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Afkortingen

IDDM = insulin-dependent diabetes mellitus

ICA = 1islet cell antibodies

ICCA = islet cell cytoplasmatic antibodies

CF-ICCA= complement-fixing islet cell cytoplasmatic antibodies
ICSA = 1islet cell surface antibodies

GCA = glucagon cell antibodies

IAA = 1insulin-(auto)antibodies



VOORWOORD

Het onderzoek naar de oorzaken van diabetes bij jeugdigen raakte
de laatste jaren in een zodanige stroomversnelling dat primaire
preventie in zicht lijkt te komen. Veel is echter nog onbekend.
Zo is niet duidelijk wat de oorzaak is van de grote verschillen
in de incidentie van juveniele diabetes tussen verschillende
westelijke landen. Evenmin is bekend wat de oorzaak (oorzaken)
zou(den) kunnen zijn van de toename van de incidentie die in
verscheidene westelijke landen wordt gevonden. Het Nederlandse
incidentieonderzoek dat vanuit het NIPG in 1981-1983 werd ver-

richt leverde voor beide onbekenden bouwstenen op.

De oorzaak van diabetes-type 1 wordt thans vooral gezocht in het
immunologische proces in de insuline-producerende betacellen in
de alvleesklier dat, bij bepaalde predispositie, kan worden
uitgelokt door factoren uit de omgeving. Met name zouden dat
virale infecties zijn; bofinfectie wordt daarbij vaak vermeld.
Ook vaccinatie tegen bof, actueel door het advies van de Gezond-
heidsraad in 1984 om deze inenting op te nemen in het Rijksvac-
cinatieprogramma, wordt als mogelijke 'trigger' van diabetes

genoemd.

Reeds geruime tijd voor de aandoening klinisch manifest wordt
zijn bij jeugdigen met diabetes antistoffen tegen de betacellen
aan te tonen. Het onderzoek waarvan in dit rapport verslag wordt
gedaan, was speciaal gericht op deze 'markers', zowel in serum
van bofpatiénten als van tegen bof gevaccineerden. Vaandrager
legde hiermee een verbinding met het eveneens onder zijn ressort
vallende vaccinatieonderzoek dat in de sector Jeugd van het NIPG
in samenwerking met het Rijksinstituut voor Volksgezondheid en
Milieuhygiéne (RIVM) wordt verricht (medeauteurs dr. Plantinga
en Prof. Ruitenberg). Internationale contacten waren daarbij wvan

belang: Vaandrager en medeauteur Bruining zijn reeds verschei-
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dene jaren 1lid van de International Study Group of Diabetes in
children and adolescents.

Het leeuwendeel van het onderzoek bestaat uit de moeilijke immu-
nologische bepalingen die, op internationaal getoetste wijze,
werden bepaald door dr. J.L. Molenaar op de afdeling immunopa-
thologie van de Stichting Samenwerkende Delftse Ziekenhuizen.
Van bofpati&nten werden serummonsters verkregen in samenwerking
met het RIVM en met de GGD te Rotterdam (hoofd van de afd. Viro-
logie tot eind 1985 dr. G.J.P. Schaap). Voor het vaccinatiedeel
van het onderzoek werd het veldonderzoek verricht op consulta-
tiebureaus in Aalsmeer en Uithoorn. Alle genoemde instanties
danken wij hierbij zeer.

In het bijzonder zijn wij dank verschuldigd aan het Praeventie-

fonds, dat aan dit onderzoek een financi&le bijdrage heeft ver-

leend.

Dr. A. Dijkstra,

onderdirecteur.
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1. HET DOEL VAN HET ONDERZOEK

] Inleiding

Als uitwendige factoren welke bij de pathogenese van insuline-
afhankelijke diabetes (IDDM) bij jeugdigen een rol spelen, wor-
den vooral virale infecties vermeld, waaronder zeer frequent
bofinfectiel). Als mogelijke verklaring voor een toeneming van
de incidentie van IDDM in westelijke landen - in Nederland vormt
de stijging van de prevalentie bij gekeurden voor de dienst-

2)

plicht een argument daarvoor - wordt wel een verband geopperd

met de massavaccinatie met levend virus3). Gezien het opnemen
van bofvaccinatie in het Rijksvaccinatieprogramma (per 1.1.1987)
werd onderzoek naar een mogelijke diabetogene werking van bof-
vaccin temeer van belang geacht.

Onderzoek werd verricht bij een aantal jeugdigen, voor en na
bofvaccinatie, naar het optreden van antistoffen tegen betacel-
len van het pancreas (ICA): deze laatste vormen een goede pre-
dictie voor IDDM4). Onderzoek in dit opzicht is ons uit de lite-
ratuur niet bekend.

