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Abstrakt

Porovnani metod stanoveni Neisseria meningitidis v Nemocnici CB a.s.

Molekularn¢€ biologické metody maji velky vyznam pro béznou diagnostiku
infek¢énich onemocnéni. V této praci byly porovnavany dvé molekularné biologické
metody pro diagnostiku Neisseria meningitidis v Nemocnici CB a.s.. Nemocnice CB
a.s. je mestska nemocnice ve vlastnictvi JihoCeského kraje. Pfi stanoveni hypotézy jsem
vychazela z ptedpokladu, ze real-time polymerazova fetézova reakce je rychlejsi nez
nested polymerdzova fetézova reakce. Ob¢ tyto metody jsou pouzivany v centralnich
laboratotich nemocnice a obé se pouziaji pro diagnostiku Neisseria meningitidis. Béhem
experimentu jsem zjistila, Ze se v Nemocnici CB a.s. pouziva i jina diagnosticka metoda
vhodna pro diagnostiku tohoto patogenu - latexova aglutinace. Latexova aglutinace je
imunologicka reakce, ktera detekuje antigeny Neisseria meningitidis pomoci protilatek.
I pfesto Ze je tato metoda rychlejsi nez molekularné biologické metody, vykazuje vyssi
procento faleSné negativnich vysledkii. Tyto faleSné negativni vysledky jsou zplsobeny
naptiklad degradaci Neisseria meningitidis ve vzorku. Vzhledem k tomu, ze je latexova
aglutinace oproti molekularné biologickym metodam méné spolehliva, porovnavala
jsem pouze jednotlivé metody polymerazové fetézové reakce. Polymerazové fetézové
reakce jsou zaloZeny na priikazu bakteridlni DNA, latexovéa aglutinace je zaloZena na
imunologické reakci. U jednotlivych metod polymerazoveé ftetézové reakce jsem
porovnavala Cas potfebny pro prukaz Neisseria meningitidis. Experimentem jsem
potvrdila, ze real-time polymerdzova fetézova reakce je rychlejSi neZz nested
polymerazova fetézova reakce (3 h 40 min oproti 7 h 30 min). Dalsi vyhodou real-time
polymerazové fetézové reakce je jeji vyssi citlivost, real-time polymerazova fetézova

reakce byla o jeden tad citlivéj$i nez nested polymerazova fetézova reakce.



Abstract

Comparison of methods for determination of Neisseria meningitides in
Nemocnice CB a.s.

Molecular biology methods are of great importance for routine diagnostics of
infections diseases. In this work two such methods were compared for the case of
diagnostics of Neisseria meningitides in Nemocnice CB a.s. Nemocnice CB a.s. is a
municipal hospital owned by South Bohemia Region. | hypothesised that real-time
polymerase chain reaction provides lower analysis time compared to nested polymerase
chain reaction. These two methods are routinely used in Central Laboratories of the
hospital and it is feasible to use both of them for the diagnostics of Neisseria
meningitides. During the investigation | have found another method useful for the
diagnostics of this pathogen. Latex agglutination test is an immunological reaction used
to detect antibodies which appear as an immune response to infection. In spite of very
quick output, the immunological origin of the latex agglutination test brings serious
limitations: any suppression of the immune response or degradation of the antibodies
leads to false negative results of the test. Lower reliability of the latex agglutination test
compared to various polymerase chain reactions based on the detection of bacterial
DNA strengthen my devotion to compare the two methodologies of reliable polymerase
chain reaction and led to a decision not to include the latex agglutination test into the
original research plane. In good agreement with the original expectation, practical
evaluation of tests based on real-time polymerase chain reaction and on nested
polymerase chain reaction displayed significant differences in the analysis time (3 h 40
min versus 7 h 30 min respectively). Another advantage of the test based on real-time
polymerase chain reaction is its higher sensitivity of one order of magnitude more than

in the test based on nested polymerase chain.
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UvoD

K vybéru tématu bakalarské prace s nazvem ,,Porovnani metod stanoveni
Neisseria meningitidis v Nemocnici CB a.s.“ mé vedla zavaznost meningitidy a sepse
zpusobenych Neisseria meningitidis. Vzhledem k tomu, ze meningokokova meningitida
a sepse jsou velmi zavazna, rychle progradujici onemocnéni je nutné rychlé urceni
puvodce nakazy a zahajeni v€asné a ucinné 1éCby.

I presto, ze vyskyt meningokokové meningitidy a sepse klesl na necelych 100
piipadi roéné v Ceské republice, zlstava poiad hrozbou a v nékterych piipadech
smrtelnym onemocnénim. Meningokokova meningitida ma velmi kratkou inkubacni
dobu a nastup prvnich ptiznakl je rychly. Mezi prvni ptiznaky patii vysoké horecky,
bolesti hlavy, petechie na kiizi, nauzea, svétloplachost aj.. Pfi tomto onemocnéni je
dalezité vyhledat Iékafskou pomoc, pokud mozno neodkladné s nastupem prvnich
pfiznaki, aby nedoSlo ke komplikacim onemocnéni, jako Waterhouse-Friderichsentiv
syndrom a sepse, nebo ke smrti. Smrtnost u meningokokové meningitidy je 2 %, pfi
komplikacich miize dosahovat az 100 %.

Cilem této bakalatské prace je porovnani riznych metod PCR pouZivanych
v laboratofich molekularni biologie a genetiky v Nemocnici CB a.s. pro stanoveni
Neisseria meningitidis. Tato bakalaiska prace porovnava Cas potiebny pro stanoveni
Neisseria meningitidis a citlivost jednotlivych metod PCR.

Pii experimentu bylo zjiténo, 7e v Nemocnici CB a.s. je pouzivana dalsi
diagnostickd metoda — latexové aglutinace. Tato metoda se pouziva v bakteriologickych
laboratofich. Presto, Ze je tato metoda rychlejsi nez vSechny varianty PCR dostupné v
Nemocnici CB, poskytuje vy$si procento fale$nd negativnich vysledki ve srovnani
s PCR. Z praktického hlediska je stale diilezité srovnani jednotlivych metod PCR pro

vylouceni faleSné€ negativnich vysledkd.



SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
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DIC

DNA
FRET
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RNA

centralni nervovy systém

cycle tresholds (cyklus ve kterém je detekovatelna fluorescence)
disseminated intravascular coagulation (diseminovand intravaskularni
koagulopatie mikrotrombu kapilar)
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fluorescence resonance energy transfer (fluorescenc¢né rezonanéni prenos
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polymerase chain reaction (polymerazova fetézova reakce)

ribonucleic acid (ribonukleova kyselina)

Treshold empiricky nastaveny prah nad kterym je detekovatelna fluorescence



1 SOUCASNY STAV
1.1 Meningitidy

Meningitidy jsou zdvaznd onemocnéni, ktera postihuji obaly mozku. Proti fadé
puvodct zpusobujicich meningitidy je mozné ockovani (28). Meningitidy rozdélujeme

na purulentni nebo-li zanétlivé a nepurulentni (nezanétlive) (2).

1.1.1 Purulentni meningitidy

Purulentni meningitidy jsou velmi vazna onemocnéni centralniho nervového
systému (CNS) (28). Umrtnost u purulentnich meningitid se pohybuje mezi 5-10 %, u
novorozencu dosahuje az 50 %. Diky sulfonamidim a antibiotikdm zavedenym v 30.-
50. letech 20.stoleti do lécebné praxe radikalné klesla smrtnost na tyto meningitidy.
U 10-20 % vylécenych osob pietrvavaji neurologické néasledky po prodé€lani nemoci
(11, 28). Typické ptiznaky se u bakteridlnich meningitid nejcastéji objevuji v rozmezi
24-36 hodin od nékazy. Bakterialni spektrum purulentnich meningitid je pestré,
nejcastéji jsou meningitidy zpisobeny bekteriemi Neisseria meningitidis, Streptococcus
pneumoniae, Haemophilus influenzae (2).

Purulentni meningitida je difuzni postizeni mozkovych oballl a stejné jako
vétsina ostatnich neuroinfekci méa velmi dramaticky priibéh. Casto dochazi k rozvoji
onemocnéni v fadech hodin, pfipadné nékolika malo dni (2).

Bakterie postihuji meningy nepiimo nebo pfimo. Nepiimé postizeni meningi je
hematogenné, obvykle ze vzdaleného loziska zanétu (pneumonie, endokarditida...).
Piimo mohou bakterie postihnout meningy ze zdnétu v okoli (otitida, hnisavé afekce v
oblasti hlavy), nebo traumatem s porusenim tvrdé pleny mozkové (nejcastéji pii frakture
base lebni) (2, 31).

Pacienti jsou pfi purulentnich meningitidach svétloplasi, boli je hlava, rychle se
u nich zvySuje teplota a objevuji se u nich meningeélni ptiznaky. U cca 90 %
nemocnych se objevuje porucha védomi (2). Mezi typické meningealni piiznaky u

purulentnich meningitid patii reflexni svalové spasmy (ztuhnuti §ije omezujici predklon
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hlavy, v dalSich stadiich zptsobujici zaklon hlavy - opistotonus a stazeni zaddovych
svalll), celkova ptecitlivélost (zvySené vnimani bolesti, svétloplachost), vysoké horecky,
bolesti hlavy a zvraceni, které je zpusobeno drazdénim nervovych kofenl a zvySenim
nitrolebniho tlaku (2, 31).

V nékterych pifipadech se rozvine systémova zanétliva odpoved, kterd vede k
rozvoji tézkého polyorganového selhdni zptisobeného endotoxinem. Vysokéd hladina
endotoxinu zpiisobuje rozvoj fulminantnich sepsi. Aktivaci fady zanétlivych mediatora
vcetné cytokind, pomadhajicich zastavit zanét, se poskodi orgdny. Zaroven je také
aktivovana koagulacni kaskada, ktera vede k diseminované intravaskularni koagulopatii
(DIC) (29).

Pfi lumbalni punkci byva likvor bilé nékdy az zelenavé barvy s velkym

mnozstvim leukocyti. Zanétlivy likvor vytéka sdm pod tlakem (29).

Streptokokové (pneumokokové) purulentni meningitidy

Streptokokové purulentni meningitidy zplsobuje grampozitivni opouzdiena
bakterie Streptococcus pneumoniae. Velikost se pohybuje v rozmezi 0,5-1,25 um, koky
se ve sputu Casto vyskytuji jednotlive, ptipadné v kratkych fetizcich. Slozeni pouzdra je
hlavnim faktorem virulence (37). Podle pouzderného antigenu rozliSujeme cca 90
sérotypl. Mezi invazivni sérotypy patii sérotyp 6, 14, 18, 19 a 23, které zpisobuji vice
nez 80 % onemocnéni zpusobenych Streptococcus pneumoniae. Nejohrozengjsi
skupinou jsou déti od 6 mésicti do 4 let a osoby starsi 60 let (33). Cca 10 % zdravé
populace je nosiCem Streptococcus pneumoniae, u téchto lidi se Streptococcus
pneumoniae nalézd v nosohltanu. NejCastéjSim onemocnénim zplsobenym
Streptococcus pneumoniae je pneumokokova pneumonie, ktera se objevuje po snizeni
obranyschopnosti respiracniho traktu. Pokud se u pneumonie rozvine bakteriémie,
dosahuje jeji letalita az 25 %. Streptococcus pneumoniae také zpusobuje purulentni
meningitidy. Nejcastéjsi ptfi¢inou pneumokokové meningitidy je uraz hlavy, ptipadné
rozsifeni bakterie do mozkovych blan z otitidy (37). Pneumokokova meningitida ma

nepfiznivou prognézu s mortalitou pohybujici se mezi 20-30 % (2). Proti pneumokoku
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je mozné se nechat ockovat (37). Streptococcus pneumoniae je citlivy na peniciliny, pfi

rezistenci na peniciliny se 1é¢i makrolidy (33).

Stafylokokové purulentni meningitidy

Stafylokokové purulentni meningitidy se mohou objevit po Grazech spojenych s
porusenim ochranné bariéry nervového systému, pii implantaci ciziho t¢lesa,
operativnich zédkrocich, invazivnich vstupech s ponechdnim katétru (28). Meningitida
byla popsana u Staphylococcus hominis ssp. novobiosepticus, ktery mimo jiné
zpusobuje 1 septikémie, katétrové sepse a infekty ran. V letech 1995-2002 bylo v 224
pripadech potvrzeno Narodni referencni laboratoifi pro stafylokoky onemocnéni

zpusobené Staphylococcus hominis ssp. novobiosepticus (37).

