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WPROWADZENIE

Zakazenia osrodkowego uktadu nerwowego stanowig powazny problem
diagnostyczny i terapeutyczny. Oprécz bezposredniego zagrozenia zycia
mogg prowadzié do trwalych nastepstw, ktére wiaza sie z ograniczeniem
sprawnosci umystowej i fizycznej. Dlatego w kazdym przypadku podej-
rzenia zapalenia opon mézgowo-rdzeniowych i posocznicy konieczna jest
natychmiastowa interwencja lekarza i w razie potwierdzenia wstepnej
diagnozy szybkie podjecie leczenia i hospitalizacja. Najczestsza postaciag
zakazenia o$rodkowego uktadu nerwowego (oun) jest zapalenie opon
mozgowo-rdzeniowych. Moze byé wywotywane przez wirusy, bakterie,
grzyby i pasozyty, jednak najpowazniejszy problem epidemiologiczny i kli-
niczny ze wzgledu na czesto$é wystepowania i ciezko§é przebiegu stano-
wig zakazenia bakteryjne. Z danych epidemiologicznych wynika, ze za-
palenie opon mézgowo-rdzeniowych, mimo rozwoju medycyny, jest w dal-
szym ciggu jedng z najczestszych przyczyn zachorowalnosci i §miertel-
nosci u dzieci. Szacuje sie, ze rocznie na calym Swiecie zapada na to scho-
rzenie okoto 1 milion oséb. Ponad 80% przypadkéw bakteryjnych zapale-
nie opon mézgowo-rdzeniowych powyzej 6 m.z. wywotywanych jest przez
3 drobnoustroje — Neisseria meningitidis, Haemophilus influenzae i Strep-
tococcus pneumoniae.

W okresie noworodkowym i wezesnym niemowlecym w zakazeniach
oun dominujg Streptococcus agalactiae, Escherichia coli i Listeria mo-
nocytogenes. Przebieg tych zakazen jest znacznie ciezszy, najczesciej zwia-
zany z zakazeniem uogdblnionym, a $§miertelno$¢ w tych przypadkach
przekracza 50%.

Wystepowanie bakteryjnego zapalenie opon mézgowo-rdzeniowych jest
na tyle czeste, ze lekarz pierwszego kontaktu powinien podejrzewaé ten
typ zakazenia u kazdego pacjenta z szybko narastajacg goraczka, pobu-
dzeniem lub zaburzeniami §wiadomosci. Rozpoznanie zapalenie opon mé-
zgowo-rdzeniowych u pacjentéw w wieku powyzej 1-2 lat zwykle nie jest
trudne, poniewaz choroba najczesciej przebiega gwattownie, z wysoka
goraczka, bélami gtowy i charakterystycznym zespotem objawéw opono-
wych. Objawy te mogg sie szybko nasilaé, prowadzac do zaburzen $wia-
domosci, a w najciezszych przypadkach do $pigczki i zgonu. Natomiast
u niemowlat rozpoznanie zapalenie opon mézgowo-rdzeniowych moze
by¢ znacznie trudniejsze, poniewaz objawy, na og6l nietypowe (m.in. za-
burzenia taknienia i drgawki), mogg sugerowa¢é inne schorzenia.
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W kazdym przypadku tak ciezkiego zakazenia, jakim jest zapalenie
opon mézgowo-rdzeniowych i posocznica, decydujace znaczenie rokow-
nicze ma natychmiastowe wdrozenie skutecznego leczenia przeciwbak-
teryjnego. Z tego wzgledu bardzo istotne jest precyzyjne rozpoznanie
czynnika etiologicznego, poniewaz tylko wowczas mozliwe jest prawidto-
we i skuteczne leczenie przyczynowe, a takze zapobieganie kolejnym za-
kazeniom w otoczeniu poprzez szczepienia lub profilaktyczne stosowa-
nie antybiotykéw (chemioprofilaktyka).

CHARAKTERYSTYKA GLOWNYCH
CZYNNIKOW ETIOLOGICZNYCH
ZAPALENIA OPON MOZGOWO-RDZENIOWYCH

NEISSERIA MENINGITIDIS

Neisseria meningitidis, Gram(-) dwoinka (meningokok, dwoinka za-
palenia opon mézgowo-rdzeniowych) jest chorobotwérczym drobnoustro-
jem, wywolujagcym m.in. ciezkie zakazenia inwazyjne, takie jak zapale-
nie opon mézgowo-rdzeniowych i posocznica, okreslane 1gcznie jako in-
wazyjna choroba meningokokowa. Neisseria meningitidis moze réw-
niez wywotywa¢é ropne zapalenie staw6w, zapalenie ptuc, zapalenie osier-
dzia i wsierdzia, zapalenie spojéwek, szpiku kostnego, ucha srodkowego,
gardla, zakazenia w obrebie uktadu moczo-ptciowego i miednicy mate;j.
Bakteria ta moze stanowié duze zagrozenie, poniewaz zakazenia moga
wystepowaé nie tylko w postaci zachorowan sporadycznych, endemicz-
nych/hyperendemicznych, ale réwniez epidemicznych/pandemicznych. Ze
wzgledu na réznice antygenowe wielocukréw otoczkowych szczepy Neis-
seria meningitidis podzielono na 13 grup serologicznych: A, B, C, D, X,
Y, Z, W135, 29E, H, I, Ki L, z ktérych A, B, C, Y i W135 odpowiadajg za
prawie wszystkie przypadki zachorowan. Dalszg klasyfikacje meningo-
kokéw na typy i podtypy serologiczne przeprowadza sie w oparciu o réz-
nice antygenowe biatek blony zewnetrznej (ang. outer membrane prote-
ins — OMPs).

Wylacznym, naturalnym rezerwuarem jest czlowiek, zaré6wno cho-
ry, jak i bezobjawowy nosiciel. Bezobjawowe nosicielstwo meningokokéw
moze $wiadczy¢ o wystepowaniu znacznych réznic w zjadliwo$ci poszcze-
gblnych szczepéw oraz w réznej podatnosci gospodarza na zakazenie.
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Drobnoustroje te kolonizujg jame nosowo-gardlowa i sa przenoszone
droga kropelkowa lub przez kontakt bezposredni. Szerzenie sie choroby
meningokokowej odbywa sie zazwyczaj za posrednictwem bezobjawowych
nosicieli (rzadko pomiedzy osobami, ktére zachorowaty). Nosicielstwo
moze utrzymywac sie przez wiele miesiecy. Nosiciele moga stanowié¢ 2-25%
populacji, ale w §rodowiskach zamknietych ich odsetek moze siegaé
40-80%. O stosunkowo niewielkiej zakaznosci moze §wiadczy¢ fakt, ze
nawet podczas epidemii tylko 1 na 1000 do 5000 oséb skolonizowanych
przez meningokoki rozwija zakazenie.

Okres wylegania inwazyjnej choroby meningokokowej moze wyno-
si¢ 2-10 dni, na ogét jednak jest to okres 3-4 dni. U niemowlat i miod-
szych dzieci choroba moze mieé przebieg piorunujacy, prowadzacy w cia-
gu kilku godzin do zgonu. Najwiecej zachorowan wywolywanych przez
Neisseria meningitidis obserwuje sie u mtodszych dzieci i mtodziezy, a naj-
wiekszy odsetek nosicieli wystepuje u osé6b w wieku od 15 do 24 roku
zycia. Epidemie dotyczg zazwyczaj Srodowisk zamknietych, jak szkoty,
przedszkola, domy dziecka, akademiki, koszary, wiezienia, domy opieki.
Smiertelnosé wynosi okoto 10-13%, ale w przypadku wystapienia wstrzasu
septycznego moze siega¢ 50%.

Epidemie wywotywane sg gléwnie przez szczepy z grupy A i C. Szcze-
py grupy B sa najczesciej zwigzane z zachorowaniami sporadycznymi,
chociaz moga réwniez wywotywaé epidemie. Najwieksze epidemie, do-
tychczas wywolywane przez grupe serologiczng A, maja miejsce w tzw.
afrykanskim ,pasie zapalenia opon mézgowo-rdzeniowych” (meningitis
belt) rozciggajacym sie na potudnie od Sahary.

Sezonowosé. Obserwuje sie sezonowos$é zachorowan meningokoko-
wych. Natomiast nie wida¢ wptywu pér roku na liczbe nosicieli w popu-
lacji. W Europie p6inocnej i w Ameryce Péinocnej najwiecej zachorowan
ma miejsce w pierwszym kwartale roku. Liczba ich osigga najnizsze war-
tosci p6Znym latem. Epidemie w ,,pasie zapalenia opon mézgowo-rdze-
niowych” rozpoczynajg sie w porze suchej i koniczg wraz z nadejSciem
pory deszczowej.

Zapadalnos$é. Por6wnywanie zapadalnos$ci na zakazenia meningoko-
kowe w réznych krajach jest utrudnione. Wiekszo$¢ panstw rejestruje,
co prawda przypadki zapalenie opon mézgowo-rdzeniowych i posocznicy
lacznie jako inwazyjna chorobe meningokokowa, jednak w niektérych
krajach rejestrowane sa jedynie zapalenia opon mézgowo-rdzeniowych.
W Polsce obowigzuje osobne zglaszanie zapalenia opon mézgowo-rdze-
niowych i posocznicy o etiologii meningokokowej (nr A.39.8 wg ICD-10),
co rozbija czytelnos¢ zgloszen, ale nowelizowana obecnie ustawa o cho-
robach zakaZnych obejmie rejestracjg inwazyjng chorobe meningokokows.
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Srednio przyjmuje sie, ze zapadalnos¢ dla wiekszosci krajow rozwinie-
tych waha sie od 1-3 przypadkéw zakazen meningokokowych na 100000
mieszkancéw. W Europie wynosi 1,1/100000, a w Polsce wg danych Pani-
stwowego Zaktadu Higieny 0,22/100000 (dotyczy tylko zapalenia opon
moézgowo-rdzeniowych).

Pod wzgledem objawéw klinicznych zapalenie opon mézgowo-rdzenio-
wych wywotywane przez Neisseria meningitidis zasadniczo nie rézni sie
od innych bakteryjnych zapalenn opon mézgowo-rdzeniowych. Czestym
objawem posocznicy meningokokowej, mogacym wystepowaé¢ réwniez
w przypadku zakazen innymi czynnikami etiologicznymi, jest wysypka
krwotoczna, wystepujaca u okoto 10-50% chorych. Niekiedy w postaci
piorunujacej wystepuja wylewy do nadnerczy (zesp6t Waterhouse-Fride-
richsena), bedace niekorzystnym czynnikiem rokowniczym. Posocznica
wystepujaca bez jednoczesnego zajecia oun stanowi okoto 10% przypad-
koéw.

HAEMOPHILUS INFLUENZAE

Bakterie z gatunku Haemophilus influenzae to drobne, pleomorficzne,
niewykazujgce ruchu Gram(-) pateczki lub ziarniakopateczki. Niektére
szczepy wytwarzajg otoczke, ktérej odmiennosé antygenowa stanowi
podstawe do podziatu tego gatunku na 6 grup serologicznych (a-f). Naj-
grozniejsze zakazenia wywolywane sg przede wszystkim przez serotyp b
(Hib). Szczepy Hib sg przyczyna przewazajacej wiekszosci ciezkich in-
wazyjnych zakazen u dzieci ponizej 5 roku zycia (najwiecej zachorowan
wystepuje pomiedzy 4 miesigcem a 2 rokiem zycia). Serotyp ten odpo-
wiedzialny jest za ponad 90% zapalenn opon mézgowo-rdzeniowych wy-
wotywanych przez ten gatunek, a takze za inne zakazenia o charakterze
inwazyjnym, takie jak posocznica, zapalenie ptuc, zapalenie nagtoéni, za-
palenie kosci i stawéw oraz tkanki podskérnej. Wsréd zakazen nieinwa-
zyjnych wywolywanych przez Haemophilus influenzae, przede wszyst-
kim przez szczepy nieotoczkowe mozna wymienié zapalenie ucha srod-
kowego, zapalenie zatok i zaostrzenia przewleklego zapalenia oskrzeli.

Rezerwuarem drobnoustrojéw nalezacych do gatunku Haemophilus
influenzae jest jama nosowo-gardlowa cztowieka. Bakterie sg przeno-
szone droga kropelkowg lub przez kontakt bezposredni. Ogélnie okres-
la sie, ze od 25 do 80% zdrowej populacji jest nosicielami szczepéw z ga-
tunku Haemophilus influenzae; u matych dzieci odsetek ten jest najwyz-
szy 1 wynosié moze 60-80%. U dzieci obserwuje sie réwniez wiecej nosi-
cieli szczepéw otoczkowych serotypu b (Hib) (3-5%) w poréwnaniu z do-
rostymi (1%). Najwyzszy odsetek nosicieli Hib wystepuje u 0s6b miesz-
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kajacych wspdlnie z chorym na zakazenie wywotane przez Hib (ogélnie
wynosi 20-25%, a w przypadku dzieci <5 r.z. nawet ponad 50%).

Zapadalnosé. Przed wprowadzeniem masowych szczepien przeciw Ha-
emophilus influenzae typu b, w niektorych krajach, jak Finlandia (zapa-
dalno$é 26/100 000< 5 r.z.) czy Stany Zjednoczone (zapadalno$é 60/100 000
<5 r.z.), drobnoustrdj ten byt najczestszym czynnikiem etiologicznym
bakteryjnych pozaszpitalnych zapalenn opon mézgowo-rdzeniowych.
W krajach, ktére wprowadzity powszechne szczepienia dzieci przeciw Hib,
zakazenia inwazyjne wywolywane przez ten drobnoustrdj zostalty pra-
wie catkowicie wyeliminowane. Szczepienia wplynely réwniez na zmniej-
szenie poziomu nosicielstwa w catej populacji.

W Polsce szczepienie przeciw Hib nie jest obowigzkowe, ale wysoce
zalecane. Wedtug danych PZH zapadalno$¢ w Polsce na zapalenie opon
moézgowo-rdzeniowych wywolywane przez Hib u dzieci ponizej 5 roku
zycia wynosi okoto 2,5/100000.

STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE

Streptococcus pneumoniae (pneumokok, dwoinka zapalenia ptuc) to
Gram(+), katalazo(-) dwoinki, wytwarzajace otoczke wielocukrowa Ze
wzgledu na odrebnosci antygenowe wyrézniono wsréd pneumokokéw 90
serotypow otoczkowych. W odréznieniu od Neisseria meningitidis i Ha-
emophilus influenzae pneumokoki moga wywotywaé zakazenia nie tylko
u ludzi.

U czlowieka naturalnym miejscem bytowania (rezerwuarem) pneu-
mokokéw jest nosogardto, a kolonizacja dotyczy okoto 5-10% zdrowych
dorostych i 20-40% zdrowych dzieci.

