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PCR (polymerase chain reaction) diagnostika je uréena hlavné pro Iékare na infekénich oddélenich, détskych oddélenich,
JIP a lGZkovych ARO. V Nérodni referenéni laboratofi pro meningokokové nakazy je zavedena metoda PCR pro detekci Ne-
isseria meningitidis, Haemophilus influenzae a Streptococcus pneumoniae, ktera rozsifuje bezkultivacni metody

(pfimou mikroskopii a latexovou aglutinaci) dosud uzivané v diagnostice zavaznych bakterialnich onemocnéni. Tato metoda
umoznuje rychlé urceni patogena o nizké koncentraci pfimo z klinického materialu.

Klicova slova: polymerazova retézova reakce, PCR, rychla diagnostika.

RAPID PCR DIAGNOSTICS OF INVASIVE MENINGOCOCCAL DISEASE

PCR (polymerase chain reaction) diagnostics is an ideal tool to be used by physicians at departments of infectious disea-
ses, pediatric departments, intensive care units and critical care units of departments of anaesthesiology, resuscitation
and intensive care. In National Reference Laboratory for Meningococcal Infections the PCR method has been introduced to
detect Neisseria meningitidis, Haemophilus influenzae and Streptococcus pneumoniae. The method adds to the non-culti-
vation methods (direct microscopy, latex agglutination) used in serious infectious diseases diagnostics to date. It makes it

possible to directly identify low-concentration pathogens in clinical material.
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V Narodni referencni laboratofi (NRL) pro
meningokokové ndkazy Statniho zdravotniho
Ustavu Centra epidemiologie a mikrobiologie
je od roku 1999 zavedena a optimalizovana
polymerazova fetézova reakce (PCR) metoda
pro detekci Neisseria meningitidis, Haemo-
philus influenzae a Streptococcus pneumoni-
ae (1). Tato diagnostika je ur€ena hlavné pro
|ékafe na infekénich oddélenich, détskych od-
délenich, JIP a lGzkovych ARO. PCR metoda
vyznamné zrychluje diagnostiku u zavaznych
bakteridlnich onemocnéni, kde existuje vazné
podezfeni na zmifiovanou etiologii v dobé,
kdy jesté neni potvrzen kultivatni nélez a stav
pacienta je vazny. Vyhodou této metody je, Ze
Ize prokazat bakteriaini agens jesté nékolik
dni po zahdjeni 1é¢by antibiotiky, kdy pokusy
o kultivaéni prikaz maji minimalni $anci na
Uspéch, nebo kde je nasazena antibioticka é¢-
ba u obvodniho lékafe nebo pediatra, kdy jesté
klinické pfiznaky nejsou dostatené rozvinuty
a stav pacienta se za¢ing postupné zhorovat
jesté dfive, nez je pfijat do nemocnice. Anti-
bioticka lécba neovliviiuje pozitivitu PCR, jak
se vétSina Iékafl obava u pacientd, u kterych
je podané prvni nebo druhd davka antibiotika.
Proto pfi suspektnim invazivnim meningoko-
kovym onemocnéni (IMO) je nutno nasadit
ATB pfed hospitalizaci, jak to doporucuje
standard v pfedhospitalizaéni péci (3). V¢as-
na ATB lé¢ba u invazivniho meningokokového
onemocnéni snizuje vysokou smrtnost tohoto
onemocnéni.
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Ve svété nabyva PCR stale SirSiho uplat-
néni pravé u invazivniho meningokokového
onemocnéni, kde je v fadé zemi aplikovana
pfedhospitalizaCni antibiotickd terapie (4).
IMO jsou v CR pomérné malo castd, ale je-
jich smrtnost je relativné vysoka. K poloviné
Umrti dochazi do 24 hodin od vzniku prvnich
klinickych pfiznakd, ¢ast nemocnych umird jiz
pfed pfijetim do nemocnice, vétinou se jed-
na o pacienty s meningokokovou sepsi Ci se
septickym Sokem. Onemocnéni vznikéd néhle,
vétsinou u dfive zdravych déti a mladistvych.
Zpocatku je klinicky obraz necharakteristicky
(chfipkové pfiznaky, hore¢ka, unavnost, bo-
lesti kloubd), uz v této fazi se mohou objevit
u pacientll s meningokokovou sepsi dllezité
nebolestivé petechie. Bolesti bficha a prijmy,
nepfitomnost meningealnich pfiznaku a afeb-
rilni prabéh nevyluéuji IMO, naopak mohou
zpomalit jeho rozpoznani (2, 3). Pravé PCR
metoda umoziuje v kratké dobé (do 5 hodin

po odbéru klinického materidlu) urcit séros-
kupiny Neisseria meningitidis. Standardné
uréujeme vzdy séroskupiny B a C, dale jsme
schopni detekovat séroskupiny A, W135, Y.
Ostatni bakteridini agens Haemophilus in-
fluenzae, Streptococcus pneumoniae jsme
schopni detekovat do 9 hodin po odbéru kli-
nického materialu.