Hemofilova meningitida

Hemofilova meningitida je zpusobena nejcastéji bakterii Haemophilus
influenzae typ b (ostatni typy jsou vzacné). Jedna se o drobné nepohyblivé, fakultativné
anaerobni, opouzdiené, gramnegativni ty¢inky o priméru do 1 um, které netvoii spory.
Roste jako vétSina druhti rodu Haemophilus pfi teploté kolem 37°C, navic potiebuje
zvySenou koncentraci CO,, dale potiebuje pidy obohacené o rustové faktory (X-hemin,
NAD, NADP) (37). Hemofilovd meningitida se pifendsi kapénkami (2). Diky
polyribosylribitolfosfatovému (polysacharid) pouzdru je Hameophilus influenzae typ b
nejvirulentnéj$im typem z kmenu Heamophilus influenzae a zptsobuje t€zka invazivni
onemocnéni u déti. V dychacich cestach nejcastéji zpusobuje lehké faryngitidy,
sinusitidy az t€zké pneumonie, epiglotitidy, dale zptisobuje perikarditidy a meningitidy.
U déti do dvou let je nejcastéjsim ptivodcem meningitidy Haemophilus influenzae typ b,
do CNS se nejcasteji dostava z nosohltanu. Progndza byva dobra, smrtnost se pohybuje
mezi 3-8 %. Trvalymi nasledky trpi 20-40 % nemocnych (37). Haemophilus influenzae
se 1é¢i aminopeniciliny (amplicilin, amoxycilin), cefalosporiny nebo chloramfenikoly

(33).
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Meningokokva meningitida

Nejéast&ji se objevuje ¢asné zjara v mensich epidemiich. Sifi se mezi mladymi
kapénkami z meningokokové nazofaryngitidy. Zpusobuje ji Neisseria meningitidis (2).
Viz kapitola 1.3. Neisseria meningitidis (str.15).

1.1.2 Nepurulentni meningitidy

Nepurulentni meningitidy jsou vétSinou virového ptivodu, maji vétsSinou nizkou
umrtnost, prubéh u akutnich nepurulentnich meningitid neni tak dramaticky jako u
meningoencefalitidy. Lécba u vétSiny téchto neuroinfekci je pouze symptomaticka,
dalezity je klidovy rezim po dobu 3-6 tydni v rekonvalescenci, sportovni zatéz se

vétsSinou doporucuje az po 3 mésicich (2, 28).

Tuberkulozni meningitidu

Tuto meningitidu zptisobuje Mycobacterium tuberculosis. Onemocnéni se mutze
projevit az roky po primoinfekci, onemocnéni se Casto projevi pfi oslabené imunite.
Onemocnéni za¢ina nenapadné n€kolik dni aZ 2 tydny po nakazeni. Prvotnimi pfiznaky
jsou porucha nalady, zvySend spavost, teploty, poceni a bolesti hlavy. Po prvotnich
pfiznacich nastupuje no¢ni zmatenost, parézy a meningeédlni pfiznaky, které se objevuji
amentné-delirantni stavy, koma a smrt. V dneSni dob& se pocet nemocnych znacné
sniZil a nemocni jsou prevazné vyssiho ve€ku. Smrtnost je bez 1é€by 100%, pokud se
vc€as zah4ji ucinna 1écba mize smrtnost klesnout na 10 % a trvalé nasledky se snizuji az
na 10-20 %. U 1 % nemocnych tuberkul6zni meningitida postihuje mozek. Nejcasté;si
trvalé nasledky jsou postizeni okohybnych nervii, slepota, hydrocefalus, demence a
epilepsie. Diagnostika se provadi z likvoru, kde dochazi ke zmnoZzeni lymfocytl i
polynukleard, narastu hladiny bilkovin, poklesem hladiny gluko6zy a chloridi. Diagnozu
spolehlivé, ale pozd€ prokéaze kultivace z likvoru. RTG plic v 50-70 % prokaZe jen
prodélani neddvné nebo staré tuberkuldézy. Kozni tuberkulinovy test je az v 90 %

pozitivni (2).

13



Virové neboli serozni meningitidy.

Mezi nejcastéjsi virové agens zpusobujici virovou meningitidu patfi enteroviry,
virus piiusnic, Herpes simplex typ 2 a vir Epstein-Barrové, nebo se mohou rozvinout pii
jinych celkovych onemocnéni, nebo jako reakce na podrazdéni mozkovych plen -
aseptickd meningitida. Onemocnéni ma vétSinou dvoufdzovy pribéh. Prvni faze se
oznacuje jako chiipkova faze, kdy ma pacient teplotu, bolesti svala a kloubti, bolest v
krku, ma prijmy, zanét hornich cest dychacich, vyrazku a je unaveny a malatny. Po
pfechodném zlepSeni se dostavi druhd tzv. meningeédlni faze, kdy se opét objevuje
teplota, svétloplachost, cefalea, nauzea az zvraceni, meningedlni pfiznaky a spavost.
Toto onemocnéni trva cca 2-3 tydny, je méné zdvazné a méa dobrou prognoédzu s plnou
uzdravou. Lécba je symptomatickd a podplrna. V likvoru je lehce zvySena bilkovina,
proteinocytologickd asociace, kde pievazuji lymfocyty. Cukry a chloridy jsou normalni.
Vir se podaii identifikovat jen v 60-80 %, kultivace je mozna z likvoru pfi casném

odbéru (2).

1.2 Rod Neisseria

Rod Neisseria spolecné s rody Kingalla, Eikenella a Simonsiella patii do celedi
Neisseriaceae (37). Bakterie tohoto rodu jsou gramnegativni chemoorganotrofni aecrobni
nebo fakultativné anaerobni koky, které maji primér 0,6-1 pm a netvoii spory (19).
Zpravidla jsou striktn€ aerobni, ale nékteré neisserie mohou slabé& riist i v anaerobnim
prostfedi. Neisserie jsou kultivaéné narocné, na nékterych plidach vibec nerostou,
odliSnosti v kultivaci se pomérné¢ hodné 1i§i 1 v ramci rodu (37). Na krevnim agaru
rostou v perletovych koloniich, pfi optimélni teploté kolem 37 °C, ale mohou rust i pii
niz§ich teplotach. Rod Neisseria je vzdy katalasa a oxidaza pozitivni (19, 37).

Mezi patogenni neisserie patii Neisseria meningitidis, pivodce meningitid a
Neisseria gonorrhoeae, ktera je puvodcem kapavky (19). Neisseria gonorrhoeae je
obligatorni patogen, ktery se pienaSi vyhradné pohlavnim stykem, morfologicky je
podobna Neisseria meningitidis. Patogenni neisserie jsou velmi citlivé na vykyvy teplot

1 na vyschnuti, dale vyzaduji zvySenou tenzi CO,. Snadno podléhaji autolyze.
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Nejcitlivéjsim na vnéjsi podminky je Neisseria gonorrhoeae, ktera Spatné snasi i slabé
dezinfek¢ni prostredky (37).

Mezi nepatogenni, nebo-li Gstni neisserie patii Neisseria flavescens, Neisseria
sicca, Neisseria lactamica, Neisseria mucosa, Neisseria subflava, Neisseria elongata a
dlasi. Tyto neisserie maji riznorody tvar, vétSinou jde o diplokoky, miize se vSak
vyskytnout i ve form¢ kratké ty¢inky (N. elongata) (37). Ristové jsou nenaro¢né, na
obycejném krevnim agaru rostou v aerobnim prostiedi, nékdy na ném méni erytrocyty,
tato zména miZe hranicit s beta-hemolyzou. Jejich teplotni optimum pro rist je 37°C,
dobie rostou a mnozi se i pti 22 °C. Casto produkuji zluty pigment. Nachézi se ¢asto
jako bézna flora v nazofaryngu (19), ve vyjimecnych ptipadech, zejména u jedinct s
poruchami imunity, mohou vyvolavat endokarditidy a meningitidy (37). Jednotlivé

druhy Ize od sebe odlisit biochemicky(19).

1.3 Neisseria meningitidis

Neisseria meningitidis prvné izolovala Séara Branhamova-Matthewsova
(1888-1962) (37). Je to gramnegativni, nesporulujici, aerobni nebo fakultativné
anaerobni diplokok, ktery vypada pod mikroskopem jako kévové zrno (19). Vyskytuje
se ve 13 sérologickych skupindch A, B, C, D, X, Y, Z, W135, 29E, H, I, K a L, které
jsou rozdéleny podle antigennich vlastnosti polysacharidového pouzdra. U nékterych
nelze zjistit antigenni skupinu a oznacuji se pak jako polyaglutinabilni. Tyto
polyaglutinabilni meniningokoky se vétSinou projevuji jako lehka respiracni
onemocnéni, anebo se vyskytuji u zdravych nosicl. Tzv. invazivni meningokokové
onemocnéni zptisobuji hypervirulentni kmeny A, B, C, W 135 a Y. V Ceské republice
stejné jako v Evropé se nejcastéji objevuji typy B a C. Typ A se vyskytuje nejcastéji (v
98%) v subsaharské Africe (nebo-li meningitis belt, oblast od Mali po Etiopii) a Cing,
typ Y pak predevsim v USA (29). Na Arabském poloostrove se nejcasteji vyskytuje typ
W135 (30). Invazivni meningokokové onemocnéni se endemicky vyskytuji v Africe,
nekdy také v Asii a Jizni Americe. Epidemie se mohou vyskytovat po celém svéte,

nejvetsi epidemie zptsobuje sérologicka skupina A. Epidemie zplisobené séroskupinou
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B byvaji vétsinou sporadické, séroskupina C zplisobuje zavazné lokalni epidemie (36).
Podle proteini vnéjSi membrany, nebo-li nekapsularnim antigenim, urcujeme

jednotlivé sérotypy a subtypy (37).

1.3.1 Cesta pienosu

Neisseria meningitidis se prenasi kapénkami, zdrojem nakazy je vyhradné
nemocny ¢lovék nebo nosi¢. Inkubaéni doba se pohybuje nejéastéji mezi 1-3 dny, ale
muze trvat az 7 dni (19). Pfi primarnim zanétu se infekce §ifi hematogenni cestou, pii
sekunddrnim zanétu se infekce dostavd na mozkové pleny z blizkého (sinusitidy, otitidy,
mastoiditidy u déti) nebo vzdaleného zdroje (28).

U nosici se Neisseria meningitidis vyskytuje ve faryngu a nezpiisobuje u nich
zadné onemocnéni, piipadné u nich probiha bezptiznakové (11, 19). Nosicu je v Ceské

populaci cca 10 % (37).

1.3.2 Vyskyt

Smrtnost meningokokové meningitidy se v Ceské republice hlasi od roku 1921,
nemocnost se hlasi od roku 1943. V Ceské republice stejné jako ve vétsing vyspélych
zemi je prevazné sporadicky vyskyt Neisseria meningitidis, pouze v 50. letech 20.
stoleti byla epidemie. V letech 1965-1992 se v Ceské republice vyskytoval pevazné typ
B. Od roku 1993 se u nas zacal vyskytovat i typ C. V poloving 90.let 20 stoleti dosahl
vyskyt Neisseria meningitidis typ C maxima, ve druhé poloviné¢ 90.let 20.stoleti
nemocnost poklesla na 1/100 000 obyvatel a opét zacal pievazovat typ B. V tabulce 1 je
vyvoj invazivnich meningokokovych onemocnéni (IMO) v Ceské republice v letech

1993-2010. V subsaharské Africe se vyskytuje endemicky nebo epidemicky (17, 34).
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Tabulka 1: Invazivni meningokokovd onemocnéni v Ceské republice za obdobi

1993-2010 (20).

1993 | 1994 | 1995 | 1996 | 1997 | 1998 | 1999 | 2000 | 2001 | 2002 | 2003 | 2004 | 2005 | 2006 | 2007 | 2008 | 2009 | 2010

POéetv, 132 | 195 | 230 | 218 | 168 | 98 | 103 | 74 | 108 | 122 | 101 | 105 | 97 79 85 87 85 67
onemocnéni

Nemocnost
(na100000 | 1,3 | 19 | 22 | 21 (16 | 09 |10 | O7 |10 (12 | 10| 10 [ 09 | 08 | 08 | 08 0,8 0,6
obyvatel)

Pocet mrti | 14 27 21 20 16 13 8 7 13 20 10 16 5 3 10 6 9 6

Celkova
smrtnost 10,6 | 138 | 91 | 92 | 95 [ 133 | 78 | 94 | 120|164 | 99 | 152 | 51 | 38 | 11,8 | 69 | 106 8,9
(%)

0,

WNMB 573 | 205 | 20,4 | 248 | 286 | 265 | 467 | 58,1 | 509 | 435 | 386 | 51,4 | 56,7 | 658 | 659 | 71.3 | 694 | 58,2
onemocnent

Smrtnost

NmB @) | 35 | 119|106 | 111 | 62 | 77 | 00 | 46 | 54 | 113 | 51 | 204 | 36 | 38 | 125| 65 | 68 | 7.7
NNMC g0 | 538 | 50,1 | 537 | 49,4 | 551 | 359 | 149 | 259 | 34,4 | 396 | 305 | 289 | 228 | 153 | 127 | 11,8 | 11,9
onemocnent

Smrtnost

NmC () | 162|152 | 73 | 94 | 120|185 | 135 | 273 | 214 | 190 | 100 | 94 | 36 | (55) | (77) | (1) | (200) | (250)

Meningokokova meningitida se Casto vyskytuje v uzavienych skupinach jako
jsou 3koly, véznice atd. (19). Clovék miize onemocnét v kazdém véku, ale existuji tzv.
rizikové skupiny, ve kterych se onemocnéni nachazi vyznamné c¢astéji nez v jinych.
Rizikovymi skupinami jsou imunologicky oslabené osoby, déti do 1 roku véku a osoby
nad 65 let, nejrizikovejSimi skupinami a také nejcastéji nemocnymi jsou malé déti mezi

2-6 lety a dospivajici mladez mezi 14-20 lety (11, 28).