Voorts werd de mate van ICA-vorming na bofinfectie bepaald;
hiervan zijn in de literatuur enkele onderzoeken bekend, met

tegenstrijdige bevindingen5)6)7).

1.2 Aetiologie en pathogenese van insuline-afhankelijke

diabetes

Diabetes mellitus bij jeugdigen is een ernstige ziekte, vooral
door de complicaties op langere termijn. Het betreft als regel
insuline-afhankelijke diabetes (type 1; IDDM). Er is hierbij een

aantasting van de insuline-producerende betacellen in de eiland-



jes van Langerhans in de alvleesklier. Indien meer dan 70-80%
van de betacelfunctie is uitgevallen treedt klinisch-manifeste
diabetes op.

Vooral de laatste jaren ontstond meer inzicht in de aetiologie
en de pathogenese. Naast erfelijke aanleg en autoimmuniteit
blijken uitwendige factoren' bij het ontstaan van de ziekte een
belangrijke rol te spelen. Dit werd vooral duidelijk uit onder-
zoek van identieke tweelingen, waarbij minder dan de helft van
degenen waarvan er één voor het 40e jaar diabetes kreeg, con-
cordant bleeka).

Een autoimmuunproces in de pathogenese blijkt onder meer uit de
aanwezigheid van antistoffen tegen betacellen (ICA) bij meer dan
2/3 van alle jongeren met recente diabetes; in de totale popula-
tie jeugdigen komt ICA in minder dan 1% voorg). Voorts treedt
reeds geruime tijd (soms jaren) vé6r het optreden van diabetes

10)

ICA-vorming op Het schema volgens Bruining in figuur 1 ver-

duidelijkt dit destructieproces in de loop van de tijdll).

Pancreatic beta cell destruction

Percent of the beta cell mass left

lﬂﬂ-j

iy

I o m Time

Figuur 1. Schematische voorstelling van de destructie van betacellen bij IDDM
naar Bruining (1984)
I. Genetische predispositie
II. Subklinische expressie met ICA-vorming
III. Klinisch manifest.



Als exogene factoren die tot IDDM aanleiding geven zijn vooral
virale infecties bekend, waarbij speciaal het bofvirus en het

1)

coxsackievirus in de literatuur worden vermeld ’.

1.3 Bofvirus en de vorming van ICA

Bofinfectie

Van bof zijn er sinds meer dan 100 jaar regelmatig casuistische
mededelingen van diabetes die manifest wordt enkele weken na het
optreden van bof. Soms betreft het meerdere gevallen: Bij een
bofepidemie in een dorp in Zweden kregen 4 van de 40 kinderen
binnen een jaar na bofinfectie diabetes; dit is het 500-voudige
van de jaarlijkse Zweedse diabetes-incidentie op deze leef-

2)

tijd1 . Het grootste onderzoek op dit gebied is van Gamble
(1980)13). Deze suggereert dat de associatie bof - diabetes
causaal is: Aan 1663 jeugdigen met recent opgetreden diabetes
werd tussen 1972 en 1974 gevraagd naar ziekten waarvoor de huis-
arts werd geconsulteerd in de 6 maanden v66r het manifest worden
van de diabetes. Er was meer dan 2 maal het aantal verwachte
episoden aan bof in die maanden; in de laatste maand zelfs 5x

het verwachte aantal (zie figuur 2).
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Figuur 2. Aantal bofepisoden gedurende de 6 maanden voor het manifest worden van
diabetes bij 1663 jeugdigen (0-15 jaar) in het Verenigd Koninkrijk. De
gebroken lijn geeft de verwachte frequentie aan op grond van huisart-
sen-peilstations. (Gamble, Epidemiol.Rev. 2 (1980) 49-70).

De totale invloed van bofinfectie op de incidentie van IDDM is
blijkens dit onderzoek echter gering: Van de 1663 gevallen van
IDDM waren er 15 meer bofepisoden dan te verwachten was; dit is
minder dan 1% van alle gevallen. De associatie van diabetes met
bof is derhalve zeldzaam.

Helmke et al. (1980) vonden bij 14 van 30 kinderen die in 1979/
1980 werden opgenomen wegens complicaties van bof ICAIA). In het
volgend jaar vonden de onderzoekers ICA in 7 van 25 gevallen, de
daaropvolgende jaren in 0 gevallen (zie fig. 3); de verschillen
tussen de eerstgenoemde jaren en de latere werden bevestigd door
wederom alle sera te onderzoeken met dezelfde techniek, met ook

5)

eenzelfde pancreas
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Figuur 3. ICCA (o) en CF-ICCA (#) bij kinderen met bofinfectie tussen 1979 en
juni 1984 (Helmke et al., 1986; Diabetologia 29: 31).

