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1. UVOD

1.1.  Neisseria meningitidis
1.1.1. Zakladni charakteristika patogena

Meningokoky jsou pfirozenym primarnim patogenem pouze pro ¢lovéka a jsou ryze
parazitické. Kolonizuji sliznici respiracniho traktu, spojivky a genital ¢loveka. Jejich vyskyt
ve zdravé populaci vyrazné prevazuje pocet klinickych onemocnéni. Meningokoky jsou
kultivaéné narocné, striktné¢ aerobni, nesporulujici gramnegativni diplokoky, vétSinou
opouzdiené, ulozené intracelularné. Jsou citlivé na vlivy zevniho prostfedi, vyschnuti,

slunééni svétlo, dezinfekci a snadno podléhaji autolyze zejména v alkalickém prostiedi.
(Obrazek 1..2.)

Obrazek 1. Neisseria meningitidis

(zdroj: http://www.sanger.ac.uk/Projects/N_meningitidis/)

Obrazek 2. Neisseria meningitidis

(zdroj: http://www.schoolwork.de/mikrobiologie/agarplatten.php)



1.1.2. Charakterizace kment

Populace Neisseria meningitidis (N.meningitidis) je tvorena ¢asti klondlni, zahmujici
uskupeni - komplexy vertikaln€ se Sificich geneticky podobnych klont a ¢asti neklondlni,
geneticky vyznamné proménlivou. Nejvyssi miru virulence a zdravotni zdvaznosti vykazuji
meningokoky sdruzené do tzv. hypervirulentnich klonalnich uskupeni. Tato uskupeni
odpovidaji za onemocnéni s nejzavaznéjSim klinickym pribéhem a zvySenou smrtnosti,
pasobi prevaznou Cast onemocnéni, zejména pii hyperendemickych situacich a vykazuji
nejvyssi pravdépodobnost vzniku invazivniho meningokokového onemocnéni (IMO) po
kolonizaci hostitele. Jsou izolovana hlavné z invazivnich forem onemocnéni a vykazuji
vyznamnou genetickou stabilitu, zachovavaji vysokou virulenci v pribéhu dlouhodobého
Siteni a mohou byt odpovédna za zvySeny vyskyt IMO v n&kterych lokalitach. Naopak
zvySen¢ proménlivé meningokoky spolu se zastupci slabé virulentnich uskupeni jsou
nalézany prevazn€ u asymptomatickych nosict a ziidka u IMO.

Narodni referenéni laboratof pro meningokové ndkazy Statniho zdravotniho tstavu
v Praze (NRL) sleduje prisluSnost izolatd ke globalné a mistn€ se Sificim klonalnim
uskupenim s diirazem na identifikaci izolati hypervirulentni povahy. Ke konalni klasifikaci
vyuziva pristupy imunochemické typizace sledujici antigenni povahu povrchovych struktur
(urCeni séroskupin - aglutinace, urfeni sérotypi a subtypi - celobunééna enzymova
imunoanalyza - WCE) a pfistupy molekuldrné biologické klasifikace sledujici povahu
nitrobunéénych struktur (enzymi - multilokusova enzymova elektroforéza — MLEE a
chromozomalni DNA — multilokusova sekvenéni typizace — MLST). K posouzeni ptibuznosti
izolath s predpokladanou epidemiologickou vazbou se pouziva makrosrestrikéni analyza
DNA pomoci elektroforézy v pulsnim poli (PFGE).

Izolaty se stejnym ¢&i velmi pfibuznym multilokusovym genotypem mohou vykazovat
znac¢né odliSny imunochemicky fenotyp a naopak i stejny fenotyp mize vykazovat klonalni
odli$nost izolati. Detailni monitoring antigennich a genetickych vlastnosti meningokoki je
nezbytnou podminkou ke spravnému hodnoceni vyvoje epidemiologické situace v nasi

republice, k jejimu prognézovani a uréeni odpovidajici vakcinaéni strategie.

a) Imunochemicka fenotypizace
(aglutina¢ni uréeni séroskupiny + sérotypizace a subtypizace = fenotyp)

vvvvvv

rozliSujeme aglutinaci 12 séroskupin (A, B, C, X, Y, Z, W135, 29E, H, I, K, L). Na 90 %



IMO se celosvétove podileji sérologické skupiny A, B a C. Metody pouzivané k urovani
sérologickych skupin v NRL zahrnuji sklickovou aglutinaci (ITEST, Bio-Rad, Difco),
latexovou aglutinaci (LA) (BioMérieux, Bio-Rad, Murex), WCE (NIBSC), polymerazovou
fet¢zovou reakci (PCR) a sekvenaci.

Vedle pouzdernych antigenli rozezndvame jest€ nekapsularni antigeny bunécéné stény -
proteinové a lipopolysacharidové, podle kterych urujeme sérotyp a subtyp. U nékterych
kmen®i neni moZné sérotyp ani subtyp ur€it, takové kmeny pak oznaCujeme jako
netypovatelné¢ (NT) a nesubtypovatelné (NST). Komplexni ur€eni téchto povrchovych
antigen je nazyvano fenotyp. K tomuto ur€eni pouzivame metodu WCE zaloZenou na
stanoveni antigenni specificity oblasti imunodominantniho porinu PorB, resp. 2 oblasti
porinu PorA pomoci monoklondlnich protilatek ve standardizovaném testu.

Vysledky grantové studie ukézaly, Ze kmeny pisobici IMO jsou vyrazn¢ homogenni,
zatimco kmeny izolované od zdravyh nosicl vykazovaly znaCnou heterogenitu fenotypu.

(K#izova 2002b).

b) Geneticka charakterizace

(multilokusové typizace - MLEE, MLST)

Genetickd charakterizace urCuje chromozomalni genotyp izolatd popisem souboru
genovych lokusii. Proménlivost gent neni pfili§ ovlivnéna selekénim tlakem hostitelského
prostredi a umoziuje Uplnou charakterizovatelnost izolatl, kterd je dana charakteristickym
alelickym profilem.

Plvodni pristup — MLEE - u souboru genli nitrobunéénych metabolickych struktur
sleduje elektroforetickou pohyblivost korelovanou neptimo s alelickym genotypem lokusi.
Jejim vysledkem je elektroforeticky typ (ET).

Novejsi pristup - MLST - urCuje alelicky genotyp piimo sekvenaci lokusi a jejim
vysledkem je sekvencni typ (ST). Tato typizacni metoda, vyvinutd v Anglii v roce 1998,
zajistuje  100% typovatelnost populaci N.meningitidis kmenl a umozZnuje detekovani
hypervirulentnich  klonl a studium vyvoje populace. Je to univerzadlni metoda, ktera
poskytuje celosvétové srovnatelna data. U nas byla zavedena ve spolupraci s Univerzitou
v Oxfordu a s Mikrobiologickym ustavem Akademie véd v roce 2000. Pouziti této metody
ukazalo genetickou odliSnost populaci meningokokii plsobicich IMO od populaci
nosi¢skych (Jolley 2000). Déle byla zjisténa genetickd odlisnost ceskych kmend od
zapadoevropskych populaci (Kiizova 2001b). U ceskych izolatd N.meningitidis jsou

zjistovany nové jes§t¢ nepopsané ST, které jsou verifikovany Oxfordskou univerzitou, jsou



uvedeny ve svétové MLST databéazi a jsou velmi zajimavym materidlem pii vyvoji nové
vakciny. Nékteré se nalézaji vyhradng v Ceské republice (CR) a n&které byly nalezeny
v zemich stfedni a vychodni Evropy. V NRL v Praze byla vyvinuta originalni metoda MLST
ptimo z klinického materialu (Kriz 2002), ¢imz lze urit ST u kultivaéné negativnich, ale
PCR pozitivnich IMO a vyznamné zptesiiuje epidemiologické studium IMO.

Vyskyt hypervirulentnich uskupeni podléha pomalym, ale casto zasadnim zménam.
Dominantni hypervirulentni uskupeni zjiStovana globalné ve svét€ a typicka také pro Evropu
jsou 4 pro séroskupinu B a C (ST 8/komplex A4, ST 11/ ET 37, ST 32/ET 5, ST 41/uskupeni
II), pro Afriku a Asii jsou typickd 3 uskupeni séroskupiny A (ST1/podskupina I, II, V, VI,
VII, ST 4/podskupina 1V, ST 5/podskupina III, VIII). Specificky vyskyt séroskupiny B byl
zjistén ve statech byvalého Vychodniho bloku s typickym hyperviruletnim uskupenim ST
18/komplex 22.
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Graf 1. Zastoupeni hypervirulentnich komplexii u IMO, Ceska republika, 1992-2004
Prevzato z KiiZzova P, Zpravy Centra epidemiologie a mikrobiologie (CEM), 2005

V CR ukézala klonalni analyza piislusnost meningokokd k 7 hypervirulentnim
uskupenim — 61 % ET-37, 16 % ET-5, 14 % komplex 22, ojedin¢le A4, uskupeni III, E, Q.
Komplex 22 byl detekovan jako dosud nepopsané dominantni uskupeni typické pro oblast
Stredni a Vychodni Evropy a vztaZené k séroskupiné B a sérotypu 22, ST 18. Od roku 1993
byl zaznamendan narist hypervirulentniho komplexu ST 11, ET-15/37. Od roku 1996 jeho



vyskyt klesd, ale je stale vyznamny a udrZuje vysokou smrtnost IMO. V letech 1999-2002
69 % izolatd od IMO patiilo k hypervirulentnim komplexiim, proto ptetrvavala vysoka
smrtnost a klinicky zavazny pribéh IMO (Musilek 2002). V roce 2002 byla zaznamendna
v disledku klonéalni ndhrady vzristajici Cetnost onemocnéni zptsobenych nove se Sificimi
uskupenimi séroskupiny B, hlavné komplexu 22 a ET-5. Vzhledem k rozsiteni komplexu
ET-5 v zapadoevropskych statech 1ze u néj predpokladat staly narist (Musilek 2003, K¥izova
2005, Graf 1.).

¢) Srovnavaci chromozomalni analyza

Metodami molekularni mikrobiologie je zjiStovana geneticka pfibuznost meningokokd,
které pomohou odlisit sporadicky vyskyt od ptipadd epidemiologicky souvisejiciciho vyskytu
IMO jako disledku Sifeni virulentniho kmene. Ke studiu epidemilogicky a klinicky
pfibuznych kmenl lze pouzit rizné typovaci metody - WCE, MLEE, PFGE a analyzu
ndhodn¢ apmlifikovanych genomovych useki (RAPD). Pro porovnani celkové

chromozomalni povahy izolatd prokazala nejvyssi rozliSovaci schopnost PFGE (Kriz 2000b).

1.1.3. Citlivost k antibiotikim

Citlivost na chemoterapeutika uréuje NRL pro antibiotika Statniho zdravotniho tstavu
(SZU) ve spolupraci s NRL pro meningokokové nakazy SZU. Dlouhodoby monitoring
citlivosti ukazuje, Ze meningokoky izolované v CR jsou velmi dobie citlivé na antibiotika
(ATB) vcetné penicilinu, ktery zlstava stile lékem volby (Urbaskova 1999, Urbaskova
2000).

1.1.4. Patogenita - faktory virulence

N.meningitidis je i1zolovana prevazné z nasopharyngu, kde muize rist epifyticky nebo
mizZe vyvolavat nasofaryngitidu. Z nasofaryngu miiZze proniknout do krevniho teciste¢ a
vyvolat bakteriémii. Meningokokcémie je provdzena priznaky intoxikace uvolnénym
endotoxinem. Jeho uvolnéni ze st€ny usnadniuji autolytické enzymy meningokokl a jeho
toxicita je vySi nez u enterobakterii. Vznikaji Cetné petechie, ve kterych je mozno prokéazat
mnozici se meningokoky. Dalsi Sifeni infekce mtze vést ke vzniku hnisavé meningitidy.

Kapsularni polysacharidy a proteiny vngjSi membrany nehraji pouze imunologickou roli,

ale uplatiuji se jako faktory virulence, zejména ve fixaci bakterie na faryngealni epitel,
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rezistenci k fagocytoze a priniku skrze respiraéni slizni€éni membréanu (Bednar 1996,
Chippaux 2002).

Ze studia interakce kmenl N.meningitidis s makrofagy a epitelidlnimi bunikami tkanovych
kultur a ze srovnani fagocytozy a adherence virulentnich a nevirulentnich meningokok
s antigenni a genetickou identitou vyplyvd, Ze virulentni kmeny adheruji k epitelidlnim
burikam rychleji a s vétsi intenzitou, fagocyt6za je u virulentnich kmenl pomalejsi a méné
intenzivni. Byla popséna ,,coiling* fagocytoza, kterd umoznuje prezivani uvniti makrofagi
(Kalmusova 2000). Jako dalsi faktory virulence byla studovana biochemicka aktivita RTX
proteinu FrpC, ktery je produkovan meningokoky v pribéhu infekce, je vysoce imunogenni a

jeho gen je polymorfni (Osicka 2001, Osicka 2004).

1.1.5. Nosic¢stvi

N.meningitidis se mize vyskytovat az u 10% zdravych osob aniz ptisobi jakékoliv obtize.
Tento stav oznaCujeme jako nosi¢stvi meningokoka. Nosi¢ské kmeny jsou vysoce diverzni,
obsahuji tfadu genotypd a nepatii do hyperinvazivnich linii. Potvrzuje se skuteénost, Ze o

vzniku nosi¢stvi ¢i IMO je rozhodnuto béhem kratké doby po setkani meningokoka

VAR

1.2. Invazivni meningokokové onemocnéni

Onemocnéni se prenadsi vzduSnou cestou kapénkovou nakazou pii Uzkém kontaktu.
Zdrojem infekce je pouze Clovek, zpravidla bezptiznakovy nosi€. Mezi dalsi zptisoby pienosu
nékazy patii piimy kontakt s nakaZenou osobou, napf. libani. V kolektivech vystavenych
hor§im hygienickym podminkdm a stresu se infekce miZe rychle §ifit. Pfenos kapénkovou
cestou vede k infekei faryngu, odtud se infekce $ifi hematogenni cestou a neni vyloucen ani
ptimy ptestup infekce z nasofaryngu pies sinus ethmoideus na mozkové pleny. Inkubacni
doba kolisa od jednoho do Sesti dnii. Naprosto stejn¢ virulentni meningokok se zachova
rizné, pokud se setkd s dobie komponovanym ¢i naopak oslabenym jedincem a rovnéz,
naprosto stejn¢ odolny jedinec se zachovd rizné po setkani srizné virulentnim

meningokokem.
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1.2.1. Epidemiologie ve svété

Epidemie IMO se vyskytuji na celém sv&t€ a vzdy pfitahuji pozornost vefejnosti.
Nejvyssi vyskyt IMO je trvale v subsaharském pasmu Afriky, kde plsobi v kratkych
(vétSinou Ctyfletych) intervalech rozsahlé epidemie. Tato oblast je oznacovana jako ,,pasmo
meningitidy — meningitis belt” (Lapeyssonnie 1963). Celosvetoveé je zde hlaSeno vice nez
polovina ptipadli meningokokové meningitidy. Meningitické epidemie zde patii k vedoucim
ptipadim umrti u osob do 15 let, po prijmovych a respiraénich onemocnénich a malarii.
Vysoké promiskuita, chudé hygienické podminky a nizka uroven zdravotni péce prispivaji ke
vzniku epidemii. Od roku 1985 byla zaznamenana fada epidemii také mino b&Zné limity
meningitick¢ho pasu. Na rozsifeni do sousednich statl se mohou podilet klimatické zmény,
lokélni ekonomické a hygienické podminky a lidska migrace, hlavné v suché sezénég, ktera je
souCasn¢ sezénou maximalniho pfenosu a rozsiteni bakterie. Vyznamnou tlohu pro Sifeni
epidemii hraje pout’ do Mekky. VétSinu (vice nez 85 %) hlavnich epidemii meningitid
v Africe zpUsobuje N.meningitidis séroskupiny A. Byly hlaSeny i epidemie vyvolané
N.meningitidis C, sporadické ptipady nebo lokalni epidemie zplsobené N.meningitidis X
(zejména v meziepidemickém obdobi) a od roku 2000 plsobi epidemie 1 N.meningitidis
W135.