1.3.3 Klinicka charaktristika

Vyvoj a vznik meningitidy zavisi na né€kolika faktorech. Mezi nejdilezité;si
faktory patii virulence mikroorganismu, stav imunity a aktudlni fyzicky stav daného
jedince a stav jeho sliznice (37). Neisseria meningitidis mize zpasobovat invazivni i
neivazivni meningokokové onemocnéni (2).

Neinvazivni Neisseria meningitidis zpasobuje hlavné respira¢ni onemocnéni-
faryngitidy, pneumonie, bronchitidy, tracheitidy, vzacnéji otitidu a konjunktivitidu, ve
velmi vzacnych ptipadech se objevuje artritida, endokarditida, myokarditida, artritida,
apendicitida a dal$i onemocnéni (29).

Mezi IMO patifi meningokokovd meningitida a sepse. Primérnd smrtnost na
IMO je 10 %, smrtnost meningokokové meningitidy je 2 %, pokud je spojena se sepsi

dosahuje smrtnost 5 %. U sepse se pohybuje mezi 25-50 %, pokud se projevi
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Waterhoustiv-Friederichstiv syndrom dosahuje smrtnost t¢émét 100 %. Meningokokova
meningitida ¢i sepse vétSinou zacinaji z plného zdravi a stav se béhem nékolika hodin
dramaticky zhorsi (29). Neisseria meningitidis zptisobuje nejdramati¢téjs$i a nejrychleji
postupujici meningitidy. Jejich klinicky obraz je riznorody a zavaznost zavisi na rad¢
faktorti, ale nejvyznamnéjSim je stav imunity, hlavné pak komplement, porucha v
koagula¢ni kaskadé a opsonizac¢ni faktory (28).

Meningitida se projevuje bolestmi hlavy, svétloplachosti, tuhnutim svald,
zejména Sije aj. - soubor téchto pfiznakid se oznacuje jako meningedlni syndrom,
respektive meningealni drazdéni. V kombinaci se zanétem mozku jde o
meningoencefalitidu. Pfi té¢zkych meningitiddch se muize objevit bezvédomi, selhani
organi nebo poskozeni CNS s trvalymi nasledky naptiklad hluchota, hydrocefalus,
postiZzeni hybnosti, epileptické zachvaty, snizeni intelektu (2, 28, 29).

Pfi meningitidé dochazi k rychlé poruse védomi (29). Nejprve se objevi horecka,
upornd bolest hlavy a poté dochazi ke kvalitativni ¢i kvantitativni poruse védomi. Po
poruse védomi se dostavuje tzv. meningedlni syndrom. Meningealni syndrom je souhrn
ptiznakl, zahrnujici silnou bolest hlavy, nauzeu, zvraceni, svétloplachost, precitlivélost
na hluk a spazmy svall. Nemocny ma ztuhlou §iji a aktivné ani pasivné neni schopen se
dotknout bradou sterna. Meningealni syndrom je zptsoben drazdénim mozkovych plen,
kde jsou nervova zakonceni. Pfi draZdéni miSnich kofend jejich natazenim naptiklad pti
pfedklonu hlavy, vznikd draZzdéni mozkovych plen zvySenym nitrolebnim tlakem v
disledku zanétu ptipadné krvaceni do meningedlnich prostori (2). V nékterych
pfipadech se vyskytuji pfed prvnimi pfiznaky tzv. chiipkovité pfiznaky (ataralgie,
myalgie, paleni v nosohltanu, fidsi stolice (29). V mnoha pfipadech pacienti zvraci z
divodu nitrolebni hypertenze. Neisseria meningitidis zptsobuje nejdramatictéjsi a
nejrychleji postupujici meningitidy (28).

U malych déti mohou byt ptiznaky odlisné, zpocatku mohou trpét hypotermii,
neklidem, zvySenou drézdivosti nebo naopak spavosti. Na kiizi se mohou objevovat
teCkovitd kozni krvaceni, nazyvana petechie nebo sufuze, které se Castéji objevuji pii
sepsi (29).
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U dospélych byva velmi rychly rozvoj onemocnéni, kdy se v fadech hodin po
nakaze objevuji teploty, cefalea, zvraceni a zmatenost, které vedou k poruSe védomi.
Dale se mohou objevit nebolestivé petechie na kzi (2).

U sepse miize byt alespon zpocatku védomi bez alterace, po centralizaci ob&hu
dochazi k vazokonstrikci spojené s chladnutim akralnich ¢asti a naslednou cyano6zou.
Infekce vede k systémové zanétlivé odpovédi, kterd vede k rozvoji diseminované
intravaskularni koagulopatii mikrotrombti kapilar (DIC). Diky poruse krevniho zasobeni
muze dojit az k odumirani kiize a akralnich ¢asti téla, coz mlze vést 1 k amputacim
ucha, nosu, koncetin nebo jejich ¢asti, nékdy je nutna transplantace ktize (29).

Waterhouse-Friderichsentv syndrom jako komplikace meningealni meningitidy
je zévazny stav, kdy z divodu krvéaceni do nadledvin, hypoglykemii a Sokovému stavu,
akutng€ selhavaji nadledviny (38). Waterhouse-Friderichseniv syndrom je smrtelny u
déti (2).

Pti DIC neboli diseminované intravaskuladrni koagulopatii vznikaji mnohocetné
tromby a mikrotromby v drobnych cévach riiznych organi. Dochazi k silnému krvaceni,
které poskozuje postizené organy. DIC mé nekolik fazi: hyperkoagulaéni s aktivaci
hemostazy, kompenzovana faze, dekompenzovana faze a aktivace fibrinolyzy. DIC se
objevuje jako komplikace nékterych operaci, infekci, téhotenstvi a porodu, nddorovych
onemocnéni atd. Pfi 1écbé DIC se podava heparin, spotiebované hemokoagulacni
faktory, krevni transfuze pro uhrazeni krevni ztraty a dale se 1é¢i organové komplikace
(8).

Pii sepsi dochazi k vyrazné aktivaci zanétovych mechanisml cytokinl a
mediator. Sepse se projevuje jako tézka infekce s celkovymi systémovymi projevy
zanétu jakymi jsou opakované prudké vzestupy horecky, celkova schvacenost a
ptiznaky z postizeni organti. Choroboplodné zarodky se uvoliuji do krve a poskozuji

rizné organy. Sepse miize byt komplikovana septickym Sokem (32).

1.3.4 HlaSeni onemocnéni

Onemocnéni zpusobené Neisseria meningitidis podléha povinnému hlaseni.

Shromazd’ovani udaju a jejich hlaseni onemocnéni zpusobené Neisseria meningitidis se
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tidi vyhlaskou ¢. 473/2008 Sb., o systému epidemiologické bd¢€losti pro vybrané infekce
(ptiloha 6, €l. 5). Ve vyhlasce stoji: ,,Osoba poskytuji péci, ktera diagnostikuje invazivni
meningokokové onemocnéni, hldsi onemocnéni a umrti na toto onemocnéni.
Asymptomatické nosicstvi nebo bézna respiratni onemocnéni s prikazem N.

meningitidis se nehlasi. “ (4).

1.4 Diagnostika

Vyhlaska ¢. 473/2008 Sb., o systému epidemiologické bd¢losti pro vybrané
infekce (pfiloha 6, ¢l. 2) stanovuje pravidla pro laboratorni diagnostiku Neisseria
meningitidis:

,»1. Izolace Neisseria meningitidis z primarné sterilniho mista (napfiklad krev nebo
mozkomis$ni mok, nebo méné €asto, z kloubni, pleurdlni nebo perikardialni tekutiny).

2. Detekce nukleové kyseliny Neisseria meningitidis z primarn¢ sterilniho mista.

3. Detekce antigenu Neisseria meningitidis z primarné sterilniho mista.

4. Mikroskopicky prikaz gramnegativnich diplokokl z primérné sterilniho mista.

5. Vzhledem ke skutecnosti, ze vySe uvedené klinické syndromy mohou byt zplisobeny
fadou jinych etiologickych agens, je laboratorni potvrzeni etiologie Neisseria
meningitidis nezbytné. Zduraznuje se nutnost urovani agens az do urovné uréeni
sérologické skupiny Neisseria meningitidis. Provedeni odbéru na kultivacni vysetfeni
pfed nasazenim terapie je povinné.

6. Kmeny Neisseria meningitidis izolované z klinického materialu, ktery je za
normalnich podminek sterilni, nebo z télnich tekutin, ziskané z klinickych projevii (¢l.
1), jsou zasilany do Nérodni referen¢ni laboratote pro meningokokové nakazy ziizené
Ministerstvem zdravotnictvi k dalSimu urovani. Narodni referencni laboratof pro
antibiotika zajist'uje sledovani antibiotické rezistence.* (4).

Diagnostika Neisseria meningitidis se provadi z mozkomisniho moku nebo krve
mikrobiologickymi vySetfenimi. Mikrobiologickym vySetfenim miiZeme izolovat ¢i

urCit pivodce ndkazy, nebo wurcit citlivost k antimykotickym Iékim. Mezi
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mikrobiologické metody vySetieni patii mikroskopie, kultivace, aglutinace, stanoveni

citlivosti mikroorganismu na antibiotika, PCR (4).

1.4.1 Biologicky material

Likvor

Normalni likvor je bezbarva a €ira tekutina, nachazejici se v subarachnoidalnim
prostoru. Dospély ¢lovék ma 120-180 ml likvoru, kojenci pouze 40-80 ml. Obsahuje
2,2-4,2 mmol/l glukoézy, 1,1-2,1 mmol/l laktatu a méné¢ jak 0,45 g/l bilkoviny.
Spektrofotometrie je negativni (16).

Likvor za normalnich podminek fyzikaln¢ chrani mozek a michu, transportuje
biomolekuly v mozku, odstraiiuje metabolity, udrzuje konstantni nitrolebni tlak a tvori
obranu proti patogennim mikroorganismim. Mozek chrani 3 hematoencefalické bariéry
(hematoencefalickd, encefalolikvorova a hematolikvorova) (16).

Pro zanétlivy likvor je typicka barva moku bila aZ zelenava. Likvor je zakaleny
diky velkému mnozstvi leukocytli a je v ném zmnoZena bilkovina. Mok vytékd pod
tlakem (16).

Pfi purulentni meningitidé se zvySuje mnozstvi laktatu v likvoru, pfi hnisavych
neuroinfekcich klesd glykorachie, u virovych meningitid se zvySuje beta-2-
mikroglobulin, polynuklearni pleocyt6za sv€d¢i o hnisavé neuroinfekei (16). U
purulentnich meningitid se v likvoru po pocate¢nim vzestupu poctu bunék vyrazné
zvySuje obsah celkové bilkoviny. Cytologickym vySetfenim mlZeme v likvoru u
purulentni meningitidy najit tisice polymorfonukledrnich leukocytli a zvySené mnoZzstvi
bunék mikrooganismu (2, 16).

Pokud je to mozné odebira se mozkomisni mok ve 3-4 davkach po 2-5 ml do
sterilnich zkumavek. Odebird se pomoci lumbalni punkce, v misté spojnice vrchola
kosti kycelnich a kiizeni s pateti v mist¢ L4. Mozkomisni mok se barvi podle Grama,
mikroskopuje, biochemicky analyzuje, kultivuje nebo se pouziva pro spektrofotometrii

a molekularné-biologické metody, pfipadné pro dalsi testy (12).
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Krev
Pfi podezieni na bakteriémii se vzorek odebira ze Zilni krve do specidlnich

kultivacnich nadobek pro hemokultivaci. U dospélych se odebira cca 20ml (12).