De bevindingen in de eerste jaren van de Helmke-groep zijn in
overeenstemming met die van Ratzmann et al. (1984) (ICA bij 67
van 86 gevallen van bof)6), die van de laatste jaren met die van
Richens en Jones (1981; 0/25)7). Als verklaring voor de gevonden
verschillen wordt wel geopperd dat die veroorzaakt worden door
verschillen tussen diverse bofstammen ("strains"), =zoals die
blijken te bestaan bij toepassing van monoclonale antilicha-
menls). De positieve ICA-bevindingen waren zowel bij de groep
van Helmke als bij die van Ratzmann grotendeels van tijdelijke
aard. In de groep bofpatiénten van Helmke (125) kreeg er één na

ruim 3 jaar vervolgonderzoek diabetes, in die van Ratzmann (127)

geen.



Bofvaccinatie
Ook na bofvaccinatie worden gevallen van IDDM beschreven. Helm-
ke, Otten et al. (1986) verzamelden 7 gevallen waarbij diabetes

optrads).

De ICA-bepaling was, bij de 4 kinderen waarbij dit
bepaald werd, positief. Drie van deze gevallen waren uit de re-
gio Giessen, de overige vier werden, na een oproep hiertoe, ge-
meld uit Hamburg en uit Bern. Het is niet bekend hoe groot de
totale populatie jeugdigen met bof was waaruit de IDDM patiénten

afkomstig zijn; de noemer is niet bekend.

1.4 Vraagstellingen

Het onderzoek wil antwoord geven op de volgende vraagstellingen:

1. Worden na inenting met het in Nederland toegepaste bofvac-
cin antistoffen gevormd tegen betacellen van het pancreas?
Zo ja, in welke mate?

2. Worden bij een Nederlandse groep jeugdigen na bofinfectie
antistoffen gevormd tegen betacellen van het pancreas? Zo

ja, in welke mate?



2. METHODE EN UITVOERING

2.1 Bepalingsmethoden

ICA-bepaling

De serummonsters worden onderzocht op antistoffen gericht tegen
cytoplasmatische antigenen van de eilandjescellen (ICCA). Van
evt. positieve sera volgt onderzoek naar het complementbindende
karakter en naar de titer van de gedetecteerde ICCA's16).
Normaal humaan pancreasweefsel, dat verkregen is van nierdonoren
met bloedgroep O en dat verzameld is zo kort mogelijk na opera-
tie, vormt het substraat voor het aantonen van ICCA's.

Het weefsel wordt onmiddellijk in kleine stukjes ingevroren in
isopentaan wat gekoeld is door vloeibare stikstof, waarna het
bewaard wordt bij -80° c. Vervolgens worden 4 um coupes gesneden
met behulp van een cryotoom bij «20° C. De coupes worden aan de
lucht gedroogd gedurende % uur.

De sera, welke worden getest op het voorkomen van ICCA's, worden
geincubeerd met de aan de lucht gedroogde ongefixeerde coupes.
Volgens een indirecte immunofluorescentiemethode worden ICCA's
vervolgens aangetoond. Voor de detectie van IgG-ICCA's wordt een
konijn-antihumaan IgG gebruikt in een verdunning van 1:80.

Of de antistoffen complementbindend zijn, wordt getest met een
anti-C3 conjugaat (1:80), nadat vers AB serum als complementbron
met de gebonden ICCA's heeft gereageerd. In die gevallen waar in
eerste instantie geen complementbinding waarneembaar is, blijkt
het complementbindend karakter pas, nadat de concentratie aan
IgG-ICCA op de coupe door herhaalde patié&ntenserumincubatie is
verhoogd.

Voor de bepaling van de titer aan antistoffen worden de verdun-

ningen in negatief normaal serum uitgevoerd. Dit ter voorkoming



van weefseldestructie, waardoor beoordeling bemoeilijkt wordt.

De resultaten worden tenslotte dubbelblind afgelezen.

GCA-bepaling

Evenals bij de ICA-bepaling wordt bij het aantonen van antistof-
fen tegen glucagonproducergnde cellen uitgegaan van hetzelfde
pancreasweefsel, dat op dezelfde wijze is bewerkt. Na incubatie
met onverdund serum worden de coupes vervolgens nageincubeerd
met een rat-antihumaan glucagon, gevolgd door een zwijn-antirat
Ig, gelabeld met TRITC. Tenslotte volgt nog een incubatie met
een rat-antihumaan IgG, dat met FITC is gemerkt. Indien rood
fluorescerende cellen ook groen fluoresceren, dan is het humane

serum positief voor GCA.

IAA-bepaling

Insuline-(auto)antistoffen worden als volgt aangetoond: Humaan-
dan wel varkensinsuline wordt volgens standaardprocedures aan
ELISA-platen gecoat bij 370 C en vervolgens gedurende één uur
bij 37o C met de te testen sera geincubeerd en na wassen geincu-
beerd met een geit-antihumaan IgG, dat met peridoxane was gela-
beld en na reactie met orthophenylenediamenie (OPD) zichtbaar
wordt gemaakt.