V poslednich 20 letech se epidemie IMO objevily i v dalsich zemich (Belgie, Recko,
Spanélsko, Velka Britanie (UK), Rumunsko, Rusko, Mongolsko, USA, Kanada, Brazilie,
Argentina) a byly vyvolany meningokokem séroskupiny A nebo C. Tato situace byla vzdy
feSena cilenou vakcinaci ohroZené d&ésti populace. V nékterych zemich byly rozsahlé
epidemie vyvolany meningokokem séroskupiny B (Kanada, Norsko, Holandsko, UK, Chile,
Brazilie, Novy Zéland). Dosud neni vyvinuta G¢inné univerzalné pouzitelna vakcina proti této
séroskupingé. Nékteré zemé feSily tuto situact vyrobou vlastni B vakciny (Kuba, Norsko)
(Chippaux 2002).

Kazdoro¢ni Islamské pouté do Mekky (Hajj) se u€astni vice neZ milién osob z mnoha
zemi celého svéta a byva asociovana s vyskytem IMO. Prvni mezindrodni nariast IMO
nasledujici Hajj byl zplsoben N.meningitidis A vroce 1987. Vroce 1992 vznikla dalsi
epidemie N.meningitidis A béhem Umra a Ramadanu, ale nerozsifila se mimo Saudskou
Arabii. Bylo zavedeno povinné o¢kovani poutniki do Mekky a pro Umra navstévniky A+C
vakcinou. Vroce 2000 byl ve svét€¢ zaznamendn zvySeny vyskyt IMO zpisobeny
séroskupinou W135, k némuz doslo v souvislosti s pouti do Mekky. Bylo hlaseno 241

ptipadt v Saudské Arabii a 90 pripadid v 9 evropskych zemich (zejména v UK a Francii, dale
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pak v Holandsku, Némecku, Finsku, Svédsku, Belgii, Svycarsku, Norsku). Dalsi piipady byly
hlaseny v USA, statech Severni Afriky a Asie. Nejcasnéjsi pripady byly u poutnikil, a pak se
onemocnéni roz§ifilo na jejich kontakty i na osoby bez pfimého kontaktu s cestovatelem.
Vrchol vyskytu onemocnéni byl 2 tydny po navratu z Mekky. 50 % onemocnéni vzniklo
béhem prvnich 4 tydnl po navratu poutnikt a dalsi pripady se objevovaly sporadicky béhem
4 mésici po pouti. VSechny kmeny naleZzely do hypervirulentniho komplexu ET15/37 s
antigenni charakteristikou W135:2a:P1-5,2, ST 11 (Taha 2000b).

Po epidemii vroce 2000 Francie, UK a fada jinych zemi doporucuje tetravakcinu
A+C+Y+W135 pro cestovatele do Mekky. Dalsi epidemie v néasledujicim roce vedla k tomu,
Ze tetravakcina je vyzadovana u vSech poutnikl (Aguilera 2002). Polysacharidova
tetravakcina chrani proti vzniku onemocnéni, ale nechrani proti vzniku asymptomatického
nosicstvi, nemlZze tedy zabranit pfenosu na nevakcinované domaci kontakty. V roce 2001
0,8 % navrativSich se cestovateld byli nosi¢i W135, piestoZze pied odjezdem nebyli
kolonizovani (Doganci 2004). Byla vyvinuta konjugovana tetravakcina A+C+Y+W 135, ktera
redukuje procento nosi¢ll ve zdravé populaci a chrani proti vzniku IMO. Je registrovana

v USA a o jeji registraci v Evropé se uvazuje.
1.2.2. Epidemiologie v CR

Sledovani meningokokového onemocnéni ma v CR dlouholetou tradici a dobrou kvalitu.
HlaSenou timrtnost je mozno sledovat od roku 1921, nemocnost od roku 1943 (Graf 2.). IMO
se v CR vyskytuje sporadicky a jen vyjimeén& zde dochéazi k epidemiim. Posledni epidemie
byla hlaSena v padesatych letech, kdy celkova nemocnost presahla 14 pripada /100 000
obyvatel.

Vyskyt a klinicky obraz IMO se po roce 1993 vyrazné zménil. V obdobi pied rokem 1993
se ro¢ni pocet IMO pohyboval v rozmezi 50-70 a smrtnost byla relativné nizka (3 %). Pres
70 % IMO bylo zplisobeno meningokokem skupiny B a pievladajicim klinickym obrazem
byla meningitida.

Vroce 1993 doslo k rozsifeni nového genetického klonu meningokoka, ktery se do té
doby v CR nevyskytoval (monitorovano od roku 1973), ale byl zjistén v predchozich letech
ve zvySené miie v nékterych jinych zemich a byl zndm svou hypervirulenci. Jednalo se o
klon nalezejici k sérologické skupiné C a vykazujici nejcastéji fenotyp C:2a:P1.2,5. Metodou
MLEE byl zjistén ET-15/37 a metodou MLST ST 11. K ziskani rychlych a co nejptesnéjsich
epidemiologickych dat zahajila v roce 1993 NRL pro meningokokové nakazy SZU aktivni
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surveillance, provadénou ve spolupraci s epidemiology, mikrobiology a infektology v celé

republice. Diky tomu je mozné presné stanovit vhodna opatieni v ohnisku IMO a vakcinaéni

strategii.
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Rufinni hiageni (1943-1992) + data aktivni survellance NRL pro meningokokové nakazy (1993-2004)

Graf 2. Nemocnost invazivnim meningokokovym onemocnénim, CR, 1943-2004

Prevzato z KtiZzova P, Zpravy CEM, 2005
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Zobrazeny prumérné hodnoty pro pétileté inervaly.
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1.2.2.1. Nemocnost

Pocet hlasenych onemocnéni v letech 1965-1992 se pohyboval v rozmezi 40-120 roéné
(nemocnost 0,4-1,2/100 000 obyv.). Nejvyssi nemocnost byla zaznamenana v roce 1953
(14,8/100 000 obyv.). V letech 1982-1984 byl zaznamenan zvySeny vyskyt IMO, ale tato
situace se vratila do normalu bez o¢kovaciho zdsahu a CR opét patiila mezi zemé s nizkym
vyskytem IMO (Graf 2. a 3.).

V roce 1993 byl zaznamenan nahly nariist meningokokovych onemocnéni s vaznéjSim
klinickym pribéhem. Bylo zaznamenano vice sepsi se zavaznym prib&hem, t€Zce probihajici
meningitidy a vy$§i procento nasledki (Kiizova 1994, Struncova 1999). Tato zavazna
epidemiologicka situace kulminovala v roce 1995 (nemocnost dosahla hodnoty 2,2/100 000,
230 piipadd, 80 % zplisobeno novym hypervirulentnim klonem) a od roku 1996 byl
pozorovan postupny pokles poctu onemocnéni a zaznamenan pokles <detnosti IMO
pusobeného klonem ET-15/37 (Kfizova 2000). Nejnizsi pocet IMO byl zaznamenan v roce
2000 a dosahoval témér klidovych hodnot jako pted rokem 1993 (KriZzova 2001a). V
nasledujicim obdobi (2001-2002) mé&l vSak pocet IMO opét vzestupnou tendenci. Pokles
poctu onemocnéni byl zaznamenan opét v roce 2003 a 2004 (Graf 4., Tabulka 1., Kriz 2004).

250

@ onamocnén|

absolutni podet

1993 1994 1906 1997 1998

Sunveillance data NAL pro meningokokové nakazy

Graf 4. Invazivni meningokokové onemocnéni, CR, 1993-2004

Prevzato z Kiizova, Zpravy CEM, 2005
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' 1993 | 1994 | 1995 | 1996 | 1997 | 1998 | 1999 | 2000 | 2001 | 2002 | 2003 | 2004

Polet onemocnéni 132 195 230 218 168 98 103 74 108 122 101 105

Nemocnost

(na 100 000 obyv.) 1,3 1,9 2,2 2,1 1,6 0,9 1,0 0,7 1,0 1,2 1,0
Onemocnéni

N.m.C (%) 28.0 | 538 | 59,1 | 53,7| 494 | 55,1 | 359 | 14,9| 259| 34,4 | 39,6| 30,5
Onemocnéni

N.m.B (%) 273 21,5| 20,4 | 24,8 | 28,6 | 26,5| 46,7 | 58,1 | 50,9 | 43,5| 38,6 | 51,4
Onemocnéni

N.m.ND (%) 43 24 18 20 19 17 15 24 16 17 16

Polet Gmrti 14,0 27,0 21,0 20,0 | 16,0 | 13,0 8,0 7,0 13,0 20,0| 10,0 | 16,0
Celkové smrtnost

(%) 10,6 | 13,8 9,1 9.2 9,5 13,3 7,8 941 12,0| 16,4 99| 15,2
Smrtnost N.m.C

(%) 16,2 | 15,2 7,3 9,41 12,0 185 13,5] 27,3 | 21,4 ] 19,0| 10,0 9,4
Smrtnost N.m.B

(%) 551 11,9 10,6 | 11,1 6,2 7,7 0,0 4,6 54| 11,3 5,11 20,4

Tabulka 1. Epidemiologické charakteristiky IMO, CR, 1993-2004
Surveillance data NRI pro meningokokové nékazy

ND = séroskupina neurfena
1.2.2.2. Smrtnost

V letech 1965-1992 byl pocet hlaSenych umrti 0-12 ro¢né (smrtnost 3-5 %). V roce 1993
byla zaznamenana spolu s narlstem nemocnosti 1 vys$Si smrtnost, kterd dosahovala
nebyvalych hodnot: celkova smrtnost byla vroce 1993 10,6 % a pro IMO zpusobené
N.meningitidis C:2a:P1.2,5 az 20 % (Kiizova 1994, Struncova 1999). Od roku 1996 pocet
umrti klesal, ale vyrazné pomaleji nez nemocnost a smrtnost zlistavala 1 nadale vysoka.
Relativné vysoka smrtnost byla zplisobena zejména meningokokem sérologické skupiny C,
smrtnost meningokoka séroskupiny B byla relativé nizkd. Vysoka smrtnost sérologické
skupiny C byla stale pisobena hypervirulentnim klonem ET-15/37. Od 2001 byl zaznamenéan
vzestupny trend i ve smrtnosti, kterd byla nadale zpisobena zejména meningokokem C, ale
smrtnost B mimé stoupla oproti roku 2000, coZ bylo zpUsobeno pfislusnosti té€chto
meningokokd k hypervirulentnim komplexiim (Musilek 2002). Multilokusovéa typizace
prokézala, Ze v soucasné dob€ vzrista Cetnost onemocnéni plUsobeného nové se Sificimi
hypervirulentnimi uskupenimi N.meningitidis séroskupiny B, zejména komplexem 22 a
komplexem ET-5. Vysoka smrtnost zplisobend sérologickou skupinou C je stale pisobena
hypervirulentnim komplexem menigokoka ET-15/37. Vroce 1995 byla poprvé zjisténa
mutace klonu ET-15/37 v B variant¢ (B:2a:P1.2,5) a na rozdil od pocatku 90. let se na
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smrtnosti podileji i hypervirulentni klony meningokoka séroskupiny B. I v roce 2002 méla
celkova smrtnost vzestupny trend, a dosahla nejvy3$ich hodnot od zahgjeni surveillance.
Meningokok C mél stale vysokou smrtnost diky pfisluSnosti k ST 11 a na vzestupu smrtnosti
se podilel 1 vzestup ST 11 u séroskupiny B. Smrtnost v roce 2002 byla za poslednich 30 let
nejvyssi, coz vedlo ke snaze zménit pfistup k pacientim s podezienim na IMO a byl
vypracovan standardni postup (RoZnovsky 2002a), podle kterého maji byt nemocnym se
suspektnim IMO ATB aplikovéna co nejdrive, ptipadné jesté pied hospitalizaci. V roce 2003
byl zaznamnenan pokles poCtu umrti a celkova smrtnost se pohybovala tésné pod 10 %,
rovnéz smrtnost B a C klesla. V roce 2004 byl ale zaznamenan vzestup po¢tu umrti oproti
predchazejcim dvéma letim a celkova smrtnost doséhla 15,2 %. Byla zptisobena zejména

séroskupinou B (20,4 %), zatimco smrtnost zpisobend séroskupinou C klesla pod 10 %

(Graf 5.).
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Graf 5. Séroskupiny N.meningitidis u amrti na IMO, CR, 1993-2004
Prevzato ze Zpravy CEM, 2005

1.2.2.3. Vékove specifickd nemocnost a smrtnost

Vletech 1965-1992 byla nejvy$Si nemocnost 1 smrtnost v nejmladSich vékovych
skupindch a prevalovala séroskupina B. V roce 1993 byla zaznamenana zména veékové
distribuce. Nemocnost a smrtnost se dramaticky zvysila hlavné ve vekové skupiné 15-19
letych. V nasledujicich dvou letech stoupla nemocnost 1 u malych déti (1-4 letych) (Kiizova

1994, Struncova 1999).
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Vroce 2000 byla nejvy$§i nemocnost v nejmladsi vékové skupiné (0-1 letych) a
onemocnéni zpisobovaly pfevazné meningokoky sérologické skupiny B. Druha nejvySsi
vékové specifickd nemocnost byla zaznamendna ve vékové skupiné 1-4 letych a na tretim
misté byla skupina 15-19 letych. V obou skupinach opét prevalovala séroskupina B. V roce
2001 se skupina 15-19 letych posunula na 2. misto a v této vekové skupin€é doslo
k nejvétsimu zvySeni nemocnosti a prave tato vékova skupina zpasobila 1 zvySeni celkové
nemocnosti. Tak jako vroce 2000 bylo i vtéto v€kové skupin€é vyznamné zastoupeni
séroskupiny B, ale byl zji§tén vzestup poctu onemocnéni vyvolanych meningokokem
séroskupiny C, ktery néalezel z 78,3 % do hypervirulentniho komplexu ET-15/37. [ v dalSich
letech zistala specifickd nemocnost nejvyssi v nejmladsi vé€kové skuping, i kdyz zde vyrazné
poklesla a absolutni pofet onemocnéni byl nizky. Na druhém misté byla skupina 15-19
letych, kde nemocnost séroskupiny C méla od roku 2001 vzestupny trend a v roce 2003
doséhla vys§i hodnoty nez na poc¢atku nove€ vzniklé situace v roce 1993. V roce 2004 doslo ve
srovnani s predchozim rokem k nevyrazné€j§imu poklesu nemocnosti ve vékové skupiné 15-
19 letych a v nejmlads$i v€kové skupin€. Naopak vzestup nemocnosti byl zaznamenan
v détskych v€kovych skupinéach (1-4 a 5-9 letych), coz zpilisobila séroskupina C a ve skupiné
mladych dospélych (20-24 let), kde se naopak uplatnila séroskupina B (Graf 6.-9.).
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1.2.2.4. Prevalence séroskupin Neisseria meningitidis