1.4.2 Mikroskopické metody

V likvoru nachézime velké mnozstvi leukocyti a diplokokt. Likvor barvime

nejcasteji podle Grama.

Barveni podle Grama

Na odmasténé podlozni sklicko se nanese stér, necha se vysusit na vzduchu a po
uplném zaschnuti vzorku jej mizeme fixovat. Vzorek mizeme fixovat mechanicky
nebo chemicky. Mechanicky se preparat fixuje dvojim az trojim protazenim preparatu
nad horni €asti svitivého plamene, kazdé protazeni musi byt krats§i nez 2 sekundy.
Chemicky se fixuje ponofenim preparatu na 10-15 minut do metylalkoholu, acetonu
nebo Nikiforového ¢inidla a naslednym susenim na vzduchu (13).

Fixovany preparat pfevrstvime krystalovou violeti, po 20 sekundéch ji slijeme,
preparat mizeme oplachnout pod tekouci vodou. Poté preparit pievrstvime na 20
sekund Lugolovym roztokem, ktery slijeme jako krystalovou violet’ a preparat mizeme
opét oplachnout pod tekouci vodou. Po sliti Lugolova roztoku preparat odbarvime
acetonem. Podlozni sklicko postavime Sikmo, aby se mohl aceton odplavovat stejnym
smérem jako violet a Lugollv roztok. Preparat odbarvujeme 20-30 sekund a poté ho
oplachneme pod tekouci vodou. Po oplachnuti jej dobarvime 30-60 sekundovym
prelitim safraninem, néasledné preparat oplachneme pod tekouci vodou, nechame jej
zaschnout a mtizeme prohlizet pod mikroskopem. Grampozitivni bakterie se zbarvuji
tmav¢ fialové - modrocerné, gramnegativni se zbarvuji do rizové Cervené, gramlabilni

bakterie jsou castecné tmave fialové a ¢astecné razove (13, 22).
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1.4.3 Kultivacni vySetieni

Kultivaéni vySetfeni muizeme rozdé€lit na kvalitativni a kvantitativni. Pfi
kvalitativnim vySetfeni dokazujeme urcity mikroorganismus, pii kvantitativnim
vysetieni urCujeme mnozstvi mikroorganismu (22). Vzorek se vétSinou naockuje na
tuhou puadu, ktera se inkubuje po urcitou dobu za urcitych podminek. Na této pudé po
kultivaci narostou kolonie bakterii. Bakterie se daji identifikovat i podle vzhledu
kolonii. Pro urceni rodu a druhu bakterie se musi délat dalsi biochemické testy (33).

Kultivace neni pfili§ vhodna metoda pro diagnostiku meningokokt, kvili jeji

¢asové naro¢nosti.

Krevni agar

Neisseria meningitidis roste, narozdil od Neisseria gonorhoeae, i na krevnim
agaru s n¢kolika ristovymi faktory, pti zvySené tenzi CO; (19, 37).

Krevni agar se pfipravuje pfidanim 5-10% defibrinované zviteci krve (kralici

krev) do masopeptonového agaru. Na krevnim agaru lze odecitat i hemolyzu (19, 37).

Testy antimikrobialni citlivosti

Stanoveni citlivosti bakterii na antimikrobialni latky je dualezité pro nasazeni
ucinné 1écby. Za ucinny 1€k se vétSinou povazuje takovy, jehoz dosazitelné hladiny v
séru jsou 2-4krat vyssi, nez je zjiSténd minimalni inhibi¢ni koncentrace preparatu pro
dany mikroorganismus. Pfi ureni vhodného preparatu je nutné znat kinetiku 1éku v téle
a jeho vylucovani z téla, dale je potfebné védét, jaké koncentrace miize 1¢k dosdhnout v
cilovém miste (12).

Zakladni rozdéleni testl antimikrobidlni citlivosti je na kvalitativni a
kvantitativni testy (12).

Kvalitativni testy pouze urcuji, zda je kmen citlivy nebo rezistentni na urcité
antibiotikum (12). NejCastéji se uziva kvalitativni diskovd metoda neboli diftzni
diskovy test. Na Petriho misku s agarem se rovhomérné rozetie suspenze s bakteriemi,
polozi se na ni disky napusténé antibiotiky o zndmé koncentraci. Takto pfipravena

petriho miska se inkubuje 18-24 hodin pii 37°C a poté se zméfi priméry jednotlivych
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inhibi¢nich zo6n. Tyto zoény se déale vyhodnocuji podle hrani¢nich zon podle tabulek.
Inhibi¢ni zona je kruhova zona kolem disku, kde nerostou bakterie. Podle velikosti
inhibi¢ni a hrani¢ni zény se urcuje, zda je bakterie vici danému antibiotiku rezistentni
nebo zda je na ngj citlivd. Pokud je inhibi¢ni zéna vétsi nez hrani¢ni zdna, je bakterie
citlivad na antibiotikum. Pokud se vytvofi mensi inhibi¢ni z6na je bakterie viici tomuto
antibiotiku rezistentni (33). Dalsi metodou je napiiklad stanoveni citlivosti na
Miillerové-Hintonové agaru, ktery se uziva misto diskového testu pro urceni citlivosti
mikroorganismu na penicilin, kde difuzni diskovy test selhava (37).

Kvantitativni testy urcuji aktualni G€innou koncentraci antibiotika, na niz je dany
kmen citlivy (12). Mezi kvantitativni testy patfi 1 kvantitativni difizni metoda, tzv.
E-test. Na prouzku z porézniho materidlu, vétSinou papiru, jsou oddéleny zony
s klesajici koncentraci antibiotik, tento prouzek se poloZi na plotnu s bakterii a necha se
za urcitych podminek kultivovat. Po kultivaci se odecte i minimalni inhibi¢ni
koncentrace (MIC). MIC je misto, kde se inhibi¢ni zéna dotykéd prouzku. Tato metoda
je velmi pracna a nakladna, proto se pro rutinni vySetfovani nepouziva (33).

MIC mlzeme také urcit rozdilem mezi kvantitativnimi a kvalitativnimi
metodami. Takto se d4 ur¢it 1 minimalni baktericidni koncentrace (MBC), ktera bakterii
usmrti (12).

U nékterych mikroorganismi se urcuje MIC. Jedna se o difuzni metodu. MIC je
umérna rezistenci a citlivosti, patfi mezi kvantitativni metody. Tato metoda se provadi
dvojnasobnym fedénim roztoku antibiotika o zndmé koncentraci bujonem. Provadi se na
mikrotitra¢nich destiCkach s 12 sloupci a 8 fadami jamek. Pro jeden typ antibiotika se
vétSinou pouziva 8 koncentraci. V jamkéch je pro kazdé vySetfované antibiotikum fada
rovnomérné klesajicich koncentraci a do takto pfipravenych jamek se naockuji bakterie
(10* bakterii / jamka) a necha se inkubovat. Pokud se po inkubaci ndkteré jamky
nezakali, znamena to, Zze dané antibiotikum o urcité koncentraci inhibuje rast bakterii.
metodu uzivaji Casto automaty, které zaroven identifikuji i konkrétni kmen bakterie

(33).
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1.4.4 Biochemické metody

Pti biochemickych testech se vétSinou vyuziva schopnosti enzymu $tépit cukry,
bilkoviny, atd. Tyto testy se dnes vétSinou provadéji v mikrozkumavkach, pozitivni
reakce se projevi zménou barvy roztoku nebo pudy, diky pfidanému indikatoru (33).

Meningokoky na rozdil od gonokoka §tépi glukosu a maltosu (37).

145 Imunochemicka vySetieni

Pouzivaji se u mikroorganismi, které¢ nesou na svém povrchu antigeny. Mizeme
je rozdélit na imunoprecipitaéni a imunochemické metody a imunomagnetickou
separaci. Imunoprecipitaéni metody jsou zalozeny na interakci antigenu s protilatkou a
nasledné detekci tvorby precipitatu. Pii imunomagnetické separaci se vazi bunky na
specifické protilatky imobilizované na magnetické Castice (22).

Imunochemické metody jsou zaloZeny na tvorbé komplexu antigen-protilatka a
jeho detekci znacenou dalsi protilatkou. Mezi tyto metody patii latexova aglutinace

nebo ELISA (22, 33).

Latexova (sklickova) aglutinace

Nekteré bakterie produkuji pfi svém mnozeni v tekutém prostiedi nadbytek
pouzdernych antigenii. Tyto antigeny lze prokazovat pomoci latexovych mikrocastic
pokrytych protilatkou proti pfislusSnému antigenu, které se ptidaji do roztoku. Pii
pozitivni reakci tyto latexové mikrocastice vyrazné aglutinuji (1).

V praxi se likvor napipetuje na specialni podlozni sklicko, pfidaji se k nému
latexové mikrocastice s protilatkou proti prokazovanému antigenu. Na jednom
podloznim sklicku lze prokazovat vice bakterii najednou. Tato metoda trvd cca 30
minut, ale neda se pouzivat, pokud jsou bakterie mrtvé, napiiklad po podani antibiotik.
Také je nutné biochemicky nebo molekularné-biologickymi metodami upiesnit
sérologické skupiny (1).

Pro laboratorni praxi se vyuzivaji rizné komeré¢né dodavané soupravy. Jednou z

téchto souprav je PASTOREX ™ MENINGITIS od vyrobce BIO-RAD. U této soupravy
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se pouziva pro latexovou aglutinaci pouze supernatant, proto je nutné ptedem zpracovat
biologicky material. Mozkomisni mok se 3 minuty centrifuguje pii 2500 ot./min., odsaje
se supernatant, ktery se zahtiva 5 minut pii 100°C, nakonec se teply supernatant necha
zchladnout. K 0,5 ml séra se prida 1,5 ml dilu¢niho ¢inidla, vSe se zahteje na 100°C po
dobu 3 minut, poté se vzorek nechd zchladnout a nakonec se centrifuguje pfi
45000t./min. 5 minut. Hemokultura se pouze centrifuguje pii 3700 ot./min. 5 minut. Z
narostlé kultury se odeberou 2-3 klicky, které se suspenduji v 0,5 ml fyziologického
roztoku, vznikly roztok se centrifuguje 5 minut pii 4500 ot./min., takto pfipravena
narostla kultura se miize pouzit pro latexovou aglutinaci. Na kazdé pole karty ze
soupravy PASTOREX™ MENINGITIS se nanese 1 kapka (40-50 ul) zpracovaného
biologického materidlu, vedle kapky se nanese 1 kapka odpovidajiciho c¢inidla (viz
tabulka 2). Na kazdém poli karty se obé kapky smichaji plastovou ty¢inkou, poté se s
kartou krouzi a sleduje se vznik aglutinatu. Pfi pozitivni reakci by se mél aglutinat
vytvotit do 10 minut u séra a mozkomis$niho moku, do 5 minut by méla aglutinovat
hemokultura, do 2 minut by se mél vytvofit aglutinat u narostlé kultury. Podle tabulky

(viz tabulka 3) se nakonec odectou vysledky (3, 35).

Tabulka 2: Latexova ¢inidla

znaceni latexové ¢inidlo znaceni latexové ¢inidlo

R1 N. meningitidis B/ E.coli K1 R6 N.meningitidis A

R2 negativni kontrola "R1" R7 N.meningitidis C

R3 H. influenzae typ b R8 N.meningitidis Y/W135

R4 Streptococcus pneumoniae R9 polyvalentni negativni kontrola
R5 Streptococcus agalactiae R10 polyvalentni pozitivni kontrola
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Tabulka 3: Vyhodnoceni vysledki latexové aglutinace

pozitivni negativni nelze hodnotit

na jednom z poli: na vice z poli: R1, R3, R4, R5,
aglutinace R1, R3, R4, R5, R6, na zadném z poli R6, R7, R8; nebo s jednou

R7, R8 pozitivni kontrolou: R2, R9
bez aglutinace | R2 a R9 na vSech polich

1.4.6 Molekularné biologicka vysetieni

Molekularn¢ biologické metody analyzuji genetickou informaci. Aby bylo
mozné detekovat a analyzovat genetickou informaci, je nutné pted vlastni analyzou
provést izolaci nukleové kyseliny (17).

Pfi klinickém obrazu purulentni meningitidy, epiglotitidy, sepse, hore¢natého
stavu nebo tézké pneumonie je vhodné udélat vySetfreni DNA pro prikaz bakterii

zpusobujicich purulentni meningitidu v¢etné Neisseria meningitidis (17).