Pneumokoki sa przenoszone droga kropelkowa lub przez kontakt
bezposredni. Do najczestszych choréb wywotywanych przez ten gatunek
naleza: zapalenie ptuc, posocznica, zapalenie opon mézgowo-rdzeniowych,
zapalenie zatok i ucha §rodkowego. W USA prawie kazde dziecko do 5
r.z. ma za soba przebyte zapalenie ucha Srodkowego wywolane przez
pneumokoki. Natomiast w krajach rozwijajacych sie gatunek ten jest naj-
czestszym czynnikiem etiologicznym zapalen pluc zaréwno u dzieci, jak
i dorostych. Posocznica moze wystepowaé niezaleznie od zapalenia ptuc
lub by¢ jego nastepstwem. Smiertelnosé w jej przebiegu jest podobna do
opisywanej dla pneumokokowego zapalenia opon mézgowo-rdzeniowych
iwynosi 17-25%. Streptococcus pneumoniae jako czynnik etiologiczny za-
palenia opon mézgowo-rdzeniowych duzo czesciej wywotuje powazne po-
wiklania niz inne bakterie i moze odpowiadaé¢ za nawrotowe zapalenie
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opon mézgowo-rdzeniowych. Najwiecej inwazyjnych zachorowan wyste-
puje w skrajnych grupach wiekowych, tj. u dzieci do 2 r.z. oraz u oséb
powyzej 65 r.z. Zapadalno$§é w USA wynosi $rednio 21 przypadkéw na
100000, ale r6zni sie znaczaco w zaleznosci od wieku i innych czynnikéw
ryzyka.

Sezonowosé. Zachorowania najczesciej wystepuja w miesigcach zi-
mowych i wczesng wiosna, co koreluje ze wzrostem zakazen wirusowych
drég oddechowych. Udziat poszczegdlnych serotypéw w zakazeniach nie
jest identyczny i wystepuje zréznicowanie miedzy krajami i jednostkami
chorobowymi. Powaznym problemem terapeutycznym jest opornos¢ na
penicyline, ktérej czesto towarzyszy brak wrazliwosci na inne grupy an-
tybiotykéw (wieloopornosé). Dotyczy to ograniczonej liczby serotypéw,
z ktorych tylko kilka rozprzestrzenilo sie klonalnie na calym §wiecie (6B,
9, 14, 19, 23F).

SYTUACJA EPIDEMIOLOGICZNA W POLSCE

Rzeczywista sytuacja epidemiologiczna dotyczaca zapaleri opon mézgo-
wo-rdzeniowych i innych zakazerr meningokokowych na terenie naszego
kraju nie jest w petni znana. Pomimo wielu dziatan i apeli wzywajacych
do wspdtpracy wcigz istnieje duza rozbiezno$¢ pomiedzy liczba przypad-
kow rejestrowanych przez PZH, a liczba szczepéw otrzymywanych przez
Krajowy Osrodek Referencyjny d/s Diagnostyki Bakteryjnych Zakazen
Osrodkowego Uktadu Nerwowego (KOROUN). I tak np. w przypadku
meningokokéw KOROUN otrzymuje jedynie okoto 35% szczepéw odpo-
wiedzialnych za zarejestrowane zakazenia. Na podstawie zakazen me-
ningokokowych, ktére miaty miejsce w wojew6dztwie zachodnio-pomor-
skim w roku 2003 i na poczatku 2004 okazalo sie, ze r6wniez sama reje-
stracja przypadkow pozostawia wiele do zZyczenia i pomimo gwarantowa-
nego ustawg obowiazku zglaszania zachorowan, nie zawsze ma ona miej-
sce. Dlatego tez celem napisania tych wytycznych jest po pierwsze wdro-
zenie ujednoliconego schematu postepowania w przypadku zakazen oun
i innych zakazen meningokokowych, ktéry umozliwi ustalenie etiologii
zakazenia, a co za tym idzie skutecznej terapii oraz zapobieganie roz-
przestrzenianiu sie zakazen, zwlaszcza meningokokowych. Z kolei prze-
sylanie wszystkich szczepéw do KOROUN pozwoli na peing analize sy-
tuacji epidemiologicznej w Polsce oparta o dane laboratoryjne. Jedynie
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stale monitorowanie tych zakazen pozwoli na wlasciwg ocene i podjecie
skutecznych interwencji w przypadku wystgpienia sytuacji nadzwyczaj-
nej lub sytuacji, ktéra tylko na takg wyglada.

Wedtug danych opracowanych przez KOROUN sytuacja epidemiolo-
giczna w zakresie etiologii zapalenia opon mézgowo-rdzeniowych w Pol-
sce jest podobna do opisywanej na §wiecie. W latach 1997-2002, 85% po-
twierdzonych laboratoryjnie zapaleri opon mézgowo-rdzeniowych wywo-
tanych byto przez trzy gatunki drobnoustrojéw: Neisseria meningitidis,
Haemophilus influenzae i Streptococcus pneumoniae. Najczestszym czyn-
nikiem etiologicznym zapalenia opon mézgowo-rdzeniowych byta Neis-
seria meningitidis (36%), nastepnie Haemophilus influenzae (26%)
i Streptococcus pneumoniae (23%). Inne gatunki stanowily 15% zebra-
nych szczep6w, wéréd nich dominowaty Escherichia coli, Listeria mono-
cytogenes, Streptococcus agalactiae.

W roku 2002 odnotowano niepokojacy wzrost liczby meningokok6éw
grupy serologicznej C. Dotychczas, corocznie za ponad 80% zakazeni od-
powiadata serogrupa B. Od poczatku dziatalnosci Osrodka (lata 1997-
2001) szczepy serogrupy C stanowity §rednio 11,2% zgromadzonych me-
ningokokéw, a w roku 2002 meningokoki tej serogrupy stanowily juz
31,4%. Tendencja ta utrzymatla sie réwniez w 2003 r., kiedy to 39% otrzy-
manych meningokokéw z zakazen inwazyjnych nalezato do serogrupy C.
Wzrost czesto$ci wystepowania zachorowan wywolywanych przez me-
ningokoki nalezgce do grupy serologicznej C jest obserwowany réwniez
w innych krajach europejskich oraz w Stanach Zjednoczonych. Doswiad-
czenia tych panstw wskazuja, ze pojawienie sie meningokokéw serogru-
py C wplywa nie tylko na zmiane proporcji w zachorowaniach wywoty-
wanych przez poszczegélne grupy serologiczne, ale co duzo grozniejsze,
takze na ogdlny wzrost liczby zachorowan inwazyjnych. Oprécz tego
w przypadku meningokok6éw grupy C obserwujemy niekiedy rozprzestrze-
nianie sie danego klonu na terenie réznych krajéw i kontynentéw.

Jedynie u 5,8% meningokokéw stwierdzono obnizong wrazliwo$é na
penicyline. Jak dotad nie ustalono jednoznacznego stanowiska terapeu-
tycznego wobec zakazenn wywolywanych przez te szczepy, ale wigkszo§é
badaczy twierdzi, ze zjawisko to nie ma znaczenia klinicznego i szczepy
takie moga by¢ z powodzeniem leczone duzymi dawkami penicyliny. Dla-
tego tez penicylina pozostaje lekiem z wyboru w leczeniu zapalenia
opon moézgowo-rdzeniowych wywolywanym przez Neisseria meningitidis.

Prawie 80% wszystkich szczepéw Haemophilus influenzae wyhodowa-
no od dzieci ponizej 5 r.z. Ponad 90% szczepéw wytwarzato otoczki i nale-
zalo do serotypu b (Hib), Wéréd szczepéw Haemophilus influenzae 12,3%
byto opornych na ampicyline w wyniku wytwarzania -laktamaz. Wszyst-
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kie szczepy byly wrazliwe na cefalosporyny III generacji podawane pa-
renteralnie, ktdore pozostajg lekiem z wyboru w leczeniu zapalenia opon
moézgowo-rdzeniowych wywolywanym przez Haemophilus influenzae.

Szczepy Streptococcus pneumoniae wykazaly duza réznorodnosé sero-
logiczng, a najczesciej wystepujacymi serotypami byly: 3, 8, 19F i 6B.
Zachorowania obserwowano we wszystkich grupach wiekowych, a 42%
izolatéw pochodzilo od os6b <20 r.z. Niewrazliwosé na penicyline wy-
kryto u 14,1% pneumokokéw. Szczepy oporne na penicyline wykazywaly
réwniez opornosé na inne antybiotyki (tzw. szczepy wielooporne). Naj-
mniej aktywnymi antybiotykami in vitro okazaty sie chloramfenikol i ko-
trimoksazol, na ktére odpowiednio jedynie 71% i 66% szczepéw byto wraz-
liwych.

MATERIAL DO BADAﬂ W PRZYPADKU
ZAPALENIA OPON MOZGOWO-RDZENIOWYCH
| POSOCZNICY

Ze wzgledu na ciezko§é zakazenia i jego mozliwe konsekwencje w kaz-
dym przypadku zapalenia opon mézgowo-rdzeniowych i posocznicy na-
lezy dazyé do ustalenia czynnika etiologicznego i jego wrazliwoéci na an-
tybiotyki. Jest to mozliwe jedynie w przypadku prawidtowego pobrania
(i w odpowiednim czasie) wlasciwego materiatu do badan.

Podstawowym materiatem do badari w przypadku podejrzenia zapale-
nia opon mézgowo-rdzeniowych jest ptyn mézgowo-rdzeniowy. W wiek-
szosci przypadkéw drobnoustroje dostaja sie do opon mézgowo-rdzenio-
wych drogg krwiopochodng, rzadziej przez cigglosé badz bezposrednio
do osrodkowego uktadu nerwowego. Dlatego waznym materiatem dia-
gnostycznym jest krew i w kazdym przypadku podejrzenia zapale-
nia opon mézgowo-rdzeniowych nalezy wykonaé posiew krwi,
ktéry w poczatkowym stadium zakazenia jest dodatni nawet w ponad
50% przypadkéw. Pomocnym badaniem moze tez by¢ pobranie wyma-
zu z jamy nosowo-gardlowej, gdyz bakterie, ktore najczesciej wywo-
lujg zapalenie opon mézgowo-rdzeniowych poczatkowo kolonizujg jame
nosowo-gardtowa, stad przedostaja sie do krwi, a nastepnie pokonuja ba-
riere krew-mézg. Nalezy pamietac, ze pobranie wymazu z jamy nosowo-
gardtowej od 0s6b z otoczenia chorego na meningokokowg chorobe inwa-
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zyjng jest bardzo waznym postepowaniem w zapobieganiu dalszym za-
chorowaniom w §rodowisku.

W przypadku zakazenia wywotanego przez Neisseria meningitidis bak-
terie moga byé izolowane z wybroczyn na skorze, ktore sa czestym
objawem choroby.

Uwaga! Metodyka pobierania i opracowywania wymienionych materia-
t6w opisana jest w dalszej czesci tego opracowania.

PLYN MOZGOWO-RDZENIOWY

Badanie plynu mézgowo-rdzeniowego u pacjentéw z podejrzeniem za-
palenia opon mézgowo-rdzeniowych nalezy do najwazniejszych i priory-
tetowych w laboratorium mikrobiologii klinicznej. Bakteryjne zapalenie
opon mézgowo-rdzeniowych pozostawione bez leczenia lub leczone nie-
wlasciwie stanowi bezposrednie zagrozenie zycia chorego. Dlatego tak
duzy nacisk kladzie sie na szybkie opracowanie ptynu mézgowo-rdzenio-
wego 1 wlasciwg identyfikacje czynnika etiologicznego. Wykonanie pre-
paratu i zalozenie hodowli bakteryjnej powinny byé czynnosciami wyko-
nywanymi natychmiast po otrzymaniu ptynu mézgowo-rdzeniowego.

POBIERANIE PLYNU MOZGOWO-RDZENIOWEGO

Szczegblna uwaga powinna byé zwrécona na wlasciwe wyjalowie-
nie miejsca nakhlucia podczas punkcji ledZzwiowej, gdyz mozliwe jest
zanieczyszczenie pobieranego ptynu mézgowo-rdzeniowego florg wyste-
pujaca na skorze (np. koagulazo(-) gronkowcami, maczugowcami).

1. Miejsce naklucia nalezy oczyscié 70% alkoholem.

2. Powierzchnie skéry nalezy zdezynfekowaé 2% jodyna i pozostawié¢ do
wyschniecia.

3. Lekarz wprowadza igle i pobiera plyn mézgowo-rdzeniowy (najmniej 1 ml,
optymalnie, jesli to mozliwe 3-4 ml) do jalowych zakrecanych probéwek.

4. Po pobraniu materiatu i wycofaniu igly, a przed zatozeniem opatrunku
nalezy usuna¢ jodyne ze skory za pomoca alkoholu, aby zapobiec podraz-
nieniu skoéry.

5. Na og6t pobierane sg 3 prébki ptynu mézgowo-rdzeniowego, do badan
analitycznych, mikrobiologicznych i cytologicznych. Do badan mikro-
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biologicznych najlepiej przeznacza¢ plyn mézgowo-rdzeniowy
z drugiej probowki, gdyz ewentualne zanieczyszczenia dotyczg ptynu
w pierwszej probowcee, ktéry z powodzeniem moze byé wykorzystany do
badan analitycznych

6. Probéwka zawierajgca pobrany materiat kliniczny powinna byé staran-
nie podpisana z uwzglednieniem nastepujgcych danych: imie, nazwisko
i wiek chorego, oddziat, rodzaj materiatu, data i godzina pobrania mate-
rialu. Oprécz tego materiat kliniczny do laboratorium powinien by¢ do-
starczony wraz ze skierowaniem zawierajacym nastepujace dane: imie,
nazwisko i date urodzenia, numer historii choroby, pieczgtke oddziatu,
wstepne rozpoznanie choroby i ewentualne choroby towarzyszace, po-
wod pobrania materiatu do badania mikrobiologicznego, dane na temat
antybiotykoterapii, rodzaj materiatu do badania, date pobrania i prze-
stania materiatu do laboratorium, wskazéwki lub szczegblne wymaga-
nia w zakresie diagnostyki mikrobiologicznej, podpis i piecze¢ lekarza
prowadzgcego i szczegdtowa informacje, komu nalezy przekazaé wynik
(telefon).

TRANSPORT PLYNU MOZGOWO-RDZENIOWEGO
DO LABORATORIUM MIKROBIOLOGICZNEGO
I/LUB JEGO ZABEZPIECZANIE

Pobrany plyn mézgowo-rdzeniowy nalezy jak najszybciej dostarczyé
do laboratorium mikrobiologicznego. Jego opracowywanie powinno sie
rozpoczgé w ciggu pierwszej godziny od pobrania plynu mézgowo-rdze-
niowego. Probéwek z ptynu mézgowo-rdzeniowego nie nalezy wystawiac
na dziatanie promieni stonecznych, wysokiej lub niskiej temperatury.
Szczepy, ktore najczesciej wywotuja zapalenie opon mézgowo-rdzenio-
wych sa bardzo wrazliwe na zmiany warunkéw srodowiska. Dlatego w
przypadku opdznienia opracowywania pltynu mézgowo-rdzeniowego lub
jego transportu do laboratorium oddalonego od szpitala material nalezy
zabezpieczy¢ przed ochtodzeniem (zabezpieczenie w cieplarce, transport
w termosie lub termotorbie, w 37°C).

