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Przeanalizowano wiarygodnos$¢ diagnostycznie znamiennego poziomu
przeciwcial klasy IgA i IgG (wartos¢ cut off) przyjetego w komercyjnych
zestawach ELISA firmy NovaTec i Virotech do serodiagnostyki krztusca.
Wykazano, zZe o ile w zestawie ELISA firmy Virotech wartos¢ cut off byla
zbliZzona do wartos$ci wyznaczonej przez nas podczas badania oséb zdrowych,
to w zestawie ELISA firmy Novatec, warto$¢ diagnostycznie znamiennego
poziomu przeciwcial klasy IgG byla okolo 3-krotnie zanizona.

Krztusiec jest ostra, zakazna choroba drég oddechowych, wywolywang przez paleczki
B. pertussis. Pomimo, ze jest to choroba glownie wieku dziecigcego, coraz czesciej dotyka
rowniez miodziezy i osob dorostych (1, 2, 6, 13, 14). Poszukiwanie obecnosci swoistych
przeciwcial, ze wzgledu na rzadko wykonywane badanie bakteriologiczne, jest podstawa
w laboratoryjnym rozpoznaniu krztusca (3. 4, 7, 8, 9, 10, 11).

Najlepszym potwierdzeniem w badaniach serologicznych aktualnego zakazenia jest
wykazanie diagnostycznie znamiennego przyrostu lub spadku poziomu przeciwceiatl w co
najmniej dwoch probkach surowicy uzyskanych w réznych okresach choroby, najczescie]
w odstepie 2-3 tygodni. Przyjmuje sie, ze 100% przyrost poziomu przeciwcial lub 50% jego
spadek jest wystarczajaco czulym 1 swoistym markerem aktualnego zakazenia pateczkami
B. pertussis (5).

W przypadku, kiedy nie ma mozliwosci uzyskania drugiej probki surowicy, zachodzi
koniecznos¢ interpretacji wyniku badania serologicznego na podstawie poziomu przeciwciat
oznaczonego w jednej probce. O dodatnim wyniku badania swiadczy poziom przeciwcial
przekraczajacy warto$¢ cut-off, tj. wartos¢ diagnostycznie znamiennego poziomu przeciw-
cial, ustalona przez producenta zestawu. Wiarygodne ustalenie tej wartosci w serodiagnostyce
krztusca, ze wzgledu na wysoki poziom przeciwcial dla antygendw B. pertussis w populaciji
0s0b poddanych szezepieniu przeciw krztuscowli, jest zadaniem trudnym. Dodatkowo,
w prawidlowo przeprowadzonych badaniach serologicznych moze zajsé potrzeba ustalenia
réznej wartosei cut-off w zaleznosei od badanej populacji osob.
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Powszechnie w serodiagnostyce krztusca wykorzystuje sie komercyjne zestawy ELISA,
oferujace mozliwos¢ oznaczenia przeciweial klasy IgA, IgG i [gM, skierowanych najezesciej
dla toksyny krztuscowej badz widkienkowej hemaglutyniny (7, 10, 11). Testy te, wedlug
deklaracji producentow, charakteryzujq sie wysoka czuloscig 1 swoistoseia, 1 moga by¢
wykorzystywane do badania poziomu przeciwcial u oséb w réznym wieku. Dolaczone
do zestawdw surowice kontrolne (zazwyczaj jest to surowica cut-off, surowica ujemna
1 surowica dodatnia), pozwalaja na okreslenie poziomu przeciweial, ktory nalezy uznac¢ za
diagnostycznie znamienny oraz na kontrole poprawnosei wykonania testu.

Poniewaz wartosc odcigeia zostala ustalona przez producentéow tych zestawdw na pod-
stawie poziomu przeciwcial w populacji 0séb zdrowych zamieszkalych w krajach Europy
Zachodniej badz tez nawet Ameryki Pélnocnej, zachodzi pytanie czy jest ona odpowiednia
do badania poziomu kiztuscowych przeciweial u osob w Polsce. Wartosé cut-off ma bowiem
zasadnicze znaczenie w uzyskaniu wiarygodnych wynikow badan serologicznych, pozwa-
lajgc na rozréznienie poziomu przeciwcial charakterystycznego dla aktualnie trwajacego
zakazenia, od poziomu przeciweial, ktdre pozostaly we krwi osob z dawno przebytym
krztu$cem lub tez tylko po szczepieniu ochronnym. Wypada nadmienié, Zze opinia na temat
wysokosci wartosci cut-off, ktora nalezy przyjac w serodiagnostyce krztusca rozni si¢ dosé
istotnie, w zaleznosci od kraju w ktorym przeprowadzano badania. I tak, w przypadku
poszukiwania przeciwcial klasy IgG dla toksyny krztuscowej wartosc ta, w zaleznosci od
badania, zostala okreslona w USA na 50, 100 a nawet 200 EU/ml, w Holandii na 62 EU/ml
1125 EU/ml, w Niemczech na 40 EU/ml (5).