Izolace nukleovych kyselin

Pted vlastnim provedenim PCR je potieba izolovat nukleové kyseliny. Nukleova
kyselina se izoluje z buné€né suspenze. Bunécnou suspenzi ptipravime naruSenim stény
bunék suspenze fyzikidlné¢ nebo enzymaticky, ¢imz se uvolni bunécny obsah. Po
uvolnéni bunécného obsahu je nutné ziskat co nejcistsi nukleovou kyselinu, proto se
odstrafiuje maximum neZadoucich slozek, jako jsou bilkoviny, lipidy, soli atd.,
vhodnymi purifikacnimi metodami. Nakonec se nukleova kyselina srdzi ethanolem.
Casto se ovéfuje Gistota nukleové kyseliny pomoci spektrometrickych a fotometrickych
metod. Potom se provadi jeji kvantifikace (14).

Izolace nukleovych kyselin velmi ovlivituje cely pribéh PCR a vSechny ostatni
metody, pred kterymi je nutné nukleové kyseliny izolovat. Proto je potieba izolovat
nukleové kyseliny s co nejvetsi opatrnosti a pifesnosti, aby se zamezilo chybam a
pfipadné kontaminaci vzorku (14).

Diky pokroku védy 1ze v nékterych ptipadech pouzit piimo bunécny lyzat. Dnes

se nukleova kyselina izoluje riznymi komercné vyrabénymi soupravami na izolaci
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DNA nebo RNA z krve nebo riznych tkani. Izolovanou nukleovou kyselinu lze
uchovavat kratkodobé¢ pii 0-4°C nebo dlouhodobé¢ pii teploté -20°C az -80°C ve ziedéné

form¢ nebo v koncentrované formé v zasobnich roztocich (14).

Polymerdzova ietézova reakce

Polymerazova ftetézova reakce (PCR) je molekuldrné biologickd metoda
prokazujici DNA ¢i RNA urcitého mikroorganismu v biologickém materialu. Velmi
Casto se takto stanovuje Neisseria meningitidis, MRSA (methicilin-rezistentni zlaty
stafylokok), Chlamydia pneumoniae, Haemophilus influenzae a dalsi bakterie (33). V
Nérodni referencni laboratofi pro meningokokové nakazy se do roku 1997 pouzivaly
pro stanoveni Neisseria meningitidis pouze klasické metody, od roku 1997 se zacala
pouzivat 1 polymerazova fetézova reakce. Do roku 2002 se vzorky v Narodni referencni
laboratofi pro meningokokové nakazy diagnostikovali bud’ klasickymi metodami nebo
pomoci PCR. Od roku 2002 se n¢které vzorky diagnostikovaly zaroven klasickymi
metodami 1 PCR. Oproti roklim 2007 - 2009 v roce 2010 poklesla uroven diagnostiky
Neisseria meningitidis z cca 95% na 89,6%. Tento pokles byl zplisoben snizenim
pouzivani PCR pro laboratorniho potvrzeni Neisseria meningitidis. V roce 2009 bylo
potvrzeno pomoci PCR 63,4% vzorkl, v roce 2010 pouze 50,8 % vzorka (20). PCR
patii mezi amplifikacni metody. Princip metody objevil roku 1986 Kary Mullis (14).

Pozadovany usek nukleové kyseliny, ktery chceme amplifikovat, vymezime
pomoci 2 primerti. Primery jsou komplementéarni se sekvencemi, které jsou na okrajich
mnoZzeného tseku. Prvni primer neboli forward primer se vaZze na jedno vldkno DNA a
druhy primer nebo-li revers primer se vaze na druhé, komplementarni, vlakno
denaturované¢ DNA. Primery jsou orientovany svymi 3" konci k sobé (14). Aby se
mohly primery navazat na vldkna DNA je potieba nejprve vzorek s DNA zahtat na
94°C. Zahtati vzorku na 94°C slouzi k rozvolnéni DNA a néaslednému navazani primera

na jednotliva vlakna. Primery jsou do reakce dodavany v piebytku (26).
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Postup PCR
PCR je cyklicky proces, ve kterém se 20-40krat stale opakuji 3 kroky. Kazdy

cyklus trva nékolik minut. V jednom cyklu PCR se DNA zdvojnasobi, proto mnozstvi
DNA ve vzorku exponencialné narGsta. Prvnim krokem je denaturace, pti které se
roztok s DNA zahieje na teplotu 92-95°C a dochézi k rozruseni vodikovych mustka v
molekule DNA a naslednému rozvolnéni dvousroubovice na 2 vlakna (14, 26).

Druhym krokem je hybridizace neboli annealing, kdy dochdzi k piipojeni
primerQ na jednotliva vldkna DNA. Teplota annealingu se vétSinou pohybuje v rozmezi
45-60 °C, ale mize se pohybovat i v rozmezi 37 - 72 °C. Teplota zavisi na n¢kolika
faktorech, naptiklad na délce primeru nebo jeho slozeni (tj. zastoupeni jednotlivych
bazi). Annealing trva 15-60 sekund (14, 26).

Ttetim krokem je elongace nebo-li syntéza DNA, v tomto kroku se syntetizuji
nové fetézce DNA podle templatové DNA. Tento krok je katalyzovan nejcastéji Taq
polymerazou a probiha pfi teplot¢ 72°C. Pii syntéze se polymerdza posouva po vladkné
DNA smérem od primerQ a zaclefiuje volné nukleotidy do vznikajiciho fetézce, ¢imz
vznikd dvojfetézcovda molekula DNA. Doba trvani této faze zavisi na délce
syntetizovaného fragmentu, obvykle trva 30-90 sekund (14, 26).

Po probéhnuti celé PCR je potieba amplifikovany produkt detekovat pomoci
gelové elektroforézy (18, 22).

Pokud je amplifikovany usek dlouhy nebo je potieba vysoka piesnost
amplifikace, dosahuje se lepSich vysledki niz§im poctem cykli nebo prodlouzenim
doby denaturace a elongace. V dneSni dob& se vyuzivaji pro PCR metody pfistroje

(termocyklery), které jsou schopné rychle a pfesné meénit teplotu reakce (14).

Primery

Primery jsou oligonukleotidy shodné s templatovou DNA, které jsou schopny
vymezit svoji polohou urcity Usek na templatové DNA, ktery ma byt amplifikovan.
Vybér spravnych primert rozhoduje o uspésnosti celé PCR. Primery by mély byt
navrzeny tak, aby spliiovali né€kolik zdkladnich pozadavkd: musi hybridizovat

jednotlivé fetézce svymi 3 konci proti sob¢ a ohranicit tak usek pro amplifikaci. Nemély
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by byt moc dlouhé a nepurifikované, optimalni délka je 17 - 25 basi. Teplota obou
primert, pii které ,,nasedaji* primery na vlakna DNA, by méla byt stejna nebo alespon
podobnad a neméla by byt vyssi nez teplota polymerazy. Primery by mély byt piisné
komplementarni pro sekvenci templdtové DNA na 3’-konci primeru (zacatek

polymerizace) naopak na 5’-konci mohou byt modifikované (14).

Polymerdza
Polymeraza je klicova pro celou PCR. Jeji aktivita pfi vysokych teplotach PCR

ovliviiuje vytézek reakce. VSechny polymerazy potiebuji pro spravnou ¢innost
templatovou DNA, specifické primery, deoxynukleozidtrifosfaty, ionty hoiéiku a
drasliku a optimalni pH (14).

Dtive pii tepelné¢ denaturaci DNA denaturovala i ptivodn¢ pouzivana DNA
polymeraza a bylo ji nutné pii kazdém cyklu dodévat. Nyni se nejvice pouziva
termostabilni Taq polymeraza, izolovana z G~ bakterie Thermus aquaticus, ktera zije v
horkych pramenech a je stabilni i pf1 95°C, ale jeji reakéni optimum je mezi 70-80°C,
pti 37°C vykazuje velmi nizkou aktivitu. Po 50 cyklech PCR si uchovava stale 60%
svoji aktivity, pokud trva denaturace v kazdém cyklu cca 20 sekund a probiha pii 95°C.
50% svoji aktivity si udrzuje po 130 minut PCR, kterd probiha piti 92,5°C. Taq
polymerdza neméa ve sméru 3'-5’opravnou exonukledazovou aktivitu, coz zplsobuje
nemoznost zpétného opraveni chyb pfi polymerizaci (14, 26). Nejvétsi vyhodou Taq

polymerazy je jeji vysoka amplifika¢ni schopnost (22).

Specifita a kontaminace PCR

Specificita amplifikace je ovlivnénd hlavné primery, dale ji mizeme ovlivnit
vyssi teplotou annealingu, snizenim mnozstvi hoi¢iku a enzymi (14).

U PCR muZe dochazet ke kontaminaci, ktera mtize zkreslit nebo znicit vysledky.
Nejveétsi riziko vznikd, pokud pracujeme s nizkymi koncentracemi DNA. Nejcastéjsi
kontaminace vznikaji z produkti piedchozi amplifikace napiiklad z aerosolu pfi

otevirani zkumavek (14).
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Dalsi Castou kontaminaci je tzv. cross-kontaminace, kterd vznika mezi vzorky v
jedné sérit PCR. Témto kontaminacim je mozné zabranit dislednym dodrzovanim
Cistoty prace. Z téchto davodi se také pii PCR pouzivd tzv. negativni kontrola.

Negativni kontrola je destilovana ¢ista voda misto templatu ve zkumavce (14).

Vyhody a nevyhody PCR

Jednou z nevyhod u PCR je neptesnost replikace. Pokud béhem reakce vznika;ji
mutace, tak jsou ddle mnoZeny i tyto defektni fetézce DNA. Dale pak musime znat
sekvenci, kterou chceme amplifikovat, abychom mohli pouZzit vhodné primery (26).

Nespornymi vyhodami PCR jsou citlivost, rychlost, bezpe¢nost prace a
rozliSovaci schopnost. Pomoci PCR mlzeme amplifikovat velmi malé mnozstvi DNA
(mnoZstvi DNA nachazejici se v jednom genomu). Doba trvani PCR se pohybuje od
2-48 hodin. Pfi PCR se nepouzivaji radioaktivni lateky. Lze amplifikovat i silné

degradované DNA (26).

Nested PCR

Jedna se o dvé po sobé& nasledujici amplifikacni reakce, kdy je zapotiebi dvou
druhii primertt (vnitinich a vnéjsich) (22). Nejprve se amplifikuje usek z DNA z
vySetiovaného vzorku (templat), poté¢ nasleduje dalsi PCR (nested PCR), kde je
templatem produkt predchozi reakce. Po prvni reakci se pouzije prvni fada primert, v
druhé reakci se pouzivaji primery, které jsou navrhnuty na fragmenty ziskané jako
produkt prvni PCR (14). Vyhodou této metody je zvySeni citlivosti a pfesnosti PCR
(22). Prvni kolo nested PCR trva cca 3 a pul hodiny, druhé kolo trva cca 2 hodiny.
Potfebny c¢as pro jednotlivd kola nested PCR zavisi na cyclerech a typu zvoleného

programu (25).

Real-time PCR
Tato metoda je zaloZena na principu klasické PCR. Narozdil od klasické PCR se
pii real-time PCR detekuje amplifikovany produkt po kazdém cyklu PCR. Diky tomu

umoziuje prubéznou detekci produktu a zaroven kvantifikaci vychoziho mnoZzstvi
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templatu. U real-time PCR se nepouzivd naslednd gelova elektroforéza, ¢imz se
zkracuje Cas pro zjisténi vysledki. Celkovy ¢as pro detekci produktu zéavisi vzdy na
cycleru a programu pouzivaného pro detekci (14).

Do reakéni smési se pridavaji fluorescencné znacené sondy vazici se na
specifické casti DNA, které¢ umoziuji detekci PCR produktu v pribéhu reakce. Na
pocatku je fluorescence nedetekovatelnd, pokud se zvysi mnozstvi PCR produktu zvysi
se i fluorescence. Cyklus ve kterém se nahromadilo dostate¢né mnozstvi produktu, kdy
je fluorescence detekovatelnd, se nazyva Cycle tresholds (Ct). Prah detekce nastane tim
diive, ¢im bylo vice templatového materidlu. Real-time PCR probiha ve specialnich
cyclerech, které umi zaroven méfit fluorescenci po kazdém cyklu a zaznamenavat tdaje
o hodnoté fluorescence a pribéhu reakce. Zaznamendvané udaje jsou nasledné
specialnim softwarem vynaSeny do grafu. Na ose x jsou jednotlivé cykly, na ose y je
fluorescence (7, 18).