Jesli w ciggu najblizszych kilku godzin od pobrania transport ptynu
mozgowo-rdzeniowego do laboratorium nie jest mozliwy lub w przypad-
ku, gdy badanie mikrobiologiczne nie moze byé wykonane przez mikro-
biologa (brak dyzuréw), pracownicy laboratorium analitycznego badz
oddziatu, gdzie pobrano ptyn, muszg byé zobowigzani do wykonania te-
stow lateksowych, wykonania z odwirowanego jatowo ptynu preparatu
mikroskopowego barwionego metodg Grama, posiania ptynu mézgowo-
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rdzeniowego na podloza wzrostowe (agar krwawy i czekoladowy) oraz
zabezpieczenia plynu mézgowo-rdzeniowego do identyfikacji z wykorzy-
staniem tanicuchowej reakcji polimerazy — PCR (sposéb zabezpieczania
prébki na badanie PCR opisany jest w rozdziale Zabezpieczanie materia-
tu do reakcji PCR, str. 37). Poniewaz mozliwe jest zanieczyszczenie ho-
dowli, ktéra nie jest zaktadana przez mikrobiologéw, alternatywa dla po-
stepowania opisanego powyzej moze byé posiewanie ptynu mézgowo-rdze-
niowego na podioza do posiewéw krwi i innych materialéw z jatowych
miejsc ciata, ktérymi dysponuje pracownia mikrobiologiczna. Podtoza te
sa na tyle bogate, ze zabezpieczajg wzrost drobnoustrojéw o wysokich
wymaganiach wzrostowych. Przy takim podejsciu traci sie jednak mozli-
wo$¢ sporzadzenia preparatu bezposredniego, ktéry moze byé bardzo po-
mocny, a nawet decydujacy w pierwszym etapie postepowania terapeu-
tycznego i diagnostycznego.

Uwaga! Posianie plynu mézgowo-rdzeniowego na podioza do posiewéw
krwi i innych materialéw nie zwalnia od zabezpieczania prébki ptynu
moézgowo-rdzeniowego do ewentualnej identyfikacji czynnika etiologicz-
nego z wykorzystaniem PCR.

POSTEPOWANIE Z PLYNEM MOZGOWO-RDZENIOWYM

W przypadku pobrania matej objetosci ptynu mézgowo-rdzeniowego
(co czesto ma miejsce u matych dzieci), wystarczajacej do wykonania tyl-
ko jednego badania, lekarz powinien zdecydowagé, ktére z badan — mikro-
biologiczne czy analityczne jest bardziej potrzebne w leczeniu chorego.
Wydaje sie jednak, ze ustalenie czynnika etiologicznego jest niezwykle
istotne dla skutecznego i celowanego leczenia chorego oraz dla celéw epi-
demiologicznych. Poza tym czesé bakteryjnych zapaleri opon mézgowo-
rdzeniowych nie daje wartosci parametréw biochemicznych charaktery-
stycznych dla ropnego zapalenia opon mézgowo-rdzeniowych.

dJesli oprécz rutynowej hodowli wymagane sg dodatkowe badania, przed
wirowaniem nalezy potowe objetosci ptynu mézgowo-rdzeniowego umie-
$cié w osobnej jatlowej prob6wce (badanie w kierunku grzyb6éw). Opty-
malnie, do kazdego badania bakteriologicznego wymagany jest przynaj-
mniej 1 ml plynu mézgowo-rdzeniowego. Do badania w kierunku grzy-
béw wieksza ilo§é ptynu mézgowo-rdzeniowego zwieksza szanse dodat-
niej hodowli (np. do wykrycia grzybéw Cryptococcus za pomoca hodowli
moze byé potrzebne 5-10 ml plynu mézgowo-rdzeniowego).
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BEZPIECZENSTWO PRACY
Z PLYNEM MOZGOWO-RDZENIOWYM

* Wszystkie czynnosci zwigzane z hodowlg pltynu mézgowo-rdzeniowe-
go powinny by¢ wykonywane w boksie laminarnym. Kazdy boks lami-
narny powinien by¢ sprawdzany co sze$¢ miesiecy, a filtry wymieniane
wg oceny sprawdzajgcego.

* W trakcie opracowywania ptynu mézgowo-rdzeniowego powinien by¢
zawsze zakladany fartuch i rekawiczki.

ZAGESZCZANIE PLYNU MOZGOWO-RDZENIOWEGO

Wirowanie plynu mézgowo-rdzeniowego zwieksza szanse wykrycia
drobnoustrojéw w preparacie i w hodowli. Ptyn mézgowo-rdzeniowy na-
lezy wirowaé 15 minut przy 3000 g w temperaturze pokojowej, gdyz rzad-
ko mozna zaobserwowaé drobnoustroje w ptynie mézgowo-rdzeniowym
bez jego zageszczenia.

Zamiast wirowania mozna 2 ml pltynu mézgowo-rdzeniowego sgczy¢
przez sterylny sgczek o §rednicy poréw 0,45 mm. Odwrécony saczek kla-
dzie sie nastepnie na podloze z agarem czekoladowym.

Wiréwka cytospin uzywana przez niektére laboratoria nawet 100-krot-
nie zwieksza szanse obserwacji bakterii. Jest to urzadzenie stuzace do
wirowania ptynnych materialéw biologicznych. Ptyn mézgowo-rdzenio-
wy najlepiej wirowa¢ 15 minut przy 1000 g. Duzg zaletg cytospinu jest
to, ze nie tylko zwieksza prawdopodobienistwo zobaczenia bakterii w pre-
paracie bezposrednim, lecz réwniez leukocyty znajdujgce sie w ptynie
moézgowo-rdzeniowym zachowuja swojg morfologie.

Uwagal! Z odwirowanego ptynu wykonuje sie: preparat bezposredni oraz
zaktada hodowle, natomiast supernatant stuzy¢ moze do wykrywania an-
tygenow otoczkowych, najczesciej metodg aglutynacji lateksu optaszczo-
nego swoistymi przeciwciatami.

HODOWLA PLYNU MOZGOWO-RDZENIOWEGO

* Jesli do badari mikrobiologicznych otrzymuje sie przynajmniej 0,75
ml ptynu mézgowo-rdzeniowego, to po jego wirowaniu przez 15 minut
(3000 g) w temperaturze pokojowej, klarowny supernatant, nalezy
przeniesé do jatowej probéwki, a osad komérek pozostawi¢ w probow-
ce. Jesli po wirowaniu osad komérek nie jest widoczny okiem nieuzbro-
jonym nalezy pozostawi¢ kilka kropli plynu na dnie probowki, w kté-
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rej wirowano ptyn mézgowo-rdzeniowy, a supernatant przenie$¢ ostroz-
nie do jalowej probowki.

Z pozostalego supernatantu i osadu nalezy sporzadzi¢ jednorodng za-
wiesine.

Zawiesina ta stuzy do posiewu na podtoza wzrostowe i do sporzadza-
nia preparatu barwionego metoda Grama (i jesli konieczne, do prepa-
ratu barwionego inng metoda). Objetosé zawiesiny powinna umozli-
wi¢ umieszczenie jednej kropli na kazdym podiozu i szkietku do pre-
paratu. W przypadku, gdy zawiesina jest z domieszka krwi lub jest
lepka krople nalezy rozetrzeé na szkietku. Przygotowanie preparatéow
powinno odbywac¢ sie po zalozeniu hodowli, aby uniknaé¢ przypadko-
wych zanieczyszczen podczas ich sporzadzania.

Nalezy zabezpieczyé probéwke z pozostatg zawiesing w cieplarce, gdy-
by okazalo sie, ze np. po obejrzeniu preparatu bezpo$redniego nalezy
zalozy¢ hodowle na dodatkowych podtozach. Druga probéwke z super-
natantem nalezy zabezpieczyé w lodéwce do badania testami latekso-
wymi. Obie prob6éwki nalezy doktadnie opisac.

Cze$é plynu mézgowo-rdzeniowego (co najmniej 150 ul) nalezy zabez-
pieczy¢ w celu przeprowadzenia identyfikacji z wykorzystaniem lani-
cuchowej reakcji polimerazy (PCR). Jesli w pracowni nie jest mozliwe
szybkie wykonanie takiego badania, to ptyn mézgowo-rdzeniowy na-
lezy zamrozié, a nastepnie zbada¢ go w p6Zniejszym czasie na miejscu
lub wystaé do oérodka, ktéry takie badania wykonuje (patrz rozdziat:
Zabezpieczanie materiatu do reakcji PCR, str. 37).

Rutynowo, podejrzewajac etiologie bakteryjna, ptyn mézgowo-rdzenio-
wy posiewa si¢ na podloze krwawe, wzbogacone czekoladowe
oraz do bogatego bulionu (np. tioglikolanowy czy z wyciggiem
madzgowo-sercowym).

Jesli w preparacie bezpo$rednim obserwuje sie Gram(-) pateczki, kt6-
re moga naleze¢ do rodziny Enterobacteriaceae, pozostaty ptyn mézgo-
wo-rdzeniowy mozna posia¢ na podtoze MacConkey’a. Jesli natomiast
w preparacie bezposrednim stwierdzono obecno$é¢ bakterii morfolo-
gicznie podobnych do beztlenowcéw lub tym bardziej, gdy wiadomo,
ze pacjent jest obciazony czynnikami ryzyka zakazenia bakteriami
beztlenowymi, do posiania ptynu mézgowo-rdzeniowego powinna byé
dotgczona plytka z podtozem umozliwiajacym wzrost beztlenowcéw.

Zawiesine posiang na podloza wzbogacone czekoladowe i krwawe na-
lezy rozprowadzi¢ po ich powierzchni, a ptytki inkubowaé w 35°C w at-
mosferze 5% CO,. Gdy po 24 godz. hodowla jest ujemna, inkubacje
nalezy przedtuzyé¢ o dalsze 48 godz. (WHO zaleca dalsze 72 godz.).
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Niektoérzy zalecaja przedtuzenie inkubacji o dalsze 4 dni, gdy w prepa-
racie obserwowano bakterie, a hodowla po 72 godz. jest ujemna.

* Po 18-24 godzinach inkubacji nalezy sprawdzié wzrost drobnoustro-
jow na plytkach. W razie wzrostu powinna zostaé rozpoczeta identyfi-
kacja czynnika etiologicznego.

* Jesli bulion tioglikolanowy byl uzywany i zaobserwowano jakiekol-
wiek zmetnienie, to nalezy wykonaé preparat barwiony metodg Gra-
ma oraz posia¢ bulion na podioze czekoladowe, niezaleznie od wyniku
pierwotnych hodowli. W przypadku braku wzrostu w bogatym bulio-
nie hodowle nalezy zakoriczy¢ po 5 dniach.

PRZYGOTOWANIE PREPARATU MIKROSKOPOWEGO

Po odwirowaniu ptynu nalezy Sciggnaé supernatant do jatowej probowki
i pozostawi¢ dla wykonania testu lateksowego (patrz ponizej) badz ba-
dan biochemicznych. Nad osadem nalezy zostawi¢ nieco supernatantu
w celu zawieszenia osadu. Krople zawieszonego osadu nalezy naniesé na
czyste odttuszcezone szkietko podstawowe i odczekac chwile. Czynnoéé te
nalezy powtdrzy¢ kilkakrotnie w celu zageszczenia preparatu (preparat
warstwowy) zwlaszcza, jeéli podejrzewamy obecnosé Haemophilus influ-
enzae lub gdy plyn nie jest zbyt metny. Po wysuszeniu preparat utrwala-
my, przesuwajac szkietko 3-4 razy nad ptomieniem palnika. Nastepnie
preparat taki barwimy najczesciej metodg Grama i btekitem metyleno-
wym. Preparat nalezy wykonaé i ocenié zaraz po wyschnieciu szkietka.
Obserwacja preparatu powinna trwaé nawet do 30 minut, uwzgledniajac
zmiany p6l widzenia. Stwierdzenie obecnosci drobnoustrojéw w prepa-
racie powinno by¢ natychmiast zgloszone do lekarza prowadzacego lub
dyzurnego.

BARWIENIE METODA GRAMA

Metoda jest bardzo prosta i szybka, co jest niezwykle wazne w tak po-
waznych zakazeniach, jak zakazenia o§rodkowego uktadu nerwowego.
Wykonywana jest rutynowo we wszystkich pracowniach bakteriologicz-
nych (dlatego opis jej pominieto). Okolo 75-90% dodatnich hodowli pty-
nu moézgowo-rdzeniowego jest pozytywne w tym barwieniu. Jesli cho-
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rym przed pobraniem ptynu mézgowo-rdzeniowego podawano leki prze-
ciwbakteryjne, szansa uzyskania dodatniego wyniku z preparatu bezpo-
$redniego maleje do 40-60%. Barwienie metoda Grama daje pozytywny
wynik, jezeli w 1 ml plynu jest 210° bakterii. Szansa uzyskania dodatnie-
go wyniku w preparacie barwionym jest réwniez zalezna od drobnoustroju
i waha sie od 90% (Streptococcus pneumoniae), poprzez 75% (Neisseria
meningitidis) do ponizej 50% (Listeria monocytogenes, beztlenowce).

BARWIENIE BLEKITEM METYLENOWYM WG LOEFLERA

Wysuszony i utrwalony preparat pokrywa sie roztworem biekitu me-
tylenowego na 3 minuty, nastepnie sptukuje woda i osusza. Preparat ogla-
da sie pod immersjg. W tym barwieniu uwidaczniany jest wzajemny sto-
sunek element6w morfotycznych (limfocyty, leukocyty, fagocyty, bakterie).

Sklad roztworu do barwienia

Nasycony roztwor biekitu metylenowego 30 ml
Woda destylowana 100 ml
1% roztwér KOH 1ml

Przygotowanie nasyconego roztworu biekitu metylenowego: do 30 ml
alkoholu etylowego nalezy dodawa¢ biekit metylenowy do czasu az prze-
stanie sie rozpuszczaé, a jego nadmiar osiagdzie na dnie naczynia.