Celem podjetych badan bylo okreslenie, czy wartosé cut off przyjeta w dwoch, naj-
czescie) wykorzystywanych w serodiagnostyce krztusca w Polsce komercyjnych zestawach
ELISA, jest wiarygodna i odpowiada rzeczywistej wartosci wyznaczonej przez nas podczas
badania probek surowicy uzyskanych od zdrowych oséb zamieszkaltych na terenie kraju.

MATERIAL I METODY

1. Badane probki surowicy. Badaniom poddano 100 probek surowicy uzyskanych od
klinicznie zdrowych, doroslych osob — krwiodawcow oraz 60 prébek surowicy uzyska-
nych od dzieci 1 mlodziezy w wieku od 3 do 18 lat bez klinicznych objawdw ze strony
uktadu oddechowego.

2. Immunoenzymatyczne testy ELISA. W badaniach wykorzystano dwa komercyjne
zestawy ELISA, powszechnie stosowane w serodiagnostyce krztusca na terenie kraju. tj.
zestaw ELISA Noval isa Bordetella pertussis firmy NovaTec 1 zestaw ELISA Bordetella
pertussis firmy Virotech. W obydwu zestawach poszukiwano przeciwcial klasy IgA 1 IgG.

2.1 Zestaw ELISA NovaLisa Bordetella pertussis firmy NovaTec. Postluzono si¢ dwoma
zestawami (nr kat. BOPA0030) do poszukiwania przeciweial klasy IgA (LOT BOPA-
057-1 1 BOPA-063-2) oraz dwoma zestawami (nr kat. BOPG0030) do poszukiwania
przeciweial klasy IgG O (LOT BOPG-057 1 BOPG-067-3). Jako preparat antygenowy
producent zastosowal mieszanine toksyny krztuscowej oraz wlokienkowej hemaglutyni-
ny. Odezyn przeprowadzono zgodnie ze wskazéwkami producenta, wykorzystujac trzy
surowice kontrolne wehodzace w sklad zestawu: ujemna, cut off oraz dodatnia. Surowice
kontrolne cut oft, w celu kontroli powtarzalnosci uzyskanych wynikéw, nakladano do
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dwoch dolkéw plytki. Interpretacje wynikow testu ELISA przeprowadzano zgodnie ze
wskazowkami producenta, przyjmujac wynik ponizej 9 jednostek NTU (NovaTec — Units)
jako ujemny, wynik pomiedzy 9-11 jako watpliwy 1 powyzej 11 za dodatni.

2.2. Zestaw ELISA Bordetella pertussis ELISA firmy Virotech. W badaniach wykorzystano
zestaw EC215A00 (LOT 129-01)1EC 215G00 (LOT 128-01) do oznaczania przeciwcial
odpowiednio klasy IgA 11gG. Podobnie jak w przypadku zestawu firmy NovaTec, w od-
czynie tym zastosowano preparat antygenowy, bedacy mieszanina toksyny krztuscowej
oraz wiokienkowej hemaglutyniny. Interpretacje wynikow testu ELISA przeprowadzano
zgodnie ze wskazowkami producenta, przyjmujac wynik ponizej 9 jednostek VE (Viro-
tech — Units) jako ujemny, wynik pomiedzy 9-11 jako watpliwy i powyzej 11 za dodatni.

3. Analiza statystyczna. Statystyczna analize uzyskanych wynikoéw przeprowadzono
przy uzyciu programu komputerowego Instant (Instant Biostatistic). Obliczano srednia
arytmetyczna wartos¢ uzyskanych absorbancji (OD) 1 odchylenie standardowe. Istotnose
roznic w czestoscl wykrywania przeciweial w problkach surowicy osob z roznych grup oce-
niano testem niezaleznosci chi-kwadrat z zastosowaniem poprawki Yatesa. Za znamienne
statystycznie przyjeto roznice, gdy poziomy istotnosci byly mniejsze od 0,05 (p<0,05).

