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Wykazano, ze limfocytarne zapalenie opon mdzgowo-rdzeniowych
u dzieci, wywotane wirusem ECHO 30 powoduje stabo zaznaczong reakcje
ostrej fazy, czego wyrazem jest wzrost stezenia wybranych bialek ostrej fazy
(bof) w surowicy iflub plynie mozgowo-rdzeniowym (pmr). Oceniono moc
diagnostyczng bof dla wykrywania i monitorowania przebiegu tej postaci
choroby. Najbardziej uzyteczne wydaje si¢ oznaczanie stezen o-kwasnej gli-
koproteiny w surowicy krwi w pierwszej dobie hospitalizacji.
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WSTEP

Limfocytarne zapalenie opon mézgowo-rdzeniowych (zom) moze by¢ wywolane przez
wirusy, niektore bakterie np. pratki gruzlicy, kretki, a takze grzyby i pasozyty.

Do zakazenia uktadu nerwowego najczgsciej dochodzi droga oddechowa, droga pokar-
mowa, rzadko przez skore (kleszczowe zapalenie moézgu). W miejscu inwazji tworzy sie
pierwotne ognisko zapalne, z ktorego wirusy przedostaja si¢ do krwiobiegu (okres wiruse-
mii) i za pomoca leukocytow zostaja przeniesione do odleglych narzadéw. Jesli dotra do
ukladu nerwowego, rozwija si¢ neuroinfekcja. Na wirusowe zom choruja przewaznie dzie-
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ci w wieku przedszkolnym i szkolnym. U niemowlat zom wystepuje rzadko, ma przebieg
ciezki, a w obrazie klinicznym dominujg objawy zapalenia mozgu.

Wirusy, ktore u dzieci wywotuja zom, nalezg zaréwno do DNA - jak i RNA - wiru-
sow. Najczestszymi czynnikami etiologicznymi wirusowych zom sa wirusy nagminnego
zapalenia przyusznic (30-50% wszystkich zakazen), enterowirusy: ECHO, niektore se-
rotypy wirusow Coxackie B i A, Polio, wirusy opryszczki zwyktej. Ponadto posta¢ zaka-
zenia oponowego moga powodowac wirusy, ktorym przypisuje sie zazwyczaj lokalizacje
mozgowo-rdzeniowa. Sa to wirusy kleszczowego zapalenia mdzgu, odry i ospy wietrz-
nej.

W 1996 roku zarejestrowano duzy wzrost zachorowan na zom — 11 824 przypadki,
w tym 9 408 mialo etiologi¢ wirusowa (surowicze, nieokreslone), 145 meningokokowa,
1663 mialo inng etiologie bakteryjna, a u 608 chorych czynnik etiologiczny byt nieokreslo-
ny (1). Po roku 1996 notuje si¢ spadek zachorowan.

W pierwszej czgsci niniejszej pracy, u dzieci z limfocytarnym zom w nastepstwie powi-
klafn nagminnego zapalenia przyusznic, wykazano stabo zaznaczong reakcje ostrej fazy
i wzrost wybranych stezen biatek ostrej fazy (bof) w plynie mézgowo-rdzeniowym (pmr)
lub/i surowicy krwi. Okre$lono rowniez kliniczng uzyteczno$¢ oznaczen stezefi wybranych
bof: a,-haptoglobiny (HPT), o,-antytrypsyny (AAT), o,-kwasnej glikoproteiny (AAG),
a,-ceruroplazminy (CER) i o,-makroglobuliny (AMG) (2).

Biorac pod uwage wyniki pierwszej czgsci pracy (2) postanowiono kontynuowac bada-
nia nad przydatnoScig diagnostyczng oznaczen stezen bof we krwi i pmr w przebiegu wiru-
sowego zom. Postawiono za cel pracy ocen¢ dynamiki stezefi wybranych biatek ostrej fazy
u dzieci chorych na wirusowe zom, wywotane wirusem ECHO 30.