V obdobi pred rokem 1993 ptes 70 % IMO bylo zplisobeno meningokokem skupiny B a
ptevladajicim klinickym obrazem byla meningitida. V letech 1982-1984 byl zaznamenan
prechodné zvySeny vyskyt skupiny C, kterd vSak nenalezela do hypervirulentniho komplexu
a zvysila pouze nemocnost nikoli smrtnost IMO (Graf 3.). Od roku 1993 s rozsifenim nového
klonu vyznamné stouplo procento zastoupeni meningokokl sérologické skupiny C a v letech
1994-1998 prechodné prevazilo nad séroskupinou B. Vyrazna prevaha sérologické skupiny B
byla opét zjiSténa v roce 2000, kdy také doSlo k poklesu procenta onemocnéni ptsobenych
hypervirulentnim klonem ET-15/37 (27,6 %), vétSina kmeni tohoto komplexu byly
meningokoky séroskupiny C. V nasledujicich letech 2001-2002 trvala prevaha sérologické
skupiny B, ale byl zji$tén vzestup skupiny C a také zjiStén vzestup kment nélezejicich k ST
11 na 30,9 % (2001) a 39,7 % (2002). V roce 2003 byl zaznamenan prakticky identicky pocet
onemocnéni zpusobenych meningokokem séroskupiy B a C. To bylo behem 10 let jiz treti
prekiizeni v prevalenci séroskupiny C versus B (Graf 10.). V roce 2004 byl zaznamenan
pokles procenta onemocnéni zpisobenych N.meningitidis C a vzestup procenta onemocnéni
zpusobenych N.meningitidis B. Nejcastéji zjiStovanym hypervirulentnim komplexem byl

nadale komplex ST 11, kmeny tohoto komplexu nalezely ve vétSiné do séroskupiny C.
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Uréovani prisluSnosti meningokokd do klonalnich uskupeni umoznilo detekci nového
hypervirulentniho komplexu N.meningitidis Y, ktery ve zvysené frekvenci zacal v poslednich

letech pasobit IMO s vysokou smrtnosti (26,3 %).
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Sutvelllance data NRL pro meningokokové nékazy

Graf 10. Séroskupiny N.meningitidis u IMO, CR, 1993-2004
Prevzato z Ktizova, Zpravy CEM, 2005

Procento hypervirulentniho klonu ST 11 mélo od roku 2001 opét vzestupny trend.
7 dlouhodobého sledovani skupinoveé specifické nemocnosti vyplyva, Ze nemocnost
séroskupiny B ma dlouhodobé€ stabilni trend, zatimco nemocnost vyvolana séroskupinou C
ma dlouhodobé vzestupny trend a presné sleduje vychylky celkové nemocnosti (Graf 3.).

V roce 2000 byla zjisténa dvakrat a vroce 2001 jedenkrat séroskupina W135, ktera
v poslednich pusobilai neobvyklou epidemiologickou situaci ve svété a byla v souvislosti
s pravidelnou pouti do Mekky. Meningokoky izolované u nas na rozdil od situace ve svété
nenalezely do hypervirulentniho komplexu ET-15/37.

Procento ptipadl s neurcenou sérologicka skupinou N.meningitidis se v poslednich letech
pohybovalo pod 20 %. Analyza séroskupin zptsobujicich umrti ukazala, ze v letech 1993-
2001 byla zjisténa prevalence séroskupiny C, ale u 22 % umrti vSak nebyla séroskupina
zjisténa. Dle doporu¢eni NRL je vhodné zaradit do standardnich postupi pfi sekénim ovéfeni

u IMO zaslani likvoru a séra na PCR vySetieni.
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1.2.3. Klinicky obraz a Iécba

IMO i v dne$ni dobé Zivot ohrozujici stav, ktery muZe vést k trvalym nasledkim nebo
smrti jedince. IMO a zejména fulminantni meningokokova sepse pfedstavuji potencialné
nejrychleji smrtici infekéni onemocnéni. Perakutni priibéh meningokokové sepse muzZe
zpusobit tmrti do 12-48 hodin od pocatku ptiznak.

Meningokok  muze zplsobit onemocnéni stadou klinickych  obrazli, od
pouze hore€natého onemocnéni se spontdnni uzdravou, banalni respiracni infekce,
lokalizované infekce (konjunktivitidy, pneumonie, infekce mocovych cest), az po zavazna a
zivot ohrozujici onemocnéni. Pokud v pribé¢hu infekce dojde k priniku pres
hematoencefalickou bariéru do subarachnoidalniho prostoru, dojde k primarnimu zanétu
mozkovych plen - meningitidé. Meningitida mize probihat izolované nebo soucasné se sepsi.
U té€zkych forem se objevi priznaky septick€ho Soku se selhanim ledvin, dechovou tisni a
intravaskularni koagulopatii. Pfi poSkozeni nadledvin krvacenim hovotfime o Waterhouse—
Friderichsenové syndromu (Bednar 1996).

V ramci IMO rozliSujeme dvé hlavni klinické formy, a to meningokokovou meningitidu
(smrtnost do 2 %) a vzacnéjsi sepsi (smrtnost 25 %). Mezi nimi existuje plynuly ptechod a
¢ast pacientl ma soucasné priznaky jak meningitidy, tak sepse (smiSend forma — smrtnost
S %). Nekdy se jeste¢ vycleruje 4. forma onemocnéni — akutni meningokokcemie,
charakteristicka pritomnosti koZnich projevi a nepritomnosti meningitidy ¢i sepse.

Meningokokovd onemocnéni maji tf1 charakteristiky, které nejsou obvyklé u sepsi a
purulentnich meningitid jiné etiologie: vékovou distribuci (max 0-4 roky a 15-19 let),
pritomnost petechii a sufuzi (Obrazek 3.) na po¢atku onemocnéni a perakutni prubeh, typicky
zejména pro sepse. IMO je typické ndhlym zac¢atkem a prudkym prib&hem, kdy velmi casto
z plného zdravi b&hem pouhych nékolika hodin vznikéd zéavazny kliniky obraz. Nekdy
predchazi katar hornich cest dychacich nebo fyzicka ¢i psychicka zat€z. Mezi nejCastéjsi
priznaky se fadi horeCka provazena zimnici, tresavkou, Uporné bolesti hlavy, zvraceni,
vyrazny meningealni syndrom, celkova nevolnost, bolest svalll a kloubli, u déti kiece a
bolesti bficha. Muze byt 1 udaj o prijmovitych stolicich. Septicky prubéh je typicky
krvacivymi projevy na kuizi, kterym mulzZe predchazet bledy necharakteristicky né€kdy
rubeoliformni exantém. Casto byva pozorovan vysev rozsahlého oparu na rtech. Nemocny
miva poruchu védomi, kolisajici od neklidu, prfes somnolenci az po hluboké koma. Vcas
nerozpoznané¢ a kauzalné nelécené onemocnéni vyustuje v pribéhu nékolika hodin do obrazu

diseminované intravaskularni koagulopatie (DIC) a nevratné faze septického Soku
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s multiorganovym selhanim. DIC pfedstavuje zavaZnou komplikaci, pifi jejimZ vyskytu
stoupd riziko imrti na dvojnasobek. Vyznamné Castéji dochazi k umrti u pacientld s DIC pii
hodnotéach trombocytt pod 50 x 10%/1, fibrinogenu pod 2 g/, antitrombinu pod 70 %, Quickiv
¢as pod 30 % (Roznovsky 2001).

Obrizek 3. Sufuze a petechie u pacienta s IMO

(zdroj: fotoarchiv infekénich klinik Fakultni nemocnice Na Bulovce, Praha)

Casnymi komplikacemi IMO jsou postizeni srdce — perikarditida, myokarditida, artritidy,
pneumonie, vaskulitidy, vzacn€ episkleritida. Jsou vétSinou dusledkem tvorby
imunokomplext, jejich subepitelidlni depozice a vzniku sterilniho exsudatu. Projevuji se
obvykle na konci 1. tydne a obvykle dobie reaguji na antiflogistika a spontanné odeznivaji.
U kojencti je €asto pfi meningitidé pozorovana tvorba subduralnich efuzi.

Pozdni komplikace jsou nasledkem predchozi ischemie tkani. Rlizné rozsahlé a hluboké
kozni nekrotické defekty je n€kdy nutné fesit chirurgicky, gangrény mohou vést k amputaci
akralnich ¢asti (Obrazek 4.). Neurologické nasledky zejména u nejmladsich vékovych skupin
jsou obrny hlavovych nervld (VI, VII, VIII), psychomotorickd retardace, hluchota, slepota,

epilepsie a hydrocefalus.
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Obrazek 4. Periferni nekroézy u pacienta s IMO

(zdroj: fotoarchiv infekénich klinik Fakultni nemocnice Na Bulovce, Praha)

Prognéza onemocnéni zavisi na jeho vcéasné diagnoze a terapii. Zahdjeni 1éCby je
doporu¢ovano uz pii podezieni na IMO. Perakutni pribéh je typicky zejména pro
meningokokovou sepsi, k imrti miZze dojit 1 pred hospitalizaci. Pfiblizn€ polovina tmrti
nastane do 24 hodin od vzniku prvnich klinickych projevii €1 do 12 hodin po pfijeti do
nemocnice. Pfiinou umrti je nezvladnutelny septicky Sok (van Deuren 2000). To je motivaci
pro klinické lékafe ke zvazovani moznosti aplikace predhospitalizacni ATB terapie, ktera
procento smrtnosti muze snizit. V n€kterych zemich (UK, Déansko, Norsko, Australie) byla
vypracovana doporuceni k zahdjeni ATB 1é¢by I€kati prvniho kontaktu, vétSinou
s intravendzni aplikaci penicilinu G (PNC). V zahrani¢nich klinickych studiich byla
zaznamenana niZzSi smrtnost u pacientl s predhospitalizaéni ATB terapii, ale vétSinou nebyly
rozdily statisticky vyznamné (Cartwright 1992, Strang 1992). Vysledky mohly byt
pravdépodobné ovlivnény tim, Ze 1é¢ba byla Cast€ji zahajovana u pacientid se zavaznymi
klinickymi projevy. V CR byl pozitivni vliv ptedhospitalizaéni ATB terapie ovéfovan
v prospektivni studii (Roznovsky 2003) a byla prokazana niz$i smrtnost pacientl, ktefi
obdrZeli piedhospitalizaéni antibiotickou lé¢bu ve srovnéni s pacienty bez ni (7,8 % versus
10,4 %), ale rozdil nebyl statisticky vyznamny (p=0,55). Je vSak ziejmé, ze
predhospitalizaéni ATB 1écba muZe pfiznivé ovlivnit smrtnost onemocnéni a zistava
nezbytnou soucasti uvodni komplexni lécby. Byla proto zarazena do celorepublikové
platného standardu efektivni klinické pé€e v piednemocniéni péci (RoZnovsky 2002a).

Nedostate¢ny efekt samotné predhospitalizatni ATB terapie podnitil zmény v péci o
nemocné. Nadale je zdUraziiovdna neodkladnost péce, urychlené zahdjeni komplexni 1écby

(podani ATB, Ié€ba Soku resuscitaci obéhu s vasoaktivni podporou, adekvatni oxygenace
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s moznosti umélé plicni ventilace) a centralizace nemocnych na specializovanych jednotkach
s moznosti umisténi na jednotce intenzivni péfe. LéCebnd intervence se u pacientl
s meningitidou zaméfuje zejména na zvladnuti intrakranidlni hypertenze a u pacientl se sepsi
na lécbu septického Soku, syndromu DIC a dalSich komplikaci. ATB podavame parenteralné,
lékem volby je u nas vzhledem k dobré citlivosti N.meningitidis benzylpenicilin v davkach
200-500 000 j/kg/den v 4-6 hodinovych intervalech. Pokud neni etiologie zcela jasna,
pouzivame v inicialni terapii cefalosporiny 3. generace, cefotaxim 100-300 mg/kg/den v 8
hodinovych intervalech nebo ceftriaxon 100 mg/kg/den v 12-24 hodinovych intervalech.
Délka ATB terapie by méla byt 7 dni. Pfed prvnim podanim ATB jsou zejména u
meningitidy indikovany kortikosteroidy, dexamethason 0,6-0,8 mg/kg/den. Ke sniZzeni edému
mozku podavame frakcionované manitol v davce 1,5-2 g/kg/den obvykle v 6 hodinovych
intervalech. Dle koagulaénich parametrd a klinického stavu se fidi intenzita terapie DIC,
obvykle se podava mrazena plazma, heparin a pokud je indikovan, substitu¢né antitrombin III
a protein C. Nezbytna je také péce o klzZi a vCasna rehabilitace. Po skonceni terapie je

zejména u déti vhodné vysetieni sluchu a sledovani psychomotorického vyvoje.

1.2.4. Rizikové faktory

Faktory, které rozhoduji o vzniku IMO nebo bezptiznakového nosi€stvi jsou dvoiji:
a) mikrobidlni faktory (genetickd odliSnost populaci meningokokt pusobicich IMO a
nosicstvi, rozdilna adherence a fagocytdza, coiling fagocytéza u virulentnich meningokoki,
ptitomnost FrpC jako potencidlniho faktoru virulence)

b) hostitelské faktory (vrozené predisponujici faktory, anamnestické rizikové faktory,
ptedhospitaliza¢ni ATB terapie, diagnostika a lécba DIC, organizaéni zmény v péci o
nemocne).

Hodnocenim anamnestickych tdajt ziskanych v celorepublikové prospektivni studii bylo
zjiSténo, Ze statisticky vyznamnymi (p < 0,05) rizikovymi faktory pro vznik IMO jsou:
a) fakrory aktudlné oslabujici odolnost organismu (horeCnaté, respiracni nebo jiné
onemocnéni, ndmaha, prochladnuti, psychickd zat€z, uraz, pobyt mimo domov — brigada,
vycvik, prfeplnéna mistnost)

b) dlouhodobé piisobici faktory (zneCisténi zivotniho prostiedi, pasivni koufeni a nizsi

vzdélani matky, které indikuji odliSny Zivotni styl) (K¥izova 1999).
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Analyzou rizikovych faktorli bylo jako nejvyznamnégjsi faktor uréeno aktivni a pasivni
koufeni, extrémni fyzickd nadmaha ¢&i psychicky stres, pobyt v pteplnénych mistnostech a
nizka socioekonomicka uroven (Kriz 2000a). Pro vznik umrti byly zjist€ny statisticky
vyznamné rizikové faktory: namaha, psychicka zat€Z, jina zat€z (konzumace alkoholu), pobyt
mimo domov.