WYNIKI I ICH OMOWIENIE

Analiza zgodnosci uzyskanych wynikow badania probek kontrolnych z wartosciami de-
klarowanymi przez producentow wykazala, ze w obydwu komercyjnych zestawach uzyskano
wyniki prawidlowe, $wiadczace o poprawnosei przeprowadzenia testu. Na szczegdlna uwage
zashiguja bardzo zblizone wyniki badania kontrolnych probek surowicy cut off w obydwu
uzytych seriach zestawu ELISA firmy NovaTec. Moze to swiadczyc¢ o tym, ze okreslony
poziom przeciwcial, zaréwno klasy IgA jak i IgG w prébee surowicy kontrolnej cut off nie
jest przypadkowy, charakterystyczny jedynie dla okreslonej serii badania.

Wyznaczajac poziom przeciwcial, ktory mozna uznac¢ za diagnostycznie znamienny,
okresla sie zazwyczaj srednig arytmetyczna wartosci wynikow uzyskanych podczas badania
0s0b klinicznie zdrowych, powigekszona o dwa lub trzy odchylenia standardowe. W celu
poprawnego ustalenia tego poziomu, niezwykle istotne jest aby osoby te stanowily repre-
zentatywna grupe dla danego kierunku badania. W przypadku poszukiwania przeciwcial dla
paleczek krztusca istotny moze by¢ miedzy innymi wiek badanych osob, przebyte szczepienia
ochronne czy tez miejsce zamieszkania. W zaleznosci od wieku badanych osob rozny moze
by¢ bowiem poziom odciecia, czyli poziom przeciwcial przyjety za diagnostycznie zna-
mienny. Niektorzy producenci wyznaczaja nawet roézne poziomy cut off dla osob z roznych
grup wiekowych. Taki sposdb interpretacji wynikoéow, chociaz jak najbardziej uzasadniony,
z przyczyn praktycznych jest jednak rzadko wykorzystywany.

W przeprowadzonych przez nas badaniach wykorzystalismy zarowno probki pochodzace
od dzieci i mlodziezy do 18 roku zycia jak réwniez od osob dorostych, w wieku powyzej
21 lat. Cheielismy sprawdzi¢, czy ustalony przez producentow diagnostycznie znamienny
poziom przeciwceial, wyznaczany kazdorazowo dla danej serii zestawu, odpowiada wartosci
wyliczonej przez nas podczas badania osob zdrowych na terenie Polski.

W tabelach I-IV przedstawilismy wartosci OD przyjete za diagnostycznie znamienne
(wartosc¢ cut off) zarowno przez producentow testow ELISA jak 1 w badaniach przeprowa-
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dzonych przez nas, jak rowniez liczbe i odsetek probek surowicy osob zdrowych, w ktorych
wykryto diagnostycznie znamienny poziom przeciwcial. Poniewaz w roznych badaniach
poziom odcigcia ustala sig na wysokosei sredniej arytmetycznej wartosci wynikow uzyska-
nych podczas badania osob klinicznie zdrowych, powigekszonej o dwa lub trzy odchylenia
standardowe, w tabelach przedstawiono je w osobnych rubrykach.

Jak wynika z przeprowadzonych badan, wartos¢ OD surowicy kontrolnej cut off dostar-
czonej przez producenta zestawu NovaTec do wyznaczania poziomu odciecia przeciwceial klasy
IgA ($rednia 0,65) dokladnie odpowiada sredniej wartosci OD odcigcia wyliczonej przez nas
na wysokosci x + 2SD i jest 0 0,2 nizsza niz srednia wartos¢ OD odcigcia wyliczonej przez
nas na wysokosci x + 3SD podczas badania zdrowych dzieci 1 0séb dorostych. Calkowicie
odmiennie wyglada sytuacja w przypadku porownania wartosci OD surowicy kontrolnej cut
off shuzacej do oznaczania poziomu przeciweial klasy [gG z wynikami uzyskanymi przez nas
podczas badania 0s6b zdrowych. Srednia warto$é odciecia wyznaczona na poziomie x + 28D
wynoszaca 1,48 jest prawie 2,8x wyZzsza, a wyznaczona na poziomie X + 35D 3,6X wyzsza niz
wartos¢ OD surowicy kontrolnej (0,53-0,54) dostarczonej przez producenta zestawu ELISA
firmy NovaTec do poszukiwania przeciwcial klasy IgG (Tabela I-II).