In een controlegroep van 27 sera van pas gediagnostiseerde nog
niet met insuline behandelde IDDM-pati&nten was 30% positief,
hetgeen overeenkomstig is met de bevindingen uit de recente

7)
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2.2 Uitvoering en resultaten

1. Onderzoek voor en na bofvaccinatie

Aan t 400 ouders van kinderen die in 1981 en 1982 de consulta-
tiebureaus voor zuigelingen bezochten in Aalsmeer en Uithoorn
werd op de leeftijd van 14 maanden gevraagd hun kinderen aan een
bofvaccinatie-onderzoek te laten meedoen. Hiertoe werden tijdens
de mazelenvaccinatie informatiefolders uitgereikt.

152 kinderen namen deel aan het onderzoek op een leeftijd tussen
16 en 21 maanden in 1981 en 1982.

Voor en 8 weken na vaccinatie met MSD-monovaccin (R Mumpsvax;
Merck, Sharp en Dohme) werd bloed afgenomen. Van 149 van hen
werd op de leeftijd rond 4 jaar (21/4-23/4 jaar na de vaccina-
tie) wederom bloed verkregen.

Vé6r vaccinatie waren 151 kinderen seronegatief, één was posi-
tief. 8 weken na vaccinatie was er seroconversie (ELISA en he-
magglutinatiereactie) bij 149 van de 152; bij 11 was dit 8 weken
na revaccinatie het geval.

Op de leeftijd van 4 jaar meldden 35 van hen een bofcontact in
gezin of op school. Geen van de kinderen toonde tekenen van
bofinfectie. Geen van de kinderen had op die leeftijd diabetes
gekregen.

Tabel 1 toont de uitslagen van de ICA-bepalingen. Het onderzoek

was bij allen negatief.

Tabel 1. ICA-bepaling na bofvaccinatie bij 152 kinderen, 16-21 maanden oud

(1981/1982).
serumafname aantal sera ICA +
v&6r vaccinatie 152 0
8 weken 152 0

na vaccinatie
2% jaar 149 0




Wat het onderzoek op GCA betreft werden vé6r vaccinatie twee van
de 152 sera positief bevonden. 8 weken na vaccinatie was serum
van deze twee kinderen nog positief. Ook twee andere sera bleken
8 weken na vaccinatie voor GCA positief te zijn geworden. Na 2%
jaar waren alle sera GCA-negatief.

In een latere fase van het onderzoek zijn de sera voorts op IAA
onderzocht; ook deze autoantistoffen kunnen, evenals ICA, aan-
wijzingen geven ten aanzien van te verwachten insuline-afhanke-
lijkheidla)lg). Het optreden van IAA, zowel v6é6r als na vaccina-

tie, bleek niet hoger dan in de 'normale' populatie (+ 5%).

la. Onderzoek v66r en na mazelenvaccinatie

Bij 105 kinderen in Bilthoven, Den Haag en Utrecht werd véér en
6 weken na mazelenvaccinatie op de leeftijd van 14-15 maanden
serum verkregen. Alle serummonsters waren negatief op ICA.

De serummonsters van deze groep zijn niet op GCA en IAA onder-

zocht.

2. Onderzoek na bofinfectie

Van 184 jeugdigen (0 t/m 19 jaar; m/v 127/57) werden 242 serum-
monsters verkregen van 1 tot 6 weken na bofinfectie. Het waren
alle serummonsters met positieve reacties (complementfixatie
en/of immunofluorescentietest) welke in 1984 en 1985 naar de
afdeling Virologie van de GGD Rotterdam en naar de afdeling
Virologie van het RIVM te Bilthoven waren ingestuurd wegens
verdenking op bofinfectie. Het betrof veelal complicaties van
bof bij ten tijde van de bloedafname in een ziekenhuis opgenomen
kinderen. De voornaamste redenen van inzending waren verdenking
op bof bij meningoencefalitis (78;m/v 56/22), febris (17; 10/7),
orchitis (13;13/0), klierzwelling (ll; 7/4), pancreatitis (1l1;
7/4), buikpijn (4; 1/3), myalgie (3; 1/2), lymfocytose (3; 2/1),
grote milt (l; 0/1), onbekend (43; 30/13).
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In tabel 2 worden de resultaten van de ICA-bepalingen weergege-

ven, met. vermelding van het aantal weken na bofinfectie.

