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1. ABSTRAKT

Autor: Markéta Mala

Nazev: Meningokokové infekce

Bakalarska prace

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Studijni obor: Zdravotnicka bioanalytika

Klicova slova: Neisseria meningitidis, meningokok, meningokokcémie, meningitida

Cil: Cilem této bakaldrské prace bylo shrnout poznatky o meningokokovych
infekcich a jejich puvodci, kterym je Neisseria meningitidis. Dale podat informace o

vyvoji v oblasti vakcin, 1é¢by a diagnostiky meningokokovych infekci.

Hlavni poznatky: N. meningitidis se dostdva do organismu z nosohltanu, kde
prekonava epitelové buriky a vstupuje do krevniho fecisté. Podle toho, jak vykonny je
imunitni systém hostitele a o jaky kmen se jednda, dochazi k rozvoji rlzné zavazného
meningokokového onemocnéni. Meningokok ma pro prinik do organismu ucinné
nastroje v podobé mnoha faktor( virulence. Pfi propuknuti nemoci je dilezZité véasné
rozpoznani klinickych projevl a rychlé laboratorni potvrzeni plvodce. Dnes lze
meningokokovym onemocnénim jiz predchazet konjugovanou tetravalentni vakcinou

v kombinaci s vakcinou proti séroskupiné B.

Zavéry: Infekce zplsobené N. meningitidis maji Sirokou S$kalu, zahrnuji béiné
nasofaryngitidy, bakterémii a smrtelné akutni hnisavé meningitidy. N. meningitidis je
bakterie, kterad se prizpUsobila lidskému hostiteli jako Zadnd jina. V soucasné dobé se
vyskyt meningokokovych infekci sniZuje, svym pribéhem a nasledky se vsak radi mezi

nejvaznéjsi bakterialni infekce.



2. ABSTRACT

Title of Bachelor thesis: Meningococcal infections
Student: Markéta Mala

Supervisor: Mgr. Marcela Vejsova, Ph.D.

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Biological and Medical Sciences

Backround: The aim of this bachelor thesis was to summarize the findings about
meningococcal infections and their originator — Neisseria meningitidis. Further this
bachelor thesis should provide infomation about progression in meningococcal
vaccines development, treatment and diagnostics.

Main findings: N. meningitidis spreads into the human body from nasopharynx,
through the epithelium it travels into the bloodstream. Severity of meningococcal
infection depends on a strain of meningococcus and on strenght of immune system on
the side of a host. Meningococcus has got efective tools for invading human body, they
are called virulence factors. Quick recognition of clinical signs and rapid confirmation
of infection originator are important when the infection breaks out. Nowadays we can
prevent meningococcal infection by effective vaccination — combining meningococcal
tetravalent conjugate vaccine and meningococcal serogroup B vaccine.

Conclusions: Infections caused by N. meningitidis varies from ordinary nasopharyngitis
to bacteremia and severe acute meningitis. N. meningitidis adapted itself for human
host like no other bacteria. Currently the occurrence of meningococcal infection
decreases, but the course and consequences of meningococcal infections are very
dangerous and serious.



3. Uvop

Neisseria meningitidis je znamym plvodcem zavainych hnisavych zanétl
mozkovych blan, jako jedina bakterie je schopna vyvolat epidemie meningitid. MUze
zpUsobit sepsi, béZzné nasofaryngitidy, méné cCasto pak artritidy a dalsi zanéty. Tuto
bakterii Ize najit, uzhruba desetiny populace, v hornich cestach dychacich, kde je
béznou soucasti mikrofléry. N. meningitidis je lidsky parazit, nenachazi se volné
v pfirodé. Nejvétsi riziko ndkazy meningokokovou infekci je u novorozencu, ktefi
nemaji dostatek svych vlastnich protilatek. V sou¢asné dobé existuje efektivni o¢kovani
proti hlavnim séroskupindm meningokoka, které zplsobuiji u lidi vazné infekce, tedy A,
B, C a W135. Velkym problémem zUstdva v nékterych oblastech Afriky, nazyvanych

pasmo meningitid (van de Beek et al., 2016).

Zahadou do jisté miry zUstava, pro¢ u nékterych lidi meningokok zplsobuje
zavazna onemocnéni, kdezto u nékterych pouze bezpfiznakové preziva v nosohltanu.
Zadna jina bakterie nedokaze tak rychle zabit zdravého €lovéka po priniku do cévniho
systému. Proto zlstava, i mezi Sirokou verejnosti, stale velkym ,strasakem” a plini

titulky odbornych ¢asopist i masmédii (Votava et al., 2003).



4. CiL PRACE — ZADANI

Cilem této prace je shrnout nové poznatky o meningokokovych infekcich
v ndvaznosti na jejich plivodce, kterym je Neisseria meningitidis. Dale je mym cilem
zmapovat pokrok a moZnosti v laboratorni diagnostice. Samostatna kapitola bude
vénovana soucasné moznosti prevence vakcinaci proti jednotlivym séroskupinam
N. meningitidis. Celkovy pohled doplni klinické projevy, komplikace a I|écba
meningokokovych infekci. Pro pfehled bude uvedena i epidemiologie v Ceské republice

a ve svete.



5. PUVODCE

5.1 Charakteristika rodu Neisseria

Meningokokové infekce zpuUsobuje Neisseria meningitidis, prokaryontni
organismus z domény Bacteria. Patfi do kmene Proteobacteria, tfidy
Betaproteobacteria, fadu Neisseriales, Celedi Neisseriaceae, rodu Neisseria (Stephens
et al., 2007). Nazev rodu je odvozen od jména némeckého lékare Alberta Neissera,
ktery objevil kapavku, nemoc zpusobenou bakterii Neisseria gonorrhoae v roce 1855.
Rod Neisseria obsahuje dva patogenni druhy — Neisseria meningitidis (neboli
meningokok) a Neisseria gonorrhoae (neboli gonokok), dale skupinu prevainé
nepatogennich kokU sidlicich v nosohltanu vyvolavajici infekce u pacientl s oslabenou
imunitou. N. meningitidis byla poprvé izolovana mikrobioloZzkou Sarou Branhamovou-

Matthewsovou (Votava et al., 2003).

5.2 Neisseria meningitidis

5.2.1 Stavba bunky

Z mikroskopického hlediska se jedna o gramnegativni prodlouzené koky,
vyskytujici se ve dvojicich jako diplokoky, tvarem pripominajici kavova zrna (Votava et

al., 2003).

Bakterie se radi mezi prokaryota, jedna se o jednobunécny organismus a oproti
doméné eukaryot je stavba bunék znacné jednodussi. Prokaryontni buriku obecné tvori
bunécna sténa, cytoplazmatickd membrana, cytoplazma, ribozomy a jedna kruhova
dvouretézcova DNA uloZena volné v cytoplazmé. Dopliikovou genetickou informaci

mUze burika nést ve formé plazmida (Goering et al., 2016).

Polysacharidové pouzdro obklopuje buriku a podili se na patogenité. U neisserii

jsou dllezitou soucasti stény pili, neboli fimbrie, vyrlstajici z vnitfni membrany na
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povrch bakterie. Pili jsou kfehkd vlakna tvorend proteiny. Pomdhaji v uchyceni na

hostitelskou burku a také pfi pohybu (Votava et al., 2003).

Bunécna sténa N. meningitis je typicka pro gramnegativni bakterie. Tvofi ji
tenkd vrstva peptidoglykanu, tloustky pouze 5-10nm, obklopend zevnitf
cytoplazmatickou membrdnou tvorenou lipidovou dvojvrstvou a zvnéjsSku dalsi
membranou, ktera je vdzana lipoproteinovymi molekulami k peptidoglykanu. Hlavnimi
slozkami vnéjsi membrany jsou kromé lipidl oligosacharidy, poriny a lipoproteiny.
(Goering et al., 2016). VnéjsSi membrana je casto pokryta slizem, ktery je vypoustén
pomoci vackd napovrch. Obsahuje proteiny a endotoxin. MnozZstvi slizu se lisi mezi
jednotlivymi druhy (Stephens a Tzeng, 2000). Diky vnéjSi membrané je povrch bakterie
méné hydrofilni nez u grampozitivnich bakterii, proto se na vnéjsi membrané nachazi
porinové proteiny, tvofici kanalky pro prichod hydrofilnich latek (Goering et al., 2016).
Sténa udéluje bunce tvar a chrani ji pfed mechanickymi i chemickymi vlivy

(Greenwood, 1999).

V posledni dobé probiha vyzkum genomu jednotlivych kmenl N. meningitidis
(NM). Cilem je nalézt gen zpUsobujici epidemie. Meningokoky jsou si schopné
vyménovat genetickou informaci, napfiklad geny, které koduji pouzderné antigeny.
Tyto zmény umoziuji unik pfirozené imunité namirené proti jednomu typu pouzdra i
imunité vytvorené vakcinou zalozenou na jednom pouzderném antigenu. Zkoumanim
genetické vybavy se také podafilo najit vhodny ter¢ pro vakcinu proti séroskupiné B,
kde polysacharidova vakcina neni U¢inna (Rosenstein et al., 2001). Meningokok ziskava
vyménou DNA dalsi faktory virulence nebo zvySuje svou rezistenci k antibiotikm

(Stephens a Tzeng, 2000).

