymienionych osdb badano metoda immunoenzymatycz-
na ELISA na obecno$¢ swoistych dla wirusa Puumala przeciwcial w klasie IgG i IgM (Han-
tavirus Puumala IgG/IgM-ELISA, firmy PROGEN Biotechnik GMBH). Zestawy zawieraty
3 rodzaje surowic kontrolnych: ujemna, dodatnia i cut-off. Badania wykonywano zgodnie
z instrukcja podana przez producenta. Probki badano w rozcienczeniu 1:200 w jednokrotnym
nastawieniu. Uzyskane wyniki dla badanych surowic oceniano w odniesieniu do kontroli
cut off. Za ujemne przyjmowano wyniki badania, dla ktérych warto$¢ indeksu OD probki
badanej do OD kontroli cut off byta < 1, za dodatnie w przypadku IgG, gdy warto$¢ indeksu
byta > 1,5 a w przypadku IgM > 2. W przypadku wartosci zawartych migdzy 1 a 1,5 dla
IgG oraz 1 a2 dla IgM wyniki uznawano za watpliwe. W przypadku stwierdzenia wynikow
watpliwych przeprowadzano oznaczenia obecnosci IgG i IgM swoistych dla hantawirusa
Hantaan (Hantavirus Hantaan [gG/IgM-ELISA, firmy PROGEN Biotechnik GMBH) w celu
rozréznienia pomigdzy reakcjami krzyzowymi a nieswoistymi (4,5).

Analizy statystyczne otrzymanych wynikdéw przeprowadzono z uzyciem programu
Statgraphics™ centurion ver. XV (STATPOINT Inc.).
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W celu oceny kryteriéw producenta testu do oznaczen poziomu przeciwciat IgG i I[gM
dla wirusa Puumala przeprowadzono poréwnanie wynikow uzyskanych w badaniu prze-
prowadzonym w trzech grupach osob: chorych z podejrzeniem zakazenia hantawirusem,
pacjentéw z ostra dysfunkcja nerek oraz zoologow.

Wyniki oznaczen przeciwcial IgG i IgM swoistych dla hantawiruséw przedstawiono
w tabeli I. Sposréd analizowanych grup tylko u zoologéw stwierdzono dodatnie wyniki

oznaczen przeciwcial IgG swoistych dla wirusa Puumala.

Tabela 1.

w badanych grupach

Table 1.

Wyniki oznaczen przeciwciat klasy IgG i IgM dla hantawirusow Puumala 1 Hantaan

Results of IgG and IgM for hantaviruses Puumala and Hantaan in investigated groups

Badana grupa i jej liczeb-
nos¢ (n)

Srednie wartosci indeksu OD probki badanej/OD kontroli cut off
+/- odchylenie standardowe (liczba wynikow: ujemnych/watpliwych/

dodatnich)

IgG Puumala

IgM Puumala

IgG Hantaan

IgM Hantaan

Chorzy z podejrzeniem za-
kazenia hantawirusem
(n=9)

0,901+/-0,416

(4/5/0)

0,998+/-0,348

(6/3/0)

0,336+/-0,233

(7/0/0)

0,335+/-0,100

(3/0/0)

Chorzy z ostra dysfunkcja
nerek
(n=21)

0,861+4/-0,344

(21/0/0)

0,655+/-0,323

(20/1/0)

0,232+4/-0,140

(21/0/0)

0,357+/-0,401

(19/2/0)

Zdrowi zoolodzy

(n=78)

0,629+/-0,424

(63/4/11)

0,720+/-0,224

(39/5/0)

0,942+/-0,401

(2/5/0)

1,064+/-0,304

(3/2/0)