Tabelal. Wartos¢ OD przyjeta za diagnostyeznie znamienna oraz liczba 1 odsetek prébek surowicy
0s6b zdrowych w wieku do 18 roku zycia, w ktorych wykryto diagnostycznie znamienny
poziom przeciwcial klasy IgA 1 IgG odezynem ELISA firmy NovaTec.

Przyjete kryterium Wartos¢ OD przyjeta za Liczba (odsetek) probek surowicy,
poziomu cut off | diagnostycznie znamienng w klasie w ktoryeh wykayto diagnostyczinie
przeciwcial: Znamienny poziom przeciwcial:
TgA TeG TeA TeG
x+2SD 0,54 1,33 5 (8,3) 3 (5.0)
x+3SD 0.71 1.76 3 (5.0) 2 (33)
Surowica cut off
firmy NovaToc 0.69 0,53 3 (5.0) 14 (23.3)

x — §rednia arytmetyezna wyliczona z 60 prébek surowicy 0séb zdrowych w wieku do 18 roku zycia
SD — odchylenie standardowe

Tabela II. Wartos¢ OD przyjeta za diagnostycznie znamienna oraz liczba 1 odsetek probek surowicy
0s6b zdrowych w wieku powyzej 21 lat (krwiodawcdw), w ktérych wykryto diagnostycznie
znamienny poziom przeciweial klasy IgA 1 IgG odezynem ELISA firmy NovaTec.

Przyjete Wartos¢ OD przyjeta za Liczba (odsetek) probek surowicy,
kryterium diagnostycznie znamienng w klasie w ktorych wykryto diagnostyeznie
poziomu cut off przeciweial: znamienny poziom przeciwcial:
IgA IeG IgA IeG
x+2SD 0,77 1.62 5 (5,0 8 (8.0)
x+3SD 1,00 2,06 4 (4,0) -
Surowica cut off
firmy NovaTec 0,61 0,54 5 (5,0 55 (55,0

x — drednia arytmetyczna wyliczona ze 100 prébek surowicy osob zdrowych w wieku powyze) 21
roku zycia (kawiodawcdw)
SD — odchylenie standardowe
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Istniejace roznice pomiedzy poziomem odcigcia Wyznaczonym przez nas i przez pro-
ducenta zestawu ELISA firmy NovaTec maja swoje odzwierciedlenie w odsetku probek
surowicy osdb zdrowych, w ktérych wykryto diagnostycznie znamienny poziom przeciw-
cial dla antygendw paleczek krztusca. O ile, w przypadku poszukiwania przeciwcial klasy
IgA odsetek ten jest prawie identyczny, to w przypadku poszukiwania przeciwcial klasy
IgG jest kilkakrotnie wyzszy jesli przyjmie sie¢ kryterium proponowane przez producenta
zestawll. Statystyczna analiza istotnosci réznic pomiedzy uzyskanymi wynikami wykazala,
ze odczynem ELISA firmy NovaTec znamiennie czescie] wykrywano przeciwciala klasy
IgG w mianie diagnostycznie znamiennym przy zastosowaniu poziomu cut-off przyjetego
przez producenta zestawu niz w przypadku zastosowania poziomu cut-off wyznaczonego
przez nas (p<<0,05). Nie stwierdzono tej statystycznej réznicy (p=0,05) w przypadku po-
szukiwania przeciwcial klasy IgA.

W przeprowadzonych badaniach odczynem ELISA firmy Virotech nie uzyskano tak
istotnych roznic w wartosci cut off wyznaczone] przez producenta zestawu i przez nas jak
w przypadku uzycia zestawu firmy Novatec. Wartos¢ OD surowicy cut-off dostarczone;
przez producenta zestawu do oznaczania przeciwcial klasy IgA, byla bardzo zblizona do
wyznaczonej przez nas wartosci odeiecia, u dzieci na wysokosei x+2SD 1 u doroslych na

Tabela III. Warto$¢ OD przyjeta za diagnostycznie znamienng oraz liczba 1 odsetek probek surowicy
0s6b zdrowych w wieku do 18 roku zycia, w ktérych wykryto diagnostycznie znamienny
poziom przeciwcial klasy IgA 1 IgG odezynem ELISA firmy Virotech.