5.2.2 Faktory virulence

Pouzdro slouzi jako ochrana meningokoka pred fagocytézou. RozliSovano je 13
sérologickych skupin dle pouzderného polysacharidu, pouze 6 z nich ale zpuUsobuje
zavaziné infekce u lidi, konkrétné séroskupiny A, B, C, X, Y, W135. Déle lze rozeznat
sérotypy, respektive subtypy dle proteinovych a lipopolysacharidovych nekapsularnich

antigent a imunotypy podle lipooligolysacharidového endotoxinu (Stephens et al.,
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2007). N. meningitidis ma schopnost regulovat expresi pouzdra v rlznych fazich

kolonizace hostitele (Tzeng et al. 2016).

Lipoolygosacharidovy endotoxin (LOS) je pfitomny ve vnéjsi membrdané.
Uplatiuje se pfi adhezi na hostitele a jeho kolonizaci. Tvofi ho oligosacharidové jadro a
lipid A, ktery kotvi hydrofobnimi silami LOS do membrany. Lipid A je toxicky pro
zivoCichy (Greenwood, 1999). Oligosacharidové retézce LOS jsou velmi podobné
lidskym antigendm, imunitni systém je nerozeznd jako cizi. Tato strategie ochrany pred
antimikrobiadlni ochranou hostitele se nazyvd mikrobidlni mimikry. LiSi se od
lipopolysacharidového endotoxinu (LPS) béZzného u vétSiny gramnegativnich bakterii

tim, Ze neobsahuje O-antigen, tedy polysacharid (Stephens et al., 2007).

Pro preziti NM je nutné uchyceni ke sliznici hostitele, proto se na jejim povrchu
nachdzi velké mnozstvi adhezin(. Hlavni roli v uchyceni kepitelu nosohltanu a
endotelu cév hraji pili. Pro tésné uchyceni k epitelovym burikdm slouZi opacity proteiny
(Opa a Opc), které interaguji s lidskymi CD66, jinak nazyvanymi jako adhezni molekuly
z rodiny karcinoembryonalnich antigend (CEACAM). Na povrchu NM se nachazi jesté
dalsi, méné prozkoumané adhezni molekuly jako Neisseria hia homologue (Nhha) a
adhezni a penetracni protein (App) nebo Neisseria adhezin A (NadA) (Pizza a Rappuoli,

2015).

Meningokok ma velmi dobfe vyvinuté mechanismy obrany proti aktivaci
lidského komplementu, ktery je nedilnou soudasti lidské prirozené imunity.
Komplement ma baktericidni Ucinky a opsonizuje bakterie, ¢imzZz urychluje jejich
fagocytdzu. Existuji tfi cesty aktivace komplementu: klasickd cesta zahrnujici navazani
slozky C1 na komplex antigen-protilatka, lektinova cesta rozeznava specifické slozeni
mikroba a alternativni cesta zacinajici pfimou aktivaci slozky C3 endotoxiny nebo
bakteriemi. VSechny tfi cesty spousti aktivacni kaskadu, kterd pokracuje vytvorenim
komplexu atakujici membranu mikroba a konéi vytvofenim otvorll v membrdané,
vynucenou smrti bakterie. Lidsky faktor H je protein regulujici komplement.
Meningokok umi syntetizovat protein vazici faktor H (fHbp) a blokovat tak alternativni
cestu aktivace komplementu. Napojeni fHbp na faktor H zvySuje rezistenci

meningokoka v séru a umoznuje jeho pomnozZeni v krvi. S komplementem interferuje
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také polysacharid pouzdra a membranové proteiny, jako napf.: povrchovy protein
NspA (Neisseria surface protein A), porin B, LOS, protein vaZici heparin NHBP
(Neisserial heparin binding protein). Dalsi moznost blokddy komplementu je pomoci
protedzy Nalp (Neisseria autotransporter serine protease), kterd Stépi C3 slozku
komplementu 4 aminokyseliny prfed béznym Stépicim mistem a vznikaji tak kratSi C3a a

delsi C3b fragmenty, které jsou nefunkcni (Pizza a Rappuoli, 2015).

Meningokoky také produkuji imunoglobulin Al protedzu, kterd specificky Stépi
hlavni slizni¢ni protilatky, imunoglobuliny tfidy A (Greenwood, 1999). Dale syntetizuji
receptory pro Zelezo, které maji vétsi afinitu nez receptory hostitelskych bunék, proto
meningokokdm nehrozi nedostatek Zeleza potifebného pro metabolismus. Meningokok

disponuje receptory pro transferin, laktoferin nebo hemoglobin (Stephens et al., 2007).

6. PATOFYZIOLOGIE

6.1 Vstup do hostitele

N. meningitidis je pfirozenym patogenem pouze pro ¢lovéka. U ¢asti populace,
asi 10 %, je béiné bezpriznakové nosi¢stvi v nosohltanu. U méné odolnych lidi
zpUsobuje nasofaryngitidu, maze pronikat skrze sliznici do krevniho obéhu a zpUsobit
bakterémii, v nékterych pfipadech bakterémie vede az ke vzniku hnisavé meningitidy

(Pizza a Rappuoli, 2015).

Meningokoky se specificky pfichycuji pomoci pil na cylindrické epitelové bunky
bez rasinek v oblasti nosohltanu, cilovym receptorem je CD46. Na sliznici se nejprve
pomnozi a vytvari biofilm. Pouzdro nepomaha v pfichyceni, proto je jeho tvorba v této
fazi kolonizace geneticky regulovana. Tésné pfilnuti meningokoka k hostitelské burice
vede k vytvoreni pseudopodii — chapadel hostitelské burky, které pohlti bakterie.
Tésné pfrilnuti zabezpecuje velké mnozstvi adhezinl vaZicich se na rdzné receptory
hostitele (Stephens, 2009). Po pohlceni dojde k prlichodu epitelovou burnkou, kde
bakterie preziva, mizZe rlst a mnoZit se. Pfes bazolaterdlni membranu bakterie opousti

epitel, Sifi se do submukdzy a zde vstupuje do krevniho fecisté. Meningokoky jsou
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schopné proniknout pres epitelové buriky asi za 18 hodin. Proniknuti do vaskularniho

systému umoznuji pili vaZici se na CD147 receptor (Pizza a Rappuoli, 2015).

Meningokok preziva intracelularné vlysozomech. Zda meningokok pfrezije
vintraceluldrnim prostoru, zavisi na IgAl protedze, ktera degraduje membranové
proteiny lysozomu (LAMPs), ¢imz zabrani dozrani fagozomu ve fagolysozom, ve kterém
by doslo k usmrceni bakterie. V této fazi dochazi také ke zvySené expresi genu pouzdra,

pro ochranu pred fagocytdzou (Stephens, 2009).

PomnoZeni meningokokl v krvi je spojeno s vypusténim zanétlivych cytokind, (IL-
1, IL-6, TNF-a), které jsou sekretovany zejména burikami imunity a endotelem

(Stephens a Tzeng, 2000).

N. meningitidis po vstupu do krevniho Feci§té kolonizuje cévy. Casto se usidluje
v krevnich kapilardch po celém téle, kde pfilne k endotelu cévy. V kapilarach a
arterioldch umozniuje prilnuti pomalejsi tok krve. Mikrokolonie NM se nachdzi i v
kapilardach mozku. Aby se meningokok dostal do nervové tkané, musi prekrocit
hematoencefalickou bariéru (blood-brain barrier — BBB). BBB je struktura na pomezi
cévniho a nervového systému rozdélujici krev a mozkovou tkan. Je tvorena
endotelovymi bunkami cévy, spojenymi velmi malo propustnymi tésnymi spoji, tzv.
tight junctions. Dale ji tvofi bazalni membrdna a vybézky astrocytl, pedikly, nasedajici
na bazalni membranu. BBB zamezuje volnému pohybu hydrofilnich latek skrze bariéru
a svou velmi malou propustnosti chrani mozek pred infekénimi a nezadoucimi latkami.
Pavodni myslenkou byla cesta NM pres plexus choroideus, tedy hematolikvorovou
bariéru oddélujici krev od likvoru. Nicméné vyzkum tuto cestu vyloudil, protoze
v zadnych klinickych zdznamech nebyl nalezen zanét mozkové komory, ktery by mél

byt teoreticky pritomen (Miller et al., 2013).

Meningokoky samy interaguji s komponenty BBB a nepotiebuji Trojského koné
v podobé leukocytd pro prekroceni bariéry, jako napf. bakterie Listeria

monocytogenes.

Existuji pravdépodobné dalsi 3 zakladni mozné prestupy BBB:
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1) Transcelularni transport, adhezi vynucena transcytéza. Tento zpuUsob se
pfedpokladd u bakterii jako Haemophillus influenzae ¢&i Streptococcus

pneumoniae.

2) Paraceluldrni prechod pomoci otevieni tight junctions je podle poslednich

vyzkum(l nejpravdépodobnéjsi moznost.

3) Poskozeni endotelovych bunék cytotoxickym efektem. Tento zplsob je
vysoce nepravdépodobny, protoZe krvaceni v subarachnoiddlnim prostoru

obvykle neni ptitomno (Miller et al., 2013).

Poté, co se meningokoky pfichyti k endotelovym burikdam, proliferuji a vytvari
mikrokolonie. Adhezi NM k endotelovym bunkam zprostifedkovavaiji pili typu IV vazici
se na zatim neznamy receptor. Pili ndsledné interaguji s f2-adrenergni receptorem a
aktivuji signdlni drahu vedouci ke kumulaci proteind pod povrchem endotelu. Jsou
vytvareny specifické molekularni komplexy nazyvané kortikalni plaky, nasleduje
vytvoreni mikroklk(. Mikroklky jsou dilezité pro tésnéjsi prilnuti a lepsi odolnost proti
toku krve. V misté adheze bakterie jsou shromaZdovany proteiny z mezibunécnych

spoju a otevira se tak cesta pro prlichod NM (Miller et al., 2013).