Na podstawie poréwnania rozktadu wynikow oraz wczesniej przeprowadzonych ana-
liz (3) ustalono, ze 15 sposrod 78 zoologéw miato kontakt z hantawirusami, przy czym w
przypadku 11 z nich byt to kontakt z wirusem Puumala. W grupie zoologéw prawie potowa
surowic reagujacych z antygenem wirusa Puumala dawata watpliwy wynik oznaczen IgG
swoistych dla wirusa Hantaan. Analiza wspolzaleznosci pomigdzy wynikami oznaczen
1gG dla wiruséw Hantaan i Puumala wskazuje na wystgpowanie korelacji pomigdzy tymi
wynikami, przy czym korelacja ta ma inny wzor dla surowic ujemnych dla wirusa Puumala,
a inny dla surowic dodatnich i watpliwych. Obliczony wspotczynnik determinacji wynosit
0,62 (dla surowic dodatnich i watpliwych), co wskazuje, ze az 62% wyniku uzyskanego
z antygenem wirusa Hantaan ma swoje zrodto w odpowiedzi dla wirusa Puumala.

Obserwowana zaleznos¢ potwierdza wystgpowanie przeciwciat IgG dla hantawirusow
wsrod zoologow, a wartosci pomiarow wyzsze dla wirusa Pummala niz dla wirusa Han-
taan wskazuja, ze induktorem tych przeciwcial byt najprawdopodobniej wirus Puumala
lub Tufa, ktore sa ze soba blisko spokrewnione antygenowo (1,2,5). Wirus Hantaan jest
bardziej odlegly antygenowo od wirusa Puumala niz wirusow Dobrawa 1 Saaremaa. We
wczesnym okresie badan wirus Dobrawa byt okreslany jako szczep wirusa Hantaan (6).
Wirus Saaremaa jest to wirus nazywany dawniej Dobrawa, zwiazany z gryzoniem Apode-
mus agrarius (6,7,8).
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Ryec.1. Zalezno$¢ pomigdzy wynikami oznaczen poziomu przeciwciat IgM (ZmP) i 1gG (PUz)
dla wirusa Puumala w surowicach zoologoéw

Fig. 1. Relationship between results of IgM (ZmP) and IgG (PUz) for Puumala virus in sera of
zoologists

Analizie poddano réwniez wyniki oznaczen IgG u wszystkich zoologéw, u ktorych
uzyskano ujemne wyniki oznaczen IgG swoistych dla wirusa Puumala. Poziom tej reakcji
odpowiada wczesniej opisanemu (3) Sredniemu poziomowi odpowiedzi w grupie serone-
gatywnych le$nikow.

U zadnej z badanych osob nie stwierdzono dodatnich wynikéw oznaczen przeciwciat
IgM swoistych dla wirusow Puumala i Hantaan. Problemy z wykrywaniem tej klasy prze-
ciwcial obserwowano juz wczesniej (9). Dzagurova i in. (9) sugeruja, ze brak wykrycia IgM
metoda immunofluorescencji w surowicach chorych moze by¢ powodowany blokowaniem
epitopow antygenu przez swoiste [gG. W przedstawionej pracy badania wykonywano po-
$rednia metoda ELISA. Podstawy merytoryczne obu metod sa takie same (10). W przypadku
badan przeciwcial dla hantawiruséw metoda immunofluorescencji jest uznawana jako ,,ztoty
standard”. W zwiazku z powyzszym, problem blokowania epitopéw przez swoiste prze-
ciwciala réznych klas pozostat nierozwiazany. W testach komercyjnych ELISA zaleca si¢
usuwanie z badanych probek czynnika reumatoidalnego, ktory jest powodem otrzymywania
wynikow fatszywie dodatnich, a pozostawia si¢ IgG, ktore moga by¢ przyczyna wynikow
zanizonych lub fatszywie ujemnych (10).

Z powyzszych powodow wykonano analiz¢ relacji pomi¢dzy wynikami oznaczen
poziomu IgG i IgM dla wirusa Puumala v wszystkich zoologéw (rycina 1). Obserwowany
asymptotyczny charakter krzywej wskazuje na istotny wpltyw wyzszych koncentracji swo-
istych IgG na wyniki oznaczen IgM.