Za vrozené predisponujici faktory pro modifikovany prib&h IMO se povazuji Lewistv
faktor, slozky komplementu, deficit alfal-antitrypsinu, metabolismus Fe, salivarni imunita a
asplenie (RoZnovsky 2000). Antimeningokokovéd imunita je vazédna na protilatky proti
pouzdernému antigenu, které se uplatiuji jako opsoniny a puasobi za ptitomnosti
komplementu baktericidné. U nemocnych s niz$i aktivitou komplementu je tedy nebezpeci
meningokokcémie a smrti podstatné zvyseno (Bednar 1996). Jako dispozic¢ni faktor se mohou
uplatnit snizené slozky komplementu - C3 a C4, které byly u IMO zjist€ny s vysokou
prevalenci. Dale mohou byt v souvislosti s dispozici snizené hodnoty TCC a CHS0. U
pacientd s IMO byla zji$téna statisticky vyznamné vyssi prevalence deficitnich fenotypt alfa
l-antitrypsinu a statisticky vysoce vyznamny vyskyt fenotypu FM (Maursky), které mohou
byt podkladem zvys$ené citlivosti jedincl s deficitem tohoto proteinu k IMO. Déle se muze
uplatnit jako dispozi¢ni faktor deficit salivarni imunity. U pacienti s IMO byla zjisténa
minimalni zanétlivd odpoveéd’ ve slinéch oproti kontrolni skuping, kteréd dokazuje neschopnost
zanétlivé odpovédi. Byly nalezeny vyrazné sniZzené hodnoty sekre¢niho IgA, enzymatické
naruseni IgA1 podtiidy a jeji niZsi inicidlni hodnota, sniZzené hodnoty prirozenych aglutinini.
Dale byl u pacienti s IMO zaznamenan vyskyt snizenych a velmi nizkych hodnot IgA. U
septickych stavii je zvySend prevalence nizkych hodnot IgG, odezva IgG u
nekomplikovanych onemocnéni je vyrazné€ vyss$i a mlze slouZit jako prognostické kritérium
odpovédi na lécbu a uzdraveni. Vysokd prevalence nizkych hodnot IgM a pfirozenych
protilatek u IMO také muze byt kritériem prognozy. Dynamika proteind akutni faze (C-
reaktivni protein (CRP), sérovy amyloid A) monitoruje nejen klinicky priib€h, ale 1 ispéSnost

1éEby a prognoézu.

1.2.5. Prevence

Mezi invazivni formy meningokokového onemocnéni se fadi meningokokovd
meningitida, sepse a toxicky Sok. Jen tyto klinické formy podléhaji povinnému hlaSeni a plati
pti jejich vyskytu epidemiologickd opatieni, kterd jsou uvedna v Metodickém ndvodu

k epidemiologickym opatfenim v ohnisku IMO (Véstnik MZ CR 1994). Tato opatteni
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zahrnuji: a) zvySeny lékarsky dohled u osob v kontaktu s IMO 1 tyden od posledniho kontaku
s nemocnym, b) omezeni namahy u osob v kontaktu s IMO (1 tyden), c) sniZzeni expozice
kapénkové infekei (1 tyden), d) v€asnou cilenou protektivni chemoterapii a €) vakcinaci osob
v kontaktu s IMO (az po uplynuti 1 tydne). Lékem volby pro protektivni chemoterapii je
PNC, podavany peroraln€, v terapeutickych davkach, po dobu 1 tydne. Protektivni
chemoterapii je nutno nasadit v€as. Je indikovana pouze u rizikovych kontaktd, coZ jsou
osoby ve velmi Uzkém styku s nemocnym (libaci kontakty, v rodinach, internatech, apod.),
dale déti do 1 roku véku, adolescenti, osoby nad 65 let, osoby s imunodeficitem a osoby po
predchozim prodélaném respiraénim onemocnéni, oslabené jinou chorobou ¢i s jiny znamym
rizikovym faktorem. Cilem t&€chto opatreni je zabranit vzniku sekundarniho IMO, které se
dle detailniho monitoringu v CR prakticky nevyskytuje. Opakované bylo prokézano, Ze
meningokoka stejnych charakteristik jako je kmen od nemocného maji v hornich cestach
dychacich pouze osoby v nejuzSim kontaktu s nemocnym a nikdy nebyl zaznamenan vznik

invazivniho onemocnéni u osoby, u niZ bylo nosicstvi zjisténo (K¥izova 2002a).

1.2.6. Vakcinace

Specifickd prevence se provadi aktivni imunizaci pouzdernym polysacharidem.
K dispozici jsou 2 zakladni typy vakcin — polysacharidové a konjugované. Polysacharidova
vakcina existuje ve form€ monovakciny (proti C), bivakciny (proti A+C) a tetravakciny
(A+C+WI135+Y). Ve svete je tato vakceina dostupna jiz 30 let, ale v Zaddné zemi neni zafazena
do rutinniho ocfkovani. Jeji nevyhody jsou: a) u€innost pouze na 4 séroskupiny z 12,
b) netcinnost proti B séroskuping€, zatimco vétSina onemocnéni je zpiusobena pravé touto
séroskupinou, c¢) pouzitelnost az od 2 let véku, d) kratkodost ochranného tcinku (3-5 let).
Naopak konjugovana vakcina, ktera byla registrovana v CR v prosinci 2001 (zatim je
dostupna proti C skupin€) ma dlouhodobéjsi a vyssi protilatkovou odpoved’, lze pouzit i u
déti do 2 let a ma booster efekt. Pro tyto své vyhody byla zatazena do plo$ného ockovani
v nékterych statech (Anglie, Spanélsko, Holandsko, Belgie, Island, Irsko) (Ramsay 2001).
V zemich, kde se plo3né ockuje dosahovala nemocnost pfed zahjenim vakcinace vyrazné
vyssich hodnot, neZ jsou v CR (v rozmezi 2,6-6,6/100 000 obyv.). Anglie piedklada dikazy o
tom, Ze nedochdzi k mutaci séroskupiny C v B. Naopak ve Spanélsku byla tato mutace
prokazana a hlasena jako disledek selek¢niho tlaku a byl zaznamenan vzestup IMO
zpusobenych meningokokem séroskupiny B. Proto je nutné dale pokraCovat v surveillance,

kterd umoziuje detekei rizikovych skupin a jejich cilenou vakcinaci. Ve sveté byla vyvinuta
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konjugovana tetravakcina (A+C+W135+Y), vroce 2005 byla registrovana v USA, kde je
zarazena do rutinni vakcinace 11 letych déti. V Evropé je ofekavéna jeji registrace v roce
2007.

Séroskupina B je velmi Spatné imunogenni, a proto neni proti ni zatim ockovaci latka
k dispozici. V nékterych zemich byly zkouSeny proteinové vakciny (Norsko, Kuba, USA)
s uéinnosti proti séroskupiné B, ale nejsou univerzalné pouZzitelné.

Za soudasné epidemiologické situace v CR neni masova vakcinace indikovana. Zistava
strategie cilené vakcinace a vakcinace na Zadost. Je ale zadouci cilena vakcinace
konjugovanou vakcinou proti séroskupiné C v ohrozené €asti populace, t.j. ve v€kove skuping
15-19 letych. Vzhledem k dlouhodobosti imunity vyvolané konjugovanou vakcinou je Gcelné
podporovat vakcinaci i v ostatnich vékovych skupindch. Konjugovana vakcina by méla
nahradit polysacharidovou, s vyjimkou cestovani do zemi s rizikem IMO séroskupiny A, kde
je vakcinou volby polysacharidova vakcina proti A+C. Vzhledem k riziku W135 je Zadouci,
aby byla pro cestovatele dostupna tetravakcina A+C+Y+ W135.

Strategie cilené vakcinace a vakcinace na Zadost podle Véstniku MZ zahrnuje: a) cilenou
vakcinaci rizikové ¢asti populace — pti epidemiologické indikaci, fizeno epidemiologickym
oddélenim hygienickych stanic, podkladem pro rozhodnuti je detailni monitoring IMO
v NRL, zajistuji epidemiologickd oddéleni hygienickych stanic (Kriz 1995) b) vakcinace
v ohnisku IMO, po uplynuti 1 tydne od posledniho kontaktu s IMO c¢) vojaci pii zahajeni
zakladni ptipravy d) vakcinace pacientil s poruchou imunity, e) na zadost za tthradu a f) pfi

cesté do zahrani¢i (Véstnik MZ CR 1994).

1.3. Diagnostika invazivniho meningokokového onemocnéni

Prognéza IMO neni ur€ena jen intenzitou priznakil, ale je velmi ovlivnéna vcasnosti
zahgjeni uc¢inné léCby, ktera je podminéna rychlou diagnostikou etiologie onemocnéni.
Rychld a spravnad diagnostika je nezbytnd pro optimalni oSetfeni pacienti a pro casné
zahgjeni protektivni chemoterapie kontaktnich osob. Potvrzeni etiologie onemocnéni
umoziuje klinikim uZit uzkospektra ATB, zkratit dobu lécby a poskytuje prognostické
informace. Vzhledem k moznému perakutnimu pribehu onemocnéni je tivodni diagnostika
klinicka. Klinické podezieni na tuto infekci je obvykle zaloZeno na ptitomnosti krvacivého
kozniho exantému spojeného se symptomy meningitidy nebo akutni sepse. Petechie a

zejména sufuze predstavuji jeden z nejdilezitéjsich diagnostickych znakd IMO (Obréazek 5.).
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Obrizek 5. Krvacivy kozni exantém u pacienta s IMO

(zdroj: fotoarchiv infekénich klinik Fakultni nemocnice Na Bulovce, Praha)

Klinické podezieni musi byt zcela dostate¢né pro zahdjeni terapie. Ne vzdy se lze
spoléhat na laboratorni diagnostiku, nebot’ na po¢atku mize byt pocet leukocyti, sedimentace
1 CRP v normé¢ pfiblizné u poloviny nemocnych. Rovnéz mikrobiologické potvrzeni etiologie
je z klinického hlediska pozdni.

Laboratorni diagnostika zahrnuje metody kultiva¢ni a bezkultiva¢ni (mikroskopie, LA,
PCR). Meningokoky je mozno prokazat v hemokultutfe,v likvoru, ve vytéru z nosohltanu ¢i
v koznich morfach. Mikroskopicky lze prokazat gramnegativni intracelularné ulozZené
diplokoky. Kultivace je provadéna na specidlnich padach. Identifikace se provadi podle
biochemickych vlastnosti.

Véasné nasazeni ATB muze sniZit smrtnost onemocnéni, a proto je doporu¢eno pro
prednemocniéni pé¢i v nékterych zemich (Cartwright 1992, Strang 1992). Na druhou stranu
muZe zplUsobit negativitu kultivaniho vySetreni. Hemokultura je pozitivni u 50 %
neléenych pacientdl s meningokokovou sepsi a je redukovana k 5 % po prvni davce ATB.
Podobné, kultivace likvoru je pozitivni v 70-85 % nelécenych pacientii s meningokokovou
meningitidou a signifikantné klesa pti predchozim podani ATB (Cartwright 1992, Tunkel
2005).

K rychlému prikazu N.meningitidis se pouzivaji bezkultiva¢ni metody. Jedna se hlavné o
LA a novgji o diagnostiku metodou PCR. Jsou to rychlé, senzitivni a specifické metody
schopné prokazat etiologii onemocnéni i po zahajeni ATB terapie. Kromé N.meningitidis 1ze
jimi prokazat Haemophilus influenzae b (Hib) a Streptococcus pneumoniae (Sp).

Laboratorni diagnostika IMO je v CR na velmi dobré trovni. Procento laboratorng

potvrzenych IMO ma stale vzestupny trend a pohybuje se pres 90 % (v roce 2004 dosahlo
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97,1 %) (Graf 11., Kfizova 2005). Na jejim zkvalitnéni se vyznamnou mérou podili
v poslednich letech metoda PCR, ktera je od roku 2001 stile vice uZivana k rychlému
prukazu etiologie. V roce 2003 bylo pomoci PCR potvrzeno 41,6 % ptipadt IMO, u 17,8 %
byla PCR jedinou pozitivni metodou (Ktizova 2003).

%
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M klasické + PCR
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Surveillance data NRL pro meningokokové nakazy

Graf 11. IMO — laboratorné potvrzené, CR, 1993-2004
Prevzato z Ktizova, Zpravy CEM, 2005

1.3.1. Kultivace

Meningokoky se kultivuji na specialnich pidach s obsahem nativnich bilkovin a inkubace
se provadi pii 35-37°C ve vlhkém prostiedi s ptidavkem CO, (5-10 %). Vyrlstaji nejcastéji
v S fazi, nékdy hemolyzuji (Bednar 1996). Média pro kultivaci rozliSujeme na selektivni
média (Thayer-Martin—agar), specifickd media (Cokolddovy Miiller-Hinton agar) a
pomnoZovaci média (Miiller-Hinton bujon, Brain Hearth Infusion, sérovy bujon).
Identifikace se provadi podle biochemickych vlastnosti, dle kterych je mozno je odlisit od
ostatnich neisserii. Tvofi kataldzu a oxydazu, okyseluji sacharidy bez tvorby plynu, jsou
glukdza a maltéza pozitivni, nitrity a nitraty negativni, tributyrin negativni, ONPG negativni

a syntéza polysacharidi je negativni.
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1.3.2 Bezkultiva¢ni metody nemolekularni

1.3.2.1. Mikroskopie

Mikroskopicky je mozZzno v likvoru prokéazat intracelularné uloZené gramnegativni

diplokoky. Preparat je nutno po odbéru fixovat pro nebezpeci autolyzy.

1.3.2.2. Latexova aglutinace

LA je rychla kartickova imunologickd metoda pro detekci solubilnich antigena
uvolnénych patogenem do biologickych tekutin v pribéhu infekce. Detekovatelné solubilni
antigeny jsou skupinové specifické polysacharidy. Reagenéni souprava obsahuje latexové
partikule s navazanou specifickou protilatkou. V pfitomnosti dostatecné vysoké koncentrace
antigenu v biologickém materialu se tvoii shluky viditelné pouhym okem. V nepritomnosti
antigenu si latex ponechava lehce mlécny vzhled. Soupravy komerén€ dostupné na nasem
trhu pro diagnostiku purulentni meningitidy jsou: Slidex Méningite Kit (BioMérieux) pro
detekci N.meningitidis A, B/E.coli, C, Hib, Sp; Pastorex Meningitis (Bio-rad) pro
N.meningitidis A, B, C, Y/W135, Hib, PN omni, streptokokt B (Str.B.) a Wellcogen (Murex)
pro N.meningitidis A/C/Y/W135, B, Hib, PN omni, Str.B. Vyhodou LA je jeji snadna a
rychla proveditelnost jak v lokalnich mikrobiologickych laboratofich a také jako bed-side
metoda. Nové metody zahrnujici PCR a DNA sekven¢ni metoda jsou casto limitovany na
specializované laboratore. V soucasnosti je ale diskutovan vyznam rutinniho pouzivani LA
pro etiologickou diagnostiku kvuli jeji niZsi senzitivité¢ a moznosti zktizenych reakci (Perkins

1995, Finlay 1995).