Tabel 2. ICA-bepaling in 242 sera van 184 pati&nten met bofinfectie (1984/
1985)

aantal weken na begin ' aantal sera ICA+
van de aandoening

1 112 0
2 57 0
3 58 0
4 8 0
5 5 0
6 2 0

Alle sera waren op ICA negatief. Het is niet bekend of één van
deze jeugdigen diabetes kreeg. Ook in deze serummonsters werd
onderzoek verricht op GCA en op IAA: van één pati&nt bleken twee
opeenvolgende sera (met 14 dagen tijdsverschil) positief voor
GCA. De frequentie IAA bleek niet hoger dan in de controlepopu-
latie (5%).
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3. BESPREKING

Bij geen van de tegen bof gevaccineerde kinderen werd ICA gevon-
den. Het betrof 149 kinderen bij wie dit werd nagegaan 8 weken
en 2% jaar na de inenting op de leeftijd van 16-21 maanden.
(Evenmin was dit het geval ‘bij 105 kinderen van +15 maanden 6
weken na inenting met verzwakt levend virus tegen mazelen). Het
onderzoek, met genoemde beperking in leeftijd, tijdstip van
bepaling en aantal onderzochte personen, leverde geen aanwijzing
op dat bofvaccinatie een verhoogd risico geeft op ICA-vorming.
Het aantal kinderen is relatief klein. De kans op vorming van
ICA is met 95% betrouwbaarheid gelegen tussen 0 en 2.0% (Pois-
sonverdeling). Om bij dezelfde mate van betrouwbaarheid dit
interval te verkleinen tot 0-0.5% zouden bij tenminste 600 in
plaats van bij 149 gevaccineerde kinderen alle uitslagen op ICA
negatief moeten zijn.

Het is duidelijk dat de onderzoeksbevindingen alleen geldig zijn
voor de bofstam waarmee werd gevaccineerd, in casu de Jeryl
Lynnstam (Mumpsvax; M.S.D.). In het licht van de in het voor-
gaande genoemde verschilende bevindingen op het punt van ICA-
vorming bij verschillende pati&ntengroepen met bofinfectie, is
het zeer wel denkbaar dat vaccinatie met een andere dan de Jeryl
Lynnstam wél ICA-positieven zou opleveren. Dit betekent dat
alvorens een ander vaccin zou worden geintroduceerd, hernieuwd
onderzoek naar mogelijke ICA-vorming noodzakelijk is.

Wat het onderzoek van sera van jeugdigen met bofinfectie be-
treft: In geen van de serummonsters werd ICA gevonden. Deze
negatieve bevinding verschilt van de bevindingen van Helmke et
al. in de jaren 1979-1981 en met die van Ratzmann, doch komt
overeen met de latere bevindingen van Helmke (1982-1984) en met
die van Richens en Joness)6)7).

De oorzaak van de negatieve bevinding kan gelegen zijn in het

vroege tijdstip van bloedafname; de meeste serummonsters waren
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van 1-2 weken na het manifest worden van de bofaandoening, in
tegenstelling tot het interval in het onderzoek van Ratzmann dat
meerdere maanden bedroeg. Het tijdstip van bloedafname
verschilde echter niet van dat in het onderzoek van de Helmke-
groep (zowel in de jaren 1979-1981, als in 1982-1984) en van dat
van Richens en Jones. Het verschil in bevinding kan zeer zeker
berusten op verschillen in methodiek van de ICA-bepaling. Zo kan
de discrepantie met het onderzoek van Ratzmann et al. worden
verklaard door het feit dat deze groep werkte met in formaline
gefixeerd inplaats van met vers ingevroren pancreas. Bij het on-
derzoek van Helmke et al. is dat niet het geval. Bovendien vond
deze groep bij heronderzoek met éénzelfde pancreas een bevesti-
ging van hun resultaten over de genoemde jaren.

De verschillen in ICA-positiviteit in de verschillende onderzoe-
ken zou inderdaad veroorzaakt kunnen worden door verschillen in
diverse bofstammen zoals die ook blijken te bestaan bij gebruik
van monoclonale antilichamenls).

Ten aanzien van de tijdelijk positieve bevindingen wat betreft
GCA bij twee van de 152 gevaccineerde jeugdigen (bij twee ande-
ren waren er vbé6r vaccinatie reeds GCA aanwezig), is er geen
conclusie mogelijkzo).