Materidl na vySetfeni PCR je vétSinou
do NRL zaslan v situacich, kdy klasické vy-
Setfovaci metody byly negativni. V obdobi
2001-2005 (Cerven) bylo vySetfeno 480 vzor-
kd klinického materidlu pacientll se zdvaznym
onemocnénim, které byly zaslany do NRL: 250
mozkomisnich mok(, 106 krvi, 113 sér, 7 bron-
choalveolarnich lavazi, 1 hrudni vypotek, 1
perikardidlni vypotek, 1 sérum post mortum
a 1 punktat Celistni dutiny. U tézkych pneu-
monii vySetfujeme bronchoalveoldrni lavaze
a hrudni vypotky, které vykazuji vétsi zachyt-
nost bakterialniho agens nez sérum.

Tabulka 1. Bakterialni agens u PCR pozitivnich vzorku

likvor sérum  krev
N. meningitidis 25 22 15
N. meningitidis B 49 7 7
N. meningitidis C 24 4 4
S. pneumoniae 30 8 2
H. influenzae 5 0 1
pozitivni PCR

(celkem) 133 36 29
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BAL vv::tek miit:‘;,iél S
0 0 1 63 30,3
0 0 0 63 30,3
0 0 0 32 15,4
6 1 0 42 20,2
1 0 1 8 3,8
7 1 2 208 100
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Prikaz bakterialnich agens v rlizném kli-
nickém materialu ukazuje u PCR pozitivnich
vzork( tabulka 1.

Meningokokova etiologie je metodou PCR
prokazana celkem ve 158 (76%) vzorcich,
z toho u 63 (30,3 %) se jedna o N. meningiti-
dis Ba u 32 (15,4 %) o N. meningitidis C. V 63
(30,3%) vzorcich se ndm nepodafilo metodou
PCR prokdzat séroskupinu. Ve 42 (20,2%)
vzorcich je prokdzan S. pneumoniae a jen v 8
(3,8%) vzorcich je prokdzan H. influenzae.
Prikaz H. influenzae je zfejmé snizen tim, ze
od roku 2001 je v CR zahajeno povinné ocko-
véni vakcinou proti H. influenzae b.

PCR diagnostika umozfuje rychlejsi a cit-
nych bakteridlnich onemocnéni ma vsak také
své Uskali — faleSnou pozitivitu, ktera mlze
byt zplsobena kontaminaci jiz pfi odbéru kli-
nického materidlu, nebo faleSnou negativitu
zplsobenou nizsi citlivosti metody. VeSkeré
vysledky ziskané metodou PCR je proto nut-
né posuzovat v kontextu s klinickym stavem
pacienta a, pokud je to mozné, s klasickymi
mikrobiologickymi metodami.

Podminky pro spravny odbér materialu
a jeho transport jsou k dispozici v NRL a na
webovych strankach CEM SZU (http:/www.
szu.cz/cem/hpcem.htm).

Zavedeni PCR metody pfispélo ke zvy-
Seni procenta laboratorné potvrzenych IMO
a zlep3uje moznost hodnoceni epidemiologické
situace v nasi republice (graf 1). Potvrzeni me-
ningokoka PCR metodou Ize kombinovat s dal$i
bezkultivaéni metodou multilokusovou sekve-

Graf 1. Laboratorni potvrzeni invazivniho meningokokového onemocnéni, Ceska republika

1993-2005, surveillance data NRL pro meningokokové nakazy
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naéni typizaci (MLST) pfimo z klinického mate- Podékovani:
ridlu. MLST umoznuje urcit, kromé jiného, zda VSem klinickym pracovnikim za posilani
pacient onemocnél hypervirulentnim klonem. klinického materialu a laborantkdm
Obé bezkultivaéni metody umoZzriuji zpfesnéni V. Pavlikové, R. Pospisilové a M. Heroldové
vakcinacni strategie v nasi republice. za vybornou technickou spolupréci.
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