BARWIENIE ORANZEM AKRYDYNY

Oranz akrydyny to barwnik fluorochromowy, ktéry wnika do kwaséw
nukleinowych drobnoustrojéw. Jest to metoda bardziej czuta od metody
barwienia wg Grama i wykrywa =10* bakterii w 1 ml ptynu. Wazna za-
leta tej metody jest rowniez fakt, ze mozliwe jest obserwowanie drobno-
ustrojéw wewnatrz- i zewnatrzkomorkowo nawet po rozpoczetej anty-
biotykoterapii. Inng zaleta tego barwienia jest rowniez krétki czas ogla-
dania prébki, gdyz kontrast miedzy bakteriami a ciemnym ttem jest bar-
dzo duzy nawet przy powiekszeniu x400. Barwienie to trzeba jednak
weryfikowaé barwieniem Grama, ale barwié mozna ten sam preparat.
Aby méc korzystaé z tej metody, pracownia mikrobiologiczna musi mieé
dostep do mikroskopu fluorescencyjnego.
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Sklad roztworu do barwienia

Oranz akrydyny 20 mg
Octan sodu 190 ml (100 ml 1 M CH,COONax 3 H,O + 90 ml 1 M HCD)

Po sporzadzeniu roztworu nalezy doprowadzi¢ pH do wartosci 3,5 za po-
mocg 1 M HCL. Ostatecznie roztwor ma zawiera¢ 100 mg/l oranzu akrydyny.
Nalezy go przechowywaé w brgzowej butelce w temperaturze pokojowe;j.

Utrwalone preparaty nalezy pokry¢ na 2 minuty roztworem barwia-
cym, zmy¢ pod biezgcg woda, wysuszy¢ i oglada¢ pod powiekszeniem x100,
x400, a ostatecznie x540 z olejkiem immersyjnym. W barwieniu tym,
w niskim pH bakterie i grzyby sa pomaranczowe, leukocyty i ziarnisto-
$ci z6tte, pomaraniczowe lub czerwone, natomiast tto jest czarne. Przy
pierwszych wykonywanych preparatach nalezy zwracaé szczegblng uwage
na ziarnistoéci ze zniszczonych leukocytow, ktére swoim wygladem moga
przypomina¢ ziarniaki. Przy sporzadzeniu nowych roztworéw nalezy je
sprawdzaé przy uzyciu szczepéw wzorcowych: Escherichia coli ATCC
25922 i Staphylococcus aureus ATCC 25923.

BARWIENIE WG WAYSONA

Jest to barwienie czulsze niz barwienie wg Grama. Odczynnikami w tym
barwieniu sg: fuksyna zasadowa, blekit metylenowy, etanol i fenol. Bak-
terie sg ciemno-niebieskie, substancje biatkowe barwig sie na kolor jas-
no-niebieski, natomiast leukocyty sg jasno-niebieskie i purpurowe. Wy-
stepuje réwniez dobry kontrast miedzy podtozem a bakteriami. Drugim
barwieniem uzupelniajgcym powinno byé barwienie wg Grama, ale nie
mozna dobarwiaé tego samego preparatu jak w przypadku barwienia
z oranzem akrydyny.

Sklad roztworu do barwienia

Roztwor A

Fuksyna zasadowa 200 mg
Blekit metylenowy 750 mg
95% etanol 20 ml

Roztwor B

5% fenol 200ml

Przygotowane roztwory nalezy przefiltrowaé, powoli wlaé¢ roztwér A
do roztworu B, a cato$é przechowywaé w ciemnej butelce w temperatu-
rze pokojowej. Preparat po utrwaleniu barwi sie 10 sekund, zmywa woda,
osusza i oglada pod powiekszeniem x100, x400 oraz x1000 z olejkiem
immersyjnym.
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Metody typowania szczepéw

METODY TYPOWANIA SZCZEPOW

Ze wzgledu na powazne konsekwencje zdrowotne i spoteczne, jakie niosg
za sobg opisywane zakazenia, oprécz rozpoznania czynnika etiologiczne-
go w konkretnym przypadku zachorowania niezwykle wazne jest prowa-
dzenie ciaglego monitorowania tych zakazen. Ma to na celu zapobiega-
nie rozprzestrzenianiu sie zachorowan, ktére w kazdej chwili moga przyjaé
charakter epidemiczny. Jednym z najwazniejszych elementéw postepo-
wania w czasie podejrzenia epidemii jest przeprowadzenie typowania
szczepoéw wyizolowanych od chorych i nosicieli celem ustalenia pokre-
wienstwa pomiedzy izolatami pochodzacymi z ogniska zachorowan i drég
szerzenia drobnoustrojéw. Wybér metod zalezy od wyznaczonego celu
typowania. Typowanie epidemiologiczne powinno postugiwaé sie meto-
dami rozdzielczymi, ktérych wyniki musza byé tatwe w interpretacji,
wiarygodne, powtarzalne i dostepne w krétkim czasie.

Poza rutynowymi metodami diagnostycznymi, ktére zawsze stanowig
podstawowa czesé typowania szczep6w najwieksze zastosowanie znala-
zto typowanie serologiczne. Wstepng metoda typowania dostepng dla ru-
tynowych laboratoriéw mikrobiologicznych moze by¢ okreslanie i poréw-
nywanie wzor6w oporno$ci/wrazliwosci badanych izolatow.

TYPOWANIE SEROLOGICZNE

Jedng z metod charakteryzujaca drobnoustroje jest typowanie serolo-
giczne, ktore w przypadku wielu gatunkéw bakteryjnych utracito swojg
dawnag pozycje na rzecz nowszych, szybszych, bardziej powtarzalnych
i w wiekszym stopniu rozdzielczych metod genetycznych. Jest to zrozu-
miate, poniewaz typowanie serologiczne w wiekszosci przypadkéw jest
pracochlonne, czasochtonne i kosztowne, a otrzymane wyniki niekiedy
trudne do interpretacji. Powtarzalno§é moze by¢ niska, poniewaz bada-
ne sg cechy szczepéw, ktérych ekspresja zalezy od wielu czynnikéw, np.
od sktadu podioza, temperatury, wilgotnosci czy czasu hodowli zwigza-
nego z fazg wzrostu drobnoustroju.

Roli typowania serologicznego nie mozna jednak przecenié, poniewaz
m.in. od jego wynikéw zalezy charakter podejmowanych dziatan profi-
laktycznych, a w sytuacji epidemii stanowi ono jeden z wstepnych eta-
p6w oceny pokrewieristwa szczepow.

25




Zasady postepowania w przypadku zakazeri osrodkowego uktadu nerwowego...

BEZPOSREDNIE WYKRYWANIE ANTYGENOW
O0TOGZKOWYCH W PLYNIE MOZGOWO-RDZENIOWYM
| INNYCH PLYNACH USTROJOWYCH

TESTY LATEKSOWE

Do identyfikacji czynnika etiologicznego stuzg takze testy lateksowe,
ktore sa bardzo wygodne w uzyciu ze wzgledu na mozliwo$¢ otrzymania
wyniku w bardzo krétkim czasie. Ponadto mogg one wykrywaé drobno-
ustroje chorobotwoércze nawet po zastosowaniu leczenia przeciwbakte-
ryjnego, kiedy wyniki hodowli sg zazwyczaj ujemne. Jest to mozliwe,
poniewaz wykrywaja antygeny otoczkowe takze z uszkodzonych i zabi-
tych bakterii. Odczynnikami w teécie lateksowym sg specyficzne prze-
ciwciata skierowane przeciw antygenom bakteryjnym, ktére w zetknie-
ciu z nimi powoduja widoczng aglutynacje. W zestawie sg réwniez obec-
ne kontrolne lateksy: dodatni i ujemny. Testy te moga dawaé reakcje
krzyzowe i falszywe wyniki. I tak np. zaréwno prébki zawierajace nie-
znaczne iloSci antygenu, jak i te z jego duza zawartoscia mogg dawaé
wyniki falszywie ujemne. Wyniki falszywie ujemne mozna réwniez uzy-
skaé w przypadku szczepéw Streptococcus pneumoniae oraz Haemophi-
lus influenzae typu b, nieposiadajacych antygenéw otoczkowych, ponie-
waz test lateksowy wykrywa obecno$é¢ wyzej wymienionych bakterii tyl-
ko na podstawie tych antygenéw. Moga wystapi¢ reakcje krzyzowe po-
miedzy lateksem dla Haemophilus influenzae a szczepami Escherichia
coli K100 oraz pomiedzy szczepami z grupy Streptococcus viridans a la-
teksem dla Streptococcus pneumoniae. Inne reakcje krzyzowe moga byé
wynikiem ztego przygotowania probek lub tez nieodpowiedniego wyko-
nania testu.

Testy lateksowe sg wstepnym etapem identyfikacji, ktéry musi by¢ po-

party preparatem i hodowla.
Uwagal! Bardzo wazne jest uwazne zapoznanie sie z ulotkg dotaczong do
testu przez producenta (wystepuja réznice pomiedzy testami). Sg tam
umieszczone informacje, ktére materialy biologiczne mozna badaé da-
nym testem, jak nalezy je opracowaé i jakie sg ograniczenia testu.

Dostepne i najczesSciej stosowane testy lateksowe:

Slidex meningitide-Kit5 (bioMerieux)
Wellcogen Bacterial Antygen Kit (Murex-Abbott)
Directigen (Becton Dickinson)
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SPECYFICZNE SUROWICE

Grupy serologiczne meningokokéw mozna okreslaé metoda aglutyna-
¢ji szkietkowej za pomoca zestawu specyficznych surowic (Murex-Abbott).
Badanie to jest na ogét wykonywane jedynie przez laboratoria refe-
rencyjne.

Typy serologiczne Haemophilus influenzae (a-f) mozna oznaczaé¢ me-
toda aglutynacji szkietkowej za pomoca specyficznych surowic (Murex-
Abbott).

Serotypy Streptococcus pneumoniae okrefla sie w reakcji pecznienia
otoczek (reakcja Quellunga). Ze wzgledu na wymagana duza liczbe suro-
wic (90 serotypéw) typowanie to wykonuje sie w niewielkiej liczbie osrod-
kéw na swiecie.

PELNE TYPOWANIE SEROLOGICZNE
SZCZEPOW NEISSERIA MENINGITIDIS

Pelne typowanie serologiczne oprécz okreslenia grypy serologicznej obej-
muje identyfikacje typu, podtypu i ewentualnie immunotypu. Jako wy-
nik otrzymujemy fenotyp szczepu, tj. grupe:typ:podtyp serologiczny (np.
fenotyp najczesciej wystepujacy w Polsce, to B:22:P1.14). Badanie to jest
wykonywane jedynie przez laboratoria referencyjne, ze wzgledu na wy-
soki koszt duzej liczby potrzebnych surowic. Wiekszo$é laboratoriéow re-
ferencyjnych okresla typy i podtypy serologiczne metodg ELISA wyko-
rzystujac antygen pelnokomérkowy (whole cell ELISA — WCE), chociaz
stosowana jest rowniez metoda immunoblotting.

Krajowy Osrodek Referencyjny w Warszawie typuje serologicznie szcze-
py Neisseria meningitidis metodg ELISA przy uzyciu zestawu przeciw-
cial monoklonalnych (National Institute for Biological Standards and
Control, Anglia).

TYPOWANIE SEROLOGICZNE
Z WYKORZYSTANIEM REAKCJI PCR

Od wielu lat rozwijane sa metody pozwalajace na identyfikacje czynni-
ka etiologicznego rowniez wtedy, gdy niemozliwe jest uzyskanie dodat-
niego wyniku hodowli drobnoustroju, np. na skutek rozpoczetej antybio-
tykoterapii. Do niedawna mozna bylo jedynie korzystaé¢ z pomocy goto-
wych zestawéw testow lateksowych. Dopiero adaptacja metod biologii
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molekularnej, a zwlaszcza PCR jako metody identyfikacji drobnoustro-
jow pozwolita na czestsze wykrywanie gtéwnych czynnikéw etiologicz-
nych zapalenia opon mézgowo-rdzeniowych nawet, gdy do badan pobra-
no bardzo mata objetoéé¢ ptynu mézgowo-rdzeniowego (co nierzadko ma
miejsce u dzieci) lub wtedy, kiedy ptyn mézgowo-rdzeniowy pobrano po
rozpoczeciu leczenia. Ta ostatnia sytuacja ma réwniez miejsce, gdy cho-
rzy z matych osrodkéw trafiaja do specjalistycznych szpitali na ogét po
rozpoczeciu leczenia. Wykorzystujac metode PCR i specyficzne startery
otrzymujemy jednoznaczny wynik w postaci produktu amplifikacji o od-
powiedniej wielkosci. Wynik taki jest powtarzalny i tatwy do interpreta-
¢ji. Metoda jest prosta i bardzo czuta, poniewaz do badania wystarczy
matla objetos$¢ plynu mézgowo-rdzeniowego, gdyz PCR umozliwia powie-
lanie materialu genetycznego obecnego w ptynie mézgowo-rdzeniowym.

W KOROUN stosuje sie metode PCR do potwierdzania etiologii zapa-
lerr opon mézgowo-rdzeniowych, wywoltywanych przez najczestsze czyn-
niki etiologiczne. W przypadku szczep6éw otoczkowych Haemophilus in-
fluenzae, oprécz identyfikacji gatunku istnieje ré6wniez mozliwo$é okre-
§lania typéw serologicznych, a w przypadku Neisseria meningitidis naj-
czestszych grup serologicznych A, B, C, Y i W135. W przypadku pneumo-
kokéw mozliwa jest identyfikacja gatunku i wybranych typéw serolo-
gicznych.

BADANIE PECZNIENIA OTOCZEK

Jest to metoda rzadko uzywana, przydatna jedynie dla szczepéw posia-
dajacych otoczki, na przyklad: Streptococcus pneumoniae, Neisseria me-
ningitidis, otoczkowe Haemophilus influenzae. Na szkielku miesza sie
krople ptynu mézgowo-rdzeniowego lub hodowli, oczko ezy surowicy od-
porno$ciowej specyficznej dla polisacharydéw otoczkowych danej bakte-
rii, btekit metylenowy, przykrywa szkietkiem nakrywkowym i inkubuje
w temperaturze pokojowej 30 minut. Kompleks antygen-przeciwciato na
powierzchni bakterii powoduje zmiany jej otoczki, co wida¢ pod mikro-
skopem. Otoczka staje sie przezroczysta i speczniata. Metoda ta wymaga
duzego stezenia przeciwciat.
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Oznaczanie wrazliwosci...

0ZNACZANIE WRAZLIWOSCI
NA LEKI SZCZEPOW NEISSERIA MENINGITIDIS

W przypadku izolowania szczepéw nalezacych do gatunku Neisseria
meningitidis nie powinno stosowaé sie¢ metody dyfuzyjnej dla oznacza-
nia wrazliwos$ci na antybiotyki, poniewaz brak jest okreslonych kryte-
riéw interpretacji dla tej metody. Metoda z wyboru oznaczania wrazliwo-
$ci szczepow izolowanych z zakazen osrodkowego ukladu nerwowego jest
okreslanie najmniejszych stezeri hamujacych (MIC) danego antybiotyku.
W przypadku meningokokéw stosowane sg metody mikrorozcieficzen
w bulionie lub rozcienczen w agarze. Nie sg to jednak metody rutynowe
i wykonuja je tylko niektére laboratoria. Metodg alternatywna do ozna-
czania wartos$ci MIC moga by¢ Etesty, ktére sg bardzo wygodne w uzyciu
i moga by¢ stosowane przez kazde laboratorium. Poniewaz w rekomen-
dacjach National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS)
brak jest interpretacji MIC dla meningokokéw, przeprowadza sie ja
w oparciu o kryteria opracowane dla pneumokokéw. Jak na razie szcze-
py Neisseria meningitidis w Polsce wykazujg powszechna wrazliwosé na
antybiotyki i penicylina G pozostaje w dalszym ciagu lekiem z wy-
boru w leczeniu zakazen wywolywanych przez Neisseria menin-
gitidis.