Wat de IAA betreft werd dus noch bij de gevaccineerde groep,
noch bij de groep met bofinfectie in verhoogde mate IgG-IAA
gevonden. Verder onderzoek op dit punt is gewenst. Blijkens zeer
recent onderzoek vonden Bodansky et al. in sera van patié&nten
met diverse virale infecties n.l. wel verhoogde IAA van de IgM-
klasse. Zij postuleren dat de verandering van IgM-IAA naar IgG-
IAA een belangrijke factor kan zijn in de pathogenese van IDDM-
21)- |

Samenvattend werden in het onderzoek noch bij de jeugdigen die
tegen bof werden gevaccineerd, noch bij de met bofvirus geinfec-

teerden, aanknopingspunten gevonden voor een directe betacelbe-

schadiging. De bevindingen zijn in overeenstemming met de opvat-
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ting dat virale infectie het proces van metabole decompensatie

2)

in de betacel niet zozeer initieert, danwel kan bevorderen
23). Bij kinderen in een prediabetisch stadium, veelal met ICA,
kan bofvaccinatie diabetes manifest doen worden. Gezien de inci-
dentiecurve naar leeftijd is de kans hierop op de leeftijd van
15 maanden (vanaf 1.1.'87 wordt rond deze leeftijd in het Rijks-
vaccinatieschema de eerste BMR-vaccinatie toegediend) beduidend
kleiner dan die op de leeftijd van 9 jaar (2e BMR vaccinatie).
Hier staat tegenover dat bofinfectie eveneens het manifest wor-
den van IDDM kan bevorderen, en dat, gezien het optreden van

meer diabetogene stammen, in hogere mate dan de thans hierop

onderzochte Jeryl Lynnstam.

14



4, SAMENVATTING

Bofinfectie en vaccinatie met levend bofvirus zouden een factor
zijn in de pathogenese van insuline-afhankelijke diabetes bij
jeugdigen.

242 sera van 184 pati&nten met bof (< 20 jr.) werden verzameld
tussen 1 en 6 weken na de eerste ziektesymptomen. Alle sera
waren negatief op antilichamen tegen betacellen van het pancreas
(ICA). Deze bevindingen zijn verschillend van die in de groep
van Helmke in 1979-1981, en van die van anderen, doch komen
overeen met latere bevindingen van de Helmkegroep en eveneens
met die van anderen. De verschillen in ICA-vorming zijn waar-
schijnlijk het gevolg van verschillen tussen diverse bofvirus-
stammen. In een prospectief onderzoek van 149 kinderen die in
1982 werden gevaccineerd met verzwakt levend bofvirus (MSD-mono-
vaccin; Jeryl Lynnstam) werden sera verkregen vé6r vaccinatie
(op de leeftijd van 16 tot 21 maanden) en 8 weken resp. 2% jaar
hierna. In geen van de sera werden ICA aangetoond. Evenmin was
dit het geval bij 105 kinderen voor en 6 weken na mazelenvacci-
natie op de leeftijd van 14 tot 15 maanden. Bij de groep met
bofinfectie en bij die voor en na bofvaccinatie was onderzoek op
glucagoncelantistoffen en op insuline-antistoffen (IgG-klasse)
negatief.

Noch bij de geinfecteerden, noch bij de gevaccineerden werden in
het onderzoek aanknopingspunten gevonden voor directe betacelbe-
schadiging. Gezien de verschillen in bofvirusstammen is het van
belang dat, alvorens massavaccinatie met levend bofvirus wordt
toegepast, onderzoek op ICA-vorming van het toe te passen vaccin

is verricht.
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Islet cell antibodies, mumps infection
and mumps vaccination

Sir,

In relation to the recent paper by Helmke et al. [1), we would like
to communicate our findings on the same subject.

Two hundred and forty-two sera from 184 patients ( <20 years of
age) with proven mumps infection (immunofluorescence, complement
fixation) were collected between 1 and 6 weeks after the first symp-
toms of disease and their sera tested for the presence of islet cell anti-
bodies (ICA) [2]. The sera were collected in 1984 and 1985 in the cities
of Rotterdam and Utrecht, The Netherlands. Most of the patients
were hospitalized with complications of mumps, such as meningo-
encefalitis, orchitis or pancreatitis. Within this time period the sera of
all these patients appeared to be negative for ICA. Only two of them
were positive for antibodies against glucagon-producing cells. From
149 other children (aged 16-21months) sera were obtained before,
and 8 weeks and 2.5 years after, mumps vaecination. (The vaccination
was carried out in 1981 and 1982 by means of Mumpsvax, Jeryl Lynn
strain, live, Merck, Sharp & Dohme). All those sera were also tested
for the presence or absence of ICA. In none of the sera could ICA be
detected. None of the vaccinated children developed insulin depen-
dency to date. It should be noted, however, that in this group 2 sera
oblamed bcfore vaccination and 4sera obtained 8 weeks after vac-

« d antibodies toward glucagon-producing cells of the
|slets‘ Of the 4 positive sera drawn 8 weeks after vaccination, two
came from the same children who had already been positive for these
antibodies before vaccination. Of the sera obtained 2.5 years after vac-
cination, no antibodies toward glucagon-producing cells were found.
The significance of these findings related to antibodies against gluca-
gon-producing cells, occurring in less than 0.5% of the random popu-
lation, is unknown [3].

