PRZEGL EPIDEMIOL 2003;57:631-7

Iwona Binduga-Gajewska, Wiodzimierz Gut, Zdzistaw Jarzgbek

BADANIA WIRUSOLOGICZNE UDZIALU ENTEROWIRUSOW
NIEPOLIOMYELITYCZNYCH W ZAKAZENIACH OSRODKOWEGO
UKELADU NERWOWEGO W POLSCE W LATACH 1995-2000

Zaklad Wirusologii Pafistwowego Zaktadu Higieny
Kierownik Zaktadu: Bogumita Litwiniska

1zolacja wirusa jest podstawq klasycznej diagnostyki zakazen enterowiru-
sami. Jest ona nadal niezbedna w pracy, w laboratoriach zajmujgcych sie
problematykg enterowirusow, gdyz dostarcza szeregu istotnych informacji,
m. in. na temat krgzenia szczepow nalezqcych do poszczegolnych typow.

Celem przedstawionej pracy jest wstgpna ocena diagnostyki opartej
o metode izolacji wirusa wykonywanej w kilku Pracowniach Wirusologicz-
nych WSSE w Polsce.
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WSTEP

Rodzaj Enterovirus obejmuje znaczng liczbg wiruséw (blisko 70 odmiennych seroty-
pdéw) nalezacych do rodziny Picornaviridae (1). W klimacie umiarkowanym zakazenia wy-
wolywane przez enterowirusy maja charakter sezonowy i wystepuja gtéwnie w miesiagcach
letnich i jesiennych, najczesciej u dzieci (2, 3, 4, 5).

Pomimo, ze metoda izolacji wirusa jest zastepowana przez nowoczesne metody diagno-
styczne oparte o reakcje RT-PCR (5-12), izolacja pozostaje metoda niezbgdng do pracy
w laboratoriach zajmujacych si¢ problematyka enterowirusow, gdyz dostarcza szeregu
istotnych informacji m. in. o krazeniu szczepdéw nalezacych do poszczegdlnych typow, jak
i dominacji okreSlonych typéw enterowirusow w sezonach epidemicznych. Od wiarygod-
noSci tej metody zalezy wlasciwe rozeznanie sytuacji zakazen enterowirusami.

W zwiazku z tym, celem przedstawionej pracy jest wstepna ocena poprawnosci diagno-
styki wirusologicznej (izolacji wirusa) wykonywanej w Pracowniach Wirusologicznych kil-
ku Wojewodzkich Stacji Sanitarno -Epidemiologicznych (WSSE) w Polsce.

MATERIAL I METODY

Analiz¢ wynikéw badaf wirusologicznych przeprowadzonych u chorych z wirusowymi
neuroinfekcjami w latach 1995-2000 na terenie Polski, wykonano na podstawie sprawoz-
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dan rocznych przesytanych przez Pracownie Wirusologiczne WSSE do Zaktadu Wirusolo-
gii PZH. Nalezy podkresli¢, ze przesytanie danych przez WSSE mialo charakter nieobo-
wigzkowy. Zawarte w nich informacje obejmowaly: wiek, pte¢, date pobrania pierwszej
probki materiatu diagnostycznego, rodzaj materiatu diagnostycznego, wynik badania wiru-
sologicznego i serologicznego oraz rozpoznanie. Zgromadzone dane pochodzily tylko
z szeSciu na 16 zajmujacych si¢ ta problematyka Pracowni Wirusologicznych WSSE.

Zgromadzono informacje dotyczace 2 719 przypadkéw zachorowan z potwierdzonym
(izolacja albo badaniem serologicznym) lub wysoce prawdopodobnym (rozpoznanie kli-
niczne oraz dane epidemiologiczne przy braku potwierdzenia zakazenia innym czynni-
kiem) zakazeniem enterowirusami. Udzial enterowirusa w zachorowaniu potwierdzano
metoda izolacji lub oznaczeniami miana swoistych przeciwcial przeciw enterowirusom,
przeprowadzonymi odczynem wiazania dopetniacza (OWD) lub odczynem neutralizacji
(ON). Nie uzyskano natomiast informacji dotyczacych og6lne;j liczby badan przeprowa-
dzonych w poszczegdlnych WSSE. Sposrdd tych zachorowan analizie poddano 1496 przy-
padkdéw, w ktorych rozpoznanie dotyczylto schorzenia oSrodkowego uktadu nerwowego.
Rozpoznania obejmowaly zapalenie opon moézgowo-rdzeniowych (zomr; 831 przypadkow
= 55,55% wszystkich obserwacji), zapalenie mozgu (zm; 7,02% og6iu), inne nieokreSlone
zakazenia oSrodkowego ukfadu nerwowego (21,12%) oraz inne okreslone schorzenia oun
tj. zespot Guillain-Barre, porazenia nerwu twarzowego, porazenia koniczyn dolnych, zapa-
lenie nerwu czaszkowego, zapalenie wielonerwowe, porazenia wiotkie (16,31%).