1.3.3. Bezkultiva¢ni metody molekularni

1.3.3.1. PCR metoda

PCR rozsifuje bezkultiva¢ni metody (piimou mikroskopii a latexovou aglutinaci) dosud
uzivané v diagnostice IMO. UmoZiluje rychlé ur€eni patogena i o nizké koncentraci pfimo
z klinického materidlu a tim umozZnuje vCasné zahajeni kauzélni terapie a vykazuje vyssi
specificitu a senzitivitu. PCR je schopno detekovat malé mnozstvi bakteridlni DNA

a nevyzaduje pritomnost Zivé bakterie, proto lze prokéazat agens i po zahdjeni ATB terapie.
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Tim zvySuje procento laboratorné potvrzenych onemocnéni. Navic, je mozno pomoci PCR
ur¢it séroskupinu meningokokt, coz ma vyznam pro provadéni epidemiologické surveillance,
zajisténi kontaktll a pro sledovani G¢innosti meningokokové vakeiny. Je Zadouci co nejSirsi
rozSifeni této metody a je ucelné provadét odbéry na PCR zéaroveil s odbéry na klasické
kutivacni vySetfeni. V piipadé IMO mohou kultivatni metody selhat kvili ¢asnému
prednemocniénimu podani ATB pacientovi. Od roku 2003 plati v CR doporuéeny standardni
postup pifednemocniéni péce o pacienty s podezienim na IMO, ktery doporucuje intravenozni
podani prvni davky ATB a kortikoidi pfed transportem do nemocnice. Do standardu byl
zatazen odbér krve na PCR a kultivaci posadkami rychlé 1ékarské pomoci pied zahgjenim

terapie (RoZznovsky 2002a, RoZnovsky 2002b).

1.33.2. PCR ve svéte

Ve sv€t€ jsou pouzivany rizné metody a primery. Detekce meningokokové DNA v
biologickych vzorcich byla usp€Sné provedena pomoci primerti zaloZzenych na genu
kodujicim 765 rRNA (Rédstrom 1994, Backman 1999). Primery navrZené pro geny specifické
pro jednotlivé s€roskupiny mohou byt vyuZity pro identifikaci séroskupin pomoci PCR (siaD
gen pro sé€roskupinu B, C, Y, W135 a mynB/sacC gen pro séroskupinu A) (Taha 2000a,
Orvelid 1999). Pro visualizaci PCR produkti byly vyvinuty 2 piistupy — fluorescenéni a
gelova metoda (Sambrook 1989, Livak 1995, Diggle 2001).

1.333. PCRvCR

V NRL pro meningokokové nakazy byla zavedena PCR metoda dle Tahy pro detekci
N.meningitidis séroskupiny B a C v roce 2000, kterd vykazuje v likvoru vysokou senzitivitu
(85 %) a specificitu (95 %) (Taha 2000a, Kalmusova 2001). Metoda byla odvozena od
modifikace dle Zambardiho s pouzitim nukleotidd podle Froshe (Zambardi 1995, Frosh
1991). Nasledn€¢ byla rozSifena na simultanni detekci N.meningitidis, Sp a Hib podle
Radstroma (Radstrom 1994, Kalmusova 2004). Vroce 2003 se NRL ucastnila
mezilaboratorniho srovnani identifikace N.meningitidis pomoci PCR, v které byla
zaznamenana stiedni sensitivita 90 % a specificita 93 % (Taha 2005). Od roku 2003 NRL na
pozadani poskytuje metodu PCR do mikrobiologickych laboratoti v CR. V piipadé
pozitivniho vysledku vyzaduje poslat do NRL informaci o IMO a izolovanou DNA ke
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klonaini analyze meningokokd a pfifazeni kmene do hypervirulentnich komplext, coz

umoznuje zpiesnéni surveillance 1 bez kultivaéniho zachytu.

1.3.3.4. Dynamika PCR

Dulezitost PCR pro diagnostiku IMO je dobfe znama a byla publikovana v radé studii.
Rozdilné vysledky byly ale publikovany o pretrvavani pozitivity PCR v ¢ase a v rozdilnych
klinickych materidlech. Tyto informace mohou byt uzite¢né pro lepsi porozuméni

patofyziologii IMO a pro zptresnéni spravného nacasovéani PCR vysetieni.
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2. CILE

NaSe studie je zamefena na zhodnoceni vyznamu PCR metody pro diagnostiku
invazivniho meningokokového onemocnéni v praxi, srovnani UspéSnosti této metody s bézné
pouzivanymi vySetfovacimi metodami — kultivace a latexova aglutinace a soucasné
zhodnoceni vlivu antibiotické terapie na vysledky diagnostickych testd. Dal$im cilem nasi
studie bylo stanovit dynamiku pozitivity PCR metody, ktera nebyla dosud publikovana takto
podrobné a na takto velkém souboru a ur€it vztah zdvaznosti meningokokové infekce a

dynamiky PCR.

Konkrétni cile:

1. zhodnotit vyznam PCR metody pro diagnostiku invazivniho meningokokového

onemocnéni v praxi a porovnat PCR s bézné pouzZivanymi diagnostickymi metodami —

kultivace a latexova aglutinace.

2. zhodnotit viiv antibiotické terapie na vysledky diagnostickyh testi.

3. wrcit vztah mezi klinickou formou invazivniho meningokokového onemocnéni a vysledky

dignotickych testii.

4. popsat dynamiku pozitivity PCR a latexové aglutinace v krvi a likvoru a jeji vztah k

zdavaznosti meningokokové infekce.

5. srovnat dynamiku pouzZitych primerii pro PCR.

6. strucné zhodnotit anamnestika a klinicka data pacientil.
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3. METODY

3.1. Soubory pacienti a klinické hodnoceni souboru

Do studie byli zafazovani prospektivné pacienti s prokdzanym IMO hospitalizovani na
Infekéni klinice FN Bulovka v obdobi od ledna 2002 do biezna 2004. Pro zafazovani byla
pouzita nasledujici kritéria: 1) izolace N.meningitidis z normalné sterilniho mista (n = 20)
nebo 2) typicky klinicky obraz IMO a pozitivita LA nebo pfimé mikroskopie (n = 5) nebo 3)
typicky klinicky obraz bez prikazu jiného etiologického angens (n = 12). VSechny zahrhuté
ptipady IMO byly potvrzeny pozitivnim PCR vysledkem z likvoru nebo/a z krve. Typicky
klinicky obraz byl definovan jako: hemoragicky kozni vysev (petechie a sufuze) a pfitomnost
symptoml sepse/septického Soku a/nebo meningitidy. Podle téchto kritérii bylo do studie
zarazeno 37 pacientll (soubor A). V tomto souboru mirné pirevazovali muzi nad Zenami
(20/17), primérny ve&k byl 23,2 let a pohyboval se vrozmezi od 5 meésicd do 58 let.
Nejcastéji zastoupenou klinickou formou IMO byla v naSem souboru purulentni meningitida
(28 pacienti — 76 %) (Tabulka 2.). Do studované skupiny nebyl zafazen Zadny pacient, ktery
zemiel, protoZze v téchto pripadech nebyly provedeny vSechny odbéry vyzadované
protokolem studie. Zastoupeni klinickych forem a rozlozZeni séroskupin souhrnné ukazuje

graf 12 a v jednotlivych vékovych skupinach tabulka 3.

Muzi/zeny 20/17
VEkovy primér v letech (rozmezi) 23,2 (5m-58 let)
Klinické formy:

- sepse S

- purulentni meningitida 28

- smi$ena forma 1

- akutni meningokokcémie
Séroskupina N.m.:

LB 17
-C 15
LY 1
- ND 4

Tabulka 2. Zakladni charakteristika souboru (n=237)
ND = séroskupina neuréena

N.m. = Neisseria meningitidis
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Graf 12. RozloZeni séroskupin /N.meningitidis dle klinickych forem IMO

AKM =akutni meningokokcémie

SM = smiSend forma IMO (sepse + meningitida)

MEN = meningitida

Vékova SmiSena Akutni

skupina | Celkem | N.m.C | NN m.B [N.m.ND| N.m.Y | Sepse Meningitida] forma |meningokokcémie
0-4 6 3 3 0 0 1 5 0 0

5-14 4 | 2 1 0 0 0 1

15-19 11 4 7 0 0 2 8 0 1

20-34 7 2 1 2 1 1 5 0 1

nad 35 9 5 4 1 0 1 7 1 0

celkem | 37 15 17 4 1 5 28 1 3

Tabulka 3. RozloZeni séroskupin /NV.meningitidis a klinickych forem IMO dle

vékovych kategorii

Ve 23 ptipadech IMO byl v NRL douréen fenotyp kmene N.meningitidis. Vice nez

polovinu onemocnéni (61 %) zpisoboval hypervirulentni klon séroskupiny C, ktery se na

nasem uzemi rozsitil od roku 1993 (Tabulka 4.).
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Fenotyp

N.meningitidis | Pocet kmen{ Y%
C2alP1.2 8 35
C:2a:P1.2, P1.5 5 22
C:-P12 1 4
Y:2c:P1.2,15 1 4
B:4:P1.15 3 13
B:4:P1.12 1 4
B:4:P1.16 1 4
B:15:P1.4 1 4
B:-:P1.6 1 4
B:NT:NST 1 4

Tabulka 4. Zastoupeni fenotypu N.meningitidis

Vzhledem k tomu, Ze u nékterych pacientt nebylo provedeno vySetieni LA v den piijeti
bud’ z divodu hemolyzy krve nebo nedostatku materialu, byl pro hodnoceni dynamiky LA
vybran uzsi soubor pacientl, u kterych byly dostupné pro toto vySetfeni vSechny vzorky
a ptipady spliovaly nasledujici kritéria: 1) izolace N.meningitidis z normaln€ sterilniho
mista (n = 12) nebo 2) typicky klinicky obraz IMO bez prikazu jiného etiologického agens
(n = 7). Vsechny piipady byly potvrzeny PCR metodou. Do této skupiny bylo vybrano
celkem 19 pacientd (soubor B), 12 muzi (63 %) a 7 Zen (37 %), primérny vek 25,8 let

(interval od 9 mé&sict do 58 let).

Pro hodnoceni anamnestickych tdaju a klinickych dat jsme rozliSovali 4 klinické formy dle
nasledujicich kritérii:

1. Akutni meningokokcémie — kozni zmény chrakteru petechii ¢i sufuzi, nepfitomnost

meningitidy ¢i sepse, prukaz meningokokt pomoci kultivace, LA nebo PCR v likvoru
nebo v krvi

2. Meningokokova meningitida — buné¢né elementy nad 300/3 v likvoru, nepfitomnost

sepse, prikaz meningokokt pomoci kultivace, LA nebo PCR v likvoru nebo v krvi

3. Meningokokova sepse — koZni zmény chrakteru petechii ¢i sufuzi, nepiitomnost

meningitidy (elementy pod 300/3), pritomnost sepse nebo septického Soku, prikaz
meningokokli pomoci kultivace, LA nebo PCR v likvoru nebo v krvi. Sepse je

definovana pfitomnosti alespori 2 kritérii: télesnd teplota nad 38°C ¢&i pod 36°C,
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tachykardie pres 90/min (pro déti upraveno dle véku), tachypnoe nad 20/min (pro déti
upravedno dle v€ku), leukocyty nad 12 ¢i pod 4 x10%/1 nebo 10 % tyCek €i nezralych
forem

4. Smisend forma — soucasn¢ znamky sepse i meningitidy

V souboru A bylo zastoupeno 28 ptipadi meningitidy, 5 sepsi, 3 pripady akutni
meningokokcémie a 1 smiSend forma (Tabulka 2.). Pro hodnoceni vysledkii diagnostickych
testd a jejich vztahu ke klinické formé& IMO jsme pripady klasifikované klinicky jako akutni
meningokokcémie prifadili do kategorie sepse a smiSenou formu do kategorie meningitid.
Vzhledem k malym poc¢tim pacientll v téchto 2 kategoriich by nebylo mozno tyto vysledky

statisticky samostatné hodnotit.

Pro hodnoceni zavaZnosti onemocnéni byl pouzit skorovaci systém APACHE II, ktery
posuzuje maximalni zmény parametri béhem prvnich 24 hodin hospitalizace. Sledované
parametry jsou: télesna teplota, stfedni arteridlni tak, puls, pocet dechl, saturace, pH
arterialni, natrium, kalium a kreatinin v séru, hematokrit, pocet leukocytdi, aktualni Glasgow

coma scale (GCS), v&k, anamnéza téZké organové nedostate¢nosti ¢i imunodeficitu.

Pritomnost DIC byla hodnocena v prub&hu hospitalizace u vSech pacientd dle
diagnostickych kritérii dle Aokiho, ktera sleduji pritomnost sepse, krvaceni, orgdnového
postizeni, délku protrombinového ¢asu, hodnoty fibrinogenu, fibrin degrada¢nich produkti
(FDP) a trombocytl. Hodnota 7 a vice bodi je hodnocena jako DIC, 6 bodii jako suspektni
DIC, pti hodnoté 5 bodl je nutno DIC potvrdit dalSimi 2 testy (D-dimery, etanolovy test,
pokles AT III, vzestup schistocytl, pokles trombocytd a fibrinogenu se vzestupem FDP,

zlepseni po heparinu, pokles plazminogenu) (Maly 1994).

3.2. Sbér materialu

Pro PCR a LA vySetieni bylo sbirdno sérum nebo plna krev v den ptijeti a v nasledujicich
dnech v pribéhu prvého tydne hospitalizace. Likvor byl odebirédn v den piijeti a pii kontrolni
Jlumbalni punkci obvykle provadéné 5. den po prijeti nebo dfive, pokud byl pribéh
onemocnéni komplikovan. Odbér materidlu na PCR byl provadén do sterilni zkumavky

v mnozstvi: likvor 0,5-1 ml, krev 4,5 ml + 0,5 ml citratu, sérum 0,5 ml. Od 37 pacientl bylo
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celkem ziskano 60 vzorku likvoru a 144 vzorki krve, Pro vySetfeni LA byla sbirdna také moc
a to v den piijeti a v nasledujich dnech béhem 1. tydne hospitalizace. Pro LA vySetteni bylo
ziskano 93 vzorkl moce. Vzorky byly ihned transportovany ke zpracovani nebo byly
skladovany na oddéleni: krevni vzorky v lednici pfi 4°C a likvor byl zamraZen pfi minus
20°C. V den prijeti pacienta k hospitalizaci byl odebran klinicky material také pro detekci
meningokoki bézn€ pouzivanymi metodami (ptimé mikroskopie a kultivace).

ATB terapie byla zahdjena v den pfijeti pacienta nebo jiz pted hospitalizaci. K hodnoceni
dynamiky vySetieni byl den, kdy byla ATB terapie zahajena, oznacen jako den 0. Po prijeti
byli v8ichni pacienti lé€eni standardnim postupem s cefotaximem nebo benzylpenicilinem.
Klinicka data byla ziskana z lékafské dokumentace.

Studie byla schvéalena mistni etickou komisi a odbéry materidlu pro ucely studie byly
synchronizovany s odbéry ordinovanymi oSetfujicim Iékafem a nepredstavovaly tedy

zvySenou zat€z pacientil.