Jednoczesnie, wedhug kryteriow producenta, §redni wynik oznaczen swoistych IgM dla
wirusa Puumala (0,700+/-0,243) w surowicach zoologéw (IgM i IgG ujemnych) wskazuje
na stosunkowo wysoki poziom nieswoistych reakcji IgM u 0s6b tej grupy. Ustalona na tej
podstawie warto$¢ cut off (srednia warto$¢ indeksu OD w grupie wyzej zdefiniowanych
zoologdow + 3 odchylenia standardowe) wynosi 1,430. Tym samym, niezaleznie od przyjetego
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kryterium, nie potwierdzono obecnosci swoistych dla wirusa Puumala IgM w surowicach
otrzymanych od zoologdw. Stwierdzenie to potwierdzaja wyniki oznaczen IgM dla wirusa
Hantaan.

Przedstawiona powyzej analiza dotyczyta oséb zdrowych. W przypadku klinicznych
podejrzen zakazen hantawirusem odnoszenie wynikéw do populacji 0s6b zdrowych moze
prowadzi¢ do bledow interpretacyjnych. W celu uniknigcia tego typu biedu, jako grupe
odniesienia przyjeto pacjentow z ostra dysfunkcja nerek, u ktdrych ostry poczatek choroby
nie miat podtoza bakteryjnego. Prawdopodobienstwo spowodowania dysfunkcji nerek wy-
wolanej zakazeniem hantawirusowym w tej grupie 0sob, zgodnie z danymi opublikowanymi
przez innych autorow jest wystarczajaco niskie (11). Z tego powodu mogla ona stanowic
grupe odniesienia dla 0séb z podejrzeniem zakazenia hantawirusem.

Pomigdzy grupa pacjentdw z ostra dysfunkcja nerek, a grupa z podejrzeniem zaka-
zenia hantawirusem nie stwierdzono istotnej réznicy w $rednich warto§ciach wynikow
oznaczen IgG i IgM (P>0,1). Analiza tych wynikow wskazuje, ze w przypadku oséb
chorych z zespotami nerkowymi kryteria producenta sa poprawne i nie mozna ich zmienic.
Jednoczes$nie, wysoka nieswoista reaktywno$¢ surowic od chorych z zespotami nerkowymi,
narzuca konieczno$¢ niezwykle ostroznej interpretacji wynikow oznaczen IgM i1 wyko-
nywania, w przypadku uzyskania wyniku watpliwego, badan kolejnych pobran surowicy
lub zastosowania technik umozliwiajacych wykrywanie wirusa. Przeprowadzenie takich
badan jest szczego6lnie istotne w przypadkach, w ktorych w surowicy wykrywane sa tylko
przeciwciala IgM swoiste dla jednego z hantawirusow, przy ujemnym wyniku oznaczen
swoistych IgG (5).

Przedstawiona praca dotyczy jedynie metodycznych aspektow badan nad wykrywaniem
przeciwcial dla hantawirusow, w surowicach osob zdrowych i chorych z uszkodzeniem
nerek. Niezbgdne jest jednak odniesienie si¢ do catoksztattu problemu diagnostyki zakazen
hantawirusami w Polsce. Dotychczas jedynym izolowanym w naszym kraju hantawirusem
byt wirus Tuta (12). Znikoma liczba podejrzen zakazenia hantawirusami nie ma uzasadnienia
w odmiennosci obrazu tego zespotu klinicznego od innych ostrych choréb nerek. Analiza
informacji klinicznych, dotyczacych 9 chorych podejrzanych o zakazenie hantawirusem
oraz analiza zebranej w krotkim okresie grupy odniesienia (21 pacjentdow z ostra dysfunk-
cja nerek), nie pozwolita na wyrdznienie zadnego wskaznika, ktory mogiby by¢ przyczyna
podziatu na te dwie grupy. Jedyna réznica migdzy grupami byl kontakt z gryzoniami,
zgloszony w 9/9 przypadkéw podejrzen o zakazenie hantawirusem, a w grupie odniesienia
w 19/21 przypadkéw. Jest to jednak réznica nieistotna. ROwnoczesnie, tylko u niewielkiej
liczby chorych wykonywano badania réznicujace w kierunku leptospirozy (odpowiednio
3/9 1 0/21), ktére powinny by¢ w takich przypadkach wykonywane. Tak niewielka liczba
otrzymanych surowic od 0séb chorych, podejrzanych o zakazenie hantawirusami, mimo
szeroko rozestanych informacji do szpitali, a przede wszystkim oddzialéw nefrologicznych
na terenie calej Polski, o prowadzeniu w Zakladzie Wirusologii PZH nieodptatnej diagnostyki
w ramach badan naukowych, jednoznacznie wskazuje na brak ,,motywacji” wsrod lekarzy
diagnozowania zakazen hantawirusowych. Powody moga by¢ r6zne, ale najprawdopodobniej
najistotniejszym jest, ze uzyskany wynik ma niewielki wplyw na post¢gpowanie z chorym.
W tej sytuacji, na podstawie zgloszen o zachorowaniach podejrzanych o zakazenie han-
tawirusami, nie mozna wnioskowa¢ o obecnosci czy braku tych wirusow w Polsce i ich
znaczeniu dla zdrowia publicznego.
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PODSUMOWANIE I WNIOSKI