Svou roli hraji i zanétlivé cytokiny TNF-a a IL-1, které mohou zvySovat
permeabilitu BBB, a tak pomoci NM vstoupit do mozkomisniho moku (cerebrospinal

fluid — CSF) (Stephens a Tzeng, 2000).

Vyzkumy prechodu N. meningitidis pfes BBB probihaji velmi pomalu a dosud
nebyly objasnény vSechny okolnosti. Divodem je uUzka specializace NM pouze na
¢lovéka, zvifeci modely nejsou dostatecné presné. Neznamou je stale adhezni receptor

na bunikdch endotelu pro pili typu IV (Trivedi et al., 2011).

Jaké klinické onemocnéni se rozvine, souvisi s mistem rozmnozeni meningokoku.
Pokud dojde k vyznamnému rozmnozZeni v krvi, mluvime o sepsi. RozmnozZeni v likvoru
znamena meningitidu, pokud se meningokok pomnozi v obou oddilech, vznikd smiSena
forma onemocnéni. Prlibéh onemocnéni pak zdavisi na rychlosti mnozeni meningokokd,
a na mnoistvi vypusténého endotoxinu, které urcuje odpovéd imunitniho systému

(KFizova a Roznovsky, 2011).
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6.2 Pfenos

Infekce se $ifi kapénkami pouze mezi lidmi. Casto byva pfenos usnadnén jinymi
respiracnimi infekcemi. Typickd mista nakazy jsou malé prostory s vétSim mnozZstvim
lidi, ktefi mohou byt nositelé riznych kmend NM. Naptiklad vysokoskolské koleje,
tdbory, ¢i véznice (Goering et al., 2016). MUze dochazet k posttranslacni modifikaci pil,

coz zapficini snizeni adheze ke sliznici, bakterie tak mohou byt pfeneseny kapénkami

na jiného jedince snadnéji (Murray et al., 2013).

K pfenosu dochdzi také kontaktem sliznic, napf. pfi libdni a pohlavnim styku

(Votava et al., 2003).

6.3 Rizikové faktory

Infekce nastava, pokud se sejde vice faktord, jak u hostitele, tak i mikroba.
Na strané meningokoka zaleZi, o jaky kmen se jednd a zda jsou ptitomny faktory
virulence, poptipadé jaké. Na strané hostitele je vyznamny aktualni imunitni a fyzicky
stav (Murray et al., 2013). NM m{UZe zpuUsobit infekce u vSech vékovych skupin. Velmi
ohroZenou skupinou jsou novorozenci po Sestém meésici Zivota, vté dobé jiz dité

nechrani protilatky od matky a samo si jesté Zadné nevytvofrilo (Greenwood, 1999).

Nedostatky ¢i defekty lidského komplementu zvysuji riziko ndkazy. Nedostatky
komplementu mohou byt vrozené, nebo ziskané napf. u autoimunitniho onemocnéni
lupus erythematodes, cirhdzy jater, nefritidy. Deset az dvacet procent invazivnich
meningokokovych infekci je spojeno s defektem komplementu. Lidé s defekty
v termindlnich castech komplementu (C5-C8), které jsou zodpovédné za atak
membrany bakterie, jsou citlivéjsi k bakteridlnim infekcim. U téchto lidi se mohou
objevovat rekurentni meningokokové infekce. Nedostatek faktoru P zpUsobuje defekty

v alternativni cesté aktivace komplementu (Stephens a Tzeng, 2000).

Vyznamnym rizikovym faktorem je absence Ci pokles protilatek. Protilatky jsou
ziskdvany prirozenou stimulaci imunity pfi bezpriznakovém nosiéstvi jak pfimo NM, tak
i ostatnich nepatogennich druh( Neisserie. Jedinci s vrozenym deficitem protilatek
(Brutonova X-vazana agamaglobulinemie) maji vétsi predispozici k meningokokovym

onemocnénim. Velkou ¢ast pripadl dospélych tvori stari lidé, ktefi trpi onemocnénimi
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zpusobujici zhorSenou funkci imunoglobulin(l. Patfi mezi né napt. myelom, chronicka

lymfatickd leukémie, onemocnéni ledvin a poSkozeni jater (Stephens a Tzeng, 2000).

Dalsim rizikovym faktorem je aktivni nebo pasivni koufeni zplsobujici snizenou
funkéni a mechanickou integritu epitelu. PUvodni cylindricky epitel s fasinkami
nahrazuje epitel bez fasinek, ktery neposkytuje ochranu pred adhezi bakterii

(Rosenstein et al., 2001).
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Obrdzek 1: Pdsmo meningitid v Africe (meningitis belt).

Tmavé modre jsou vyznaceny oblasti s velmi vysokym rizikem meningokokovych
epidemii, svétleji oblasti s vysokym meningokokovych rizikem epidemii
Zdroj: MacNeil a Meyer, 2017 (pfevzato)

Nebezpecné je také cestovat do oblasti postizenych epidemiemi
meningokokovych meningitid, zejména do zemi nachazejicich se vtzv. pasmu

meningitid (Obrazek 1), bez ochrany ockovanim (Stephens, 2009).

6.4 Sepse a bakterémie

Krev je pfirozené sterilni. Pokud se do krve dostane meningokok, mluvime

o meningokokové bakterémii, jinak zvané meningokokcémii. V pfipadé, zZe je
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pomnozeni meningokoka v krvi velmi rychlé, nastdvda meningokokova sepse se
septickym Sokem. Toto onemocnéni muZe vést ke smrti béhem nékolika hodin (Kfizova

a Roznovsky, 2011).

Obrdzek 2: Devitimeésicni dité v septickém Soku

Pritomny charakteristické cervené skvrny
Zdroj: Mahmud H. Javid, Medscape, 2017 (pfevzato)

N. meningitis v krevnim obéhu zpUsobuje silnou systémovou zanétlivou reakci,
aktivuje komplement a koagulacni kaskadu. Hlavni roli v indukci téchto reakci hraje
LOS, tedy endotoxin, ktery bakterie v krvi sekretuje. ZpUsobi vyplaveni mnoha cytokint
(napf.: IL-1, IL-6, TNF-a, chemokiny) aktivujicich komplement a koagulaci, syntézu
leukotrien a prostaglandini. Spusténim téchto déji dochazi k poskozeni
endotelovych bunék a znic¢eni malych cév (Batista et al., 2017). Septicky Sok nastava,
pokud meningokoky vypusti velké mnozZstvi endotoxinu. N. meningitidis je schopna
autolyzy, ¢imz zvySuje uvolnovani endotoxinu do krve. Septicky Sok je charakterizovan
prudkym snizenim tlaku a pfitomnosti diseminované intravaskularni koagulace
(disseminated intravascular coagulation — DIC). DIC je patologicky stav, pfi kterém je
ve zvy$ené mire aktivovan koagulaéni systém tkarnovym faktorem z povrchu monocytu
a endotelu. Zaroven je deaktivovan fibrinolyticky systém. V dlsledku poskozeni cév se
objevuji kozni projevy, cervené skvrny zplsobené krvacenim do klZe (Obrazek 2) —
petechie a rozsahlejsi podkoini krvaceni — sufuze. Zarovenn dochazi k ischemii az
nekréze perifernich tkani a selhavani orgdnl vlivem tvorby mikrotrombd a nasledné
hypoxie. K hypoxii pfispiva také spotfeba kysliku systémovou infekci (zvySend teplota
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organismu, aktivace  obrannych  mechanisml  spotfebovavajicich  kyslik).
Kompenzacnimi mechanismy hypoxie jsou tachykardie, tachypnoe a centralizace
krevniho obéhu. Maze dojit k vyéerpani koagulacnich faktor( projevujici se zvySenou
krvacivosti a spontdnnim krvacenim ze sliznic a klZe, objevuje se i krvaceni do
nadledvin, tzv. Waterhouse-Friderichsenliv syndrom. Kozni krvaceni v dalsi fazi
progreduje do rozsahlych |ézi purpury fulminans. Bakterie mlzZe pfrejit i pres BBB, ale
pfiznaky meningitidy se ne vidy stihnou dostavit. Mortalita u fulminantni sepse se

pohybuje okolo 25 % (Join-Lambert et al., 2010).

Meningokokcemie se objevuje u 20-30 % meningokokovych infekci. Je
definovdna pfitomnosti meningokokd v krvi. Letalita meningokokcemie bez
meningitidy se pohybuje okolo 35 %. Meningokokcemie miize byt spojend
s meningitidou, zde je letalita nizsi, okolo 20 %. Rozvoj sepse a Soku se dostavuje
obvykle v prlibéhu nékolika hodin (Batista et al., 2017). Vzacnymi pfipady jsou
chronické meningokokcemie, trvajici tydny az mésice. Existuje i prechodna
meningokokcemie, ze které se pacienti zotavi béhem 2-5 dni i bez poufZiti specifickych

antibiotik. MnoZstvi bakterii v krvi vtomto pfipadé byva nizké (Stephens et al., 2007).