Obrovskou vyhodou real-time PCR je mozZnost stanoveni mnozstvi vychoziho
templatu. Mlze se pouzit bud’ absolutni nebo relativni kvantifikace templatové DNA.
Absolutni kvantifikace vyjadifuje pfesné mnozstvi templatu na poc¢atku reakce, miizeme
Ji pfepocitat na mnoZzstvi bunc¢k vzorku. Relativni kvantifikace zaznamenava zmény v
mnozstvi templatu mezi vzorky, je vyjadiena v poméru k mnoZzstvi jiné DNA, kterd
slouzi jako standardni neboli referen¢ni gen. Kvantifikace je relativni, protoZe
porovnava mnozstvi templatu dvou riznych vzorkd. Pro ob& metody kvantifikace je

vyvinuto nékolik matematickych postupti zpracovani dat (18).

Typy real-time PCR

Existujyi dva zakladni typy chemickych pfistupti v real-time PCR. Prvnim je
pfidani nespecifickych interkalacnich fluorescencnich latek do reakéni smési. Vyhodou
je jejich nizka cena a jednoduché provedeni. BohuZel se tato metoda ned4 vyuZit pro
multiplex reakce, protoZe nelze odlisit fluorescencni signél jednotlivych amplifikacnich
produkti (18).

Druhym typem chemického pfistupu v real-time PCR jsou sekvenéné znacené

specifické primery a proby, které vyuzivaji fluorescencné rezonan¢niho pienosu energie
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(FRET) mezi fluoroforem a zhaSeCem, piip. jinym principem zhaSeni fluorescence.
FRET je spektroskopicky proces pfenosu energie mezi dvéma molekulami. Tento
princip se pouziva k zaznamenani fluorescencni proby nebo primeru pred jejim
specifickym navazanim pti amplifikaci produktu. Nejpouzivanéjsi technologii tohoto
typu metody je vyuzivani znaCené proby TagMan. TagMan vyzaduje sekvencné
specifické primery a sekvencné specifické TagMan proby, které na svém 5°-konci nesou
fluorescencni reportérovou molekulu a na 3"-konci zhéasece fluorescence. Intaktni proba
nevykazuje Zadnou fluorescenci kvili blizkosti reportéru a zhaSece. Pti annealingu
hybridizuje proba na cilovou sekvenci ve sméru extenze nového fetézce. 5°-3°
exonukleazova aktivita DNA polymerdzy odstépi pii extenzi primeru reportérovou

molekulu, poté dojde k uvolnéni fluorescence a ta je detekovana. Vyhodou této metody

vvvvvv

Elektroforéza

Pomoci elektroforézy se detekuje amplifikovany produkt pii klasické PCR (18).
Elektroforéza je zaloZena na pohybu nabitych molekul v elektrickém poli (nukleova
kyselina je nabita negativng), diky ¢emuz se oddé€luji jednotlivé ¢astice na zaklade jejich
pohyblivosti v agarozovém gelu. Molekuly se pohybuji od katody k anod¢. Rychlost
pohybu zavisi na velikosti a hmotnosti molekul. PouZiva se stejnosmérného proudu a
agarozovy gel s fluorescencnim barvivem (nej¢astéji ethidium bromid). To umozZiuje
detekovat DNA v UV svétle transluminatorem. Elektroforéza trva 50-60 minut,

predbézné vysledky lze odecitat jiz po 20 minutach (7, 14).

15 Lécba

Onemocnéni zptisobené Neisseria meningitidis se 1€¢i vzdy antibiotiky, ktera se
musi nasadit nemocnému ihned pifi podezieni na meningokokovou meningitidu nebo
sepsi, 1 presto Ze nebyla diagnoza jesté¢ potvrzena laboratofi. Pfi podezieni na
meningokokovou meningitidu nebo sepsi se preventivné nasazuje ceftriaxon, ktery

rychle pronikd ptes hematoencefalickou bariéru. V¢asné nasazeni antibiotik vyrazné
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ovlivituje pribéh a pifipadné nasledky onemocnéni. Po zahdjeni uUCinné 1éCby
nakazlivost konc¢i po 24-48 hodinach (34).

Antibiotika inhibuji rGst nebo usmrcuji jiné mikroorganismy. Pfirozené je
produkuji n€které druhy plisni, pokud je jejich slozeni chemicky zménéno, nazyvaji se
semisynteticka nebo polosynteticka antibiotika (12).

Sérova hladina 1€kt zavisi na davce 1éku, hmotnosti pacienta, zptisobu podani
1éku (jsou rozdily mezi per os, per rectum, intravendznim a intramuskularnim podanim),
casovych intervalech mezi podanim Iéku a rychlosti vylu€ovani 1éku (12).

Pro 1é¢bu meningitidy se pouzivaji cefalosporiny 3. generace nebo peniciliny.
Cefalosporiny patfi mezi antibiotika, ktera inhibuji syntézu bunééné stény a svoji
strukturou jsou blizké penicilinovym antibiotikim. Tato antibiotika jsou produkovana
plisni Acremonium. Cefalosporiny 3. generace jsou odolné vici beta-laktamaze, pusobi
na vSechny enterobakterie a dale na kmeny, které jsou rezistentni vici penicilinim a
cefalosporiniim 1. a 2. generace. Jejich velkou a nespornou vyhodou je lehky prinik do
likvoru. Mezi cefalosporiny 3. generace patii cefotaxim, ceftriaxon nebo ceftazidim. Pti
podezieni na meningokokovou meningitididu se preventivné nasazuje cefriaxon.
Cefriaxon patfi mezi Sirokospektrd antibiotika. Po stanoveni citlivosti antibiotik se

mohou nasadit jina antibiotika, naptiklad peniciliny (12, 34).

1.6 Oc¢kovani

vvvvvv

onemocnéni. Principem ockovani je podnitit tvorbu specifickych protilatek pomoci

antigennich komponent ptivodct infekénich chorob (11, 12).

1.6.1 Druhy ockovacich vakcin

Podle toho, jak se antigenni material ziskava a pfipravuje, rozliSujeme nékolik
typl vakcin. Pro ockovani proti Neisseria meningitidis se pouzivaji polysacharidové a

konjugované vakciny, které obsahuji specifické ¢asti meninigokoka (36).

34



Prvni polysacharidové vakciny proti meningokokiim se objevili jiz ve 30. letech
20.stoleti. V 60.letech se zacaly vyvijet vakciny s vysokomolekuldrnimi kapsularnimi
polysacharidy. Dnes se stidle pouzivaji bivalentni ¢i cCtyfvalentni polysacharidové
vakciny proti séroskupindm meningokokt A a C nebo A, C, Y a W 135. VSechny tyto
vakciny obsahuji miniméaln¢ 50 pg specifického polysacharidu. Tyto vakciny
nedostatecn¢ podnécovaly T-dependentni imunitni odpovéd’ vcetné imunologické
pamdti a byly G&asteéné nahrazeny konjugovanymi  vakcinami. Ucinek
polysacharidovych vakcin pouzivanych pii okovani proti Neisseria meningitidis se
odhaduje cca na 3 roky (11, 36).

Konjugované vakciny nahradily polysacharidové vakciny. V Evrop¢ se pouzivaji
hlavné¢ monovalentni konjugované vakciny proti seroskupiné C, ptipadné se pouzivaji
bivalentni vakciny proti meningokokové seroskupiné C a Haemophilus influenzae typ b.
Nyni se v Ceské republice zatala pouzivat i Gtyivalentni konjugovana vakcina proti
meningokokovym seroskupindm A, C, Y a W 135, ktera se diive pouzivala vyhradné v
USA. Konjugované vakciny by mély mit G€innost cca 8 let. Stejné jako polysacharidové
vakceiny jsou konjugované vakciny vysoce imunogenni a bezpecné (11, 36).

Dnes jsou na trhu dostupné riizné ockovaci vakciny pod riznymi komerénimi
nazvy (MENINGOCOCCAL, MENVEO, NEISVAC-C a dalsi) proti Neisseria
meningitidis séroskupiné A, C, Y a W 135. BohuZel proti serologické skupiné¢ B se
zatim nepodafilo vyvinout G¢innou vakcinu z divodu vysoké piibuznosti kapsularniho

polysacharidu s lidskou tkani (36).

1.6.2 Podminky ockovani

Pii ockovani je dllezité dodrzovat né€kolik zakladnich podminek, mezi které
patii spravny zplisob aplikace, zhodnoceni zdravotniho stavu pied o¢kovanim a pfip. i
vylouceni pacienta z ockovani, zajiSténi zdravotnického dohledu ockované osoby
alespon po dobu 30 minut (12, 36).

Ockovani muze v nékterych ptipadech selhat. Nejcastéji selhava z divodu

Spatného nakladani s vakcinou, nedodrzenim chladového fetézce, nespravné aplikace,

35



pfitomnosti pasivné ziskanych protilatek v pribéhu ockovani, onemocnéni nebo
rekonvalescence (12, 36).

Pro ockovani existuji urcité kontraindikace, které mizeme rozdélit na docasné a
trvalé. Mezi docasné kontraindikace patii napiiklad horecnaté onemocnéni, pfi zjisténi
téchto kontraindikaci se ockovani pouze odklada. Trval¢ kontraindikace pacienta z
ockovani vylucuji. Mezi tyto kontraindikace patfi napiiklad alergie s naslednym
anafylaktickym Sokem po podani vakciny, imunodeficientni onemocnéni pii oCkovani
zivymi vakcinami nebo tézké reakce po ptfedchozim ockovani (teploty nad 40°C,

kolaps, kiece...) (12, 36).

1.6.3 NeZddouci ucinky ockovani

Ockovani proti Neisseria meningitidis mize byt, stejn¢ jako ostatni oCkovani,
doprovazeno nezadoucimi ucinky. Mezi Casté nezddouci GCinky patii lokalni reakce
jako zarudnuti, otok nebo bolestivost a citlivost v misté¢ vpichu, dale sem patii celkové
reakce jako bolest hlavy, unava, priymy a dal$i. Tyto nezadouci Uc¢inky trvaji jen
nékolik dni a zpravidla ne déle nez 3 dny. Pii o¢kovani proti Neisseria meningitidis se
mohou vzéacné objevit 1 kiece, riizné druhy vyraZzek a dokonce 1 anafylakticky Sok (12,
36).

1.6.4 Druhy ockovani

Podle zakona €. 258/2000 Sb., o ochrané vetejného zdravi a jeho provadécich
vyhlasek je v Ceské republice 6 druhi ockovani: pravidelnd oc¢kovani, zvlastni
ockovani, mimotadna ockovani; ockovani pii trazech, poranénich, nehojicich se ranach
a pred nckterymi operacemi; ockovani na zadost a ockovani osob pfed cestami do
zahraniCi. Jednotlivé druhy ockovani se li§i mimo jiné i v penéznich thradéach pacient
za oCkovani a legislativnich dopadech piipadného neockovani (5, 6).

Ockovani proti Neisseria meningitidis patii mezi zvlastni ockovani, mimofadna
ockovani a o¢kovani na vlastni zadost, na rozdil tfeba od Haemophilus influenzae typ b

nepatii mezi pravidelna ockovani. Od roku 2001 jsou proti meningokokiim ockovani
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naptiklad zaméstnanci zachranné sluzby, anesteticko-resuscitatniho oddéleni,
infek¢nich odd€leni a dalsi. Pro tyto zaméstnance je povinng, protoZe jsou vystaveni pii
vykonu své prace zvySenému nebezpeci nakazy. Mimotfadné ockovani se provadi u
vybranych skupin obyvatelstva, natfizuje ho hlavni hygienik, pokud hrozi mimotradna
epidemiologickd ¢innost. Mimotadna a zvlastni ockovani jsou poskytovana stejné jako
povinna ockovani zdarma. Ockovani na vlastni zadost slouzi k individualni ochrané

osob a hradi si ho sami klienti (11, 12).
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2 CIL PRACE A HYPOTEZY

2.1 Cil prace

Cilem této bakalaiské prace je porovnani rychlosti riznych metod PCR pro
stanoveni Neisseria meningitidis pouzivanych v laboratofich molekularni biologie a
genetiky v Nemocnici CB a.s.. Dil¢im cilem bylo u téchto metod porovnat jejich
citlivost.

V laboratotich molekularni biologie a genetiky v Nemocnici CB a.s. se pouzivé
real-time PCR a nested PCR. Rychlost jednotlivych metod je velmi dilezita pro v¢asné
nasazeni 1écby. Citlivost téchto metod je dlleZitd pro spravné urceni Neisseria

meningitidis.

2.2 Hypotézy

H1: Real-time PCR je nejrychlejsi dostupnou metodou pro prikaz meningokoku

v Nemocnici CB a.s. .
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3 METODIKA

V laboratofich molekularni biologie a genetiky v Nemocnici CB a.s. jsou od
sebe jednotlivé operace oddéleny, ¢imz se vylouéi ,kfizeni tzv. Spinavych a Cistych
cest a snizi se riziko kontaminace vzorki na minimum. Jednotlivé operace se zde
provadéji v oddélenych mistnostech, které se nazyvaji podle provadénych operaci -
Master mixy, lzolace, PCR, Elektroforéza. V kazdé mistnosti je laboratorni zafizeni a
pomiucky pro danou operaci, aby se zabranilo kontaminaci vzork.