Zatozono ponadto, ze ocena dynamiki wymienionych wyzej parametrow pozwoli na
przeprowadzenie badania mocy diagnostycznej (czulo$¢, swoistos$¢, efektywno$¢) w dia-
gnozowaniu, réznicowaniu i monitorowaniu przebiegu wirusowego zom. Punktem odnie-
sienia beda wyniki uzyskane u dzieci zdrowych (grupa poréwnawcza).

MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono w grupie 51 dzieci (29 chlopcow i 22 dziewczat), w wieku
4-13 lat (Srednio 8 lat), hospitalizowanych w Oddziale Obserwacyjno-Zakaznym WSSz im.
W1. Bieganskiego w Y.odzi z powodu limfocytarnego zapalenia opon mozgowo-rdzenio-
wych wywotanego wirusem ECHO 30 (wzom). Obecnos$¢ wirusa potwierdzono w bada-
niach serologicznych i wirusologicznych, gdzie materialem do badan byt pmr, wymaz z gar-
dfa i kat pobrane w 1. dobie hospitalizacji.

Do grupy badanej kwalifikowano wylacznie te dzieci, u ktérych na podstawie wywiadu
i badania klinicznego nie stwierdzono innych, poza wzom wspdlistniejacych chordb. Czas
od wystapienia pierwszych objawow choroby do przyjecia do szpitala byt krotki i wynosit
u 82% dzieci 1-2 dni, a u pozostatych 18% wynosit 2-4 dni. Czas pobytu dzieci w szpitalu
wynosit od 11 do 21 dni (Srednio 17).

Grupy odniesienia K1 (n=30) i K2 (n=19) stanowily te same dzieci jak w czgsci I pra-
cy. Do grupy K1 zakwalifikowano 30 zdrowych dzieci (18 chfopcow i 12 dziewczat w wie-
ku 4-15 lat (Srednio 12 lat).

Kryterium zdrowia ustalono na podstawie wywiadu oraz braku odchylen od wartoSci
prawidiowych wynikoéw podstawowych (rutynowych) badai: moczu (badanie ogélne mo-



Nr 2 Oznaczanie bialek ostrej fazy 353

czu), hematologicznych (liczba krwinek czerwonych i biatych, warto$¢ hematokrytu, steze-
nie hemoglobiny, liczba plytek krwi, wskazniki czerwonokrwinkowe, wzor odsetkowy krwi-
nek bialych) i biochemicznych (stgzenie glukozy, mocznika, kreatyniny, biatka catkowite-
o, sodu, potasu, aktywnosci fosfatazy alkalicznej i aminotransferazy asparaginianowej).
Wyniki uzyskane w tej grupie stanowily odniesienie do wynikdw otrzymanych w grupie ba-
danej z oznaczefi w surowicy krwi.

Grupe K2 stanowifo 19 dzieci (12 chtopcéw i 7 dziewczat) w wieku 1-15 lat (Srednio
7 lat) przyjetych do kliniki z podejrzeniem zom, u ktorych wstepna diagnoza nie potwier-
dzita sie. U dzieci tej grupy w 1. dobie hospitalizacji pobierano pmr, w ktérym wykonywa-
no badanie og6lne oraz oznaczano stgzenia biatek ostrej fazy. Grupa ta stanowita grupe
odniesienia do grupy badanej dla oznaczen w pmr.

Od chorych dzieci z zom (grupa badana) i grupy odniesienia K2 w 1. dniu hospitaliza-
cji pobierano 4 — 5 ml krwi z zyly odlokciowej do probéwek prozniowych (Vacutainer sys-
tem, typ serum) oraz 1,5 ml pmr przez naklucie ledzwiowe. W 14. dniu hospitalizacji
u dzieci grupy badanej wykonano oznaczenia we krwi oraz kontrolng punkcje, na ktora wy-
razilo zgode 60% rodzicow (31 zbadanych dzieci).