3.3. Laboratorni metody

33.1. PCR

Izolace DNA z klinického materialu

DNA byla extrahovana z biologického materidlu. Byla pouZita komeréné¢ dostupna
souprava QlAamp (QIAGEN, Némecko). Ke zpracovani byla pouzita plna krev nebo sérum
(200 pl) a sediment ziskany centrifugaci cca 1 ml likroru. Izolovanda DNA byla

resuspendovéana v 200 pl eluéniho pufru a vysetiena pomoci PCR.

PCR — amplifikace a detekce fragmentt

V NRL je pouzivana kombinace jednokrokové a seminested PCR, kterd vykazuje vyssi
senzitivitu. Pro jednokrokovou PCR je vyuzivan gen Crgd a siaD (Obrazek 6.). Pri
seminested PCR je v prvnim kroku amplifikovan obecny bakterialni amplikon genu /6S
rRNA a v druhém kroku oblast tohoto genu specifickd pro N.meningitidis (Obrazek 7.).
Vsechny pouZité primery jsou shrnuty v Tabulce 5. Gen Crgd a 16S rRNA byly pouZity pro
detekci NV.meningitidis a siaD gen byl pouzit k identifikaci séroskupiny B a C.
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CR Primer Gen Sekvence Species
98-6 S’-getggegecgetggeaacaaatte-3”
crgA N.meningitidis
98-10 5’-cttctgecagattgeggegtgeetg-3°
98-19 5’-ggatcatttcagtgttttccacca-3’
dnokrokova siaD N.meningitidis B
98-20 5’-gcatgctggaggaataageattaa-3”
98-17 5’-tcaaatgagtttgcgaatagaaggt-3”
siaD N.meningitidis C
98-18 S’-caatcacgatttgcccaattgac-3”
sminested
U3 S’-aact(c/a)cgtgecagecagecgeggtaa-3”
rok 1 16S rRNA (c/a)cataccas Beee baktérie
rud 5'-aaggaggtgatcca(g/a)ccgea(g/c)(g/c)tte-3"
NM 5’-tgttgggcaacctgattg-3’
rok 11 165 rRNA N.meningitidis
ru8 5’-aaggaggtgatcca(g/a)cegea(g/c)(g/c)tte-3”

Tabulka 5. Primery pouzité pro PCR

Reakéni smés pouzita pro PCR se sklada z (50ul): 10mM TRIS-HCL (pH 8,8), 50 mM
KCL 0,1%, Triton X-100, 1,5 mM MgCL,, 0,2 mM dNTP (Biogen, CR), 0,5 uM primery a

rekombinantni 7ag DNA polymeréaza 0,5U v objemu 50 ul (Top-Bio, CR). Pro jednu reakei

bylo pouzito 25 pl reakéni smési a 25 ul izolované DNA.

Amplifikace byla provedena v termocykleru Amplitron II (Thermolyne, IA, USA) podle

nasledujiciho programu: inicidlni denaturace pfi 94°C / 2 min byla nasledovana 35 cykly

(94°C / 1 min, 55°C / 1 min, 72°C / 1 min) s polymerizaci pii 72°C / 2 min. Produkty

amplifikace DNA z prvniho kroku byly fedény 1:500 sterilni vodou a pro druhou reakci bylo

pouzito 5 pl naredéného roztoku a 45 pl PCR smési. B€éhem druhého kroku byl pofet PCR

cykli redukovan na 20.

Kazda reakce zahrnovala negativni kontrolu (voda) a pozitivni kontrolu (DNA izolovana

z kmenQ N.meningitidis).

PCR produkty byly vizualizovany na 2% agarozovém gelu s ethidium bromidem pod UV

svétlem. Délka amplifikovanych fragmentl je ukazana v Tabulce 6.
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Délka amplikonu

Gen (bp) Species
crgA 230 N.meningitidis
siaD 450 N.meningitidis B
siaD 250 N.meningitidis C
16S rRNA v
prvnim
kroku 1031 baktérie
16S rRNA v
druhém
kroku 710 N.meningitidis

Tabulka 6. Délka amplifikovanych fragmentu

B C Crg Negativni kontrola
H,O

450
250

230

N.meningitidis B+

Obrazek 6. Jednokrokova PCR

(B = pozitivni kontrola pro N.meningitidis B (450 bp), C = pozitivni kontrola pro
N.meningitidis C (250 bp), Crg = pozitivni kontrola pro N.meningitidis (230 bp), ¢islo 1
= pozitivni vzorek — N.meningitidis B, ¢&islo 5 = pozitivni vysledek reakce pro N.

meningitidis)
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Prvni krok Druhy krok
gen 168 rRNA jednotlivé druhy

obecny bakterialni amplikon .
u3, 18 H,0 Nm Hib Sp

vy ¥

1031

N.meningitidis +

Obrazek 7. Seminested PCR
Nm = Neisseria meningitidis (710 bp), Hib = Haemophilus influenzae b (540 bp), Sp =

Streprococcus penumoniae (940 bp)

3.3.2. Latexova aglutinace

Byly pouzity komerén€ dostupné soupravy: Slides méningite-Kit 5 (BioMérieux, Francie)
pro vysetieni likvoru a Pastorex meningitis kit (Bio-rad, Francie) pro vySetieni krve a moce.
Testovani bylo provedeno podle firemnich doporu€eni s 1 kapkou (30-40 pl) biologického
materidlu. Mo¢ nebyla pfed vySetfenim koncentrovana. Dle Ckarke koncentrace nezvySuje

LA pozitivitu (Clarke 2001).

3.3.3. Kultivace a mikroskopie

Vzorky likvoru a krve od pacientl s podezienim na IMO byly zasilany do lokalni
mikrobiologické laboratofe FN Bulovka k provedeni pifimé mikroskopie a kultivace.
N.meningitidis kmeny byly kultivovany na krevnim agaru pfi teploté 37°C v atmosfére s 5%
CO, po dobu 48 h. Kmeny N.meningitidis byly zasilany k dal§imu studiu a dour¢eni do NRL
pro meningokoky SZU.

42




3.4. Statistické metody

Statisticka analyza dat byla provedena s vyuzitim statistick€ého software Prism 4.0 od
firmy Graph Pad, Inc. Vysledky jsou prezentovany v procentech nebo jako aritmeticky
pramér s minimalnimi a maximalnimi hodnotami. Korelace jsou vyjadfeny jako Pearsoniv
(pro normalné€ rozloZena data) nebo Spearmaniiv (pro nenormalné€ rozlorena data) korelacni
koeficient. U skupin s normalnim rozlozenim dat byly rozdily mezi jednotlivymi skupinami
porovnany neparovym t-testem. V piipadé signifikantné rozdilného rozptylu mezi skupinami
byla pouzita Welchova korekce. U skupin s nenormalnim rozlozenim dat byl k hodnoceni
rozdili mezi jednotlivymi skupinami pouzit Mann-Whitneyho test. Hodnoceni vlivu
nasazené¢ ATB terapie na vysledky testl a jejich vztah ke klinické formé onemocnéni bylo

provedeno Fisherovym testem. Za statisticky signifikantni byla povazovéna hodnota p < 0,05.
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4. VYSLEDKY

4.1. Klinicka a epidemiologicka data souboru

Klinické pfiznaky a anamnestické udaje ve vztahu k formé onemocnéni shrnuje tabulka 7.
U obou klinickych forem IMO (sepse a meningitida) byla nejéastéj$im priznakem horecka
provazena bolestmi hlavy a zvracenim. VSechny pifipady sepse byly spojeny
s hemoragickymi koZnimi projevy a Cast€ji jsme v téchto pfipadech zaznamenali prijem a
bolest bficha. Vétsina pacientd s meningitidou vykazovala znamky menigealniho drazdéni.
Mezi skupinou pacienti s meningitidou a sepsi jsme neprokazali statisticky vyznamny rozdil
v hodnote¢ APACHE I, vyskytu komplikaci a v€kovém rozlozeni. Doba do hospitalizace na
specializovaném pracovisti a doba do zahdjeni kauzalni ATB terapie byla krat$i u pacientt se
sepsi, ale rozdil také nebyl statisticky vyznamny. Cast&ji byla aplikovéana predhospitalizaéni
ATB terapie u pacientl se sepsi.

17 onemocnéni ve studované skupiné bylo vyvolano N.meningitidis séroskupiny B, 15
ptipadd vyvolala sérokupina C, 1x byla zastoupena séroskupina Y a ve 4 pripadech nebyla
séroskupina ur€ena. V pfipadech IMO vyvolanych N.meningitidis C byly €astéji pritomné
krvacivé kozni projevy (petechie a sufuze), gastrointestindlni symptomy (prijem, nauzea) a
Castéji byla tato onemocnéni spojena s komplikacemi (Tabulka 8.).

Pripady IMO s komplikacemi nebyly spojeny s delsi dobou do zahajeni kauzélni
intravenozni (1.v.) ATB terapie (IMO s komplikacemi — primérna doba od prvnich ptiznaki
onemocnéni do zahajeni kauzalni i.v. ATB terapie byla 30,5 hod., IMO bez komplikaci —
prumérnd doba 32,6 hod., rozdil statisticky nesignifikantni). Doba do podani i.v. ATB
nekorelovala s vysi APACHE II skore. Vyssi hodnota skére byla zjiSt€éna u pacientd
s komplikacemi IMO, rozdil byl statiticky vyznamny na hladiné p = 0,0172 (Graf 13.).
Biochemické a cytologické vySetteni likvoru (proteinorhachie, glykorhachie, pocet
polymorfonukleard (PMN) a lymfocytid) z prvni diagnostické lumbalni punkce neprokézalo

statisticky rozdil u téchto 2 skupin ptipada.
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Akutni
Purulentni SmiSena meningo-
Sepse meningitida forma kokcémie
(n=5) (n=28) (n=1) (n=3)
n % n % n % n %
Horetka (>38°C) 4 80 27 96 0 0 3 100
Bolest hlavy 3 60 19 68 1 100 2 67
Zvraceni 3 60 19 68 1 100 2 67
14,6 12,7
Stav v&domi (GCS) | (13-15) (7-15) 14 15
Petechie, sufuze 5 100 19 68 1 100 3 100
Exantém 1 20 4 22 0 0 1 33
Pozitivni
meningealni
fiznaky 1 20 27 96 1 100 3 100
Jiné neurologické
priznaky (kiece,
spasmy, tes) 0 0 2 7 0 0 0 0
Pritjem 2 40 3 11 0 0 0 0
Bolest bricha 1 20 1 4 0 0 0 0
Myalgie, artralgie 2 40 10 36 1 100 1 33
Nevolnost 1 20 4 22 0 0 1 33
Kolaps, prekolaps 0 0 5 18 0 0 0 0
Bolest v krku,
faryngitida 1 20 7 25 0 0 0 0
Primérna doba do
pFijeti v hod. 26,4 33,2 37,3
(rozmezi) (10-59) (12-75) 25 (22-49)
Ptedhospitaliza&ni
ATB terapie 4 80 11 39 0 0 0 0
Priméma doba do
zahdjeni kauzalnf
lécby v hod. 26 31,5 38,3
(rozmezi) (12-60) (8-77) 26 (22-50)
Vék v letech 25,2 22,8 17
(rozmezi) (1-58) (1-57) 44 (8-25)
APACHE 11 10,8 8,6 1,3
(rozmezi) (5-23) (2-25) 3 (0-4)
Komplikace 3 60 20 71 0 0 2 67

Tabulka 7. Anamnestické iidaje a klinické priznaky ve vztahu ke klinické formé IMO




N.m.C N.m.B N.m.ND +Y
(n=15) (n=17) (n=5)
n % n % n %

Horetka (>38°C) 15 100 14 82 5 100
Bolest hlavy 8 53 13 76 4 80
Zvraceni 9 60 14 82 2 40

12,7 13,05
Stav védomi (GCS) (7-15) (7-15) 15
Petechie, sufuze 13 87 10 59 5 100
Exantém 1 8 4 24 1 20
Pozitivni meningedlni ptiznaky 12 80 16 94 4 80
Jiné neurologické priznaky (kiele,
spasmy, tfes) 2 15 0 0 0 0
Priijem 4 27 1 6 0 0
Bolest bFicha 0 0 2 12 0 0
Myalgie, artralgie 5 33 5 29 3 60
Nevolnost 3 20 1 6 3 60
Kolaps, prekolaps 0 0 5 29 0 0
Bolest v krku, faryngitida 5 33 3 18 0 0
Primérna doba do pfijeti v hod. 31,9 29,7 43
(rozmezi) (10-75) (13—75) (22-59)
Predhospitalizatni ATB terapie 6 40 5 29 1 20
Priimé&rna doba do zahéajeni 28 30,7 42,4
kauzéln{ 1é¢by v hod. (rozmezi) (12-59) (8-77) (22-60)

23,9 21,3 27,8
Vék v letech (rozmezi) (1—54) (1-57) (8—58)

10,9 7,0 3,8
APACHE 1l (rozmezi) (2-23) (0-25) (0-7)
Komplikace 12 80 8 47 5 100

Tabulka 8. Anamnestické idaje a klinické priznaky ve vztahu k séroskupiné

N.meningitidis
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Graf 13. Hodnota APACHE II skore ve skupiné pacienti s komplikovanym a
nekomplikovanym pribéhem IMO.

Na Infekéni kliniku FNB bylo piijato 14 (38 %) pacientl prekladem z jiného oddéleni a
14 (38 %) pacienti bylo piijato zdomova pres lékare LSPP nebo RZS (Graf 14.).
U 13 (35 %) pacientl bylo vterénu vysloveno podezieni na invazivni meningokokovou

infekei (Graf 15.).

‘O prakticky lekar
détské oddéleni
Ointerni ambulance
‘M jina ambulance
'MLSPP, RZP

5%

22%

Graf 14. Odesilajici 1ékar
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Graf 15. Diagnoza stanovena pied prijetim na infekéni kliniku
Délka hospitalizace (dny) 20,9 dni (9-100)
JIP (dny) 8 (1-67), 89 % pacientt
Predhospitalizéni ATB terapie: [12/37 (32 %)
- oralni 5/37 (14 %)
- parenteralni 7/37 (19 %)
Kauzalni ATB terapie (1. volba):
- PNC 5/37 (14 %)
- CEF 32/37 (86 %)
Manitol (dny) 3,12 dni (2-7 dni), 34/37 (92 %)
Dexamethason (dny) 3,18 dni (1-8 dni), 35/37 (95 %)
Mrazena plazma 16/37 (43 %)
UPV 4/37 (11 %)
Vazoaktivni podpora 4/37(11 %)
Tabulka 9. Terapie
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Pouze u 10 (27 %) pacientd byla v terénu zahajena adekvatni ATB terapie. 90 % pacientl
bylo piijato na jednotku intenzivni péce, ostatni byli pfijati na jednotku intermediarni péce
s moznosti monitorace Zivotnich funkei. 4 pacienti vyzadovali umélou plicni ventilaci (UPV).
Inicidlni ATB terapie byla zahajena ve vétSin€ piipadi cefalosporinem 3. generace (32
pacientl, 86 %). U vétSina pacientl byl podavan v priiméru 3 dny manitol a dexamethason.