Our findings with regard to the children with mumps infection are at
variance with thé previous data of Helmke et al. (in 1979-1980, 13 out
of 26 ICA positive: in 1980-1981, 7 out of 25 ICA positive) and of
Ratzmann et al. (67 out of 86 ICA positive), but agree with the present

Diabetologia (1986) 29: 406 - Letters to the Editor

results of Helmke et al. (1981-1982, 1 out of 27, in 1982- 1984, 0 out of
49 ICA positive) and also with those of Richens & Jones (0 out of 25
ICA positive) [S]. A definite conclusion can be drawn when the inter-
national standardization according to the recent Monaco conference
is completed [2]. The differences in ICA-positivity in the study of
Helmke et al. [1], performed with the same methods and confirmed by
retcstmg, may indeed be due to differences between various mumps-
virus strains as shown by the use of monoclonal antibodies [6]. Our
findings are not in agreement with explanations which relate an in-
creasing incidence of Type 1 (insulin-dependent) diabetes during re-
cent decennia with mumps infection or vaccination [7], nor do they of-
fer an explanation for the big differences in incidence in western
countries [8].

Helmke et al. [1] postulate that mumps vaccination may provoke
diabetes, and they suggest that it would be of interest to make a pro-
spective study to find out the incidence of ICA following mumps vac-
cination [9]. (In their study all the 4 vaccinated children with Type 1
diabetes who were tested had ICA, but a definite causal relationship
has not been established; furthermore, the type of vaccine used was
not stated in their paper). In none of the sera of the vaccinated chil-
dren in our prospective study could ICA be detected. All the children
were, however, vaccinated with the Jeryl Lynn strain. In view of the
foregoing it is conceivable that vaccination with a live attenuated
mumps virus other than the Jeryl Lynn strain might yield ICA-positiv-
ity more frequently. This implies that, before mass vaccination with
any other strain is considered, a study for possible ICA formation
would be necessary.

Yours sincerely,

G.J. Vaandrager, J.L.Molenaar, G.J.Bruining, A.D.Plantinga and
E.J. Ruitenberg
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Response from the authors

Sir,

With reference to our recent paper [1], Vaandrager et al. report that
they were unable to detect islet cell antibodies in 242 patients with
proven mumps infection nor in 149 children before and after mumps
vaccination. Taking our observations into consideration, this finding
is not surprising. We reported that the children investigated post
mumps infection did not show positive islet cell antibody (ICA) re-
sults over the past years up to now. The seven children who developed
diabetes mellitus after mumps vaccination - at least five cases with
the Jeryl Lynn strain (Behring Werke AG, Marburg), four cases with
proven ICA - were just seen by chance out of many thousands of chil-
dren who had been vaccinated in the same period of time in different
areas. Therefore. we would not expect positive findings by testing
several hundred vaccinated children. As we stated in our paper, it
would involve a prospective study of considerable dimensions to
prove or disprove a relationship between the viral infection or vacci-
nation and the development of diabetes mellitus.

Vaandrager et al. make some interesting suggestions in connection
with their observations. We would like to comment on them as fol-
lows: We did not “postulate™ that mumps vaccination may cause dia-
betes nor that the reported mild virus infections cause the disease. In
contrast, we stated that we did not believe that the cases observed by
us, as well as those described by other authors in connection with re-
cent viral infections, were caused by such a preceding infection. It
might, however. be one final insult during ongoing autoimmune pro-
cesses which were induced years before - probably in utero - by con-
tact with similar viral antigens. Thus, we hypothesized that those ob-
servations possibly point towards one of the pathogenic mechanisms
rather than being pathogenic themselves.

We agree that technical differences could be the reason for the dis-
crepancy of results between our time-limited observation on unfixed
frozen sections of human pancreas and that of Ratzmann et al. [2],
who used formalin fixed sections and subsequently reported a high
incidence of positive ICA after mumps infection. However, the discre-
pancies between our study group and the groups of Vaandrager et al.
and Richens et al. 3] are in our opinion more likely due to different
environmental factors than to technical reasons.

One observation we made during our mumps control study could
illustrate our point of view concerning the relationship between
mumps infection and development of Type 1 (insulin-dependent) dia-
betes mellitus. Figure 1 shows the ICA in a 10-year-old boy who de-
veloped mumps infection. He had suffered from diabetes mellitus
since his second year of life. Investigations for islet cell antibodies
over 15 months before mumps infection repeatedly showed border-
line or negative results. After mumps infection the ICA increased very
strongly up to 1:128 with transient complement fixation in the higher
titre ranges over 7 month. After this period of time the titre decreased,
complement fixation disappeared, and the borderline ICA concentra-
tion persisted again. Although this is only a single case, it could be in-
terpreted as a further indication that certain viruses could reactivate
immune reactions probably by triggering sensitized lymphocytic cell
clones with specific receptor sites even in the absence of specific anti-
gens. Since there was no indication of a polyclonal stimulation, it
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could be an example of an immune reaction against endogenous
agents induced by an exogenous factor.