6.5 Meningitida

Cerebrospindlni mok proudici v CNS je fyziologicky sterilni. Meningokoky se po
prestupu do likvoru zacinaji rychle mnozit, protoze CSF nema prakticky Zadné obranné
mechanismy. Meningitida je nejbéznéjsim projevem invazivni meningokokové infekce.
U vice nez 60 % pacientl ve vyspélych zemi se objevi meningitida bez septického Soku.
Pacienti s meningitidou maji obvykle nizkou koncentraci endotoxinu (<3 endotoxinové
jednotky na ml) v plazmé, ale vysoké koncentrace v CSF. Systémova zanétliva reakce je
pouze mirna, nema tak zavaziné projevy. V CSF se naopak rozviji velky lokalni zanét v
subarachnoiddlnim prostoru (Stephens et al, 2007). Vypustény endotoxin
meningokokd aktivuje meningealni burky, které za¢nou tvofrit zanétlivé cytokiny (-1,
[I-6, 1I-8, TNF-a) a rlistovy hormon pro granulocytarni fradu leukocytd G-CSF. Neutrofily
se zacnou ve velkém poctu vazat na endotel a pfestupovat pres néj, ¢imz zplsobuji
jeho dalsi poskozeni. Odebrany likvor by byl v této fazi zakaleny, mnohobunécny. DIC

je u meningitid zanedbatelnd, protoZe v CSF se nenachazi vétsi pocet koagulacnich
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faktord. Hlavnim nebezpecim a nejcastéjsim dvodem umrti je edém mozku, zejména
utlak mozecku, kde se nachazi dechové centrum. Edém mUze vznikat v dusledku
zvySené prostupnosti BBB, poskozeni mozkovych bunék a obstrukci cirkulace
mozkomisniho moku. Likvor je umistén v pevné schrance, takZe i malé zmény objemu

se projevi jako intrakranidlni hypertenze (Kfizova a Roznovsky, 2011).

Dale meningitidy zplsobuji tyto extraceluldrni patogeny: Escherichia coli K1,
Streptococcus agalactiae, Haemophilus influenzae typ b, Streptococcus pneumoniae.
Paradoxné jsou to komenzalové nosolhtanu a zaZivaciho traktu (Join-Lambert et al.,

2010).

6.6 Dalsi infekce

Mezi dalsi infekce zplsobené N. meningitidis se fadi pneumonie, perikarditida,
artritida, ¢i uretritida. Jednd se o vzacné pfipady. Pneumonie se objevuje u 5-15 %
pacientd  sinvazivnim meningokokovym onemocnénim. Nemusi byt vzdy
diagnostikovdna, protoZe pfi izolaci meningokok(i z nosohltanu nelze nerozlisit mezi

nosi¢stvim a meningokokovou pneumonii (Rosenstein et al., 2001).

7. EPIDEMIOLOGIE

7.1 Situace ve svéteé

Epidemiologicka situace meningokokové meningitidy se v poslednich
desetiletich zdsadné zménila, zejména vlivem nastupu vakcin. Po zvysené incidenci na
prelomu tisicileti zaradily nékteré zemé do povinného ockovaciho kalendafe vakcinu
proti meningokokim séroskupiny C. Vrozvinutych zemich se objevuji obvykle
séroskupiny B, C a Y (Obréazek 3). Evropské stredisko pro kontrolu a prevenci nemoci
(ECDC) shromaziduje data o incidenci meningokokovych infekci z ¢Elenskych zemi
Evropské unie a pridruzenych zemi, Norska a Islandu. Nejnovéjsi dostupnd statistika
z roku 2015 obsahuje data z 30 zemi. Vyskyt byl 0,6 ptipad( na 100 000 obyvatel, coz
se vyznamneé nelisi od ro¢nik( predchozich. Nejvyssi incidence byla pozorovana v Litvé
(1,9/100000), Irsku (1,5/100000) a Spojeném kralovstvi (1,4/100000). Sezénné je

nejvyssi vyskyt pozorovan v obdobi leden-bfezen. Nejvice pripadl (61 %) je zplisobeno
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séroskupinou B. Tradi¢né nejvice infekci pfipadd na novorozence a déti do 4 let (data

ECDC, 2015).

(
B,C,Y, g B:C AC
W-135 ’
W-135
A
B (C. W-135, X)
c, BC
Y B.C
B,C, B,C
W135 B

B Endemic serogroups
B Epidemic serogroups

Sub-zaharian African meningitis belt adaped from L. Harvisen et al, 2008

Obrazek 3: Vyskyt jednotlivych séroskupin NM ve svété.

Tmavé modra pismena znaci vyskyt endemickych séroskupin NM, ¢ervend pismena
vyskyt epidemickych séroskupin a riiZové je vyznaceno africké pdsmo meningitidy
(meningitis belt)

Zdroj: Join-Lambert et al., 2010 (pfevzato)

V rozvojovych zemich se nejcastéji vyskytuji pfipady meningokokovych infekci
zpUsobenych séroskupinami A, C a W-135. Nejvétsim problémem zlstava pasmo
meningitid v subsaharské Africe. Zde v minulosti zplsobila mnoho rozsahlych epidemii
zejména séroskupina A. Sezénni epidemie invazivnich meningokokovych onemocnéni
se zde obvykle objevuji na konci obdobi sucha a byvaji spojovany s pisCitymi vétry
z pousti (Stephens a Tzeng, 2000). Cyklické pandemie se objevuji kazdych 8-10 let.
Incidence v pribéhu epidemii ¢i pandemii vzrista nad vice nez 1/1000. Mortalita se
pohybuje okolo 10 %, nicméné toto Cislo je mnohonasobné vyssi, protoZze mnoho

pacientl se vibec nestihne dostat do nemocnice. V roce 1996 propukla zatim nejvétsi
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pandemie v této oblasti, zaznamenanych ptipadd bylo 152 813, z toho 15 783 umrti.
Znovu je nutné poznamenat, Ze skutecny pocet pfipadd vsak byl pravdépodobné vyssi
(Rosenstein et al., 2001). Konjugovand vakcina MenA (MenAfriVac™) byla vyvinuta v
ramci projektu Vakcinace proti meningitidé (Meningitis Vaccine Project). Po Uspésném
projektu distribuce MenA konjugovanych vakcin vroce 2010 klesl pocet pfripadu
meningokokovych onemocnéni zplisobenych séroskupinou A o 99 %. Nové je nejvétsi
hrozbou hypervirulentni kmen séroskupiny C. Informace o vyskytu meningitid v 13
zemich pasu meningitid jsou vydavany kazdy tyden organizaci WHO jako , Meningitis

weekly bulletin“. (WHO, 2017).

7.2 Situace v CR

V Ceské republice je vyskyt meningokokovych infekci evidovan Statnim
zdravotnim ustavem. Pfipady podléhaji povinnému hlaseni. Z dostupnych dat pro
obdobi let 2008-2017 vyplyva, 7e pocet meningokokovych infekci v CR se v poslednich
letech zdsadné neméni (Graf 1). Je pozorovan mirny pokles poctu pripadl s minimem
v roce 2014. Relativni vyskyt se pohybuje v rozmezi 0,4-0,8 pfipadl na 100000 obyvatel
(SzU, 2018).
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Graf 1: Vyskyt meningokokovych infekci v Ceské republice v letech 2008-2017

Zdroj dat: Statni zdravotni Ustav, 2018
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Podle zpravy Centra mikrobiologie a epidemiologie za rok 2016 pfipada nejvice
pfipadt i umrti v CR na séroskupinu B. Nejvy3si smrtnost je typicky u déti do 11 mésicd

véku, v tomto roce zemrely 3 z 6 nakazenych novorozencu.

V roce 2016 byla provedena multilokusovd sekvencni typizace (MLST) u vSech
kmen(, které byly poslany do narodni referencni laboratore. Nejcastéji zjiSténym
hypervirulentnim kmenem byl cc11, ktery tvofil 26,9 %. Cc11 patfi mezi hypervirulentni
klonalni komplexy séroskupiny C. Poslednich deset let pfevazovaly hypervirulentni
komplexy typické pro séroskupinu B (cc32 a cc41/44). Dale byl hypervirulentni komplex

zjistén jesté pro séroskupinu W (cc865) (Kfizova et al., 2017).

Vroce 2017 je pozorovan pomérné strmy vzestup pfipadl invazivni
meningokokové infekce, a to ze 43 na 68 pripad(, z toho 10 skoncilo Umrtim. Polovina
umrti pripada na skupinu B, druhd na skupinu C. Potvrdil se trend poklesu vyskytu
skupiny B a vzestup skupiny C na naSem Uzemi. Po provedeni MLST byl zjiStén

nejcastéjsi hypervirulentni komplex cc11, tvofil jiz 41,9 % pripad(l (Kfizova et al., 2018).

8. KLINICKE PROJEVY

Invazivni meningokokovd onemocnéni se klinicky rozdéluji do ctyr kategorii:
meningokokova meningitida bez septického Soku, fulminantni meningokokova sepse,
meningokokcemie a smiSena meningitida se septickym Sokem (KfiZovd a RoZnovsky,

2011).