Analize zwiazkOw pomigdzy zjawiskami jakoSciowymi przeprowadzono metoda Fisher
i Chi? a relacje zwigzkow ilosciowych metoda analizy regresji. Do analiz uzyto programu
Statgrafic for Windows 1.4.

WYNIKI

Izolacje enterowirusdw z przypadkdw aseptycznych neuroinfekcji

Z uzyskanych z Pracowni Wirusologicznych 6 WSSE sprawozdan, wynika, ze w okresie
1995-2000 przeprowadzono w nich 1429 prdb izolacji enterowirusow z probek katu osob
z aseptycznymi zakazeniami oun. Najwiecej dodatnich prob izolacji przypada na rok 1995
i 1996, kiedy dodatni wynik izolacji uzyskano odpowiednio dla 31,11% i 28,27% podjetych
préb wyizolowania enterowirusa z omawianych przypadkow. Od 1997 roku obserwuje si¢
znaczny spadek czestoéci udanych izolacji enterowiruséw. Ujemne wyniki izolacji stanowia
ponad 90% omawianych przypadkéw. W 2000 roku na 268 przeprowadzonych prob izola-
cji ujemny wynik uzyskano dla 264 probek, co stanowito 98,51% wszystkich podjetych prob
izolowania enterowirusa w przypadkach aseptycznych zakazen oun. Dodatni wynik uzy-
skano w tym roku tylko dla 1,5% podjetych prdb izolacji enterowirusa od osoéb chorych
z aseptycznymi neuroinfekcjami (ryc. 1).

Czesto§¢ izolacji Echo typ 30
w stosunku do izolacji innych enterowiruséow

W wymienionych laboratoriach od 138 chorych (z 203, od ktérych wyizolowano entero-
wirusy) izolowano echowirus typu 30, co stanowito ponad 60% wszystkich udanych préb
izolacji enterowiruséw w badanym okresie. Ponad 70% wszystkich udanych izolacji przy-
padato na rok 1996 i w przewazajacej mierze dotyczyto izolacji wirusa Echo typ 30. Rok
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Ryc. 1. Odsetek dodatnich izolacji enterowirusoéw w latach 1995-2000 od chorych z neuroinfekcjami

wirusowymi (w stosunku do liczby podjetych prob).
Fig. 1. Frequency of enterovirus isolation in period 1995-2000y. (ratio number of isolation to num-

ber of tested materials).

1998 byl kolejnym rokiem dominacji tego wirusa, ktérego izolacje stanowily ponad 87%
wszystkich izolacji enterowiruséw. Po 1998 roku nie odnotowano zadnego przypadku izo-
lacji tego serotypu. W kolejnych latach izolacje pozostatych enterowiruséw sprowadzaty
si¢ do pojedynczych przypadkéw. Jednocze$nie w latach, w ktorych izolacje echowirusa ty-
pu 30 byly dominujace w stosunku do izolacji pozostatych serotypéw enterowirusoéw, od-
notowano 2-3-krotny wzrost zachorowan na zomr (13). Czgstos$¢ izolacji poszczegdlnych
typow enterowiruséw w latach 1995-2000 pokazuje ryc. 2.
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Ryc 2. Czestos$¢ izolacji poszczegdlnych enterowiruséw z przypadkéw neuroinfekcji w latach
1995-2000.
Uzyte skroty: CA9: Coxsackie A typ 9; CB1: Coxsackie B typ 1; CB2: Coxsackie B typ 2;
CB3: Coxsackie B typ 3; CB4: Coxsackie B typ 4; CBS5: Coxsackie B typ 5; CB6: Coxsackie B
typ 6; ECHO30: echowirus typ 30; E4: echowirus typ 4; ES: echowirus typ 5; E7: echowirus
typ 7; E9: echowirus typ 9; ?: nieokreslone enterowirusy.