Provi Warto$éé¢ OD przyjeta za Liczba (odsetek) probek surowicy,
Zyj‘ gte diagnostycznie znamienna w klasie w ktorych wykryto diagnostycznie
pozli)ylfsi 1;?0 i przeciweiatl: Znamienny poziom przeciwciat;
IeA IeG IeA IeG
x+2SD 0,35 0,74 4 (6,7) 3 (5,0
x+3SD 047 1,00 3 (5,0 2 (3.3)
Surowica cut off
firmy Virotech 0,39 0,58 3 (50 4 (6,7)

x — $rednia arytmetyczna wyliczona z 60 prébek surowicy oséb zdrowych w wieku do 18 roku zycia
SD — odchylenie standardowe

Tabela IV. Wartos¢ OD przyjeta za diagnostycznie znamienng oraz liczba 1 odsetek probek surowicy
0s6b zdrowych w wieku powyzej 21 lat (krwiodawcow), w ktorych wykryto diagnostycznie
znamienny poziom przeciwciat klasy IgA 1 IgG odezynem ELISA firmy Virotech.

. Wartosé OD przyjeta za Liczba (odsetek) probek surowicy,
Przyjete di . ot . . . ,
g 1agnostycznie znamienng w klasie w ktérych wykryto diagnostycznie
ozli)y;ii 1;?0 & przeciweial: Znamienny poziom przeciwcial:
P TeA e TeA TG
x+2SD 025 0,73 5(5.6) 2(2,2)
x+3SD 031 0,96 2(2.2) 2(2,2)
Surowica cut off
firmy Virotech 0,36 0,62 i 2@22)

X —érednia arytmetyczna wyliczona ze 90 probek surowicy osob zdrowych w wieku powyzej 21 roku
zycia (krwiodawcow)
SD — odchylenie standardowe
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wysokosci x + 3SD. Poziom przeciweial klasy IgG u dzieci i1 0sdb doroslych byl bardzo
zblizony, czego wynikiem byly niemal identyczne wartosci cut off uzyskane w przeprowa-
dzonych przez nas badaniach. Wartos¢ OD=0,6 surowicy cut off, dolaczonej do zestawu
ELISA firmy Virotech, byl nizszy tylko o niecale 20% 1 40% od wartosci wyliczonej przez
nas odpowiednio na wysokosci x+28D 11 x+3SD. Odzwierciedleniem tego byl réwniez
podobny odsetek probek surowicy (réznice statystycznie nieistotne), w ktorych wykryto
diagnostycznie znamienny poziom przeciwcial dla paleczek B. pertussis, przy zastosowaniu
obydwu kryteriow wartosei cut off (Tabela ITI-IV).

Jak wykazaly przeprowadzone przez nas badania, wiarygodnosé diagnostycznie zna-
miennego poziomu przeciwcial klasy IgA, wyliczonego na podstawie wartosci surowicy
cut off dostarczone] przez producentéw, jest wysoka w obydwu zestawach ELISA. Warto$¢
surowicy cut off do oznaczania poziomu przeciwcial klasy 1gG jest tylko nieznacznie za-
nizona w przypadku zestawu ELISA firmy Virotech 1 drastycznie zanizona w przypadku
zestawu firmy NovaTec. Przyjeta przez producenta zastawu ELISA firmy Novatec zbyt
niska wartos¢ surowicy cut off, powoduje, ze odsetek probek surowicy z diagnostycznie
znamiennym poziomem przeciwcial jest kilkakrotnie wyzszy niz wyliczony przy uzyciu
najczescie] przyjetego kryterium w badaniach serologicznych, tj. sredniej wartosci arytme-
tycznej OD probek surowicy osob zdrowych, powiekszonej o dwa odchylenia standardowe.
Proste wyliczenie matematyczne pokazuje, ze aby wartos¢ podana w jednostkach NTU przez
producenta zestawu NovaTec jako wynik dodatni dostosowac do wiarygodnego poziomu,
trzeba by ja podnies¢ z 11 NTU proponowanego przez producenta, do co najmniej 30 NTU.