In conclusion, we feel that the observations of Vaandrager et al. fit
our concept very well. Virus infections observed shortly, i.e. a few
weeks, before onset of overt diabetes mellitus seem highly unlikely to
be the main cause for the onset of diabetes. Even if autoimmune reac-
tivity against islet cells is detectable, it does not necessarily lead to islet
cell destruction in diabetes mellitus. The initial insult which led to au-
toaggression against islets of Langerhans took place probably years
before diabetes manifestation. Thus, the observed autoimmune phe-
nomenon at the time of manifestation could just give some indication
of the inducing mechanisms without necessarily being pathogenic it-
self.

We agree with the statement of Vaandrager et al. that, before
mumps vaccination with any other strain is considered, a study for
possible induction of anti-islet-cell immune reactivity would be neces-
sary.

Yours sincerely,
K. Helmke, K. Federlin, A.Otten and W. R. Willems
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INCREASING PREVALENCE OF DIABETES
IN MALE ARMY CONSCRIPTS IN THE NETHERLANDS

G.J. VAANDRAGER,
Netherlands Institute for
Preventive Health Care,
Leiden

M. van ORMONDT,
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National Service Medical
Examination, Kerkrade

G.J. BRUINING,
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An increase in the incidence of childhood diabetes during recent decennia has been reported

in a number of western countries

Yet no definite proof has so far been submitted.

AIM OF STUDY: Is the prevalence of diabetes mellitus among army conscripts increasing?

METHODS:

The prevalence of D.M. in all 18-years old Dutch
males could be ascertained from the nationwide
medical examination of the army conscripts between
1960 and 1987.

The registration 'diabetes mellitus’ was based
1) on the evidence signed by a physician (the greater part) and
2) on glucosuria found by the medical examination and following evidence of an internist

(in some)

Although the medical examinations were not hold

under strict standardized conditions:

- The protocol of medical examination has not
changed since 1955;

Mortality rates of diabetes Mellitus (primary and
secondary causes) 0-19 years, 1950-1985
(The Netherlands Bureau of Statistics)

death rate per

yeargroups 1.000.000 population

- Neither have the mortality rates in 0-19 year
old boys from 1950 - 1984. mmmem

RESULTS
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1960 1965 1970 1975 1980 1985 1990
year of medical examination

Prevalence of diabetes mellitus
per 1000 medically examined male army

1950 - 1954 2,6
1955 - 1959 2.1
1960 - 1964 2,0
1965 - 1969 2
1970 - 1974 2,4
1975 - 1979 1,5
1980 - 1984 1.3

Number of cases of diabetes mellitus per 1000

medically examined male army conscripts aged 18

medically examined| cases of diabetes

year groups|

per year
per 5 year number

1960 - 1964 453.907 90 (0,99%)
1965 - 1969 530.670 134 (1,26%)
1970 - 1974 498.865 155 (1,55%,)
1975 - 1979 541.490 186 (1,72%0)
1980 - 1984 589.282 218 (1,85%,)
1985 - 1986 233.709 231 (1,98%,)

conscripts aged 18 1960 - 1986

CONCLUSION

THE INCREASING PREVALENCE IS

AN INDICATION OF CONFIRMING AN

INCREASING INCIDENCE OF IDDM IN

YOUNGSTERS BORN BETWEEN
1942 AND 1970

ANOTHER, AND MORE SPECULATIVE, INDICATION FOR DIABETES ON THE INCREASE

IN LATER YEARS MAY BE GAINED BY COMPARING THE PREVALENCE RATE
CALCULATED FOR 18-YEAR OLD MALES BY SUMMATION OF THE ANNUAL

INCIDENCE RATES (1978-1980) POPULATION BORN 1960-1980) WITH THE ACTUAL

PREVALENCE RATE FOUND AT THE RECRUITING EXAMINATION OF THE

POPULATION BORN 1960-1962. THE DIFFERENCE, RESPECTIVELY 1,96% VERSUS

1,72% , IS PROBABLY A COHORT PHENOMENON BETWEEN 1960 AND 1980.

FUTURE RESEARCH

In the future increasing (or decreasing) incidence of
IDDM in the Netherlands can be determined with
greater certainty by comparing incidence data then
obtained (1988-1990) - by the same ascertainment
methods - with the data now available (1978-1980)

A rising incidence of IDDM in youngsters and the
worldwide large geographic differences in the distribution
- with in N-W Europe a north-south gradient —

may be due to changes in exogenous factors
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