Fig 2. Frequency of enteroviruses types isolated in period 1995-2000y.
Abbreviations: CA9: Coxsackie A type 9; CB1: Coxsackie B type 1; CB2: Coxsackie B type
2; CB3: Coxsackie B type 3; CB4: Coxsackie B type 4; CBS5: Coxsackie B type 5; CB6: Coxsac-
kie B type 6; ECHO30: echovirus type 30; E4: echovirus type 4; ES: echovirus type 5; E7:
echovirus type 7; E9: echovirus type 9; ?: undetermined.
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SezonowoS§¢ izolacji enterowiruséw

Izolacje enterowiruséw odnotowano od kwietnia do grudnia, przy czym w miesigcach
wiosennych (kwiecien—maj) i jesienno-zimowych (listopad-grudzien) izolacje ograniczone
byly do pojedynczych przypadkow. Najwiecej przypadkdéw udanych izolacji przypadato na
okres od czerwca do pazdziernika. Najczesciej izolowanym enterowirusem w okresie lat
1995-2000 byt Echo typ 30 (ryc. 2). Czesto$¢ dodatnich wynikow izolacji na przestrzeni ro-
ku kalendarzowego obrazuje rycina 3.
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Ryc. 3 Liczba izolacji enterowirusow w poszczeg6lnych miesiacach.
Fig 3. Number of enteroviruses isolated in different months

OMOWIENIE WYNIKOW

Wsrod stosowanych metod diagnostyki zakazen enterowirusami metoda izolacji wirusa
w hodowli komdrkowej ciagle pozostaje tzw. ztotym standardem (z ang. gold standard)
w odniesieniu do pozostatych metod. Dostarcza ona szeregu uzytecznych informacji epi-
demiologicznych m. in. o krazacych szczepach i dominacji typow enterowirusow w sezo-
nach epidemicznych i dlatego jest nadal stosowana, pomimo braku przydatnosci do celow
szybkiej diagnostyki zakazen enterowirusami (2, 4, 12). Sktada si¢ na to wiele czynnikow,
poczawszy od dlugiego czasu oczekiwania na wynik izolacji, po konieczno$¢ wykonania ba-
dania przez personel posiadajacy kompetencje do pracy z hodowlami komérkowymi i ma-
teriatami zakaZnymi. Dochodza do tego trudnoSci wynikajace z biologii i wymagan wirusa,
np. niektdre serotypy enterowirusow, zwtaszcza Coxsackie A, nie namnazaja si¢ w hodow-
lach komorkowych (14, 15, 16). TrudnoSci te sg potggowane przez niewlasciwe przecho-
wywanie i opracowywanie probek materiatu zawierajacego wirusy.

Szacuje sig¢, ze ujemne wyniki izolacji wirusa z materiatow klinicznych, pobranych od
pacjentdw z charakterystycznymi objawami zakazenia enterowirusem, si¢gaja 35% przy-
padkdw (14, 15). Analiza danych epidemiologicznych dotyczacych neuroinfekcji wywoly-
wanych przez enterowirusy w latach 1995-2000 na terenie Polski, przeprowadzona na pod-
stawie danych przesylanych przez WSSE do Zaktadu Wirusologii PZH wykazata, ze naj-
wiecej dodatnich prob izolacji przypada na rok 1995 i 1996. W tych latach pozytywny wy-
nik izolacji uzyskano dla odpowiednio 31% i 28% podjetych prob wyizolowania enterowi-
rusa z probek kalu od osdb z objawami aseptycznych zakazen oun. Jednocze$nie najwig-
cej dodatnich prob izolacji enterowirusow przypadato na miesigce letnie i jesienne co po-
twierdza typowy dla tej grupy patogenéw w strefie klimatu umiarkowanego sezonowy cha-
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rakter zachorowan (9). Od roku 1997 obserwuje si¢ drastyczny spadek czestosci udanych
izolacji w stosunku do przeprowadzonych prob izolacji wirusa. Ujemne prdby izolacji sta-
nowig ponad 90% wszystkich przypadkéw. W roku 2000 dodatni wynik uzyskano dla 1,5%
podjetych prob wyizolowania enterowirusa. PodkreSli¢ nalezy, ze analizowane dane doty-
czyly przypadkow zachorowan z potwierdzonym/wysoce prawdopodobnym enterowiruso-
wym charakterem zakazenia oun, a izolacje enterowirusow prowadzono gldéwnie z katu.
Powszechno$¢ zakazen enterowirusami, ktore w przewazajacym odsetku maja charakter
bezobjawowy i zwigzana z tym ich czesta obecno$¢ w kale u osob zdrowych, wptyneta na
decyzje Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO), wg ktorej wskaznikiem poprawnosci pra-
cy laboratoriow prowadzacych izolacje enterowiruséw jest 5-10% poziom udanych izola-
cji enterowirusow z kalu oséb zdrowych (17). Biorac pod uwage wspomniane szacunki
WHO, odsetek udanych izolacji w omawianych przypadkach powinien by¢ wyzszy.