(Tabulka 9.).

4.2. Uspé&nost jednotlivych diagnostickych metod

42.1. PCR

Ve studované skupiné pacientli byl pouZitim kombinace jednokrokové a seminested
PCR metody ziskdn pozitivni vysledek v likvoru u 34 (92 %) ptipadd a vkrvi u 17
(46 %) pripadli. V 15 (40 %) piipadech byl ziskan pozitivni vysledek v obou biologickych
materidlech (Tabulka 10.). Séroskupina N.meningitidis byla ur¢ena u 31 pripadi, z toho

séroskupina C ve 14 pripadech a séroskupina B v 17 piipadech.

Provedena| Test %

Material Test | vySetfeni | pozitivni | pozitivnich
Likvor PCR 37 34 92
LA 24 11 46
Kultivace 37 13 35
Krev PCR 37 17 46
LA 26 10 38
Kultivace 36 14 39

Tabulka 10. Vysledky diagnostickych metod ve skupiné pacientii pro hodnoceni PCR
testu (soubor A, n=37)

Hodnoceny jen vzorky odebrané v den piijeti.

4.2.2. Latexova aglutinace

Ve vybrané skupin€ pacientli, kde bylo provedeno vySetfeni LA v den pfijeti, byly
ziskany pozitivni vysledky LA v likvoru u 9 (47%) ptipada, v krvi u 8 (42%) pripadli a v
moci ve 4 (24%) pripadech. Séroskupina N.meningitidis byla urena u 16 pripadd, z toho

séroskupina C v 8 pripadech a séroskupina B v 8 pfipadech. Vyfazeni byli ti pacienti, kde
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nebyl dostatek materidlu na provedeni LA vySetfeni nebo ho nebylo moZno provést pro

hemolyzu (Tabulka 11.).

Provedena| Test %

Material Test vySetteni | pozitivni | pozitivnich
Likvor LA 19 9 47
PCR 19 18 95
Kultivace 19 7 37
Krev LA 19 8 42
PCR 19 9 47
Kultivace| 18° 9 50
Mok LA 17° 4 24

Tabulka 11. Vysledky diagnostickych metod ve vybrané skupiné pacienti pro
hodnoceni LA testu (soubor B, n=19)

Hodnoceny jen vzorky odebrané v den prijeti.

v 1 piipadé nebyla krev odebrana na kultivaci

® ve 2 ptipadech nebyla mo¢ odeslana k vysetieni LA

4.2.3. Kultivace

Ve studované skupin€ bylo 13 (35 %) pozitivnich kultivaci likvoru a 14 (39 %)
pozitivnich hemokultivaci. Séroskupina N.meningitidis byla ur€ena u 15 pripadi, z toho

séroskupina C v 10 pfipadech, séroskupina B ve 4 piipadech a jedenkrat séroskupina Y.

4.2.4. Urceni etiologie a séroskupiny Neisseria meningitidis

Etiologie meningokokového onemocnéni byla prokdzana pomoci PCR, kultivace a LA u
13 (35 %) pacientli, pomoci PCR a kultivace u 7 (19 %) pacientdi, pomoci PCR a LA u 3
(8 %) pacienti a u 14 (38 %) pacientd PCR byla jedinou pozitivni metodou (Graf 16.).

Séroskupina N.meningitidis zptsobujici IMO byla uréena u 33 (89 %) pacientd. Nejvice

se na jejim urceni podilela PCR metoda, kterd urcila séroskupinu N.meningitidis u 31 (84 %)
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ptipadd, z toho ve 13 (35%) ptipadech byla séroskupina uréena pouze pomoci PCR (Graf 17,
Tabulka 12.a 13.).

35% - B
mPCR | |
'mPCR+LA

! PCR + kultivace
OPCR+ LA + kultivace

[¢)
19% 8%

Graf 16. Urceni etiologie IMO

| B PCR

‘WPCR+LA

0 PCR + LA + kultivace |
% PCR + kulivace
kultivace

@ ND

Graf 17. Uréeni séroskupiny N.meningitidis
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PCR LA Kultivace
N.meningitidis B 17 8 4
N.meningitidis C 14 8 10
N.meningitidis Y 0 0 1

Tabulka 12. Uréeni séroskupin jednotlivymi diagnostickymi metodami

PCR pozitivni (%) LA pozitivni (%) Kultivace pozitivni (%)
Likvor Krev Likvor Krev Mo¢ Likvor Krev
IMO N.m.C
(n=15) 13 (86) 6 (40) 6 (40) 4 (27) 1(7) 5(33) 9 (60)
MO N.m.B
(n=17) 17 (100) | 6(35) 5 (30) 6 (35) 4 (24) 7 (41) 4 (24)
IMO N.m.ND
(n=4) 4 (100) | 4 (100) 0 0 1(25) 0 0
IMO N.m.Y
(n=1) 0 1 0 0 0 1 1

Tabulka 13. Uspé&nost jednotlivych diagnostickych metod podle séroskupiny
vyvolavajici IMO

4.3. Vysledky lumbalni punkce ve vztahu k PCR

Ve vzorcich likvoru s pozitivnim vyledkem PCR byly pfi biochemickém a cytologickém
vySetteni naméfeny vyssi hodnoty celkové bilkoviny a vyssi pocet PMN nez u vzorki likvoru
s negativnim vysledkem PCR, rozdil byl statisticky vyznamny (Graf 18. a 19.). Mezi
hodnotami glykorhachie a pocty lymfocytd nebyl zjist€én vyznamny rozdil. Vysledky u
vzorku pozitivnich pfi LA vySetfeni a pfi kultivaci se v téchto hodnotach statisticky neliSily.
(Pozn. pro toto hodnoceni byly vyuzity vysledky ze vSech provedenych lumbalnich punkci

vcetné kontrolnich.)
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Graf 18. Proteinorhachie ve vztahu k vysledku PCR v likvoru
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Graf 19. Poc¢et PMN v likvoru a vysledek PCR




4.4. Vliv zahijené antibiotické terapie na vysledek diagnostickych metod

U 16 (43 %) pacientl byla zahdjena ATB terapie pfed odbérem likvoru na PCR a LA
vySetieni a 20 pacientli (54 %) dostalo ATB pred odbérem krve. 14(38 %) pacienti dostalo
ATB pted odbérem likvoru na kultivaci a 10 (28 %) pacientd dostalo ATB pred odbérem
hemokultury. Ve skupin€ pacientii, kteri obdrzeli predchazejici ATB terapii jsme nalezli
signifikantni redukei pozitivity kultivace likvoru (p=0,01) a znacny, ale nesignifikantni
pokles pozitivity kultivace krve a LA pozitivity v krvi 1 likvoru. Pozitivita PCR vysledkd

nebyla témer zméneéna. Data jsou shrnuta v tabulce 14.

Likvor
Odbér pred zahajenim ATB Odbér po zahajeni ATB
terapie terapie
Test Pozitivni test/pocet % Pozitivni test/pocet % | Fisher test
vySetfeni vySetieni
PCR 21/21 100 13/16 81 |p=0,07
LA 9/15 60 2/9 22 |p=0,10
Kultivace 12/23 52 114 7 | p=0,01*
Krev
Odbér pred zahajenim ATB Odbér po zahajeni ATB
terapie terapie
Tast Pozitivni test/pocet o Pozitivni test/pocet % | Fisher test
vysSetfeni vySetfeni
PCR 8/17 47 9/20 45 |p=1,00
LA 6/12 50 4/14 29 |p=0,42
Kultivace 12/26 46 2/10 20 |p=0,25

Tabulka 14, Vliv ATB terapie na pozitivitu diagnostickych metod v krvi a likvoru
Zahrnuty jen prvni vzorky odebrané v den ptijeti. PouZzita kombinovana PCR — jednokrokova

a seminested.
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4.5. Dynamika PCR a latexové aglutinace v likvoru a séru

Dynamika obou diagnostickych metod se li§i v rliznych klinickych materidlech a obé
metody poskytuji nejvétsi procento pozitivnich vysledkii v den zahajeni ATB terapie.
Posledni pozitivni vysledek PCR vySetieni byl ziskan z likvoru v den 7 po prvni ddvece ATB
a zkrve vden 5 (Graf 20. a 21.). Pfi LA vySetfeni byl posledni pozitivni vysledek ziskan

vden 2 po prvni davee ATB z likvoru, vden 3 zkrvi a vden 4 z moci. (Graf 22.-24.). Ze

srovnani téchto 2 metod vyplyva, Ze PCR umoziuje déle zachyt agens.
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Graf 20. Trvani pozitivity PCR v likvoru
Den 0 = zahajeni ATB terapie
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Graf 21. Trvani pozitivity PCR v krvi
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Graf 23. Trvani pozitivity LA v krvi
Den 0 = zahdjeni ATB terapie
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4.6. Vztah PCR k zavaznosti onemocnéni

Pfi posuzovani vztahu mezi zdvaznosti priabéhu IMO hodnocené¢ho pomoci APACHE II
skore a trvanim pozitivity PCR vySetieni jsme nalezli pozitivni korelaci (Graf 25.). Rovnéz
ve skupiné pacientii s komplikacemi bylo pretrvavani pozitivity PCR delSi neZ u pacientl bez
komplikaci (Graf 26.). Dynamika pozitivity PCR se neliSila u pacientd s meningitidou a
sepsi. Nebyla zjist€éna korelace mezi délkou pozitivity a délkou doby do zahajeni kauzalni
ATB terapie. Také nebyl prokdzan vztah pretrvavani pozitivity PCR v likvoru a vysledki
lumbalni punkce (proteinorhachie, glykorhachie, pocet PMN a lymfocyti).
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Graf 25. Dynamika PCR a komplikace IMO
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Graf 26. Dynamika PCR v likvoru, séru a celkové v obou materialech a zavaznost IMO

(APACHE II skoére)

4.7. Srovnani primeru

Pii  porovnani uspéSnosti

rozdilnych  primerovych péard pouzZitych k detekci

meningokokové DNA jsme byli schopni detekovat DNA pomoci skupinové specifickych

primert do dne 7 v likvoru, ale v krvi jen do dne 2. Pfi pouziti seminested PCR jsem byli

schopni ziskat pozitivni vysledek do dne 6 v likvoru a do dne S v krvi. Nizky pocet vzorki

ale neumoznuje jejich statistické vyhodnoceni (Graf 27. a 28.).
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Graf 27. Uspéinost pouZitych primeri v detekci DNA v likvoru
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Graf 28. Uspésnost pouZitych primeri v detekei DNA v krvi
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4.8. Vztah PCR ke klinické formé IMO

Vztah mezi vysledky testd a klinickou formou onemocnéni ukazuje tabulka 15. U
meningitickych forem onemocnéni jsme castéji detekovali agens v likvoru nez v krvi vSemi
pouzitymi metodami (PCR, LA, kultivace), pfiemz statistisky vyznamné vy$si byla jen
pozitivita PCR (na hladiné p<0,0001). U forem septickych byl zachyt agens pomoci kultivace
materialech stejn€. LA vySetfeni nelze hodnotit pro maly pocet vySetienych vzorkd. Pri
hodnoceni pozitivity biologického materidlu (likvor, krev, moc) ve vztahu ke klinické forme
IMO (sepse versus meningitida) byl likvor €astéji pozitivni u meningitickych forem a krev

Castéji pozitivni u sepse, ale rozdily nebyly statisticky vyznamné (Tabulka 15.).

PCR pozitivni (%) LA pozitivni (%) Kultivace pozitivni (%)

Likvor Krev Likvor Krev Mog Likvor Krev
Sepse (n=9) 7(78) 7(78) 0 0 1(11) 1(11) 3 (33)
Meningitida (n=28) 27(96) | 10(36) | 11(55) | 10(45) | 5(19) | 12 (43) 11 (41)
Fisher test 0,14 0,05 0,04 0,08 1,00 0,12 1,00

Tabulka 15. Vztah diagnostikych metod (PCR, LA a kultivace) ke klinické formé
onemocnéni.
Pozitivni vysledky hodnoceny nezavisle na dobé odbéru (zahrnuty prvni i nasledné vzorky,

kazdy pacient zarazen jen jedenkrat).
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5. DISKUSE

5.1. Epidemiologicka a klinicka data

Nejcéastéji zastoupenou klinickou formou IMO byla v nasi studii purulentni meningitida,
mirné pievazovala onemocnéni vyvoland N.meningitidis séroskupiny B a nejpocetnéji
zastoupenou ve€kovou skupinou byla skupina 15-19 letych.  Pfi hodnoceni klinickych
pfiznakd v dobé& priijeti pacienta k hospitalizaci nebyly nalezeny vyrazné rozdily mezi
septickou a meningitickou formou onemocnéni. Ptestoze u 76 % pacientl byly jiZ pii prijeti
ptitomné pro IMO typické hemoragické kozni projevy (petechie, sufuze) a 86 % pacientu
mélo pozitivni meningealni pifiznaky, jen u 35 % pacientd bylo vysloveno odesilajicim
lékaiem podezieni na IMO. Pouze u 27 % pacientt byla v terénu zahajena adekvatni ATB
terapie, ktera je jiZz soucasti standardu efektivni pée o pacienty s podezienim na IMO.
Cast&ji byla ATB v predhospitalizaéni pééi aplikovana u pacienti se septickou formou IMO a
v této skupin¢ byla 1 krat$i doba do hospitalizace a do zahdjeni kauzalni ATB terapie.

Pravdépodobné se na tom podilel t€Z3i klinicky stav pacientl se sepsi.

52. PCR

Tato studie dokazuje dilezitost PCR metody pro urceni etiologie IMO a prokézala, Ze
v klinické praxi PCR zvySuje vyznamné pocet laboratorné potvrzenych meningokokovych
onemocnéni. Kombinovana PCR metoda (jednokrokové + seminested) pouzitd v nasi studii
byla efektivnéj$i nez bézne pouzivané metody pro diagnostiku IMO - kultivace a LA. Ve 14
(38%) ptipadech byla etiologie onemocnéni identifikovana pouze PCR metodou. 3 pripady
byly nasledn¢ potvrzeny multilokusovou sekvencni typizaci provedenou pfimo z likvoru
(Kriz 2002). Ostatnich 9 piipadi mélo typicky klinicky pribéh IMO a nebylo detekovano
jiné agens. PCR byla také nejuspésnéjsi metodou v urCovani séroskupiny N.meningitidis,
které je nezbytnou soucasti monitoringu epidemiologické situace a urcovani vakcinaéni
strategie. PCR ur¢ila séroskupinu u 84 % onemocnéni a u 35 % byla jedinou metodou, ktera
séroskupinu uréila.

Témét polovina pacientll ve studii obdrzela ATB pied piijetim do nemocnice, proto

moznost ziskat pozitivni vysledek kultivace byl limitovan. PCR projevilo jeho vysokou
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dilezitost zejména u takovychto pacientll, protoZze procento pozitivity u pacientdl lécenych
ATB pied odbérem biologického materidlu na vySetieni PCR se témér neliSilo od pacientt
bez 1é¢by, zatimco pozitivita kultivace byla signifikantné redukovana.