O0ZNACZANIE WRAZLIWOSCI NA LEKI
SZCZEPOW HAEMOPHILUS INFLUENZAE

Badanie wrazliwo$ci szczepéw Haemophilus influenzae wykonuje sie
na podiozu HTM (Haemophilus Test Medium), wzbogaconym w NAD,
hemine i wyciag drozdzowy. Mozna stosowaé metode dyfuzji antybioty-
ku z krazka oraz oznacza¢ najmniejsze stezenia hamujace antybiotykow
metoda podwdjnych rozcienczenn w bulionie lub Etestami. Zalecane jest
badanie wytwarzania -laktamazy (test cefinazowy) oraz oznaczanie MIC
ampicyliny, cefalosporyny III generacji i ewentualnie chloramfenikolu
w stosunku do szczepéw Haemophilus influenzae izolowanych z krwi lub
plynu mézgowo-rdzeniowego od chorych z zakazeniami zagrazajacymi
zyciu.
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0ZNAGZANIE WRAZLIWOSCI NA LEKI
SZCZEPOW STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE

W celu oznaczenia wrazliwosci na antybiotyki szczepéw nalezacych do
gatunku Streptococcus pneumoniae stosuje sie metode dyfuzyjna, z wy-
jatkiem penicyliny, cefotaksymu i ceftriaksonu, dla ktérych trzeba okresli¢
najmniejsze stezenia hamujgce (MIC) metodg mikrorozcieticzenn w bu-
lionie lub stosujac Etesty. Niezwykle przydatna w praktyce mikrobiolo-
gicznej jest metoda przegladowa z krazkiem z 1 ug oksacyliny na podtozu
Mueller-Hintona z dodatkiem 5% odwléknionej krwi baraniej. Gdy stre-
fa wzrostu wokét krazka wynosi <19 mm, to badany szczep jest niewraz-
liwy na penicyline. Dalsze rozréznienie jest mozliwe tylko przy pomocy
oznaczenia MIC. Dla szczepéw Sredniowrazliwych MIC penicyliny jest
w przedziale 0,12-1,0 mg/l, natomiast dla szczep6w opornych MIC >1,0
mg/l. Nalezy pamietaé, ze zakazenia oun wywotywane przez szczepy Sre-
dniowrazliwe na penicyline nie mozna leczy¢ tym antybiotykiem. Nalezy
w takich przypadkach bezwzglednie oznaczyé MIC ceftriaksonu i cefo-
taksymu, bowiem szczepy o obnizonej wrazliwosci na penicyline moga
by¢ wrazliwe lub oporne na cefalosporyny III generacji. W takiej sytuacji
moze zaistnie¢ konieczno$¢ podania wankomycyny. Aktywnos$é jej jed-
nak moze nie by¢ wystarczajaca do eradykacji drobnoustrojéw z ptynu
moézgowo-rdzeniowego i zaleca sie leczenie skojarzone z rifampicyna (obo-
wigzuje oznaczenie MIC rifampicyny), ewentualnie, jesli to mozliwe na-
lezy stosowaé wysokie dawki cefotaksymu z wankomycyng. W przypad-
ku szczepdéw opornych na B-laktamy, a wrazliwych in vitro na chloramfe-
nikol, nalezy oznaczyé najmniejsze stezenia bojcze (MBC) chloramfeni-
kolu, poniewaz szczepy te pomimo wrazliwosci in vitro sg czesto oporne
klinicznie na ten lek.

0ZNACZANIE WRAZLIWOSCI NA LEKI
SZCZEPOW INNYCH GATUNKOW

Aktualne rekomendacje doboru testéw do oznaczania wrazliwosci bak-
terii na antybiotyki i chemioterapeutyki zamieszczane sg w czasopi§mie
,2Mikrobiologia Medycyna” (ISSN 1233-6203).
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Metody genotypowe

METODY GENOTYPOWE

Obecnie w typowaniu drobnoustrojéw szeroko wykorzystuje sie meto-
dy biologii molekularnej, ktére w poréwnaniu z metodami fenotypowy-
mi charakteryzuja sie wieksza powtarzalno$cia i rozdzielczoscia. Ponad-
to czesto umozliwiajg badanie takze tych szczepéw, ktore nie poddaja sie
typowaniu metodami fenotypowymi. W badaniu pokrewienistwa szcze-
péw najczesciej wykorzystuje sie analize polimorfizmu dtugosci fragmen-
téw restrykcyjnych (RFLP - restriction fragments lenght polymorphism)
genomowego DNA rozdzielanych z wykorzystaniem elektroforezy pulsa-
cyjnej (PFGE - pulsed-field gel electrophoresis) oraz badanie polimorfi-
zmu produktéw taricuchowej reakcji polimerazy z uzyciem starteréw o ar-
bitralnie dobranej sekwencji DNA (DNA-RAPD - randomly amplified
polymorphic).

ANALIZA POLIMORFIZMU DLUGOSCI FRAGMENTOW
RESTRYKCYJNYCH GENOMOWEGO DNA

Z WYKORZYSTANIEM ELEKTROFOREZY
PULSACYJNEJ (PFGE)

Analiza polimorfizmu dtugosci fragment6éw restrykcyjnych genomowego
DNA z wykorzystaniem elektroforezy pulsacyjnej (PFGE) jest jedng z naj-
czesciej wykorzystywanych metod w typowaniu epidemiologicznym, a jej
glownymi zaletami sg wysoka rozdzielczosé, powtarzalnosé, mozliwosé
oceny faktycznego pokrewienistwa miedzy szczepami oraz mozliwo$é po-
réwnywania wynikéw pomiedzy réznymi osrodkami. Dzieki temu jest
ona szeroko wykorzystywana zaréwno w badaniu epidemii ograniczo-
nych czasem i miejscem, jak tez z powodzeniem moze stuzyé w szeroko
zakrojonych badaniach nad rozprzestrzenianiem sie i ewolucja szczepéw.

Otrzymane wzory PFGE poréwnuje sie i okreéla ich typy, na ogét zgod-
nie z kryteriami zaproponowanymi przez Tenovera i wsp. Szczepy uzna-
je sie za blisko spokrewnione, je§li miedzy wzorami wystepuje réznica
najwyzej trzech prazkéw. Zalicza sie je wowcezas do tego samego podtypu
i oznacza takim samym symbolem literowym wraz z cyframi arabskimi.
Gdy miedzy wzorami jest r6znica od czterech do szesciu prazkoéw, to szcze-
py mozna zakwalifikowaé jako nalezace do tego samego typu (izolaty
prawdopodobnie spokrewnione); oznacza sie je takim samym symbolem
literowym, ale r6znymi cyframi arabskimi. Szczepy o wzorach réznig-
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cych sie wieksza niz szesé liczba prazkéw oznacza sie réznymi literami
(izolaty niespokrewnione).

ANALIZA POLIMORFIZMU PRODUKTOW
LANCUCHOWEJ REAKCJI POLIMERAZY
Z UZYCIEM STARTEROW O ARBITRALNIE
DOBRANEJ SEKWENCJI (RAPD)

Technika RAPD jest metoda rzadziej stosowang ze wzgledu na mniejsza
rozdzielczo§é i nizszg powtarzalno$é niz PFGE. To sprawia, ze wyniki
uzyskane tg metodg sg bardzo trudne do poréwnywania pomiedzy réz-
nymi laboratoriami. Wzory RAPD analizowa¢ mozna wizualnie. Do jed-
nego typu zalicza sie wzory RAPD, ktére posiadajg jednakowy zestaw
prazkéw rézniagcych sie co najwyzej intensywnoscig. Duzg zaletg techni-
ki RAPD, zwlaszcza w poréwnaniu z PFGE jest szybko$é uzyskania wy-
niku oraz tatwos¢ wykonania eksperymentu. W przypadku dysponowa-
nia hodowlg bakteryjng wyniki RAPD mozna uzyskac juz po kilku godzi-
nach, a wyniki PFGE najwcze$niej po 4 dniach. Dlatego metode RAPD
wykorzystuje sie na ogét wtedy, gdy wynik analizy potrzebny jest szybko,
a epidemia jest ograniczona w miejscu i czasie. Niemniej jednak uwaza
sie, ze technika RAPD jest tylko wstepnym etapem postepowania, a jej
wyniki powinny byé poparte danymi uzyskanymi z uzyciem innych me-
tod.

MULTILOCUS SEQUENCE TYPING (MLST)

Ostatnio coraz czesciej wykorzystywang metodg w ocenie pokrewien-
stwa wielu szczepow bakteryjnych, zaréwno w badaniach populacyjnych,
jak i w dochodzeniu epidemiologicznym, jest technika multilocus sequ-
ence typing (MLST). Polega ona na sekwencjonowaniu okreslonych frag-
ment6éw kilku (np. siedmiu w przypadku Neisseria meningitidis, Haemo-
philus influenzae i Streptococcus pneumoniae) wybranych genéw odzna-
czajacych sie pewnym stopniem polimorfizmu. Pomimo zalet, jakimi sa
wysoka czutosé i powtarzalnosé, stosowanie metody MLST jest powaznie
ograniczone, gdyz wymaga wykwalifikowanego personelu i bardzo kosz-
townego sprzetu, na ktéry mogg sobie pozwoli¢ jedynie specjalistyczne
laboratoria. Jednak metoda ta, jak zadna z dotychczas stosowanych, stwa-
rza wraz z wyspecjalizowang baza danych (dostepng w Internecie), zu-
pelnie wyjgtkowa mozliwo$¢ okreslania profilu allelicznego, pozwalaja-
cego na identyfikacje i poréwnywanie izolatéw wystepujacych na calym
Swiecie.
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POBIERANIE KRWI
DO BADAN MIKROBIOLOGIGZNYCH

Krew nalezy pobra¢ w momencie narastania temperatury (okoto 30
minut przed osiagnieciem szczytu). W sytuacji ostrego przebiegu zaka-
zenia z utrzymywaniem sie wysokiej goraczki i koniecznoscig natych-
miastowego wdrozenia leczenia przeciwbakteryjnego, zalecane jest po-
branie krwi z dwéch réznych naktué bezposrednio po sobie. W przypad-
ku wystepowania gorgczki o znanej przyczynie zaleca sie wykonanie
dwéch posiewéw krwi w odstepach okoto godzinnych, a w razie potrzeby
badanie nalezy powtérzyé po 24 i 48 godzinach. Jesli zachodzi koniecz-
no$é wykonania badania bakteriologicznego krwi w trakcie prowadzonej
u chorego antybiotykoterapii, krew na posiew nalezy pobraé przed poda-
niem kolejnej dawki leku, gdy jego stezenie w surowicy pacjenta jest naj-
nizsze.

Na ogét do potwierdzenia czynnika etiologicznego zakazenia krwi ko-
nieczne jest wyhodowanie patogenéw z dwu niezaleznych pobran, jed-
nak w przypadku czesci drobnoustrojéw, ktére nie wystepuja na skoérze
czy tez w §rodowisku, jednokrotne wyhodowanie szczepu wraz z objawa-
mi klinicznymi ma warto$¢ diagnostyczng. Dotyczy to w szczegdlnosci
trzech najczestszych czynnikéw etiologicznych zapalenia opon mézgo-
wo-rdzeniowych tj.: Neisseria meningitidis, Haemophilus influenzae
i Streptococcus pneumoniae.

* Krew powinna by¢ pobierana przy t6zku chorego, w uzasadnionych
przypadkach w gabinecie zabiegowym. Pielegniarka przed pobraniem
krwi powinna doktadnie umy¢ i zdezynfekowaé rece srodkiem prze-
znaczonym do tego celu.

* Przed pobraniem krwi konieczne jest odpowiednie przygotowanie miej-
sca wktucia. Nalezy je zdezynfekowaé 2% roztworem jodowego Srodka
dezynfekcyjnego, a nastepnie 70% alkoholem etylowym, wykonujac
ruchy odérodkowe. Nalezy odczekaé 1-2 minuty do odparowania alko-
holu. Nie wolno ponownie dotykaé miejsca wkilucia.

* Krew nalezy pobraé ze Swiezego wktucia do zyly. Nie wolno pobieraé
krwi do posiewu z cewnika zalozonego na state.

* Przed pobraniem krwi podtoze nalezy ogrzaé¢ do temperatury 35-37°C
poprzez umieszczenie butelek z podlozem w cieplarce lub zanurzajac
je w naczyniu z odpowiednio ciepta wodg. Ma to istotne znaczenie dla
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przetrwania drobnoustrojéw wrazliwych na wahania temperatury
(Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae).

Korek butelki, do ktérej bedzie wprowadzana krew nalezy przygoto-
waé w sposdb identyczny, jak skoére pacjenta.

Krew nalezy pobraé w ilo$ci odpowiedniej do rodzaju podtozy stosowa-
nych do badania, zgodnie z zaleceniami producenta. Jesli producent
nie zaleca inaczej, nalezy zachowadé stosunek 1:10 lub 1:20 ilosSci mate-
rialu do ilosci podioza. Gdy pobierana jest krew od dziecka, nalezy
stosowa¢ podtoza pediatryczne, gdzie wymagana ilo§¢ materiatu jest
mniegjsza. Do posiewéw krwi wykorzystuje sie zestawy dwadch butelek,
z podlozami do hodowli bakterii tlenowych i beztlenowych; sg one do-
stepne w wersji pediatrycznej i dla dorostych. Wiele laboratoriéw ko-
rzysta rowniez z automatycznych systeméw do szybkiego wykrywa-
nia drobnoustrojéw we krwi i innych ptynach ustrojowych.

Do pobrania krwi zaleca sie stosowanie igiet dwustronnych, umozli-
wiajacych pobranie krwi bezposrednio do butelki z podlozem. Mozna
tez krew pobra¢ iglg i strzykawka, nalezy jednak pamietaé o zmianie
igly przed wprowadzeniem krwi do butelki.

W przypadku nieudanego wklucia w zyle nalezy zmienié igte.

Po wyjeciu igly z butelki, powierzchnie korka nalezy przykry¢ jato-
wym gazikiem i okleié plastrem, jesli nie istnieje firmowe zabezpiecze-
nie.

Podloze z dodang krwig doktadnie wymieszac, aby nie wytworzyly sie
skrzepy.

Transport materialu do laboratorium mikrobiologicznego powinien
przebiegaé jak najszybciej i nie wolno dopusci¢ w czasie jego trwania
do schtodzenia prébki. W przypadku braku mozliwoéci dostarczenia
pobranej krwi do laboratorium, nalezy przechowaé krew w tempera-
turze cieplarki (35-37°C).