Na wystgpowanie zakazen hantawirusami w Polsce wskazuje stosunkowo wysoki
odsetek osob posiadajacych przeciwciala reagujace z antygenem wirusa Puumala wsrdd
zoologdw. Jest to niewatpliwie istotna grupa ryzyka. Analiza epidemiologiczna powinna
wyjasni¢ zwiazki pomigdzy obecno$cia przeciwciat dla hantawiruséw a danymi epidemio-
logicznymi. Dane te obejmuja regiony, w ktorych ci zoolodzy prowadzili badania, gatunki
gryzoni bedace obiektami ich badan oraz ewentualne zwiazki posiadania przez nich prze-
ciwcial dla hantawiruséw z prowadzeniem badan poza granicami Polski. Takie informacje
sa niezbedne do prowadzenia prac nad identyfikacja hantawiruséw u gryzoni i tym samym
ustalenia, jakie hantawirusy wystgpuja w Polsce i na jakich obszarach.

Ze wzgledu na krzyzowe reakcje serologiczne, jednoznaczna identyfikacja okreslonego
hantawirusa w oparciu o badania serologiczne, moze by¢ obarczona btedami i to niezaleznie
od liczby antygenow/wiruséw uzytych do badan.

Szczegodtowa identyfikacja hantawiruséw jest praktycznie mozliwa tylko przy zastoso-
waniu metod molekularnych w odniesieniu do izolowanych szczepdéw lub genomow tych
wirusow (7).

W Gut, J Siennicka, M Sadkowska-Todys, J Gozdowska, B Litwinska

THE CROSS AND UNSPECIFIC REACTIONS IN SEROLOGICAL EXAMINATION FOR
ANTIBODIES AGAINST OF HANTAVIRUS PUUMALA

SUMMARY

A serological survey of 78 zoologist capturing small wild rodents in their environment, 9 patients
with suspected hantavirus infections and 21 patients with acute renal dysfunction for antibodies to
hantaviruses was conducted in Poland. Survey was done by the indirect ELISA with Puumala and
Hantaan virus antigens. Out of the 78 mammalogists 15 were seropositive for hantavirus Puumala
IgG without history of clinical illness. Analysis of relation between reactive zoologist’s sera IgG with
antigens of Puumala and Hantaan viruses suggests that these persons had contact with Puumala/Tula
viruses rather than with Dobrava/Saaremaa complex. Analysis of results of IgG and IgM presence by
ELISA test have confirmed correct interpretation criteria proposed by manufacturer for serological
diagnosis of suspected hantavirus infection. Both cross and unspecific reactions in the some sera have
been observed. Low number of patients with suspected hantavirus infection suggests the existence of
underestimation in registration of data collected in Poland and existence of non-diagnosed infections
with hantaviring.
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