Pti vSech operacich musi byt pouzivany ochranné pomucky, hlavné pak rukavice
a laminarni boxy, aby nedochéazelo k piipadnému nakazeni personalu. Ve vsSech
laboratotich jsou pouzivany pipety znacky Thermo Scientific typ Finnipipette o objemu
1-10 pl; 2-20 pl; 0,5-10 pl; 10-100 pl; 100-1000 pl a Spicky do téchto mikropipet
znaCky Thermo Scientific typ Finntip Filter o objemu 10 pl, 20 pl, 200 pl, 1000 pl.
Pouzivané $picky Thermo Scientific Finntip Filter, stejn¢ jako mirkozkumavky vyrobce
Eppendorf jsou sterilizovany a na jedno pouziti.

Metody pouzivané v laboratofich molekularni biologie a genetiky v Nemocnici
CB a.s. se porovnavaly na zkusebni, pfedem vyizolované DNA Neisseria meningitidis A
o neznamé koncentraci. Cas potfebny pro stanoveni zkusebni DNA se méfil na
stopkach. Celkovy ¢as potiebny pro stanoveni DNA Neisseria meningitidis A zahrnoval
Cas potiebny pro izolaci bakterialni DNA, michani master mixu, real-time PCR nebo

nested PCR a analyzu vzork.

Kalibracni kiivka

Jednotlivé molekularné biologické metody byly porovnavany na kalibra¢ni fadé
v fedénich 102-10° (viz tabulka 4) s Neisseria meningitidis A, ktera byla fedéna v AE
pufru. Pii prvnim fedéni se ptidalo do 990 ul AE pufru 10 pl vyizolované Neisseria
meningitidis A. Vznikly roztok se promichal na vortexu a stoCil se na centrifuze
FV-2400 od vyrobce BioSan. Pii ostatnich fedénich se vzdy odeberalo 10 pl z
predchoziho fedéni, ztedilo se v 90 pl pufru a zvortexovalo. Takto pfipravend kalibra¢ni
fada se pouzila pro real-time PCR i nested PCR. Kazdé fedéni o jeden fad by se m¢lo

projevit pii real-time PCR posunem detekovatelné fluorescence (Ct) o 3 cykly dale.
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Tabulka 4: Kalibra¢ni fada

fedéni | fedéni AE pufr [ul] | NM A* [ul]
1. |10° 100x 990 10
2. [10° 1000x 90 10
3. [107 10000x 90 10
4. [10° 100000x 90 10
5. [10° 1000000x 90 10
6. [107 10000000x |90 10
7. [10® 100000000x | 90 10
8. [10° 1000000000x |90 10

*NM A= Neisseria meningitidis A

3.1 Izolace bakterialni DNA

Izolace se provadéla v laminarnim boxu znacky BioAir typ AURA-MINI.
Pouzival se vortex znacky Labnet typ VX100. Dry block pro izolaci se pouZzival znacky
LABNET typ AccuBlock. Centrifuga se pouZzivala znacky Eppendorf typ Centrifuge
5417 R. Déle se pouzivaly minutky zna¢ky H+H typ 336/0001 pro méteni Casu.

Pro izolaci bakteridlni DNA se pouzival kit QIAgen Mini Kit od firmy
QIAGEN.

Postup prace:
1. Zapnuti a nastaveni Dry bloku na 56°C.
. Do pfipravenych zkumavek se napipetovalo 20 pl proteinazy K.
. Pfidani 200 pl vzorku k proteinaze K.
. Pfidani 200 pl AL pufru ke vzorku a proteinaze K.

. Ve se cca 20 sekund vortexovalo.

. Pfidani 200 pl 100% EtOH ke smési.

2

3

4

5

6. Inkubace 15 minut pfi teploté 56°C.

7

8. Vzorky se znovu vortexovaly cca 20 sekund.
9

. Vzorky se opatrné pielily do pfipravenych kolonek.
10. Kolonky se centrifugovaly 1 minutu pti 6000 g.
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11. Kolonky se daly do ¢istych zkumavek a pfidalo se 500ul AW1 pufr.

12. Kolonky se centrifugovaly 1 minutu p#i 6000g.

13. Kolonky se ptendaly do Cistych zkumavek a ptidalo se 500 ul AW?2 pufru.

14. Kolonky se centrifugovaly cca 3 minuty pti 13 000 g.

15. Kolonky se ptendaly do sterilnich mikrozkumavek a ptidalo se k 100 pl
roztoku AE pufru zahiatého na 56 °C.

16. Roztok se inkuboval 3 minuty pti pokojové teploté.

17. Nakonec se roztok opét centrifugoval cca 1 minutu pii 6 000 G.

Takto izolovand DNA se muze uchovavat maximalné¢ 3 dny pii 4°C, pro

dlouhodobé uchovani se musi zmrazit na -20°C (15).

3.2 PCR master mix

Master mixy se pfipravovaly Spickou s filtrem, na chlazeném stojanku, aby
nedochézelo k degradaci polymerazy a primerti. Veskeré operace pii pripravé master
mixil se délaly v laminarnim boxu vyrobce BioAir typ AURA-MINI. PouZivala se
centrifuga a vortex typ Combi-spin FVL-2400 od vyrobce BioSan.

3.2.1 Nested PCR

Pti nested PCR se nejprve napipetoval master mix pro PCR I, poté se piidala
izolovand DNA a vSe se nechalo amplifikovat. Po prvni amplifikaci se ptidal master
mix pro PCR Il a vzorek se opét nechal amplifikovat na termocykleru od vyrobce
Biometra typ T3000 Thermocycler. Po druhé amplifikaci se vzorky elektroforeticky
analyzovaly (23, 30).

Jednotlivé master mixy se od sebe odliSovaly pouzitymi primery ve smési. V
PCR | byl primer 1 oznacen jako RU8 a primer 2 byl oznacovan jako U3. Primery pro
PCR II se znacily RUS8 (primer 1) a NM (primer 2).
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Postup prace:

1. Podle poctu vzorkt (viz tabulka 5) se napipetovala smés pro PCR I do
mikrozkumavky a dikladn¢ se promichala na vortexu.

2. Obsah mikrozkumavky se smési master mixu se rozpipetoval po 20 pl do
¢istych mikrozkumavek.

3. V izola¢ni mistnosti se do mikrozkumavek k master mixu pro PCR I piidalo

5 ul vyizolované Neisseria meningitidis A nebo destilované vody. Voda

slouzila jako negativni kontrola.

4. Vzorek se poté nechal amplifikovat v termocykleru.

5. Podle poctu vzorkt (viz tabulka 5) se do nové mikrozkumavky napipetovala
smés master mixu pro PCR II .

6. Po dikladném promichani PCR II se rozpipetovalo po 20 ul PCR II do
mikrozkumavek.

7. V nested boxu se ptidalo 5 pl namnozeného vzorku z PCR 1.

8. Vzorek se opét amplifikoval na termocykleru (23, 30).

Tabulka 5: Davkovani jednotlivych slozek pro nested PCR Master mix (ul)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |11 |12 |13 |14 |15

PCR Master {15 |30 |45 |60 |75 |90 |105 {120 |135 (150 |165 |180|195 |210 |225

voda 3 6 9 12 |15 |18 |21 |24 |27 |30 (33 |36 |39 |42 |45

primer 1 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |11 |12 |13 |14 |15

primer 2 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |11 |12 |13 |14 |15

3.2.2 Real-time PCR

Pouzival se TagMan Universal Master Mix Applied Biosystems, ktery se
uchovéaval v chladu. Tento master mix obsahoval primery a hydrolytickou sondu,
znacenou FAM-BHQ, z oblasti astA genu. Hydrolytick4 sonda (zdsobni sonda) P-FAM
byla pfipravena v zdsobni koncentraci 0,1 mM, pracovni sonda byla fedéna na

koncentraci 10 puM (v ptipadé€ potieby se fedila v poméru 5 pl zasobni sondy s 45 pl

42




vody). Zasobni i pracovni sonda byla ulozena v krabi¢ce ozna¢ené LM/NM pii -20°C

7).

Postup prace:
1. Podle poétu vzorki (viz tabulka 6) se pripravila smés pro real-time PCR.
2. Smés se dobie promichala na vortexu a do kazdé mikrozkumavky se
napipetovalo 15 pl z této smési.
3. V izola¢ni mistnosti se do 1 mikrozkumavky napipetovalo 5 pl vody, do
ostatnich mikrozkumavek 5 ul vyizolované DNA Neisseria meningitidis

A. Mikrozkumavka s vodou slouzila jako negativni kontrola (27).

Tabulka 6: Davkovani jednotlivych slozek pro real-time PCR Master mix (ul)

1 2 3 |4 5 6 7 8 9 10 |11 |12 |13 |14 |15

voda 34 (68 |10 (136 |17 |20,4 (23,8 (27,2 |30,6 |34 [37,4|40,8 44,2 |47,6 |51

Master mix |10 |20 |30 (40 |50 |60 |70 |80 |90 |100|110 |120 |130 |140 |150

primer F 06 (12 |18 (24 |3 36 |42 |48 |54 |6 66 |72 |78 |84 |9

primer R 06 (12 |18 (24 |3 36 |42 |48 |54 |6 66 (72 |78 |84 |9

sonda
P-FAM 04 |08 |12 |16 |2 24 128 |32 |36 |4 44 |48 |52 |56 |6

3.3 PCR

3.3.1 Real-time PCR
Real-time PCR se analyzovala na pfistroji znacky QIAGEN typ Rotorgene 6000

5-plex.

Postup prace:
1. Mikrozkumavky se vlozily do pfistroje Rotorgene 6000 5-plex.
2. Na pfistroji se naastavil se program RG 6000 - RG 6000 - BAK NM, kde byl

nastaven nasledujici teplotni profil: 50°C 2 min., 95°C 10 min., 55x
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(95°C 15 s, 60°C 1 min.). Treshold byl empiricky nastaven na hodnotu
0,04782.
3. Rotorgene 6000 5-plex se zapnul (7, 25, 27).

3.3.2 Nested PCR

Ve skutecnosti se pouzivala tzv. seminested PCR, protoZe se pfi obou reakcich
pouzival stejny primer 1 - primer RU8. Nested PCR se analyzovala na termocykleru
znacky Biometra typ T 3000 Thermocycler. Aby bylo mozné odecist vysledky, musely

se vzorky zhodnotit pomoci elektroforézy.

Postup prace:

1. Smés master mixu pro PCR I a izolované DNA se vlozila v mikrozkumavkach
do termocykleru, nastavil se program, ktery bézel cca 3 hodiny. V této
reakci se pouze predmnozila nukleova kyselina.

2. Po amplifikaci se vzorky vyjmuly z pfistroje a pfidal se k nim master mix pro
PCR 1II a smés se nechala znovu amplifikovat. Pii této reakci se mnozil
konkrétni bakterialni usek nukleové kyseliny, specificky pro Neisseria
meningitidis A.

3. Po PCR Il se amplifikované vzorky elektroforeticky prométily (24).

3.4 Elektroforéza

Pted wvlastni elektroforézou se musel vyrobit 2% agarézovy gel pro
elektroforézu. Pouzivala se agardza pro elektroforézu od dodavatele SERVA research
grade a ethidiumbromid od firmy GeneTICA. S agarézovym gelem, pufry a

ethidiumbromidem se pracovalo v digestofi od firmy MERCI s.r.o.
Ptiprava gelu:

1. 1 g pfedvazené agarozy se zahtdal a rozpustil v 50 ml TBE pufru.

2. Do agardzy se kaply cca 2 kapky ethidiumbromidu a vSe se dobie promichalo.
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3. Rozpusténa a zahiata agardza v pufru s ethidiumbromidem se nalila do
piipravené formy na gel.

4. Do formy s agardzou se vlozily 2 tzv.hfebeny, aby se vytvoiily jamky pro
vzorky. Takto pfipraveny gel se nechal ztuhnout.

5. Po zchladnuti gelu se opatrné vyndaly hiebeny a ptipraveny gel se vlozil do

elektroforetické vany.

Vlastni elektroforézu se provadéla na elektroforetickych vanach od firmy SCIE-
PLAS typ HU 13, zdroj napéti se pouzival znacky Biometra typ Standard Power Pack P
25.