8.1 Meningokokova meningitida

Prvni symptomy meningokokové meningitidy jsou znacné nespecifické. Projevi se
za 1 az 14 dni po nakazeni, podle rychlosti infekce. U nékterych pacient(i se symptomy
Uvodnich stadii infekce velmi podobaji projeviim chiipky. Castymi projevy jsou u
meningitid zmény chovani, krfeCe, bolesti hlavy, hore¢ka a nevolnost. Hemoragicka
vyrazka s petechiemi se objevuje pouze u 20-52 % pacient( (van de Beek et al., 2016).
V dusledku intrakranidlni hypertenze pacient trpi poruchami védomi, hypertenzi,
bradykardii, potizemi s dychanim a mda asymetrické zornice (Kfizovd a RoZnovsky,
2011). Pro meningitidu jsou typické meningealni pfiznaky (Obrazek 4). Zmény
v pohyblivosti téla a bolestivost nékterych pohybl jsou zplsobeny podrazdénim
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motorickych nervovych drah prochazejicich skrze zdnétem postizené meningy. Patfi

mezi né Kernigliv pfiznak, Brudzinského pfiznak, ¢i pfiznak opozice Sije (Saberi a Syed,

1999).
+
t
- Q’;"- i - Q T T
opozice Sije Brudzinského priznak
| o+
- - +
spinalni priznak trojnoika (AmosUv pfiznak)
a0
Laseguevav priznak Kernigav priznak

Obrazek 4: Meningedlni priznaky
Meningedlini pfiznaky patii mezi klinické pfiznaky meningokokové meningitidy.

Zdroj: Hanus Rozsypal, 2004 (pfevzato, upraveno)

8.2 Meningokokova sepse

Pfiznaky sepse se projevuji jako kompenzacni mechanismy hypoxie, tedy
tachykardie a tachypnoe, dale horecka a nevolnost. Pfiznaky nastupuji velmi rychle a
stav pacienta se obvykle prudce zhorsuje. Pfi centralizaci obéhu se objevuje cyanéza az
ischemie perifernich tkani. Neobjevuji se vSak meningealni pfiznaky. Zhorsena perfuze
ledvin a sniZzeni objemu cirkulujici tekutiny vede k oligurii, az anurii. Pro diagnostiku
jsou cenné petechie a sufuze, vyskytujici se po celém téle. Petechie od bézné vyrazky
Ize odlisit pritlacenim sklicka na kazi, kdy petechie na rozdil od okolni klze

nevyblednou (KfiZovd a Roznovsky, 2011).
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8.3 Meningokokcemie

Meningokokcemie se projevuje horeckou, celkovou télesnou slabosti, studenymi
koncetinami, bledosti kiiZze, bolesti hlavy, snizenym krevnim tlakem. Pfiznaky nastupuji
pozvolné. Obvyklym projevem jsou u 40-80 % petechie (Batista et al.,2017). Chronické
meningokokcémie jsou charakterizovdny stfidavymi horeckami, nespecifickou
vyrazkou, bolesti kloubl a bolestmi hlavy. Symptomy se mohou na par dni vytratit a

znovu vratit, postupné se pridavaji pfiznaky vaskulitidy (Stephens et al., 2007).

9. KOMPLIKACE, PROGNOZA

Vazné nasledky meningokokovych infekci maji plvod hlavné v imunitni odpovédi.
Endotel cév je vlivem indukce zanétlivych cytokinl, neutrofill, ¢i bradykininu vice
propustny a dochazi k uniku tekutin do tkani. Edém plic, nebo edém mozku jsou ¢astou
pricinou Uumrti. Koagula ucpavaji cévni systém, vznikd ischemie a vede k hypoxii a
selhavani organ( (Stephens a Tzeng, 2000). Vlivem imunitni reakce se také vytvari hnis
a srazeniny, které mohou zpUsobit infarkt. Infekce poskozuje i hlavové nervy a muze
byt poskozen sluch a zrak. Nebo se poskozeni mulze tykat motorickych nerv( a
zpUsobit paralyzu (Murray et al.,, 2013). Vzacné nastava obstrukéni hydrocefalus,
pokud dojde k ucpani komorového systému akutnim zanétem. Centralizace obéhu a
snizeni perfuze ledvin mlze vést az k akutnimu selhani ledvin, které je vétsSinou plné
reverzibilni. Vétsi sufuze a ischemie zpUsobuji poskozeni perifernich &asti téla. Casté

jsou amputace prstd, koncetin a rozsahlé jizvy. (Kfizova a Roznovsky, 2011).

Pro stanoveni dobré progndzy je velmi dllezitd v€asna diagnostika a rychlé podani
antibiotik. Progndza zavisi také na stavu a véku postizeného, ¢i citlivosti daného kmenu
NM k penicilinim (Votava et al., 2003). Nejméné optimistickou prognézu ma
fulminantni meningokokova sepse, mortalita se pohybuje okolo 25-55 %, nasleduje
meningitida se septickym Sokem (mortalita 10-25 %) a meningitida bez Soku (mortalita
do 5%). Pfechodné meningokokcemii bézné pacient nepodléhd (Kfizova a Roznovsky,

2011).
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10. LABORATORNI DIAGNOSTIKA

Laboratorni diagnostika je vzhledem k nespecifickym pfiznaklm meningokokové
infekce velmi dualezitd. Biologickym materidlem odebiranym pro laboratorni vysetieni
je nejcastéji krev a mozkomiSni mok, dale v mensi mife obsah petechii, kloubni
tekutina, ¢i vytéry z nosohltanu. Doporucuje se odebirat vzorky biologického materialu
zaroven pro kultivaéni i bezkultivaéni vysetteni. Cekani na pozitivitu kultivace by mohlo
byt v nékterych pfipadech pro pacienta fatalni (Kfizovd a Roznovsky, 2011). Mezi
nekultivacni metody pouzivané k prikazu N. meningitidis patfi molekuldrni metody
v Cele s metodou PCR, mikroskopie, latexova aglutinace likvoru nebo séra a dalsi
sérologické metody. Pfi podezieni na meningitidu je vhodné provést analyzu CSF.
Zejména vrozvijejicich se zemich se stdle nej¢astéji pouzivd k diagnostice
bakteriologicka kultivace, mikroskopie CSF a latexova aglutinace, jelikoZ jsou to metody
jednoduché a nenarocné na instrumentaci. Ve vyspélych zemich je vedle klasické

kultivace nejuzivanéjsi metodou PCR (Rosenstein et al., 2001).

Krevni obraz u pacient(l s bakteridlni infekci vykazuje leukocytézu. V diferencidlnim
rozpo¢tu leukocytl je charakteristicky zvySeny pocet mladSich vyvojovych forem
neutrofilnich granulocytl. U pacient( s vysokou koncentraci endotoxinu v plazmé (>10
EU/mI), pocet leukocytl klesd na normalni, ¢i nizsi hodnoty. Tento jev je vysvétlovan
tak, Ze neutrofily hojné adheruji na endotelové bunky v perifernim cévnim systému,
kde je zvyseny pocet adheznich molekul pro snadny prestup leukocytl do mista
zanétu. Nasledné je cytokiny indukovano vypusténi neutrofilnich segmentl ze zéasob,

proto se vyskytuji v krvi i mladsi vyvojové formy (Stephens et al., 2007).

10.1 Analyza CSF

Pokud ma lékaf podezieni na meningitidu, je CSF nejlepsSim vzorkem pro izolaci a
urceni plvodce. Odebrani CSF lumbalni punkci je invazivni zakrok, ktery musi probihat
za aseptickych podminek, zkusenym personalem (Mayer et al., 2011). Pfi analyze
mozkomisniho moku je sledovan zejména pocet leukocytli, koncentrace glukdzy a
pomér koncentrace glukézy v CSF a krvi, mnoZstvi protein(, hladina laktatu. Odebrany

vzorek CSF muzZe byt zakaleny, v dlsledku zmnozZeni leukocytl a vétSiho mnoiZstvi
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proteinl. ZmnozZeni se tykd predevsim polymorfonukleard, hodnoty pro bakterialni
meningitidu jsou nad 10 leukocytl na 1 ml. Koncentrace glukdzy v CSF je snizend, pod
2,5 mmol/l, spotfebovavaiji ji leukocyty i bakterie. Pomér koncentraci glukézy CSF/krev
je mensi nez 0,6. Zvysena hladina proteina (>0,45 g/l) je v rdmci zanétlivé odpovédi. Pri
odbéru je také moziné mérit tlak mozkomisniho moku, ktery je u meningitidy zvyseny

(> 180 mm H;0) (van de Beek et al., 2016).

10.2 Mikroskopie

Jednoduchd a rychla diagnostickd metoda pfi podezieni na meningitidu je
Gramovo barveni mozkomisniho moku, ¢i krve z hemokultury. Typickym ndlezem jsou
intracelularni a extraceluldrni gramnegativni diplokoky a zvySené mnozstvi leukocyta.
Bakterie nemusi byt vidy zachycena a je uZite¢né soucasné provést jind vySetfeni. PFi
vytvareni natéru je tfeba dbat na rychlou fixaci, aby nedoslo k autolyze meningokok( a

ziskani falesné negativniho vysledku (Votava et al., 2003).

10.3 Bakteriologicka kultivace

Klasicka laboratorni diagnostika je postavend na bakteriologické kultivaci, ale je
nutné brat v Uvahu vliv antibiotické IéCby na pozitivitu kultivace. Meningokok je citlivy
na zmény prostredi, mlze dojit k usmrceni bakterie pfi nespravném transportu, i

skladovani biologického materidlu (Rosenstein et al., 2001).