W pobranym materiale (krew od dzieci grupy K1 oraz krew i pmr od dzieci grupy K2)
wykonano oznaczenia nast¢pujacych bof: bialka C-reaktywnego (CRP), o, -antytrypsyny
(AAT), a,-kwasnej glikoproteiny (AAG), o,-haptoglobiny (HPT) oraz sktadnika C3 do-
petniacza. Oznaczenia wykonano immunochemiczna metoda nefelometrii kinetycznej
z uzyciem systemow: Array Protein oraz ICS Analyzer II firmy Beckman i odczynnikow tej
samej firmy, wediug postepowania zalecanego przez producenta.

Istotno$¢ réznic miedzy badanymi grupami okreSlono nieparametrycznym testem
par Manna-Whitneya, poniewaz w przewazajacej wigkszosci rozktady zmiennych w ba-
danych grupach nie mialy charakteru rozkladu normalnego. Wszystkie obliczenia staty-
styczne wykonano za pomoca programu komputerowego Statistica wersja 7 (certyfikat
nr 3750468).

Dla parametrow, ktore po wstepnej analizie statystycznej wykazaly istotne rdznice
w pordwnaniu do grupy odniesienia, zastosowano poglebiona analize statystyczna, w kto-
rej badano moc diagnostyczna testow w oparciu o krzywe ROC (Relative operating charac-
teristic). Do obliczen wykorzystano specjalistyczny program komputerowy Graph ROC
wersja 2.0 (licencja M. Paradowski, No GR 000076).

WYNIKI

Szczegdtowe wyniki zebrano w tabelach 11 I1.

Najwicksze zmiany stezei bof u dzieci grupy badanej dotyczyly surowicy, szczegllnie
duzy wzrost stezefi wykazata HPT. W grupie badanej w 1. dobie hospitalizacji zaznaczy!
sie wyrazny, statystycznie znamienny wzrost stezenia tego biatka w surowicy w pordwna-
niu do grupy K1. W 14. dniu stezenie HPT w surowicy spadto znamiennie w poréwnaniu
do 1. dnia obserwacji, lecz jeszcze byto statystycznie podwyzszone w poroéwnaniu do grupy
K1. Podobna dynamika stezen w surowicy, jednak o mniejszym nasileniu, wystepowata
w badaniach AAG. Statystycznie znamienny wzrost stezefi w surowicy, w 1. 1 14. dobie
w poréwnaniu do grupy K1 obserwowano w badaniach sktadnika C3 dopetniacza, jednak
przy braku r6znic miedzy 1. a 14. dobg. W dynamice ste¢zenn CRP nie odnotowano dajacych
sie okreSli¢ tendencji, za§ w przypadku AAT nie wykazano zadnych zmian.
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Tabela I.  Stezenie (mediana, rozstgp w mg/l) oznaczonych bialek ostrej fazy w surowicy dzieci
z zapaleniem opon mozgowo-rdzeniowych wywotanym wirusem ECHO 30

Table I. Serum concentration (median, range in mg/l) of the acute phase proteins in children
with meningitis caused by ECHO 30

Oznaczane Grupa ME Grupa ME Grupa K1
biatko 1. doba 14. doba (n=30)
(n=51) (n=49) B
CRP 14,6 b, 30a, 6,9
(1,0-59,6) (1,0-35,1) (1,0-184)
AAT 1500 1540 1610
(160 - 1910) (1240 - 1750) (1380 —1990)
AAG 1027,5 a, b, 875 a, 505
(736 — 1280) (705-1172) (349 - 861)
HPT 1310 a, b, 907 a, 584
(501 —2240) (225 -2220) (67,1-1470)
. 1645 a, 1530 a, 1030
Skadnik C3 (1140 —2150) (1170 —2210) (714 - 1590)
Objasnienia:

Grupa ME (zapalenie opon wywolane wirusem ECHO 30), K1 (dzieci zdrowe)

a,, ay, a; — roznice znamienne statystycznie migdzy grupami badanymi, a grupa odniesienia K1 na
poziomach istotnosci odpowiednio p < 0,05, p <0,01, p <0,001

by, by, b; — rdznice znamienne statystycznie miedzy grupami badanymi ME w 1. i 14. dobie na
poziomach istotnosci odpowiednio p < 0,05, p <0,01, p <0,001

Tabela II. Stezenie (mediana, rozstgp w mg/l) oznaczonych bialek ostrej fazy w plynie mozgo-
wo-rdzeniowym dzieci z zapaleniem opon mézgowo-rdzeniowych wywotanym wiru-
sem ECHO 30

Table II.  Cerebrospinal fluid concentration (median, range in mg/l) of the acute phase proteins
in children with meningitis caused by ECHO 30

Oznaczane Grupa ME Grupa ME Grupa K2
biatko 1.doba 14.doba (n=19)
(n=51) (n=49) B
10D, 0.3 10
CRP (0.7-43) (0,1-11,0) 03-1,7)
38a, 374, 23
HPT (22-9,1) (2,0-64) 0,8-69)
. 73D, 81a, 6,7
Skdadnik C3 (52-302) (69— 14,9) (5.0-87)

Objasnienia:

Grupa ME (zapalenie opon wywolane wirusem ECHO 30), K2 (grupa odniesienia do badan w pmr)

a;, a5, a; — roznice znamienne statystycznie miedzy grupami badanymi, a grupa odniesienia K2 na
poziomach istotno$ci odpowiednio p < 0,05, p <0,01, p <0,001

by, by, b; — rdznice znamienne statystycznie miedzy grupami badanymi ME w 1. i 14. dobie na
poziomach istotnosci odpowiednio p < 0,05, p <0,01, p <0,001
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Badanie stezen CRP i sktadnika C3 dopetniacza w pmr grupy badanej nie wykazato
zadnych istotnych r6éznic w poréwnaniu do grupy K2. Zaobserwowano jedynie znamienny
wzrost stezenia HPT w 1. 1 14. dobie w poréwnaniu do grupy odniesienia.

Do pogtebionej oceny statystycznej zakwalifikowano te parametry, ktore po wstepnej ana-
lizie statystycznej wykazywaly istotne rdznice w grupie dzieci chorych na zom, wywotanego wi-
rusem ECHO 30 w poréwnaniu do grup odniesienia K1 i K2. Byly to, jak wynika z powyzsze-
go opisu badan, nastepujace parametry: AAG, HPT i C3 w surowicy krwi oraz HPT w pmr.

Z zastosowaniem krzywych ROC wyliczono efektywno$¢ diagnostyczna. Szczegoto-
we wyniki przedstawiono na ryc. 1, 2 i 3. Najwyzsze wartosci dla efektywnosci diagno-
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Ryec. 3. Efektywnos$¢ diagnostyczna oznaczen stezeh AAG w surowicy krwi u dzieci z meningitis
wywotanego wirusem ECHO-30 w 1. i 14. dobie hospitalizacji
Fig. 3. Diagnostic power for determinations of AAG serum concentrations in children with
meningitis caused by ECHOVIRUS 30 on Day 1 and Day 14 of hospitalization

stycznej odnotowano dla oznaczeh AAG w surowicy krwi w 1. i 14. dobie hospitalizacji
odpowiednio: 94.6 i 94.3%, z moca diagnostyczng oznaczen mierzong wzgledna po-
wierzchnia pod krzywa ROC (pROC) odpowiednio: 0,9886 i 0,9796. Mniejsze wartoSci
czuloSci, swoistosci i mocy diagnostycznej uzyskano dla HPT i skfadnika C3 dopetnia-
cza.