Zamétenim nasi studie na trvani pozitivity PCR v ¢ase a v rizném klinickém materialu
jsme se snazili prispét k zodpovézeni otazky, do kterého dne ATB terapie je DNA jeste
detekovatelna. Pfedchéazejici studie zaznamenaly rozdilné nalezy. Ve studii publikované
Ragunathanem byla krev PCR pozitivni pouze 24 hodin a likvor 72 hodin po zahgjeni ATB
terapie (Ragunathan 2000). Bryant a kol. popsali pozitivitu nested a real-time PCR v krvi do
9. dne po nasazeni 1.v. ATB (Bryant 2004). V nasi studii jsme prokézali, Ze meningokokova
DNA muze byt detekovatelna v likvoru do 7.dne a v krvi do 5. dne po zahdjeni ATB terapie.
Vysledky odrazeji skute¢nost, ze DNA perzistuje i po té, co bakterie byly zabity a clearence
meningokokové DNA je pomalejsi z likvoru nez z krve. Rozdily ve vysledcich zminénych
studii mohou vyplyvat z n€kolika faktorti, které zahrnuji (1) koncentraci bakterie v likvoru na
pocatku terapie; (2) citlivost bakterie na ATB; (3) pocet leukocyti v likvoru a jejich
schopnost zabijet (leukocyty ni¢i bakteridlni DNA po fagocytdéze a lyze bakterie); (4)
permeabilita hematoencefalické bariéry (kterd ovliviiuje nejen penetraci antibitotika a
imunoreaktivnich komponent, ale také clearenci bakterialnich rezidui).

Nalezli jsme pozitivni korelaci mezi zavaznosti pribéhu IMO hodnocenou APACHE II
skore a dynamikou pozivity PCR a del§i pretrvavani pozitivity PCR u pacientl
s komplikacemi IMO. Divodem muzZe byt vysSsi bakterialni naloZ na pocatku onemocnéni u
zahajeni ATB terapie, ktera také neni v korelaci s APACHE I skore a vyskytem komplikaci.
Vzhledem k tomu, Ze N.meningitidis je intracelularni patogen, vzorky likvoru pozitivni pti
PCR vykazovaly signifikantné vyssi pocet PMN nez vzorky PCR negativni, presto v 10
ptipadech bylo PCR v likvoru pozitivni, aniZ by pocet buné¢nych elementa splnil kritérium
stanovené pro meningitidu (300/3 element).

Vzhledem k poklesu PCR pozitivity v pribehu onemocnéni, doporuc¢ujeme odebirat
biologické vzorky pro PCR vySetfeni stejné jako pro ostatni diagnostické metody jak
nejdrive je to mozné. Je vhodné zasilat k vySetieni oba materialy, likvor i sérum, bez ohledu
na klinickou formu IMO. U meningitickych forem byl v nasi studii zaznamenan castéji
pozitivni likvor (96 %), ale procento pozitivnich sér neni zanedbatelné (36 %). U septickych
forem byla detekce N.meningitidis stejn€ uspésna v krvi i v likvoru. 78 % pozitivnich vzorka

likvoru u sepsi mize souviset s vysokou citlivosti PCR metody, kterd detekuje 1 minimalni
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mnozstvi meningokokové DNA, kterd muZe prestoupit pfes hematoencefalickou bariéru

v ramci septického stavu bez rozvoje klinickych pfiznakl meningitidy.

5.3. Latexova aglutinace

LA detekce N.meningitidis z biologickych vzork®l je rychlej$i test nez PCR a snaze
proveditelny a tedy 1 dostupnégj$i. Vykazuje ale niZ3i senzitivitu, a proto negativita LA testu
jesté nevylu€uje pfitomnost meningokokové infekce. Mize také vykazovat falesné pozitivni
vysledky kvili zkiizené reakci (Weinberg 1985). Navic, v na$i studii prikaz antigenu
v likvoru neovlivnil empiricky zvoleny druh ATB, zatimco u 6 pacientt (32 %) byla terapie
zménéna z cefalosporinu na benzylpenicilin po potvrzeni etiologie IMO pomoci PCR nebo
kultivace. Senzitivita LA testu mize byt zlepSena pouzitim ultrasound-enhanced LA
(USELAT) (Porritt 2003, Barnes 1998, Sobanski 1999). Tato technika signifikantné redukuje
pocet falesné negativnich vysledkd pri kartickové LA a nebyly zaznamendny fale$né
pozitivni vysledky (Barnes 1998). Sobanski publikoval piiblizné 30 nasobné zlepSeni
senzitivity pii pouZiti (USELAT) (Sobanski 2000). Vysledky USELAT jsou srovnatelné s
vysledky PCR a mohl by se uplatnit jako metoda rychlého bezkultivaéniho prikazu
v laboratorich, kde neni dostupnd metoda PCR (Gray 1999). Sledovani vztahu mezi
koncentraci antigenu a klinickymi néasledky ukézalo, Ze stoupajici koncentrace antigenu
signifikantne koreluje s tizi ndsledkd a mortalitou. USELAT muze tedy poskytnout rychlou
prognostickou informaci pro pacienty s IMO (Sobanski 2000).

Rutinné€ pouZivané materialy pro antigenni detekci pomoci LA jsou likvor a krev.
Vzhledem k moznosti neinvazivniho odbéru byva jako dalsi vhodny material nékdy uvadéna
mo¢. Clarke a kol. publikovali LA vySetfeni moce jako klinicky uZiteCny test, pouZitelny
jako rychlou a levnou (cost-effective) skreeningovou metodu pro IMO (Clarke 2001, al Wali
1998). V nasi studii bylo vden pfijeti pouze 24 % pozitivnich vzorkd mode, proto
povazujeme LA test vmo¢i za méné spolehlivy pro dignostiku IMO. Navic proteiny
pfitomné v mo¢i nebo kontaminujici fléora v mo¢i miZe zpusobit faleSnou pozitivitu LA
vysledkil (Perkins 1995, Weinberg 1985).

Pokles LA pozitivity po nasazeni ATB terapie je vyznamnéjsi nez u PCR, coZ souvisi
s faktem, Ze pro pozitivitu LA testu je nezbytna pritomnost intaktniho bakteridlniho antigenu,
zatimco PCR vyZaduje pouze fragment bakteridlni DNA. Clearence bakteriadlniho antigenu

z lidského organismu je pravd€podobné rychlejs$i nez clearence DNA, protoZe bakterialni
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antigeny jsou vice imunogenni pro lidsky imunitni systém a jsou rozpoznany jako cizi
material mechanismy nespecifické imunity. S ohledem na moznost selhani LA testu mize byt
povazovan za pomocnou metodu v diagnostice IMO. MiiZe byt uzitecny jako rychly test pro
potvrzeni  meningokokoveé  etilologie a  séroskupiny = N.meningitidis v lokalnich
mikrobiologickych laboratotich, kde PCR metoda neni dostupna nebo jako metoda u lizka
nemocného pro klinické pracovniky, zejména u pacientt, kteti byli lé¢eni ATB pred pfijetim
do nemocnice. Tunkel a Scheld doporucuji LA test pro pacienty s piedpokladanou bakterialni
meningitidou a negativnim mikroskopickym prikazem v likvoru (Tunkel 2005). Fernandez-
Rodriguez doporucuje, aby forenzni diagnostika nejasnych umrti zahrnovala také LA jak
v ptipadech, kde je podezieni na fulminantné prob&hlou infekci N.meningitidis tak i u imrti,
kde je pfi¢ina neznama (Fernandez-Rodriguez A 2005). LA povaZujeme spiSe za pomocnou
metodu, cennou pro jeji rychlost a dostupnost, kterd ale nemize nahradit ani klasické
mikrobiologické metody — mikroskopie a kultivace, ani nové vyvinuté metody, naptiklad

PCR.
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6. ZAVER

Byla provedena studie zamérena na zhodnoceni vyznamu PCR metody pro diagnostiku
IMO v praxi a uréeni dynamiky pozitivity této metody. Usp&inost PCR metody byla
srovnna s bézn¢ pouzivanymi vysetfovacimi metodami — kultivace a latexova aglutinace.
Soudasné byl hodnocen vliv antibiotické terapie na vysledek diagnostickych testd a vztah
zavaznosti meningokokové infekce a dynamiky PCR. Prace uvadi také struc¢né zhodnoceni

anamnestickych a klinickych udaji pacientd.

1. Potvrdili jsme vyznam PCR metody pro zlepSeni diagnostiky IMO. PCR metoda vyrazné
zvySuje procento laboratorné potvrzenych meningokokovych onemocnéni a umoziiuje
rychlou identifikaci etiologie onemocnéni véetné urceni séroskupiny N.meningitidis i po
zahdjeni ATB léchy.

2. PCR poskytuje lepsi vysledky v diagnostice IMO nez bézné pouzivané laboratorni metody
(kultivace, LA).

3. Vetsi procento PCR pozitivnich vysledkii jsme ziskali z mozkomisniho moku nez z krve.

4. U meningitid jsme pomoci PCR statisticky signifikantne castéji prokdazali N.meningitidis z
mozkomisniho moku nez z krve.

5. Vysledky PCR nejsou ovlivnény predchozi ATB terapii, zatimco pravdépodobnost
pozitivniho kultivancniho ndlezu po zahdjeni ATB terapie je signifikantné snizena.

6. Pretrvani pozitivity PCR v mozkomiSnim moku je delsi neZ v séru.

7. Pomoci seminested PCR jsme detekovali meningokokovou DNA déle nez pomoci
Jjednokrokové PCR metody.

8. Nalezli jsme pozitivni korelaci mezi zavaznosti IMO a trvanim PCR pozitivity.

Dynamika PCR metody nebyla dosud publikovana takto podrobné a na takto velkém
souboru. Na zaklad¢ vysledk@ naSi studie doporuCujeme pfi podezieni na invazivni
meningokokovou infekci zasilat vzorek likvoru a krve na PCR vySetreni ihned pfi prijeti
pacienta, eventuelne do 3. dne od zahajeni antibiotické terapie. Pfes uzite¢nost PCR metody
pro potvrzeni etiologie IMO, zistdva kultivace likvoru a krve nezbytna pro testovani
citlivosti k ATB a pro dalsi detailni vyzkum meningokokovych kment. LA povaZujeme spiSe
za pomocnou metodu, cennou pro jeji rychlost a dostupnost, kterd vSak nemize nahradit ani

PCR ani kultiva¢ni vySetreni.
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7. SOUHRN

Uvod: Invazivni meningokokové onemocnéni patii stile mezi Zivot ohroZujici stavy. Rychla
diagnostika je dulezitda pro v&asné zahdjeni adekvatni lé€by. PCR je piima, rychla a
bezkultivaéni metoda detekujici meningokokovou DNA. Nase studie je zaméfena na
zhodnoceni vyznamu PCR pro potvrzeni meningokokové etiologie, srovnani PCR s ostatnimi
diagnostickymi metodami, stanoveni dynamiky PCR a LA pozitivity v riiznych klinickych
materialech, hodnoceni vlivu nasazené antibiotické terapie na vysledek diagnostickych metod

a hodnoceni anamnestickych a klinickych udaji pacientd.

Metody: Vysetreny byly vzorky mozkomiSniho moku a séra odebrané b&€hem prvniho tydne
hospitalizace od pacientd s laboratorné potvrzenym IMO. Bakterialni DNA byla izolovana
Qiagen kitem a byla pouZita jednokrokova a dvoukrokova (seminested) PCR. PCR produkty
byly detekovany na 2% gelové elektroforéze. Soucasné€ bylo provedeno kultivaéni vySetfeni a

latexova aglutinace.

Vydledky: PCR pozitivita v likvoru dosahla 92 % a v séru 46 %, LA byla pozitivni u 47 %
vzorki likvoru, 42 % vzorkl krve a 24 % vzorkli moce. Kultivace likvoru byla pozitivni jen
v 35 % a hemokultivace v 39 %. Posledni pozitivni vysledek PCR byl detekovan 7. den
v likvoru a 5. den v séru, ¢oZz ukazuje na rychlejsi eliminaci patogena ze séra. Trvani
pozitivity LA v likvoru a séru (2. a 3.den) je krat$i nez u PCR, posledni pozitivni vysledek
LA v mo¢i byl ziskédn 4. den od zahajeji ATB terapie. Prokazali jsme signifikantni redukci
pozitivity kultivace po nasazeni ATB a témér nezmeénénou pozitivitu PCR. Byla nalezena
pozitivni korelace mezi zdvaznosti onemocnéni a dynamikou PCR. Zaznamenali jsem vysoké

procento PCR pozitivnich vzorki likvoru u septickych forem IMO.

Zavéry. Potvrdili jsme vyznamny prinos PCR ke zlep$eni diagnostiky IMO. PCR je vyrazné
citlivéjsi nez ostatni metody (LA, kultivace) béZzn€ pouzivané k diagnostice IMO a jeji
vysledek neni ovlivnén predchazejici antibiotickou terapii. Vyss$i procento PCR pozitivnich
vysledki jsme ziskali z livoru, kde jsem také prokazali delSi ptetrvavani pozitivity nez v séru.
Doporucujeme odebirat material na PCR vysetieni v po¢atku onemocnéni, jak nejdiive je to

mozné.
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SUMMARY

Introduction: Invasive meningococcal disease continues to be a life-threatening condition.
Rapid diagnosis is important for the administration of appropriate treatment. Our study
focuses on evaluation of importance of PCR method for diagnosis of meningococcal disease.
We describe in detail the dynamics of PCR method and its relationship to other diagnostic
methods (LA, culture) and to the course of the disease. We also evaluated the influence of

previously applied antibiotics therapy to results of these diagnostic methods.

Methods: We have investigated cerebrospinal fluid and serum samples collected during the
1* week of hospitalization from patients hospitalized at the department of infectious diseases
with laboratory confirmed invasive meningococcal disease. Bacterial DNA was isolated from
biological material by Qiagen kit and one-step and seminested PCR method was used. PCR
products were detected on the 2% gel electrophoresis. In parallel, we performed culture and

LA methods.

Results: The PCR positivity in cerebrospinal fluid and serum achieved 92 % and 46 %,
respectively, LA positivity in cerebrospinal fluid, serum and urine achieved 47 %, 42 % and
24 %, respectively. Culture of CSF and blood was positive only in 35 % and 39 %,
respectively. The latest PCR positivity was detected at Day 7 in cerebrospinal fluid and Day
5 in serum, what points to more rapid elimination of pathogen from serum. The duration of
the positivity of LA in CSF and serum (Day 2 and Day 3) is shorter than in PCR, and the last
positive result of LA in urine was achieved at Day 4 after the onset of the ATB therapy. We
proved significant reduction of positivity of culture after the onset of ATB therapy and
almost unchanged positivity of PCR. We found positive correlation between the severity of
the disease and the dynamics of PCR. We encountered a high percentage of PCR-positive
CSF samples in septic forms of the IMD.

Conclusions: We confirmed the importance of PCR method for improvement of diagnosis of
IMD. PCR is more successfull than other methods (LA, culture) routinely used for diagnosis
of the IMD and its results are not influenced by previous ATB therapy. We acquired higher
percentage of PCR positive results from CSF, where the duration of the positivity was also
longer than in serum. It is recommended to collect samples for PCR diagnosis early in the

course of invasive meningococcal disease.
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