Meningokok je aerobni kapnofilni bakterie naro¢nda na podminky kultivace.
Optimalni teplota pro kultivaci je 35-37 °C. Pro lepsi rlst je vhodné vihké prostredi a
pridavek CO; (5-10 %). Vyrusta dobfe na ¢okoldadovém agaru, Miiller-Hintonové agaru
obohaceném o hydrolyzat kaseinu nebo na krevnim agaru s pridavkem Zivin. Vytéry
z nosohltanu se kultivuji na selektivni Thayer-Martinové pGdé s pfimési antibiotik
vankomycinu a kolistinu, které zabranuji rlstu béiné mikrofléry. Test antibiotické
citlivosti je provadén na Miller-Hintonové agaru (Votava, et al.,, 2003). Co se tyce
pomnozZovacich pld, pouzivanych pfi predpokladané nizké koncentraci bakterie
v biologickém materidlu, meningokok dobfe roste v obohacenych médiich jako
napr.: tekuta Miller-Hintonova pada, Brain heart infusion nebo peptonovy Tryptose

Soya Broth (KFizova a Roznovsky, 2011).
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Za 18-24 hodin po naockovani vyrastaji drobné kolonie Sedobilé barvy,
s primérem okolo 1 mm, lesklé, lehce vypouklé a okrouhlé (Obrdzek 5). Hemolyza neni
pfitomna. PFi podezieni na meningokokovou infekci se vidy odebird vzorek

k hemokultivaci (Kuzemenska et al.,1987).

Obradzek 5: Kultura Neisserie meningitidis na krevnim agaru
Charakteristické kolonie s primérem okolo 1 mm, lesklé, vypouklé, okrouhlého tvaru a
Sedobilé barvy

Zdroj: Mayer et al., 2011 (prevzato)

Hemokultivace nabird na dlleZitosti, pokud je kultivace CSF negativni nebo
pokud je kontraindikovdana lumbalni punkce. Pravdépodobnost zachytu pozitivni

hemokultury klesa pfi lé¢bé antibiotiky pred odbérem (van de Beek et al., 2016).

10.3.1 Hmotnostni spektrometrie

V mikrobiologickych laboratofich je jiz rozSifenou metodou vyhodnoceni
kultivace pomoci MALDI-TOF MS (Matrix-Assisted Laser Desorption lonization — Time
Of Fly Mass Spectrometry). Vyhodnoceni probihd bez nutnosti zdlouhavych
biochemickych testll, identifikace je hotova béhem par minut. Staci nanést Cistou
kolonii z kultury na specialni tercik, pridat matrici a vloZit do pfistroje. Matrice se

Ucastni desorpce a ionizace analytu zpUsobené vysokou energii laseru. lonizované
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Castice analytu jsou presmérovany do analyzatoru TOF (time of fly), coZ je trubice
vyplnénd vakuem. Castice putuji k detektoru rGznou rychlosti, malé &astice rychleji,
velké pomaleji a vytvori se hmotnostni spektrum typické pro danou bakterii. Spektrum
je porovnano s databazi a je nalezena nejvyssi shoda (Patel, 2013). Chyby v urceni
druhu se mohou objevit i u MALDI-TOF. Je potfeba ¢istd kultura, metoda zavisi na
Uspésnosti kultivace. Byla popsdana zdména blizkych druhl N. polysacharea a N.

meningitidis (Cunningham et al., 2014).

10.3.2 Biochemické testy

Neisserie obsahuji enzymy peroxidazu i cytochromoxidazu, maji pozitivni
kataldzovy i oxidazovy test. Detekce cytochromoxiddzy se provadi pomoci barevné
reakce fenylendiaminu s alfa-naftolem za vzniku indofenolové modfi, v pfipadé
pozitivity reakce. Kataldzovy test na prikaz peroxiddzy se provadi smichanim kultury
bakterie s peroxidem vodiku, v pfipadé pozitivni reakce vznikaji bublinky uvoliovaného
kysliku. Jedinou biochemickou aktivitou je zkvaSovani glukdzy, a na rozdil od gonokoka,
i maltézy. Pro blizsi uréeni gramnegativnich kok( a kokobacildl biochemicky slouzi

komeréné dostupné panely, napriklad NEISSERIAtest (Votava et al., 2003).

10.4 Priikaz antigenu

VyuZivany jsou téz sérologické metody pro detekci antigeni. Umoznuji urceni
séroskupiny. Nevyhodou je vétSi mnozstvi faleSné negativnich vysledkl, proto by
nemeély byt jedinym testem potvrzujicim diagndzu. Prikaz specifickych protilatek nema
vyznam, vzhledem k rychlosti pribéhu infekce. VyuZiva se zejména latexova aglutinace
(Rosenstein et al., 2001). Lze pouzit monovalentni nebo polyvalentni antiséra. Vétsinou
se testuje 5 nejéastéjsich séroskupin: A, B, C, W135 a Y. V nékterych pfipadech vzorek
nereaguje s zadnym antisérem nebo reaguje s vice antiséry, pak je oznacen jako
nezaraditelny. Sety pro latexovou aglutinaci jsou komeréné dodavané. Vidy je nutné
presné dodrzovat pravidla a pokyny dodavatele (Mayer et al., 2011). Senzitivita
latexové aglutinace prudce klesa u vzork(l likvoru odebranych po zahdjeni antibiotické

|éCby, a to ze 60 % na 9 % (van de Beek et al., 2016).
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10.4.1 Rychlé diagnostické testy

Existuji rychlé diagnostické testy pro pfimé testovani vzork CSF bez
predchozich Uprav. Funguji na principu vertikalni imunochromatografie. Castecky zlata
a membrana z nitroceluldzy jsou pokryty monoklonalnimi protilatkami, aby zachytily
rozpustné séroskupnoveé specifické polysacharidové antigeny. Vznikaji komplexy, které
jsou detekovany barevnou reakci. Test se skldda ze dvou papirk(, které dohromady

umoziuji identifikaci séroskupin A, C, W135 a Y (Mayer et al., 2011).

10.5 Molekularni metody

V soucasné dobé je pouzivani molekuldrnich metod v laboratofich na vzestupu.
Jiz béznou diagnostickou metodou se pro meningokoky stala polymerazova retézcova
reakce (Polymerase Chain Reaction, PCR). V roce 2016 bylo 53,5 % pfipadl
meningokokovych infekci v CR prokdzanych metodou PCR (KfiZova et al., 2016).
Vyhodou je moZnost analyzy vzork(, které obsahuji zemrelé ¢i lyzované bakterie, tudiz
by nebylo moiné je vykultivovat. Molekularni metody také umoZniuji studovat vztah

mezi genetickou vybavou a patogenitou (Mayer et al., 2011).

10.5.1 PCR

Vysetfovanym materidlem je DNA vyextrahované ze vzork( krve nebo CSF.
Metoda PCR spociva v selektivni amplifikaci specifického Useku DNA. M3 tti zakladni
kroky: 1) denaturace, rozpleteni dvousroubovice DNA na jednovlaknovou DNA; 2)
pripojeni pocatecnich sekvenci (primer() na komplementarni jednovlaknovou DNA; 3)
prodluzovani primerd ve sméru 5' -> 3' DNA polymerdzou. Pocet kopii se kazdym
krokem ndsobi. Cilem amplifikace u meningokokl jsou zejména geny ctrA a sodC. CtrA
gen se nachazi vlokusu pro syntézu pouzdra (cps lokus) a koduje transport
polysacharidi pouzdra na povrch burky. Vyskytuje se u témér vSech druhd a je
pouzivan u real-time modifikace PCR i klasické PCR. U c¢asti meningokokll gen ctrA
chybi. DalSim cilem PCR je sodC, gen kédujici Cu, Zn superoxid dismutazu, jejiz funkci
je preména superoxidového radikalu na kyslik a peroxid vodiku. Gen sodC neni spjat
s lokusem pouzdra a umoziuje tak detekovat i neopouzdrené kmeny. PCR je rychlejsi
oproti metodam kultivacnim, vysledky jsou obvykle v fadu nékolika hodin od odbéru a
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umoziuje i naslednou sérotypizaci a multilokusovou sekvenéni typizaci (MLST). Real-
time modifikace PCR umoZnuje kvantifikaci DNA bakterie ve vzorku. Kombinuje
amplifikaci a detekci pomoci fluorescencnich barviv v jednom kroku. Existuje detekce
nespecificka a specifickd. Nespecifické barvy se vazi na jakoukoliv molekulu DNA, proto
maji vy$si nachylnost k falesné pozitivité. Specificka detekce se provadi pomoci sond,
které rozpozndvaji a vazi se na specifickou sekvenci. Fluorescence je vysilana pouze
tehdy, pokud se sonda navaze na cilovou sekvenci. Vysledna fluorescence je Umérna

mnoZstvi amplifikované DNA ve vzorku (Mayer et al., 2011).

Genetické odliSnosti v lokusu pro syntézu pouzdra umoziuji pouzivani real-time
PCR pro detekci specifickych genl séroskupin jednotlivych izolatl. Pro genotypizaci
jsou pouzivany geny v lokusu pouzdra (cps). Geny jsou usporadany ve 4 operonech. 1
kdduje syntézu pouzdra (syn), dalsi tti kdduji transport sloZzek pouzdra na povrch buriky
(ctr). U séroskupiny B, C, Y a W135 je pouzivan gen sia (nékdy nazyvany téz syn),
kédujici syntézu sialové kyseliny tvofici pouzdro. U séroskupiny A je detekovan gen
proteinu s katalytickou aktivitou sacB, u séroskupiny X je to gen fosfotransferazy xcbA

(Mayer et al., 2011).