DYSKUSJA

Oznaczanie stezen bof jest dobrym, powszechnie stosowanym markerem stanow
ostrych, szczegdlnie chorob infekeyjnych. U dzieci objawy kliniczne w chorobach infekeyj-
nych manifestuja si¢ wyrazniej niz u doroslych. Rowniez sama reakcja ostrej fazy jest sil-
niej zaznaczona.

Na dzieni dzisiejszy nie ma zadnych obiektywnych danych wskazujacych, ze oznacza-
nie stezeft CRP stanowi jedyne, decydujace kryterium dla podjecia decyzji o rozpozna-
niu lub kontynuowaniu leczenia przeciwbakteryjnego u pacjentdw z zakazeniami bak-
teryjnymi: zapaleniem opon mdzgowo-rdzeniowych, bakteriemia, zapaleniem pluc i in-
nymi. Moze jednak stanowi¢ kryterium uzupetniajace, a wigc nie nalezy do tzw. ,,zto-
tych standardéw” (3). Tym bardziej mozna zalozy¢, ze uzytecznos¢ diagnostyczna ozna-
czen CRP w surowicy w wirusowym zom, wywotanym wirusem ECHO 30 jest niewystar-
czajaca.

Liczni badacze weryfikuja dzi§ inne, znane wczesniej testy, w tym obraz biatokrwinko-
wy pmr (4,5) oraz poszukuja nowych testow jak oznaczanie prokalcytoniny (6,7). Efektyw-
no$¢ diagnostyczng probuje si¢ poprawic¢ rowniez w oparciu o oznaczenia innych niz CRP
biatek lub oznaczajac rownoczesnie zestaw kilku bialek, ktore w sposob istotny poprawia-
ja efektywno$¢ w roznicowaniu i przebiegu zom, nie tylko bakteryjnego lecz rowniez wiru-
sowego (8).

W nielicznych publikacjach oceniano role i przydatnos$¢ diagnostyczng w rozpoznawa-
niu i monitorowaniu przebiegu zakazen takich biatek ostrej fazy jak: HPT, AAG, AAT,
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ceruroplazminy (CER) i a,-makroglobuliny (AMG) (9-16). Dotyczyto to jednak chorob
o etiologii bakteryjnej, jak np: zapalenia mozgu (17) czy posocznicy (18). We wszystkich
tych pracach potwierdzono petng przydatno$¢ oznaczen bof w surowicy krwi w rozpozna-
waniu i monitorowaniu przebiegu zakazen bakteryjnych oraz efektywnosci terapii antybio-
tykowej. Podobnie jak oznaczanie CRP, ocena stezen innych bof nie jest zaliczana do zto-
tych standardow.

W przeprowadzonych przez nas badaniach u dzieci chorych na zom o jednorodnej
etiologii — wywolanej wirusem ECHO 30 w poréwnaniu do grupy odniesienia, zazna-
czyl si¢ znamienny wzrost stezef w surowicy i pmr takich biatek jak: HPT, AAG i sktad-
nika C3 dopelniacza w 1. i 14. dobie hospitalizacji. Pogiebiona analiza statystyczna
w oparciu o krzywe ROC oznaczen stezen AAG i HPT i skfadnika C3 dopelniacza w su-
rowicy krwi potwierdzila ich duza warto$¢ diagnostyczna w zom, wywolanym wirusem
ECHO 30.

Do analizy efektywnoSci diagnostycznej oznaczefi BOF, a tym samym ich uzytecznosci
klinicznej, wykorzystano nowoczesng metode okreslenia z uzyciem krzywych ROC. Meto-
da ta stosowana od kilku lat (8,19,20), wykorzystujac modele matematyczne, taczy czutos¢
i swoisto$¢ diagnostyczna, przedstawiajac je w formie wykresow i wyliczonych wzglednych
powierzchni pod krzywymi ROC.