Postup elekroforézy:

1. Agarozovy gel se ponofil do TBE pufru v elektroforetické vané.

2. Do jamek v agar6zovém gelu se napipetovaly vzorky z PCR obarvené
bromfenolovou modfi.

3. Uzavfela se elektroforeticka vana, nastavil se zdroj napéti na 100 V a zapnul
Se.

4. Po necelé hodin¢€ se vyjmul agar6zovy gel z elektroforetické vany a provedla
se nasledna analyza obrazu.

5. Analyza obrazu se dé€lala na snimacim systému MiniBIS Pro od firmy DNR.
Velikostni standard pouzivany pfii elektroforéze pro nested PCR je d€len cca po

50 parech bazi (viz obrazek 1). Velikost produktu Neisseria meningitidis je 710 bp (7, 9,
25).
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Obrazek 1: Velikostni standard pii elektroforéze pro nested PCR
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4 VYSLEDKY

Real-time PCR a nested PCR jsem testovala na kalibra¢ni fadé¢ zhotovené z
izolované DNA Neisseria meningitidis A. U téchto metod jsem porovnavala ¢as, kterého
bylo potieba pro ureni a stanoveni Neisseria meningitidis A. Dale jsem si u metod

vSimala 1 jejich citlivosti, ktera je dalezita pro spravny prukaz bakterie.
4.1 Nested PCR

4.1.1 Potiebny cas

Izolace DNA Neisseria meningitidis A trvala 34 minut. Prvni kolo nested PCR
trvalo 3 hodiny 24 minut, druhé kolo nested PCR trvalo 2 hodiny a 3 minuty. Michani 2
master mixd trvalo 30 minut. Elektroforéza trvala 56 min. Celkovy ¢as potfebny pro

prokazani Neisseria meningitidis A metodou nested PCR je cca 7 hodin a 30 minut.

4.1.2 Citlivost metody

Pii prvnim kole nested PCR je na elektroforéze detekovatelnych prvnich 5

fedéni (viz foto 1), poslednim detekovatelnym fedénim bylo 10°®,

Foto 1: Prvni kolo nested PCR
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Druh¢ kolo nested PCR bylo o tad citlivéjsi nez kolo prvni. Pfi druhém kole
nested PCR bylo detekovatelnych prvnich 6 fedéni, tudiz poslednim detekovatelnym
fedéni bylo 107 (viz foto 2).

Foto 2: Druhé kolo nested PCR

4.2 Real-time PCR

V tabulce (viz tabulka 7) jsou uvedeny hodnoty Ct (= Cycle tresholds) pii
tresholdu. Hodnoty Ct oznacuji cyklus, ve kterém se fluorescence vyznamné zvysila a

piekrocila treshold. Treshold byl nastaven na hodnotu 0,04782.
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Tabulka 7.: Hodnoty Ct pfi tresholdu a barva kiivek

NM A 10°® 38,86 gerna

vzorek fedéni Ct barva kiivky
1. NM A 10° 18,54 ‘
2. NM A 10° 23,25
3. NM A 10* 26,62 modra ‘
4. NM A 10° 29,63 svétle zelena
5. NM A 10° 33,37 rizové
6. NM A 107 37,52
7.
8.
0.

negativni kontrola

4.2.1 Potiebny cas

Izolace bakteridlni DNA trvala 34 minut. Namichéni master mixu trvalo cca 16
minut. Real-time PCR trvalo 2 hodiny a 49 minut. Celkovy ¢as potiebny pro urceni

Neisseria meningitidis A metodou real-time PCR je cca 3 hodiny a 40 minut.

4.2.2 Citlivost metody

Pti real-time PCR je detekovatelnych 7 fedéni (viz obrazek 2.), tudiz poslednim
detekovatelnym fedénim je 10®. Jednotlivym fedénim (k¥ivkam) jsou pfifazeny

konkrétni barvy (viz obrazek 2). Na ose x je pocet cykld, na ose y fluorescence.

Obrazek 2: Real-time PCR
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5 DISKUZE

Pii experimentu jsem sledovala celkovy Cas potfebny pro stanoveni Neisseria
meningitidis A. V celkovém cCase pro stanoveni Neisseria meningitidis A byl zahrnut ¢as
potiebny pro izolaci bakterialni DNA, namichani master mixd, provedeni real-time PCR
nebo nested PCR a Cas pottebny pro analyzu jednotlivych metod PCR. Tento cCas je
velmi dilezitym faktorem pro zahdjeni vcasné lécby antibiotiky, zabranéni dalSiho
Sifeni onemocnéni a tim 1 zabranéni vzniku pfipadnych epidemii. K celkovému ¢asu pro
stanoveni Neisseria meningitidis je nutné pfipocitat i ¢as potiebny k izolaci bakterialni
DNA z biologického materidlu, bez které nelze stanovovat bakterii pomoci nested PCR
a real-time PCR.

Zjistény celkovy Cas potiebny pro nested PCR byl 7 hodin a 30 minut, real-time
PCR trvala 3 hodiny a 40 minut. Real-time PCR byla rychlejsi nez nested PCR o 3
hodiny a 50 minut. Z molekularné biologickych metod pouzivanych v Nemocnici CB
a.s. je real-time PCR nejrychlejsi dostupnou metodou PCR.

V pribéhu vypracovani bakalatské prace jsem zjistila, Ze nejrychlejsi metodou
pouzivanou pro stanoveni Neisseria meningitidis v Nemocnici CB a.s. je latexova
aglutinace, ktera se pouziva v laboratofich bakteriologie. Princip latexové aglutinace je
zaloZen na prikazu antigenli pomoci protilatek. Latexova aglutinace trva cca 30 minut.
V bakteriologickych laboratofich se pro latexovou aglutinaci pouzivd souprava
PASTOREX™ MENINGITIS od vyrobce BIO-RAD (3, 35). BohuZel tato metoda
selhava pti diagnostice degradované Neisseria meningitidis napiiklad po S$patném
transportu biologického materialu nebo po preventivnim nasazeni antibiotik. Antibiotika
se v mnoha ptipadech nasazuji preventivné jesté pfed odebranim vzorku pro diagnostiku
pivodce onemocnéni, aby se zabranilo pfipadnym komplikacim meningokokové
meningitidy nebo sepse. Molekularné biologické metody jsou v téchto ptipadech
podstatné spolehlivéjsi, protoze jsou narozdil od latexové aglutinace zalozeny na
ptitomnosti nukleové kyseliny a ne na vlastnostech zivé bakterie Neisseria meningitidis.
Vzhledem k tomu, Ze real-time PCR trvala 3 hodiny a 40 minut a latexova aglutinace
trvad cca 30 minut, nepotvrdila se hypotéza, formulovand na zacatku této bakalarské

prace: ,,Real-time PCR je nejrychlejsi dostupnou metodou pro prikaz meningokoku v
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Nemocnici CB a.s.“. Nejrychlejsi dostupnou metodou pro pritkaz meningokokt v
Nemocnici CB a.s. je latexova aglutinace.

Citlivost jednotlivych molekularné biologickych metod je velmi dulezitym
faktorem pro spravné stanoveni Neisseria meningitidis. Na citlivosti je zavisla mimo
jiného i spravnd 1é¢ba meningokokové meningitidy a sepse. U pacientll, kterym byly
preventivné nasazena antibiotika je mnozstvi bakterie v biologickém materialu nizsi nez
u pacienti, ktefi jesté 1éCbu nedostali. U zaléCenych pacientt je v biologickém materialu
také vice degradovanych bakterii. Latexova aglutinace vykazuje oproti molekularné
biologickym metoddm vyssi procento falesn¢ negativnich vysledkt (20). Tyto faleSné
negativni vysledky jsou zplsobeny jiz vySe zpisobenymi divody - molekularné
biologické metody prokazuji bakteridlni DNA ve vzorku, latexova aglutinace prokazuje
schopnosti Neisseria meningitidis (1, 22).

Pomoci real-time PCR jsem detekovala prvnich 7 fedéni s Neisseria meningitidis
A, poslednim detekovatelnym fedénim bylo fedéni 10®. U nested PCR jsem detekovala
pouze prvnich 6 fedéni, poslednim detekovatelnym fedénim, které jsem prokazala
pomoci nested PCR, bylo 107. V prvnim kole nested PCR jsem detekovala pouze
prvnich 5 fedéni s Neisseria meningitidis A, tj. nejnizsi fedéni 10°. Z toho vyplyva, 7e
druhé kolo nested PCR zvySuje citlivost o fad. Real-time PCR je o dva tady citlivgjsi
neZ prvni kolo nested PCR a o jeden tad citlivéj$i nez druhé kolo nested PCR.
Nejcitlivéjsi molekularné biologickou metodou pouzivanou v laboratofich molekularni
biologie a genetiky Nemocnici CB a.s. je real-time PCR, pomoci které jsem detekovala
prvnich 7 fedéni s Neisseria meningitidis A, kde bylo nejniz§im detekovatelnym
fedénim 107,

Redéni o jeden ¥ad by se mélo projevit pii real-time PCR posunutim Ct hodnoty
o 3 cykly (25). Z tabulky (viz tabulka 7) vyplyva, Ze jednotlivé Ct hodnoty se posouvaly
v rozmezi 1,34 - 4,71 cyklu. Tato odchylka od teoretického ptedpokladu mohla
vzniknout pipetovaci chybou pii piipravé kalibra¢ni fady. Dale mohla vzniknout

caste¢nou degradaci Taq polymerazy v pribéhu reakce real-time PCR (14, 26).
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6 ZAVER

Cilem této prace bylo porovnani Casu a citlivosti riznych metod PCR
pouzivanych na posuzovaném pracovisti, kterymi se stanovuje Neisseria meningitidis.
Hypotéza, Zze real-time PCR je nejrychlejsi dostupnou metodou pro prikaz
meningokokt v Nemocnici CB a.s. se nepotvrdila. Nejrychlejsi dostupnou metodou pro
prikaz meningokokt v Nemocnici CB a.s. je latexova aglutinace, kterd se pouziva v
laboratotich bakteriologie.

U onemocnéni zpisobenych Neisseria meningitidis je velmi dulezita rychlost i
citlivost diagnostickych metod, kvili jejich rychlému a zavaznému pribéhu. Rychlost
metody vyrazné ovliviiuje nasledky onemocnéni, vCasné zahajeni 1écby, zabranéni
dalsiho Sifeni onemocnéni a zabranéni piipadné epidemie. Citlivost metody je dulezita
pro vlastni diagnostiku onemocnéni, vyssi citlivost metody vyrazné sniZuje procento
falesn¢ negativnich vysledku.

Diky tomu, Ze se pomoci molekularné biologickych metod prokazuje piitomnost
specifické bakterialni DNA ve vzorku, Ize provadét diagnostiku narozdil od latexové
aglutinace i u znehodnoceného vzorku (naptiklad vzorek biologického materidlu byl
odebran od pacienta aZ po nasazeni u¢innych antibiotik nebo byly bakterie usmrceny
nespravnou manipulaci se vzorkem atd.). Pokud je Neisseria meningitidis prokazovana
ve znehodnoceném vzorku pomoci latexové aglutinace, miiZze byt vzorek hodnocen jako
fale$né negativni.

Pro zefektivnéni stanoveni Neisseria meningitidis by se mély podezielé vzorky
zasilat jak do bakteriologickych laboratoii na latexovou aglutinaci s naslednym urc¢enim
seroskupiny a citlivosti na antibiotika, tak i do laboratofi molekularni biologie a
genetiky pro stanoveni pomoci real-time PCR. Timto by se urychlil prikaz Neisseria
meningitidis, pokud byl vzorek néjakym zptisobem poskozeny. Zaroven by tento postup
mohl slouzit jako kontrola. Tento postup ale piedpoklada dostate¢né mnozstvi vzorku,
které nemuze byt vzdy zaruCeno (napiiklad u kojenct atd.), v takovych ptipadech by

bylo vhodné posilat vzorek rovnou do laboratoii molekularni biologie a genetiky.
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Zajimavé by bylo porovnani rychlosti a citlivosti metod prikazu Neisseria
meningitidis pouzivanych v laboratofich molekularni biologie a genetiky Nemocnice

CB a.s., s metodami pouZzivanymi pro v bakteriologickych laboratofich.
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8 KLICOVA SLOVA

Elektroforéza

Izolace nukleové kyseliny
Latexova aglutinace
Neisseria meningitidis
Nested PCR

Real-time PCR
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9 PRILOHY

9.1 Seznam piiloh
Ptiloha 1: Petechie pfi meningokokové meningitidé
Ptiloha 2: Sufuze pfi meningokokové meningitidé
Ptiloha 3: Nekréza pti meningokokové sepsi
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Ptiloha 1: Petechie pii meningokokové meningitidé (21).

Ptiloha 2: Sufuze pfi meningokokové meningitidé (10).

Ptiloha 3: Nekréza pti meningokokové sepsi (39).
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