W prawidlowo prowadzonej diagnostyce enterowirusow, izolacja wirusa powinna by¢
uzupelniona okresleniem przyrostu miana przeciwcial neutralizujacych izolowanego wiru-
sa w dwoch probkach surowicy, pobranych w ostrej i rekonwalescencyjnej fazie choroby.
Przy braku izolacji wirusa w surowicach okre§la si¢ przyrost przeciwcial dla dominujacego
w danym sezonie typu enterowirusa oraz innych wirusow krazacych w populacji, ustalo-
nych na podstawie czgstoSci wywolywanych przez nie zachorowan. Przeprowadzenie do-
ktadniejszej analizy wymaga uzycia blisko 70 szczepdw wirusowych i z tego wzgledu nie jest
stosowane w rutynowej pracy laboratoriow diagnostycznych. W sytuacji, w ktorej udane
izolacje stanowig tak niski odsetek przeprowadzonych prob izolacji istnieje powazne nie-
bezpieczenstwo, ze zmiany profilu serotypéw zakazajacych populacje moga nie zosta¢ za-
uwazone i badania serologiczne beda prowadzona dla innych enterowirusow niz rzeczywi-
Scie krazace 1 wywolujace zakazenia w populacji.

Przedstawiona wstgpna ocena wynikow badan wirusologicznych wykonanych w 6 Pra-
cowniach Wirusologicznych WSSE wskazuje na znacznie zanizony odsetek izolacji entero-
wirusow z probek katu. Przyczyny moga sie wiazac z pobieraniem, przesytaniem i przecho-
wywaniem materialu diagnostycznego, stosowaniem niewlasciwych procedur laboratoryj-
nych, linii komoérkowych i drobnego sprzetu laboratoryjnego. Utrzymanie ale i usprawnie-
nie diagnostycznych badaf wirusologicznych w kierunku enterowirusow jest wazne, ponie-
waz badania te s3 wykonywane w Polsce tylko w Pracowniach Wirusologicznych WSSE
iw Zakladzie Wirusologii PZH.

Powyzsza analiza podkre§la rolg izolacji w monitorowaniu krazenia szczepow enterowi-
rusOw i konieczno$¢ optymalizacji tej procedury diagnostycznej. Jednoczes$nie autorzy pre-
zentowanej pracy maja Swiadomo$¢, ze pelna ocena sytuacji w diagnostyce zakazen ente-
rowirusowych w Polsce wymaga przeanalizowania wynikdw uzyskiwanych we wszystkich
laboratoriach prowadzacych tego typu dziatalnos¢.

I Binduga-Gajewska, W Gut, Z Jarzgbek
PARTICIPATION OF NONPOLIOMYELITIC ENTEROVIRUSES IN CENTRAL NERVOUS

SYSTEM INFECTIONS IN POLAND IN 1995-2000 VIRAL ISOLATION DATA
SUMMARY

The aim of this study was evaluation of enterovirus diagnosis based on isolation of the virus in cell
culture from subjects with aseptic neuroinfection conducted in six Provincial Sanitary-Epidemiolog-
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ical Stations in 1995-2000 years. Available data from six Sanitary-Epidemiological Stations indicated
that 1429 isolation of enteroviruses from fecal samples of those patients were performed. The most
frequently isolated enterovirus serotype was echovirus type 30: 138/203 isolated enteroviruses, but al-
so others enterovirus serotypes were isolated in a study period. In the years 1995 and 1996 the per-
centage of positive results of isolation was highest with the numbers of 31% and 28,27% respective-
ly. The decrease in positive isolation results has been observed from 1997 year. Negative results of
isolation come up to 90% of investigated cases. Only 1,5% of enterovirus isolation attempts finished
successfully in 2002 year. The situation when percentage of positive results of isolation is on so low
level, the natural alterations in a profile of enterovirus serotype infected population cannot be obse-
rved, and serological investigations can be conducted for enterovirus serotypes others than really cir-
culating and causing infections in population.
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