Zanizona wartos¢ poziomu cut off przy poszukiwaniu przeciwcial klasy IgG zestawem
ELISA firmy NovaTec, zostala rowniez potwierdzona miedzy innymi w pracy Riffelman
1 wsp. (12). Autorzy ci, ocenili swoistos¢ odczynu ELISA firmy Novatec w stosunku do
odczynu ELISA opracowanego we wlasnym zakresie z antygenem oczyszczone] toksyny
krztuscowej zaledwie na 54%.

Analizujac wiarygodnosé diagnostycznie znamiennego poziomu przeciwceial w ko-
mercyjnych zestawach ELISA, zwrdcono rowniez uwage na roznice wynikajace z wieku
badanych osob zdrowych. W zestawie ELISA firmy NovaTlec, wyznaczony przez nas poziom
odcigcia przeciwceiatl klasy IgA jak 1 IgG byl nizszy w probkach surowicy dzieci niz osob
dorostych. W przypadku uzycia zestawu ELISA firmy Virotech nie zaobserwowano zmian
w poziomie odciecia przeciwcial klasy IgG u dzieci 1 0sob doroslych, a poziom odcigcia
przeciwcial klasy IgA, odwrotnie niz w zestawie firmy NovaTec, byl nizszy u 0sob doroslych.
Taki obraz odpowiedzi humoralnej mozna wytlumaczy¢ faktem, ze poziom przeciwciat klasy
IgA, po przebytej chorobie czy tez szczepieniu ochronnym, spada o wiele szybciej niz poziom
przeciwceial klasy IgG, ktory moze utrzymywac sie w surowicy nawet przez kilkanascie lat
(8, 10, 11). Warto zauwazy¢, ze producenci obydwu zestawow nie zréznicowali wartosel
cuf off w zaleznosci od wieku badanych oséb.

Podsumowujac wyniki naszych badan, nalezy stwierdzi¢, ze wykazanie w pojedynczej
probee surowicy podwyzszonego poziomu przeciweial klasy IgG w przypadku uzycia
zestawu firmy NovaTec, nie moze by¢ podstawa do laboratoryjnego rozpoznania kiztusca.
O wiele lepiej nadaje si¢ do tego celu oznaczenie poziomu przeciwcial klasy IgA. Niestety
slaba produkcja przeciwcial klasy IgA dla antygenow B. pertussis, zwlaszcza przez male
dzieci, moze by¢ przyczyna wynikow falszywie ujemnych (10). Nie mozna zapominac, ze
najbardziej wartosciowe jest zawsze wykazanie znamiennego przyrostu przeciwcial w co
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najmniej dwoch probkach surowicy uzyskanych w réznych okresach choroby. W zaleznosci
od uzytego zestawu ELISA, celowe wydaje sie rowniez rozwazenie zastosowania roznych
wartosci cut off w przypadku badania surowic uzyskanych od dzieci i osob dorostych.

W. Rastawicki, I. Pradowska-Stankiewicz, P. Stefanoff, A. A. Zasada

Reliability of the cut-off value in the routine serodiagnosis of pertussis performed by the
commercial ELISA assays

SUMMARY

In clinical practise, serodiagnosis of pertussis is mostly based on single-sample serology using
a single cut-off. The reliability of the cut-off value has the crucial influence for the sensitivity and
specificity of the used tests. In this context we compared the value of cut-off used in two commercial
ELISAKkits (NovaLisa Bordetella pertussis-NovaTec and ELISA Bordetella pertussis ELISA-Virotech)
with cut-off settled by calculation the IgA and IgG results from the 60 healthy Polish children and
100 blood donors (arithmetic mean plus 2 or 3 standard deviations). Our study indicates that IgA cut-
off used in NovaTec ELISA, in contrary to Virotech ELISA, correspond better to the level x+3SD
calculated m children sera and x+2SD calculated i adult blood donors sera. The value of IgG cut-off
used in Virotech ELISA was lower about 20% and 30% from the cut-off settled by us respectively on
the level of x+2SD and x+3SD 1n all tested sera. The most inadequate value had the IgG cut-off used
in NovaTec ELISA, which was over three times lower than mean cut-off value settled by calculation
results from the sera obtained from healthy children and blood donors. This low cut-off value estab-
lished by the NovaTec was the reason that 23.3% of healthy children and 55.0% of blood donors have
the IgG antibodies on the diagnostic significant level. Our data suggest that comumercial ELISAs need
further improvement and standardization.
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