Badania potwierdzily wyniki badan prezentowanych w czgsci I (2). Wykazaly bowiem,
ze w przebiegu wirusowego zom o roznej etiologii, wywotana zostata reakcja ostrej fazy.
Nasilenie tej reakcji wprawdzie nie byto silne, jednak na tyle wyrazne, ze pozwolifo to na
wykazanie duzej mocy diagnostycznej oznaczen niektdrych bof. Do najbardziej przydat-
nych w tym zakresie nalezag: HPT i AAG.

Uznany marker stanow infekcyjnych i zapalnych jakim jest CRP, nie wykazuje wlasci-
wosci dajacych podstawe do jego wykorzystania w diagnozowaniu wirusowego zom. Jed-
nakze odpowiedZ ostrej fazy w wirusowym, a nie bakteryjnym zom jest znacznie stabsza
i dlatego, prawdopodobnie ze wzgledu na krotki okres péttrwania CRP, wynoszacy ok. 19
godz. (21), jego uzytecznos¢ jest niska.

Problem uzyteczno$ci klinicznej oznaczen bof w zom o etiologii niebakteryjne;j jest na-
dal otwarty i wymaga dalszych badaf.

WNIOSKI

1. Zapalenie opon mozgowo-rdzeniowych u dzieci wywolane wirusem ECHO 30 wywo-
tuje staba reakcje ostrej fazy, bardziej widoczng we krwi niz w ptynie mézgowo-rdze-
niowym. Wyrazem tego jest znamienny wzrost w 1. i 14. dobie hospitalizacji stezen:
w plynie mézgowo-rdzeniowym o,-haptoglobiny, a w surowicy — o,-kwasnej glikopro-
teiny, sktadnika C3 dopetniacza i a,-haptoglobiny.

2. Oznaczenia stezef o,-kwasnej glikoproteiny, sktadnika C3 dopetniacza i a,-haptoglo-
biny w surowicy, odmiennie niz w plynie mdzgowo-rdzeniowym, wykazuja duza moc
diagnostyczna dla wykrywania i monitorowania przebiegu tej postaci zom.

3. Oznaczenia stezenia biatka C-reaktywnego w plynie mozgowo-rdzeniowym i surowicy,
najprawdopodobniej z uwagi na jego krotki okres pottrwania, ma watpliwg moc dia-
gnostyczng w diagnozowaniu i monitorowaniu przebiegu tej postaci zom.
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DOES THE ASSAYING OF ACUTE PHASE PROTEIN CONCENTRATIONS IN
CEREBROSPINAL FLUID AND/OR IN SERUM IN PATIENT WITH VIRAL
MENINGITIS IS DIAGNOSTIC VALUE?

PART II. LYMPHOCYTIC MENINGITIS CAUSED BY ECHO 30 VIRUS

SUMMARY

The aim of the study was to evaluate dynamics of selected acute phase proteins in serum and ce-
rebrospinal fluid (CSF) in children with viral meningitis and to assess diagnostic power of protein de-
termination for detection and treatment monitoring.

51 children with viral meningitis caused by ECHO 30 virus were included in the study group. Con-
centration of C-reactive protein (CRP), o,-antitrypsin (AAT), o,-acid glycoprotein (AAG), a,-hapto-
globin (HPT) and C3 complement fragment were determined in serum and CSF at entry and at day
14 after admittance to hospital. Control group for serum determination consisted in 30 healthy chil-
dren (Group K1) and control group for CSF determination consisted in 19 hospitalized children in
whom the diagnosis of meningitis was not confirmed (group K2).

The greatest rise of acute phase proteins concentration was observed in children in case of HPT,
AAG and C3 complement when determined in serum.

Meningitis in children that was caused by ECHO 30 virus produces slight acute phase reaction
that is more evident in serum than in CSF. It is confirmed by remarkable increase of AAG, HPT, C3
complement in serum and HPT in CSF either at entry or at the day 14. The determination of AAG,
HPT and C3 complement in serum have diagnostic power that is strong enough to meningitis diagno-
stics and monitoring of treatment.
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