Bezposrednio po dostarczeniu pobranego materiatu do laboratorium
mikrobiologicznego butelki z podlozem nalezy bezzwlocznie wstawic
do cieplarki (temp. 35-37°C).

Podloza nalezy przegladaé codziennie (lub czesciej), bez wstrzgsania
i mieszania, w celu wizualnego stwierdzenia wzrostu drobnoustrojow
w podlozu poprzez zaobserwowanie zmetnienia, hemolizy podtoza ptyn-
nego lub pojawienia sie kolonii bakteryjnych w podlozach z faza stata.

Uwaga! Podloze do posiewow krwi, ktére zawiera w swym skladzie polia-
netosulfonian nie nadaje sie do hodowli szczepéw Neisseria meningitidis.

34




Pobieranie wymazOw z_jamy nosowo-gardtowej od chorych i nosicieli

POBIERANIE WYMAZOW Z JAMY NOSOWO-GARDLOWEJ
0D CHORYCH | NOSICIELI

* Pacjent z gtowg lekko przechylong do tylu powinien gleboko oddychacé.
Nalezy poprosié go o szerokie otwarcie ust.

* Delikatnie przytrzymaé szpatutka jezyk w celu uwidocznienia miejsca
pobrania materialu. Konieczne jest jasne §wiatto skierowane w strone
jamy ustnej pacjenta.

* W przypadku pobierania materiatu z jamy nosowo-gardtowej nalezy
przygotowaé maty wacik na odpowiednim, tatwo dajacym sie modelo-
wacé drucie lub dostepne wymazdéwki na gietkim drucie. Trzeba je lek-
ko zgia¢ i wprowadzié delikatnie za jezyczkiem podniebiennym ku gé-
rze lub przez otwér nosowy ku tytowi, az dotknie tylnej Sciany jamy
nosowo-gardtowej. Wykonuje sie wtedy ruchy wacika ku dotowi i ku
gorze w celu potarcia Sciany gardia.

* Pobrany material nalezy jak najszybciej przekazaé¢ do laboratorium
mikrobiologicznego.

* W przypadku braku mozliwo$ci natychmiastowego opracowania po-
branego materiatu klinicznego w laboratorium, nalezy pobra¢ wymaz
za pomocg specjalnych, fabrycznych zestaw6éw zawierajacych wacik
z odpowiedniego, absorbujacego materiatu i podioze transportowe.

W badaniach na nosicielstwo konieczne jest korzystanie z podlozy wy-
biérezych, umozliwiajgcych wyhodowanie poszukiwanego drobnoustro-
ju i hamujacych wzrost innych bakterii. Podloza wybiércze do hodowli
szczepow Neisseria meningitidis mozna przygotowaé w laboratorium na
bazie agaru krwawego lub czekoladowego, do ktérego dodaje sie zestaw
antybiotykéw:

Zestaw antybiotykéw do podloza wybiérczego
dla Neisseria meningitidis

Wankomycyna 3,0 ug/ml
Kolistyna 7,5 ng/ml
Nystatyna 13,5 pg/ml

Gotowe zestawy antybiotykéw do wybidrezej hodowli Neisseria spp. sa
produkowane przez wiele firm zajmujacych sie diagnostyka mikrobiolo-
giczna (np. Becton Dickinson, bioMerieux, Merck, Oxoid)
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W przypadku badan na nosicielstwo szczepéw Haemophilus influen-
zae (poszukujemy wylgcznie serotypu b) pobrany material nalezy posie-
waé na wybiércze podloze dla Haemophilus spp., tj. podioze czekoladowe
z bacytracyng lub korzysta¢ z podtoza czekoladowego i kragzkéw z bacy-
tracyna, poszukujac szczepé6w rosnacych wokét krazka. Po wyhodowa-
niu szczepu nalezy wykona¢ serotypowanie.

POBIERANIE MATERIALU Z WYBROCZYN NA SKORZE

W przypadku zakazenia wywolanego przez Neisseria meningitidis, bak-
terie moga by¢ izolowane z wybroczyn na skdrze, ktére sg czestym obja-
wem choroby. Stosuje sie zaréwno technike prostego rozerwania zmian
skérnych i pobrania wymazoéw, jak i biopsje. Dodatni wynik preparatu
barwionego metodg Grama w przypadku materiatu pobranego z wybro-
czyn mozna otrzyma¢é do 48 godz. od rozpoczecia antybiotykoterapii.

IZOLACJA DROBNOUSTROJU TEGO SAMEGO GATUNKU
Z ROZNYCH MATERIALOW OD TEGO SAMEGO PACJENTA

Jedli z krwi, wybroczyn czy jamy nosowo-gardtowej pacjenta wyizolo-
wano ten sam drobnoustréj, co z pltynu mézgowo-rdzeniowego, badanie
wrazliwoéci na leki i dalsze typowanie (np. serologiczne) nalezy wykonaé
jedynie dla patogenu wyhodowanego z jednego materiatu. Szczepy wy-
hodowane z wszystkich materiatéw powinny by¢ przestane do
KOROUN celem wykonania dalszego typowania, w tym molekularnego.
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RAPORTOWANIE WYNIKOW

Wszystkie wyniki uzyskiwane na poszczegolnych etapach identyfikacji
ioznaczania wrazliwosci na leki powinny byé na biezaco przekazywane
lekarzowi prowadzacemu. Wyniki wszystkich badan nalezy zapisywaé
w ksigzce laboratoryjne;j.

ZABEZPIECZENIE MATERIALU DO REAKCJI PCR

W diagnostyce mikrobiologicznej do identyfikacji drobnoustrojéw co-
raz czesciej wykorzystuje sie taricuchowa reakcje polimerazy (PCR) i spe-
cyficzne startery. Technika ta umozliwia wykrywanie specyficznych se-
kwencji DNA danego drobnoustroju i umozliwia identyfikacje gatunku,
grupy serologicznej badz wrazliwosci na leki, nawet wtedy, gdy dysponu-
jemy bardzo mata prébka materiatu, a takze materialem biologicznym
zawierajacym bardzo matg liczbe lub niezywe drobnoustroje.

Pobrany material (ptyn mézgowo-rdzeniowy, surowice, krew) nalezy
niezwlocznie zamrozié w mozliwie najnizszej temperaturze i tak przygo-
towany przesta¢ w pojemniku z suchym lodem do laboratorium wykonu-
jacego badanie PCR.

Krew. Do badan PCR krew stabilizowang EDTA nalezy jak najszybciej
zamrozié¢ i przesta¢ w takim stanie do osrodka, ktéry wykonuje badania.
Optymalna ilo§é krwi, ktéra nalezy pobra¢ do badan metoda PCR to 2 ml.

Surowica. W przypadkach potwierdzonej choroby inwazyjnej czutosé
reakcji PCR na bazie surowicy jest nieco mniejsza niz dla krwi. Surowice
nalezy przestaé¢ do laboratorium referencyjnego w stanie zamrozenia,
a minimalna ilo§¢ materialu do badan PCR to 1 ml.

Plyn mézgowo-rdzeniowy. Do badania PCR wystarczy nawet 150 ul
plynu, ktéry mozna przestaé zamrozony w pojemniku z suchym lodem.

Plyn mézgowo-rdzeniowy, po uprzednim przygotowaniu, mozna prze-
sylaé r6wniez w temperaturze pokojowej. W tym celu nalezy go gotowaé
10 minut, wirowa¢ 5 minut, a supernatant przenie$¢ do probéwki i prze-
staé¢ w temperaturze pokojowej do dalszych badan.
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TRANSPORT SZCZEPOW DO LABORATORIUM
REFERENCYJNEGO (KOROUN)

Szczepy trzech najczestszych czynnikéw etiologicznych (Haemophilus
influenzae, Neisseria meningitidis, Streptococcus pneumoniae) najlepiej
transportowaé na wymazoéwkach z podtozami transportowymi przezna-
czonymi dla drobnoustrojéw wrazliwych o wysokich wymaganiach wzro-
stowych. Dodatkowo, w celu zwiekszenia szansy przezycia szczepu, na-
lezy je przesta¢ na odpowiednio grubych i niezbyt wysuszonych plastiko-
wych ptytkach lub skosach ze wzbogaconym podtozem czekoladowym
w przypadku Haemophilus influenzae i z podlozem krwawym w przy-
padku szczep6w Neisseria meningitidis i Streptococcus pneumoniae. Plyt-
ki i wymazéwki nalezy zabezpieczy¢ przed uszkodzeniem w czasie trans-
portu.

Inne szczepy odpowiedzialne za zakazenia oun, takie jak np. Listeria
spp., gronkowece, pateczki Gram(-) czy inne paciorkowce, najlepiej trans-
portowaé na wymazoéwkach z podtozami transportowymi lub samodziel-
nie przygotowanych skosach agarowych lub plytkach.

Uwaga! Szczepy wystane do KOROUN powinny by¢ przesiewane do cza-
su telefonicznego potwierdzenia otrzymania zywego szczepu przez labo-
ratorium referencyjne. Wéwczas, w przypadku nieudanego ozywienia
szczepu w KOROUN, istnieje mozliwosé powtérnego przestania. W przy-
padku zapalenia opon mézgowo-rdzeniowych lub posocznicy wszystkie
szczepy wyhodowane z réznych materiatéw od pacjenta (z ptynu mézgo-
wo-rdzeniowego, krwi, jamy nosowo-gardiowej, wybroczyn) nalezy wy-
syta¢ do KOROUN. W sytuacji wyhodowania szczepu z krwi, nalezy po-
daé rozpoznanie: zapalenie opon mézgowo-rdzeniowych czy bakteriemia/
posocznica. Kazdy szczep wysylany do KOROUN powinien tam trafié
wraz z wypelniona ankietg, zamieszczong na koncu tego opracowania.

38




Przechowywanie szczepéw

PRZECHOWYWANIE SZCZEPOW

Szczepy Neisseria meningitidis i Haemophilus influenzae mozna prze-
chowywaé przez dtugi okres czasu np. w bulionie czekoladowym z dodat-
kiem 10% glicerolu w temperaturze —70°C. Bulion czekoladowy przygo-
towuje sie na bazie bulionu T'SB (bulion tryptozowo-sojowy), do ktérego
dodaje sie 10% krwi baraniej, a calo$é podgrzewa sie do pierwszego wrze-
nia nad ptomieniem palnika. Szczepem (jedng dobrze wyizolowang kolo-
nig) zaszczepia sie ostudzony bulion, miesza i inkubuje 24 godz. w 37°C
w atmosferze z podwyzszonym stezeniem CO,. Po inkubacji dodaje sie
10% glicerolu, miesza, rozlewa jalowo do matych jatowych prob6éwek i za-
mraza.

Szczepy Neisseria meningitidis i Haemophilus influenzae w bulionie
opisanym powyzej mozna réwniez przechowywaé w zamrazarkach (za-
mrazalnikach) ale znacznie krécej (nie powinno byé problemu z ozywie-
niem szczepu w ciggu 1-3 tygodni, zaleznie od szczepu) ze wzgledu na ich
wyzszg temperature, —30 (-18)°C.

Jesli laboratorium nie dysponuje §wiezg krwig barania, to szczepy moz-
na zamrazaé w samym bulionie T'SB z dodatkiem 10% glicerolu. W tym
wypadku jednak czystg hodowle zbieramy z ptytki krwawej lub czekola-
dowej po calonocnej inkubacji (najlepiej za pomoca jatowej wymazéwki)
iw bulionie TSB z glicerolem przygotowujemy bardzo gesta zawiesine
bakteryjna, ktora rozlewa sie jatowo do malych probéwek i zamraza (bez
inkubacji).

Szczepy Streptococcus pneumoniae mozna przechowywaé w bulionie
TSB z surowicg koniska i glicerolem (w stosunku 5:4:1). W 1 ml takiego
podtoza umieszcza sie eze hodowli pneumokokowej, inkubuje kilka go-
dzin w temperaturze 37°C i zamraza.

Mozna tez korzystaé z gotowych systeméw do przechowywania zamro-
zonych szczepéw, np.: Microbank firmy Pro-Lab Diagnostics lub Cry-
obank firmy MAST Diagnostics. Systemy takie sktadajg sie z matych
zakrecanych probéwek, w ktérych umieszczony jest bulion z koralikami,
do ktérych chetnie przylegaja bakterie. Z czystej i §wiezej hodowli bakte-
ryjnej przygotowuje sie gesta zawiesine o gestosci okoto 3-4 jednostek
McFarlanda, miesza przez kilkakrotne odwrécenie (nie wolno korzystaé
z worteksu), a nastepnie odrzuca sie bulion, w ktérym sg zanurzone ko-
raliki. Probéwki z koralikami zamraza sie w —70°C. W celu ozywienia
szczepu wystarczy wyjaé jeden koralik i znajdujace sie na nim bakterie
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rozprowadzié na podiozu krwawym lub czekoladowym, ewentualnie wrzu-
ci¢ koralik do bulionu czekoladowego lub innego bogatego bulionu.

BADANIE MIKROBIOLOGICZNE POST MORTEM

Celem przeprowadzenia badania mikrobiologicznego materiatu pocho-
dzacego z autopsji jest miedzy innymi potwierdzenie czynnika etiologicz-
nego zakazenia, na ktére wskazywaly objawy kliniczne, ocena prawidto-
wosci postepowania terapeutycznego badz wykrycie jako przyczyny $mier-
ci zakazenia, na ktére nie wskazywaly objawy kliniczne.

Badanie mikrobiologiczne stanowi jedynie czesé postepowania diagno-
stycznego, a jego wyniki mogg by¢ jedynie rozpatrywane i analizowane
wraz z objawami klinicznymi choroby, badaniami dodatkowymi oraz ba-
daniami anatomopatologicznymi.

W krétkim czasie po zgonie pacjenta moze dojsé i zazwyczaj dochodzi
do namnozenia i przemieszczania sie flory endogennej, ktéra nie byta
przyczyng zakazenia/zgonu. Sktada sie na to kilka czynnikéw, takich jak
zatrzymanie proceséw obronnych organizmu, zakazenie w trakcie au-
topsji lub w okresie poprzedzajacym autopsje. W zwigzku z tym wynik
dodatni badania mikrobiologicznego nie zawsze koreluje z przyczyna
zgonu pacjenta, a ocena tego wyniku musi by¢ interpretowana przez le-
karza patologa ze szczegdlng ostroznoscig i uwaga. Korelacja czynnikéw
etiologicznych zakazenia jest najwieksza woéwczas, gdy prébki sg pobie-
rane szybko po zgonie (koniecznie w ciggu 5 godz.) lub w sytuacji, gdy
badane sg materialy pochodzace z co najmniej dwéch (lepiej wiecej) roz-
nych tkanek/narzadéow.
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HODOWLA DROBNOUSTROJOW POST MORTEM

Prébki materiatu nalezy dostarczyé do laboratorium natychmiast po
pobraniu. Prébke krwi do badania mikrobiologicznego nalezy pobrac¢ z ko-
mor serca. Jesli to mozliwe nalezy pobraé 10 ml krwi i rozdzieli¢ réwno
pomiedzy podloze do hodowli bakterii tlenowych i beztlenowych. Gdy
planuje sie badanie prébki metodg PCR nalezy zabezpieczy¢ materiat do
tego badania (patrz nizej). Pobranie prébki krwi powinno sie odbywaé
bez zadnego ucisku na zyte gléwng lub na organy jamy brzusznej, co
mogloby spowodowaé zanieczyszczenie florg jelitowa.