PCR se vyznacduje vysokou specifitou i senzitivitou. Ve studii z roku 2005 bylo
porovndvano 20 klinickych vzork( v 11 referencnich laboratotich, ztoho deset se
nachazelo v Evropské unii a jedna v Burkina Faso. Primérna citlivost PCR byla 89,7 %
a specifita 92,7 %. K detekci byly pouzivany geny ctrA, transkripéni reguldtor crgA, ¢ast
malé podjednotky ribozomu 16S rRNA, porA. U genotypizace k rozliSeni séroskupiny
byla pramérna citlivost nizsi, a to 72,7 %. V nékterych laboratofich nedoslo k prifazeni
séroskupiny, protoze vzorky zde byly testovdny pouze na dvé nejbéinéjsi séroskupiny

v Evropé — B a C (Taha et al., 2005).

10.5.2 MLST a dalsi molekularni metody

Dalsi molekuldrni metody nejsou rozsifeny v béinych mikrobiologickych
laboratofich, ale jsou pouzivany v narodnich referenénich laboratofich,
epidemiologickych vyzkumech a dalSich védeckych pojednanich o N. meningitidis.
Vysoké rozliSeni téchto metod umozZiuje zjistit nepatrné rozdily v genotypech

jednotlivych kmen(. Housekeeping geny jsou exprimovany ve vsech bunkach
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organismu, koduji proteiny metabolismu. Prvni metodou vyuZivajici tyto geny byla
multilokusova enzymova elektroforéza (MLEE). MLEE analyzuje elektroforetickou
pohyblivost metabolickych enzym( na gelu a srovnava zmény v mobilité kazdého
enzymu s alelovou variantou kazdého lokusu. Porovnavany jsou elektroforetické typy
(ET). Pro presnou analyzu je tfeba zpracovat aspon 20 lokus. Metoda je technicky

narocnd a neni mozné mezilaboratorni srovnani (Mayer et al., 2011).

Multilokusova sekvencni typizace (MLST) je Siroce pouzivanad metoda pro subtypizaci.
MLST definuje kmeny podle jejich alelového profilu ziskaného z nukleotidovych
sekvenci fragmentl obvykle sedmi houskeeping gend. Pro N. meningitidis jsou to geny:
abcz, adk, aroE, fumC, gdh, pdhC a pgm. Analyzuji se fragmenty o délce 450-500 para
bazi, aby byly bez problému sekvenovatelné na automatickych DNA sekvenacnich
pfistrojich. Pomoci MLST jsou urcovany sekvenéni typy (ST). Analyza se provadi z PCR
amplifikace klinického materidlu. DalSimi cilovymi geny pro sekvenaci jsou porA, porB,
fetA, fhpb, NHBP a NadA. Data o sekvenaci jsou reprodukovatelné a mohou byt
objektivné porovnavany mezi laboratoremi Na webu pubmlst.org/neisseria je
celosvétova databaze vsech ST. Ke dni 1.6.2018 se zde nachazelo 13681 ST, databaze

obsahovala data ze 46038 izolatu (Jolley et al., 2018).

MLST nemad vidy dostatec¢né rozliSeni mezi pfibuznymi kmeny (Jolley et al.,2012).
Dnes uZ jsou proto pouZivany metody s vys$Sim rozliSenim. Mezi né patfi sekvenace
celého genomu nebo MLST typizace konzervativnich ¢asti genomu po celé jeho délce
(core genome sequencing — cgMLST). Pro Neisserie byla vyvinuta cgMLST metoda o
analyze 1605 lokusl. V soucasnosti se v databazi nachazi 12636 cgST (Jolley et al.,

2018).

Dalsi metodou pouZivanou pro subtypizaci N. meningitidis je ribozomalni
multilokusovd sekvencni typizace (ribosomal multilocus sequence typing — rMLST).
Analyzuje se proménlivost 53 genl kddujicich bakteridlni ribozomalni proteinové
podjednotky (rps geny). Rps geny jsou pfitomny ve vSech bakteriich a distribuovany po
celém chromozomu. Metoda poskytuje vétsi rozliSeni nez samotna typizace 16S malé
ribozomalni podjednotky, u které muize byt problém rozliSit ¢leny stejného rodu (Jolley

et al.,2012). Pro vyhotoveni rMLST jsou nutné data o nukleotidové sekvenci 53 lokusu,
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které nemusi byt vidy dostupné pro vSechny kmeny. Snahou tedy bylo vybrat jediny
lokus, ktery by dostatecné popsal dany rod. Pro Neisserie byl vybran gen rplF, kdédujici

fragment 50S ribozomalniho proteinu L6 (Bennett et al., 2014).

11. TERAPIE

U invazivnich infekci s fulminantnim pribéhem je nutné zabezpedit Zivotni funkce.
Obnovit cirkulaci krevniho fecisté podanim krevnich infuzi, plazmy a aktivovat
metabolismus a fibrinolyzu podanim heparinu, ¢i streptokinazy. Empiricka antibioticka
lé¢ba musi byt zahdjena pfi podezieni na meningokokovou infekci ihned. V Ceské
republice se jako antibiotikum obvykle podava penicilin, ke kterému je zde citlivost
vysokd. Ddle lze pouzit ampicilin, kotrimoxazol, ceftriaxon, popf. chloramfenikol

(Votava et al., 2003).

Ve studii Evropské unie ,Impact of meningococcal epidemiology and population
biology on public health in Europe” zlet 2001-2005, které se zUcastnilo 26 statl
Evropy, byla zji§téna snizena citlivost k penicilindm pouze ve Spanélsku. Pokud je u
pacienta podezieni na infekci NM a nachazi se v oblasti zvySeného vyskytu rezistence,
jsou prvni volbou cefalosporiny treti generace, dokud nejsou provedeny testy citlivosti.
Bylo zjiSténo, Ze sniZzenou citlivost k penicilinu zplsobuje gen penA. Citlivost
k penicilinu lze tedy zjistit, kromé klasickych kultiva¢nich metod, i molekularni

metodou, pomoci sledovani polymorfismu genu penA (Ktizova a RoZznovsky, 2011).

12. PREVENCE

12.1 Profylaxe

Profylakticka lécba se provadi u blizkych postizeného, zejména spolubydlicich.
Ceftriaxon, rifampicin a ciprofloxacin se pouzivaji k profylaxi a keradikaci N.

meningitidis z nasofaryngu (van de Beek et al., 2016).

12.2 Vakciny

RGznorodost v genetické a antigenni vybavé jednotlivych kmen( dosud
neumoznila vyvinout vakcinu univerzalni pro vsechny  séroskupiny
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N. meningitidis. V Ceské republice jsou nyni k dispozici dvé vakciny, jimiz Ize dosahnout
témér uplné ochrany pfed meningokokem. Nejsou soucasti povinného ockovaciho
kalendare a vzhledem k nizkému vyskytu invazivnich meningokokovych infekci, se
jejich zatazeni ani nepredpoklada. Neni tedy mozné spoléhat na kolektivni imunitu

(NRL pro meningokokové ndkazy, 2018).

12.2.1 Vyvoj a slozeni

Prvni ockovaci latkou proti meningokokim byly polysacharidové vakciny. Zjistilo
se vsak, Ze nejsou efektivni pro déti do 2 let, opakovanou vakcinaci se sniZzuje imunitni
odezva a nezabezpecCuji dozZivotni imunitu. Proto byly vyvinuty konjugované vakciny,
které maji nejméné stejnou ucinnost jako polysacharidové, opakované davky zvysuji
imunitni odezvu a maji dlouhodobéjsi efekt. Konjugovand vakcina proti séroskupiné A
byla Uspésna v eradikaci epidemii této séroskupiny v pasu meningitid v Africe (Tzeng et
al. 2016). V soucasné dobé se pouziva tetravalentni konjugovand vakcina MenA,C,W,Y,
ktera se sklada z oligosacharidu kazdé séroskupiny konjugované, v pfipadé vakciny
Menveo s proteinem Corynebacterium diphtheriae, v ptfipadé vakciny Nimenrix s

tetanickym toxoidem (EMA, 2018).

Séroskupina B nema imunogenni polysacharidové pouzdro, protoze polysialové
kyseliny jsou soucasti lidskych glykoproteint. Vyvoj vakciny proti této séroskupiné se
tak musel zaméfit na nekapsularni antigeny. Prvni vakcinou byla MenB, obsahujici
vezikly z vnéjsi membrany, ¢asti PorA. MenB nebyla dostatec¢né Uc¢innd proti vSem
kmen(m. Dalsi vakcinou proti séroskupiné B je ¢tyrkomponentni 4CMenB, zaloZena na
antigenech srdznou funkci. Protilatky vytvorené po vakcinaci by mély indukovat
usmrceni bakterie aktivaci klasické komplementové cesty nebo nepfimo predchdazet
vazani faktoru H na povrch bakterie (Pizza a Rappuoli, 2015). 4CMenB je
rekombinantni vakcina zaloZzend na antigenech fHbp, NHBP, NadA a porA. Evropska
komise schvalila pouzivani 4CMenB, obchodnim nazvem Bexsero, v roce 2013. Posledni
novinka, vakcina MenB-fHbp, neboli Trumenba, byla registrovdna Evropskou unii
vroce 2017. Trumenba se skladd ze dvou variant rekombinantniho lipidovaného

proteinu vazajiciho faktor H — fHbpA a fHbpB (EMA, 2018).
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Vakciny proti séroskupiné B jsou stdle pod zvySenym dohledem Evropské lékové
agentury a sbiraji se statistickd data o bezpecnosti, efektivité a ochrané pred
nosi¢stvim meningokoka této skupiny. U&innost vakcin nebyla hodnocena v klinickych
studiich, byla pouze odvozena na zdkladé schopnosti indukovat sérovou baktericidni
protilatkovou odpovéd na vakcinacni antigeny. Sbirdny jsou dulezité informace o
vedlejsich Ucincich, které podléhaji hlaseni. Nejsou zatim znamy uUcinky u téhotnych a
kojicich zen a u imunokompromitovanych pacientl. V roce 2015 Spojené kralovstvi
zaradilo vakcinu 4CMenB do svého ockovaciho kalendafe. Po deseti mésicich vakcinace
novorozencu byl zjistén pokles pripadl zplsobenych meningokokem séroskupiny B o
50 %. Zjisténa efektivita vakciny byla 83 %, ekvivalentni 94 % proti kmendm, které jsou

preventabilni ockovanim (88 %) (Ladhani et al., 2018).

12.2.2 Vakciny proti meningokokéim v CR

V Ceské republice jsou dostupné vakciny registrované Evropskou Iékovou
agenturou (EMA): dvé konjugované tetravalentni vakciny (MenA,C,W,Y) a dvé
rekombinantni vakciny obsahujici antigeny meningokoka séroskupiny B (MenB-4C a
MenB-FHbp). Komeréné dostupné konjugované tetravakciny jsou Nimenrix a Menveo.
U téchto vakcin byla prokazana i ochrana proti nosiéstvi meningokoka. Nimenrix lze
ockovat od 6 tydnl po narozeni, Menveo od 2 let. U MenB-4C je doporucena aplikace
od 2 mésich véku, u nas je dostupnd vakcina Bexsero. Pro MenB-FHbp vakcinu,
obchodnim ndzvem Trumenba, je minimalni vék 10 let. Pro co nejvétsi ochranu je
doporuceno ockovani proti viem séroskupinam. K udrZzeni spolehlivé imunity je nutné
preockovani, u konjugované tetravakciny po péti letech, u MenB-4C je zatim pouze
doporucené preockovani u déti do 2 let véku, pro MenB-FHbp vakcinu nebyla jesté
preockovani viibec stanovena. Mezi rizikové skupiny, pro které Ceska vakcinologicka
spole¢nost ockovani zejména doporucuje, patfi: novorozenci, déti a dospivajici,
zdravotni  pracovnici, osoby pohybujici se voblasti zvySeného vyskytu
meningokokovych infekci a pacienti s porusenou funkci imunity. Ockovani proti
meningokokdm je dobrovolné a neni hrazené pojistovnami (Ceskd vakcinologicka

spole¢nost CLS JEP, 2018).
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Ve Statnim zdravotnim ustavu v Ceské republice byla provedena genova analyza
slozek vakciny 4CMenB u 340 izoldtd meningokokovych infekci zlet 2007-2016.
Metoda byla provadéna pomoci MLST. Cilem bylo ovéfit, zda se varianty genl
obsaZené ve vakciné Bexsero shoduji s variantami v izolatech, jinymi slovy, zda vakcina
indukuje ucinné protilatky. U vSech izolatl byly pfitomny geny kddujici fHbp a NHBP.
Genova varianta fHbpl, kterda je soucdsti vakciny, prevazovala nad ostatnimi
variantami. Gen NadA byl pfitomen u pfiblizné tretiny izolatd, gen porA v pouzité
varianté P1.4 témér nebyl pfitomen. Z analyzy vyplyva, Ze vakcina poskytuje na nasem

Uzemi dostatecnou ochranu proti meningokokovym infekcim (Musilek et al., 2017).
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13. DISKUZE

Cilem této prace bylo shrnout nové poznatky o N. meningitidis a meningokokovych
infekcich. Posledni vydanou publikaci byla vroce 2011 kniha Meningokokové
onemocnéni od Pavly Kfizové a Ludka RoZnovského. Za poslednich 7 let nastal
prevratny rozvoj hlavné v oblasti ockovani, pred 7 lety jesté neexistovala zadna vakcina
proti meningokoklm séroskupiny B, dnes uz mame k dispozici dokonce 2 druhy a stale
se pracuje na vylepSeni jejich sloZeni. Byla nalezena spousta novych antigennich
struktur. Nesmim zapomenout na nové metody v subtypizaci, vedle jiz klasického
MLST, je dnes populdrni celogenomové sekvenovani a cgMLST, které dokaze odhalit
vyskyt nebezpecnych hypervirulentnich kmen(. Diky intenzivnimu vyzkumu se podafilo
témér uplné porozumét vzniku meningokokovych infekci a ziskali jsme moZnost jim
prfedchazet. Otazkou je vyuZiti prevence. V mnoha zemich Evropy je jiz ockovani
hrazené verejnym zdravotnim pojisténim a je zarazeno do ockovaciho kalendare.
V Ceské republice je o¢kovani proti meningokokovym infekcim doporucené pouze pro
jednotlivce a neni hrazeno z verejného zdravotniho pojisténi (ECDC — Vaccine
Scheduler, 2018). Zejména finan¢ni otazka mlze byt pro mnoho lidi rozhodujici.
Napriklad cenik Stfediska ocCkovani a cestovniho Iékafstvi s. r. o.

(https://www.ockovani-zahranici.cz/cenik-ockovani-a-sluzeb) udava cenu za 1 davku

pro konjugovanou vakcinu A,C,W,Y (Menveo, Nimenrix) 1750 K¢ a pro vakcinu proti
séroskupiné B (Bexsero) dokonce 3080 K¢. U déti ovSsem nestaci jedna davka. Ve véku
2-5 mésicu je doporucend aplikace rekombinantni MenB-4C vakciny ve schématu 3+1.
Konjugovana MenA,C,W,Y vakcina se aplikuje ve véku do 12 tydnu ve schématu 2+1, ve
véku do 5 mésicl véku ve schématu 2+0. U dospélych je doporucena aplikace pro
séroskupinu B 2+0 a pro MenA,C,W,Y 1+0 (Ceska vakcinologicka spole¢nost CLS JEP,
2018). Lze si jednoduse spocitat, Ze pro mnoho rodin svice détmi je to zdleZitost
financné velice narocna. Je ziejmé, Ze prosazovat ockovani proti meningokokovym
infekcim v dobé jejich Ustupu je tézké, presto si myslim, Ze pfinos ockovani je

nezanedbatelny a bylo by vhodné jej zaradit do o¢kovaciho kalendare i u nas.

37


https://www.ockovani-zahranici.cz/cenik-ockovani-a-sluzeb

14. ZAVER

Védecky pokrok, zejména ve studiu genetické vybavy meningokoka a jeho
antigennich struktur nam pomohl osvétlit proces kolonizace ¢lovéka meningokokem.
Intenzivni vyzkum meningokoka pomohl kvytvofeni ucinnych vakcin proti vSem
séroskupinam. Laboratorni diagnostika pfi podezieni na meningokokovou infekci se
stdle vice opird o rychlejsi nekultivaéni metody, v cele s PCR. Zd3a se, Ze v soucasné
dobé je meningokok na Ustupu, ale méli bychom mit na paméti, Ze je pro nds stale

nebezpecnym nepfitelem.
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15. POUZITE ZKRATKY

zkratka vyznam zkratky ¢esky vyznam
App adhesion and penetration protein adhezivni a penetracni protein
BBB blood-brain barrier hematoencefalicka bariéra
DNA deoxyribonucleic acid deoxyribonukleova kyselina
CcD cluster of determination diferenciacni skupina
CEACAM carcinoembryonic antigen cell adhezin z rodiny karcinoemrionalnich
adhesion molecule antigent
CSF cerebrospinal fluid mozkomisni mok
cgMLST core genome multilocus sequence multilokusova sekvencni typizace
typing vybranych casti celého genomu
cgST core genome sequence type sekvencni typ pro metodu core
genome MLST
DIC disseminated intravascular diseminovana intravaskuldrni
coagulation koagulace
ECDC European Centre for Disease Evropské stiedisko pro kontrolu a
Prevention and Control prevenci nemoci
EMA European Medicines Agency Evropska lékova agentura
ET electrophoretic type elektroforeticky typ
fHbp factor H binding protein faktor H vazici protein
G-CSF granulocyte-colony stimulating factor rastovy faktor granulocytl
Ig imunoglobulin protilatka
IL interleukin interleukin
LAMPs lysosome associated membrane membranové proteiny lysozomu
proteins
LOS lipooligosaccharide lipooligosacharid
LPS lipopolysaccharide lipopolysacharid
MALDI-TOF Matrix-Assisted Laser Desorption Laserem indukovand desorpce a
lonization — Time Of Fly ionizace za Ucasti matrice — detektor
doby letu
MLEE Multi-Locus Enzyme Electrophoresis multilokusova enzymova
elektroforéza
MLST multilocus sequence typing multilokusova sekvenéni typizace
MS

Mass Spectrometry

hmotnostni spektrometrie




NadA

Neisseria adhesin A

adhezni protein Neisserie A

Nalp Neisseria autotransporter serine neisseriova autotransportni serinova
protease proteasa
NHBP Neisserial heparin binding protein protein Neisserie vazici heparin
NhhA Neisseria hia homologue A homolog A Neisserie
NM Neisseria meningitidis Neisseria meningitidis
NspA Neisserial surface protein A neisseriovy povrchovy protein A
Opa opacity protein ,heprihledny” protein
PCR polymerase chain reaction polymerazova retézcova reakce
rMLST ribosomal multilocus sequence ribozomalni multilokusova sekvencni
typing typizace
ST sequence type sekvencni typ
TNF tumor necrosis factor tumor-nekrotizujici faktor
WHO World Health Organization Svétova zdravotnickd organizace
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