Probki tkanek (sa lepszym materiatem niz wymazy) o wymiarach 2 x 2
x 0,5 cm nalezy umiesci¢ w jalowym zakrecanym pojemniku. Prébki te
mogg by¢ uzyte do badan bakteriologicznych (w tym, w kierunku M. tu-
berculosis) i mikologicznych.

Jezeli wysuwane jest podejrzenie bakteriemii/posocznicy, nalezy pobraé
jednoczesnie prébki krwi i §ledziony, gdyz poréwnanie wynikéw hodowli
obu prébek moze byé pomocne przy ustalaniu czynnika etiologicznego
zakazenia. Jesli nie ma mozliwosci uzyskania probki krwi, nalezy prze-
staé fragment §ledziony. Oprdécz tego zaleca sie pobieranie wycinkéw row-
niez z innych miejsc, takich jak ptuca, watroba i nerki.

W przypadku ropni, zawarto$é ropnia nalezy pobraé strzykawka i po
jej zabezpieczeniu natychmiast przesta¢ do laboratorium. Dodatkowo na-
lezy pobra¢ fragment tkanki ze Sciany ropnia.

Gdy zachodzi koniecznos$é transportu do oddalonego laboratorium, na-
lezy zabezpieczyé wlasciwe warunki umozliwiajace przezycie bakteriom
tlenowym, beztlenowym, grzybom i wirusom (w zaleznosci od podejrze-
wanego czynnika etiologicznego).

Diagnostyka mikrobiologiczna prébek pozyskanych podczas autopsji po-
winna by¢ zapewniona przez wieloprofilowe laboratorium diagnostyczne.
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BADANIE POST MORTEM WYKORZYSTUJACE
REAKCJE PCR

Najlepszym materialem do badan jest krew i plyn mézgowo-rdzenio-
wy. Jedli nie ma mozliwo$ci uzyskania probki krwi, nalezy przestaé¢ wy-
cinki §ledziony, ptuc, watroby czy nerki. W celu otrzymania wiarygodne-
go wyniku najlepiej przeprowadza¢ badanie, na co najmniej dwéch po-
branych materiatach.

Pobrane prébki materiatu (krew, ptyn mézgowo-rdzeniowy, fragmenty

tkanek) nalezy niezwlocznie zamrozi¢ w mozliwie najnizszej temperatu-
rze i w takim stanie przesta¢ do KOROUN.

Uwaga! Wszystkie czynnosci zwigzane z opracowywaniem probek z au-
topsji powinny byé wykonywane w boksie laminarnym. Konieczny jest
ubiér ochronny (fartuch i rekawiczki).

KONTROLA JAKOSCI

Podtoza i odczynniki powinny by¢ poddawane wtasciwej kontroli jakosSci.

ODCZYNNIKI, PODLOZA | WYPOSAZENIE LABORATORIUM
PROWADZACEGO DIAGNOSTYKE BAKTERYJNYCH
ZAKAZEN INWAZYJNYCH

* Plytki z agarem Columbia z 5% odwléknionej krwi baraniej

* Plytki z agarem czekoladowym

* Bulion bogaty w czynniki wzrostowe, na przyktad bulion tioglikolano-
wy, bulion z wyciggiem mézgowo-sercowym (BHI)

* Plytki z podtozem dla bakterii beztlenowych

* Plytki z podtozem dla grzybéw

* Sterylne pipety pasteurowskie

* Wiréwka (3000 g)

* Szkietka do wykonywania preparatéw
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* Odczynniki konieczne do wykonania preparatéw

* Testy i odezynniki do identyfikacji drobnoustrojéw

* Testy lateksowe

* Pojemnik ze $§rodkiem odkazajacym na odpady

* Cieplarka o temp. 37°C

* Cieplarka o temp. 37°C wytwarzajaca CO, lub eksykator

IMMUNOPROFILAKTYKA ZAKAZEN WYWOLYWANYCH
PRZEZ HAEMOPHILUS INFLUENZAE TYPU B

Najlepsza metodg zapobiegania jest immunoprofilaktyka czynna (szcze-
pienia). Szczepionki przeciwko zakazeniom Haemophilus influenzae typu
b (Hib) sa od wielu lat stosowane na $wiecie z doskonatymi wynikami.
W tych krajach, w ktérych wprowadzono szczepienia na masowsg skale
(np. Finlandia, Wielka Brytania, Niemcy, Szwajcaria, Austria, Irlandia,
Stany Zjednoczone Ameryki Pétnocnej) zaobserwowano gwalttowny spa-
dek wszystkich zakazen inwazyjnych (meningitis, pneumonia, epigloti-
tis) wywolanych przez Hib. Szczepionki zawieraja wielocukier otoczko-
wy typu b skoniugowany z toksoidem bloniczym lub tezcowym, badz z bial-
kami ostony zewnetrznej Neisseria meningitidis grupy B. Taki sktad szcze-
pionki umozliwia powstanie swoistej odpowiedzi immunologicznej u nie-
mowlat juz od drugiego miesigca zycia. W Polsce zarejestrowane sg roz-
ne szczepionki o podobnej skutecznosci. W polskim kalendarzu szcze-
pieri (PS0O-2004) szczepionka przeciw Hib nalezy do grupy zalecanych
(na koszt pacjenta). W tym roku stala sie szczepionkg obowigzkowa dla
dzieci z doméw matego dziecka.

Szczepionki przeciw Haemophilus influenzae typu b.

Producent Nazwa Uwagi

Aventis Pasteur Act-HIB Koniugat z toksoidem tezcowym

Merck Sharp & Dohme  PedvaxHIB  Koniugat z antygenem otoczkowym
Neisseria meningitidis

GlaxoSmithKline Hiberix Koniugat z toksoidem tezcowym
Wyeth HibTITER Koniugat z toksoidem bfoniczym
CRM197
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IMMUNOPROFILAKTYKA ZAKAZEN
WYWOLYWANYCH PRZEZ STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE

Jeszcze do niedawna nie bylo skutecznej szczepionki przeciwko Strep-
tococcus pneumoniae dla niemowlat i matych dzieci. Dostepne na rynku
23-walentne szczepionki, reprezentujgce najczesciej wystepujace seroty-
py, nie wykazujg wystarczajacej immunogennosci u dzieci ponizej 2 r.z.
i sg obecnie zalecane wszystkim powyzej 65 r.z. Ponadto, zaleca sie ich
podawanie osobom powyzej 5 r.z. z czynnosciowa i anatomiczna asplenia,
przewlekla choroba sercowo-naczyniowa, przewlekla choroba ptuc, prze-
wleklg chorobg nerek lub zespolem nerczycowym, cukrzyca, alkoholi-
zmem, anemig sierpowato-krwinkows, w stanach immunosupresji.

Ostatnio zarejestrowano koniugowang szczepionke (Prevenar), prze-
ciw 7 serotypom pneumokokowym, ktére byly odpowiedzialne za 80%
wszystkich zakazen inwazyjnych w Stanach Zjednoczonych u dzieci do 5
r.z. Szczepionka ta jest skuteczna ponizej drugiego roku zycia i zostata
juz w niektérych krajach wprowadzona do kalendarza szczepien.

Szczepionki przeciw Streptococcus pneumoniae.

Producent Nazwa Uwagi

Aventis Pasteur Pneumo 23 (23-walentna) Nieskoniugowana

Merck Sharp & Dohme ~ Pneumovax 23 Nieskoniugowana
(23-walentna)

Wyeth Prevenar (7-walentna) Koniugat z toksoidem

btoniczym CRM197

IMMUNOPROFILAKTYKA ZAKAZEN
WYWOLYWANYCH PRZEZ NEISSERIA MENINGITIDIS

Szczepionki pierwszej generacji przeciw zakazeniom Neisseria menin-
gitidis zawierajg oczyszczony wielocukier otoczkowy. GIowna ich wada
jest staba immunogennos$é u matych dzieci, z wyjgtkiem szczepionki prze-
ciw meningokokom grupy A. Dostepne szczepionki przeciw Neisseria me-
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ningitidis to szczepionka dwuwalentna przeciw grupom A i C oraz czte-
rowalentna: A+C+W135+Y.

W 1999 roku w Anglii wprowadzono po raz pierwszy masowe szcze-
pienia monowalentng szczepionka koniugowana przeciw Neisseria me-
ningitidis grupy C, skuteczna takze w zapobieganiu zakazeniom u dzieci
ponizej 2 r.z. Obecnie mamy juz trzech producentéw takiej szczepionki.

Nie ma dotychczas skutecznej szczepionki przeciw meningokokom gru-
py B, ktére wywotuja najwiecej zachorowan w Europie.

Szczepionki przeciw Neisseria meningitidis.

Producent Nazwa Uwagi

Aventis Pasteur Mengivac (A+C) (polisacharydowa Nieskoniugowana
szczepionka A+C)

Aventis Pasteur Menomune (polisacharydowa Nieskoniugowana
szczepionka A+C+Y+W-135)
GlaxoSmthKline Mencevax (polisacharydowa Nieskoniugowana
szczepionka A+C+Y+W-135)
Wyeth-Lederle  Meningitec (monowalentna C) Koniugat
z toksoidem btoniczym
CRM197
Baxter NeisVac-C (monowalentna C) Koniugat z toksoidem
tezcowym
Chiron Menjugate (monowalentna C) Koniugat z toksoidem

btoniczym CRM197

W sytuacji wystgpienia zakazenia meningokokowego podawanie szcze-
pionki jest zalecane:

* Osobom majacym bezposredni kontakt z chorym, u ktérego potwier-
dzono zakazenie wywotane przez szczep Neisseria meningitidis sero-
grupy C; nalezy podaé szczepionke koniugowang pomimo wczeéniej-
szej chemioprofilaktyki.

* Osobom w wieku powyzej 2 miesiecy, majacym bezposredni kontakt z cho-
rym, u ktérego potwierdzono zakazenie wywotane przez szczep Neisseria
meningitidis serogrupy A; nalezy poda¢ szczepionke polisacharydowsg
A+ C.

* Osobom w wieku powyzej 2 lat, majgcym bezposredni kontakt z cho-
rym, u ktérego potwierdzono zakazenie wywolane przez szczep Neis-
seria meningitidis serogrupy W135 lub Y; nalezy poda¢ czterowalentng
szczepionke polisacharydowg A, C, W135, Y.
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CHEMIOPROFILAKTYKA ZAKAZEN
OSRODKOWEGO UKLADU NERWOWEGO

Ze wzgledu na konsekwencje dla zdrowia i zycia, jakie niesie zakazenie
o$rodkowego ukladu nerwowego zaleca sie w przypadku stwierdzenia
inwazyjnych zakazen wywotywanych przez Neisseria meningitidis prze-
prowadzanie badan na nosicielstwo u oséb z bezposredniego (najblizsze-
go) kontaktu i rozpoczecie chemioprofilaktyki. W przypadku zakazen oun,
wywolywanych przez Haemophilus influenzae typu b, a zwlaszcza przez
Steptococcus pneumoniae, podjecie chemioprofilaktyki dotyczy tylko wy-
jatkowych sytuacji, opisanych ponizej.

CHEMIOPROFILAKTYKA ZAKAZEN
WYWOLYWANYCH PRZEZ NEISSERIA MENINGITIDIS

Zakazenia meningokokowe sg grozne nie tylko dla samego chorego, ale
stanowig potencjalne zagrozenie epidemiczne dla populacji. Dlatego tez
w kazdym przypadku zakazenia meningokokowego (dotyczy réwniez za-
kazenia spojowek) nalezy pobraé wymazy od oséb z bezpos$redniego kon-
taktu i bezwzglednie rozpoczaé¢ chemioprofilaktyke. Pobranie wymazéw
od tych oséb i podanie chemioprofilaktyki powinny byé wykonane naj-
szybciej jak to tylko mozliwe, najlepiej w ciggu 24 godzin od wystgpienia
przypadku. W zadnym wypadku chemioprofilaktyka nie powin-
na by¢ opézniona z powodu oczekiwania na wynik wymazu. Po-
mimo braku wptywu wynikéw tych wymazéw na rozpoczecie chemiopro-
filaktyki u oséb z bezposéredniego kontaktu, ich warto$c¢ jest nie do prze-
cenienia w badaniach epidemiologicznych umozliwiajgcych wlasciwa oce-
ne sytuacji i podjecie odpowiednich dziatan przeciwepidemicznych.
W przypadku opdznienia zgloszenia przypadku zakazenia meningoko-
kowego podanie chemioprofilaktyki wydaje sie uzasadnione do 4 tygodni
od wystapienia zachorowania. Sposéb pobierania wymazéw z jamy noso-
wo-gardtowej opisany jest w rozdziale ,,Pobieranie wymazow z jamy no-
sowo-gardtowej od chorych i nosicieli”.

W przypadku zakazer meningokokowych chemioprofilaktyka moze by¢
réwniez konieczna po zakoriczeniu leczenia. Dlatego tez u wszystkich
pacjentéw po przebytym zapaleniu opon mézgowo-rdzeniowych lub po-
socznicy (z wyjatkiem leczenia ceftriaksonem) nalezy pobra¢ wymaz z ja-
my nosowo-gardlowej, w celu wykluczenia utrzymywania sie nosiciel-
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stwa Neisseria meningitidis. Szczeg6lng uwage nalezy zwracaé na cho-
rych leczonych duzymi dawkami penicyliny i chloramfenikolu, gdyz leki
te moga by¢ skuteczne tylko wobec drobnoustrojéw obecnych w plynie
moézgowo-rdzeniowym, natomiast nie likwidujg nosicielstwa w jamie no-
sowo-gardiowej.

W przypadku zakazenia meningokokowego chemioprofilaktyka jest
zalecana nastepujacym osobom, ktére w ciggu 7 dni poprzedzajacych
zachorowanie miaty kontakt z chorym:

* domownikom zamieszkujacym/Spiacym razem z chorym

* osobom bedgacym w kontakcie intymnym z chorym (gtebokie pocatunki)

* uczniom/studentom/osobom $pigcym w tej samej sali sypialnej

* studentom dzielgcym kuchnie z chorym w jednym akademiku

* skoszarowanym zolnierzom i funkcjonariuszom

* osobom majgcym kroétki kontakt z chorym, jesli mialy one bezposred-
ni kontakt z wydzielinami chorego z drég oddechowych tuz przed

i w czasie przyjmowania chorego do szpitala
* osobom przeprowadzajacym resuscytacje usta-usta, odsysanie i intu-

bacje.

Wszystkim osobom, ktére kontaktowaty sie z chorym oraz osobom, ktére
przyjety chemioprofilaktyke (nie daje ona stuprocentowej ochrony), na-
lezy udzieli¢ informacji o mozliwo$ci wystapienia zachorowania i koniecz-
nosci zglaszania sie do lekarza w sytuacji wystapienia charakterystycz-
nych dla zapalenia opon mézgowo-rdzeniowych i posocznicy objawéw
klinicznych.

Niekiedy rozpoznanie, ktore osoby powinny, a ktére nie, zostaé objete
chemioprofilaktyka jest nigjednoznaczne i dodatkowo moze byé utrud-
nione przez obawy badz panike oséb, ktére miaty stycznosé z chorym,
dlatego tez ostateczna decyzja powinna by¢ podjeta przez lekarza nadzo-
rujacego postepowanie po rozpoznaniu zakazenia meningokokowego.

Najczesciej uzywanymi lekami przeciwbakteryjnymi w chemioprofilak-
tyce zakazerh meningokokowych sg rifampicyna, ciprofloksacyna i ceftriak-
son, ale istnieja r6wniez doniesienia na temat skutecznego stosowania
w chemioprofilaktyce spiramycyny, ofloksacyny i minocykliny.

Proponuje sie nastepujace leki przeciwbakteryjne i schematy chemio-
profilaktyki w przypadku zakazenia Neisseria meningitidis dla os6b z naj-
blizszego kontaktu z chorym:
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Rifampicyna

Rifampicyna moze by¢ stosowana u 0s6b z wszystkich grup wiekowych.
Przeciwwskazaniem do jej stosowania jest z6ttaczka i nadwrazliwosé na
lek. Nalezy zwrdcié szczegdlng uwage na mozliwoéc interakeji z lekami
przeciwzakrzepowymi, przeciwwymiotnymi i antykoncepcyjnymi. Oso-
by, ktére majg przyjmowac rifampicyne nalezy réwniez poinformowaé
o dzialaniach niepozadanych obejmujacych zabarwienie moczu i szkiet
kontaktowych.

Rifampicyna

Dawkowanie: doustnie przez 2 dni, co 12 godzin

Dorosli 600 mg

Dzieci >1 miesigca 10 mg/kg (maksymalnie 600 mg)
Dzieci <1 miesigca 5 mg/kg

Ciprofloksacyna

Ciprofloksacyna moze by¢ stosowana u dorostych (powyzej 18 roku
zycia). Jej zastosowanie jest bardzo dogodne w przypadku, gdy wiele
0s6b musi byé objetych chemioprofilaktyka, poniewaz wystarczajaca
jest tylko jedna dawka leku. Poza tym jest bardziej dostepna niz ri-
fampicyna, ktorej uzywanie jest niekiedy ograniczane do leczenia
gruzlicy i zakazen wieloopornymi szczepami. Ciprofloksacyna nie jest
zalecana u oséb ponizej 18 roku zycia i u kobiet ciezarnych i karmia-
cych.

Ciprofloksacyna
1 dawka doustnie
Doro$li (>18 roku zycia) 500 mg

Ceftriakson

Ceftriakson moze byé stosowany u oséb z wszystkich grup wieko-
wych. Duzg niedogodnoscia jest jego domiesniowa droga podania.

Ceftriakson

1 dawka domiesniowo

Dorosli 250 mg
Dzieci ponizej 15 roku zycia 125 mg

48




Chemioprofilaktyka u kobiet ciezarnych i karmiqcych/Inne postepowanie

CHEMIOPROFILAKTYKA ZAKAZEN WYWOLYWANYCH
PRZEZ HAEMOPHILUS INFLUENZAE

W przypadku stwierdzenia zachorowania na zapalenie opon mézgowo-
rdzeniowych wywolanego przez Haemophilus influenzae profilaktyka po-
winna obejmowaé wszystkich domownikéw, takze dorostych, jesli chociaz
jeden z czlonkéw rodziny ma mniej niz 4 lata. W przypadku tego drobno-
ustroju ryzyko zakazenia zalezy od wieku i jest szczegélnie duze dla dzieci
w wieku od 2 miesigca do 2 roku zycia. CDC zaleca nastepujaca profilaktyke:

Rifampicyna
przez 4 dni raz dziennie
dawka — 20 mg/kg (maksymalnie 600 mg dziennie)

CHEMIOPROFILAKTYKA ZAKAZEN WYWOLYWANYCH
PRZEZ STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE

W przypadku tego drobnoustroju bardzo rzadko opisywane sg zacho-
rowania epidemiczne; zwykle dotyczg srodowisk zamknietych, tj. zolnie-
rzy, wiezniéw i mieszkaricéw doméw opieki. Ryzyko wystapienia drugie-
go zachorowania wérdd os6b z bliskiego kontaktu nie zostalo zdefinio-
wane i brak jednoznacznego stanowiska w sprawie podjecia chemioprofi-
laktyki w przypadku zapalenia opon mézgowo-rdzeniowych wywotanego
przez ten drobnoustrdj. Proponuje sie nastepujacy schemat chemiopro-
filaktyki:

Rifampicyna
przez 2 dni co 12 godzin
dawka — 10 mg/kg

CHEMIOPROFILAKTYKA U KOBIET CIEZARNYCH
| KARMIACYCH

W razie koniecznosci likwidacji nosicielstwa u kobiet ciezarnych zale-
canym lekiem jest ceftriakson (1 dawka 250 mg domie$niowo).
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Niektore rekomendacje dopuszczajg réwniez stosowanie rifampicyny
(doustnie 600 mg, co 12 godzin, przez dwa dni), ale u zwierzat laborato-
ryjnych rifampicyna wykazywata dziatanie teratogenne.

INNE POSTEPOWANIE

W niektérych krajach (np. Norwegia) nie zaleca sie przeprowadzania
chemioprofilaktyki wedtug wyzej przedstawionego schematu. W Norwe-
gii, w przypadku os6b ponizej 15 r.z., ktére mialy domowy kontakt z cho-
rym, rozpoczyna sie leczenie penicyling i codzienng obserwacje lekarska
przez okres tygodnia. Wszystkim pozostatym osobom, ktére kontakto-
waly sie z chorym udzielane sg informacje o mozliwo$ci wystapienia za-
chorowania i konieczno$ci zgtaszania sie do lekarza w sytuacji wystapie-
nia charakterystycznych dla zapalenia opon mézgowo-rdzeniowych lub
posocznicy objawéw klinicznych.

POSTEPOWANIE W PRZYPADKU WYSTAPIENIA
ZAKAZENIA/ZAKAZEN MENINGOKOKOWYCH

DEFINICJA INWAZYJNEJ CHOROBY MENINGOKOKOWEJ

Potwierdzony przypadek inwazyjnej choroby meningokoko-
wej. Kliniczne rozpoznanie zapalenia opon mézgowo-rdzeniowych, po-
socznicy/bakteriemii lub innego zakazenia inwazyjnego (np. ropne zapa-
lenie stawéw, zapalenie optucnej, zapalenie tkanki podskérnej oczodotu)
z réwnoczesng w tych przypadkach izolacjg Neisseria meningitidis z wta-
$ciwych materiatéw klinicznych lub obecnosé w preparacie mikroskopo-
wym Gram(-) dwoinek, lub dodatni test lateksowy w kierunku Neisseria
meningitidis, lub wykrycie meningokokowego DNA w materiale klinicz-
nym.

Prawdopodobny przypadek inwazyjnej choroby meningokoko-
wej. Kliniczne rozpoznanie zapalenia opon mézgowo-rdzeniowych, posocz-
nicy/bakteriemii lub innego zakazenia inwazyjnego, gdzie po konsultacji
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lekarza z mikrobiologiem i epidemiologiem, najbardziej prawdopodobnym
czynnikiem etiologicznym wydaje sie by¢ Neisseria meningitidis. Na tym
etapie brak jednak petego potwierdzenia mikrobiologicznego.

Mozliwy przypadek inwazyjnej choroby meningokokowej. Kli-
niczne rozpoznanie zapalenia opon mézgowo-rdzeniowych, posocznicy/
bakteriemii lub innego zakazenia inwazyjnego, bez mozliwosci okresle-
nia na tym etapie czynnika etiologicznego (inne czynniki etiologiczne sg
w takim samym stopniu prawdopodobne jak Neisseria meningitidis).

W przypadku wystagpienia zakazenia meningokokowego najwazniejsze
sg szybkie i skoordynowane dziatania wszystkich odpowiednich stuzb.
Przede wszystkim informacja od lekarza ze szpitala, w ktérym zdia-
gnozowano zakazenie meningokokowe (potwierdzone lub podejrzane)
powinna dotrzeé¢ bez zwloki do odpowiedniej stacji sanitarno-epide-
miologicznej, ktéra podejmie dziatania majace na celu ustalenie listy
os6b majacych bezposredni kontakt z chorym. Od takich oséb nalezy
pobraé wymazy z jamy nosowo-gardtowej (patrz rozdziat ,,Pobieranie wy-
mazow z jamy nosowo-gardtowej od chorych i nosicieli”), jak najszybciej
poda¢ odpowiednig chemioprofilaktyke i rozwazy¢ zasadno$é zastosowa-
nia immunoprofilaktyki. Na kazdym etapie postepowania bardzo istot-
na jest rzetelna informacja na temat charakterystyki zakazen meningo-
kokowych, ktéra powinna trafié¢ do oséb z bezposredniego kontaktu z cho-
rym, os6b stykajacych sie z chorym w miejscach wspélnego przebywania
(np. szkoly, zaktady pracy) oraz jesli istnieje taka potrzeba, do opinii pu-
blicznej celem wczesnego zaobserwowania objawow. Réwnolegle wraz
z dzialaniami opisanymi powyzej pracownia mikrobiologiczna zobo-
wigzana jest do ustalenia czynnika etiologicznego zakazenia, zabezpie-
czenia ptynu mézgowo-rdzeniowego lub krwi/surowicy do badan z wyko-
rzystaniem PCR oraz przestania szczepu do KOROUN. Szczepy od nosi-
cieli wyhodowane w pracowniach mikrobiologicznych stacji sanitarno-
epidemiologicznych nalezy réwniez wystaé do KOROUN. Szczepy nalezy
przesylaé¢ wraz z wypetiong ankieta, ktérej wzor znajduje sie na konicu
niniegjszego opracowania. W KOROUN otrzymane szczepy zostaja pod-
dane bardziej szczegélowym badaniom fenotypowym (typowanie serolo-
giczne, oznaczanie wrazliwosci na leki) oraz genotypowym (RAPD, PFGE,
MLST), umozliwiajgcym ustalanie pokrewienistwa izolatéw. W razie zgo-
nu pacjenta, ktérego przyczyna moglo byé zakazenie meningokokowe
nalezy zabezpieczy¢ wlasciwy materiat i przestaé do KOROUN (patrz
rozdzial: Badanie mikrobiologiczne post mortem, str. 40).

Jedynie Scista wspoélpraca lekarzy praktykow, mikrobiologéw, pracow-
nikéw stacji sanitarno-epidemiologicznej i KOROUN umozliwia, w przy-
padku wystapienia zakazen meningokokowych, wlasciwe rozpoznanie
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sytuacji epidemiologicznej, ktére jest niezbedne do podjecia odpowied-
nich dziatan zapobiegajacych rozprzestrzenianiu sie epidemii.

W przypadku wystapienia pojedynczego zachorowania, ryzyko ko-
lejnego zakazenia wéréd oséb majacych kontakt z chorym, poza osobami
mieszkajacymi razem z chorym, jest niskie. W takiej sytuacji nie zaleca
sie chemioprofilaktyki osobom stykajacym sie z chorym w przedszkolu,
szkole, miejscu pracy itp. Osoby, ktérym nalezy podaé chemioprofilakty-
ke wymienione sg w rozdziale ,,Chemioprofilaktyka zakazeri wywotywa-
nych przez Neisseria meningitidis”).

W przypadku wystapienia 2 lub wiecej zakazenn meningokoko-

wych w tym samym przedszkolu, szkole, uczelni, rodzinie itp., nalezy
uzyskac jak najwiecej informacji na temat zachorowar i danej placowki,
w ktorej one zaistniaty. Wazne jest ustalenie daty zachorowarn i ostatnie-
go pobytu chorych w placéwce, ustalenie zwiazku epidemiologicznego
pomiedzy nimi, objawy kliniczne i charakterystyka szczep6w meningo-
kokowych (serologiczna i genetyczna). Jeéli zachorowania wywolane sg
przez dwa rézne szczepy meningokokowe (réznice serologiczne, brak
pokrewienstwa), nalezy postepowaé tak jak w przypadku zakazen spora-
dycznych. Jesli natomiast w tej samej instytucji w okresie 4 tygodni wy-
stepuja dwa lub wiecej zachorowania (potwierdzone lub prawdopodob-
ne) spowodowane przez szczepy tej samej serogrupy, nalezy podja¢ odpo-
wiednie Srodki. Jesli mozna ustali¢, ze zachorowania dotycza okreslonej
grupy oséb/klasy, to chemioprofilaktyka i immunoprofilaktyka (jesli jest
dostepna) powinna obja¢ te wlasnie grupe. W przypadku, gdy nie jest to
mozliwe, zaleznie od wielkosci instytucji i réznicy wieku oséb chorych,
nalezy zastanowic¢ sie nad decyzja podania profilaktyki wszystkim oso-
bom w danej placéwce. W takich sytuacjach zamykanie instytucji,
a zwlaszcza dezynfekcja obiektu (meningokoki nie utrzymuja sie w Sro-
dowisku) nie wptywa na zmniejszenie ryzyka zachorowan.
Uwaga! W kazdym przypadku zaistniatych watpliwosci, co do wlasciwe-
go postepowania diagnostycznego, terapeutycznego i profilaktycznego
nalezy kontaktowadé sie z odpowiednimi stuzbami epidemiologicznymi i
KOROUN.
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SCHEMAT POSTEPOWANIA W PRZYPADKU
WYSTAPIENIA ZAKAZENIA MENINGOKOKOWEGO

Zakazenia meningokokowe
Oddziat Szpitalny

MaV Tel/Fax

Powiatowa/Wojewo6dzka
Stacja Sanitarno-Epidemiologiczna

Pracownia diagnostyczna

— Diagnostyka mikrobiologiczna . ,
_ Zabezpieczenie - Ustalenie kontaktow

. : : —Wymazy z jamy nosowo-gardtowej
tynu mdzgowo-rdzeniowego/krwi
Eg PCR ¢ gof — Wdrozenie profilaktyki
— Informacja
— Przestanie szczepéw od nosicieli

Wpy SzV

— Przestanie szczepu do KOROUN

Informacja
Informacja KOROUN o charakterze
zwrotna - Badania serologiczne zachowan

- Badania lekowrazliwo$ci
- Badania pokrewienstwa szczepow
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ANKIETA (1/2)

ZAKAZENIA OSRODKOWEGO UKLADU NERWOWEGO
I INNE ZAKAZENIA MENINGOKOKOWE

Wypehiong ankiete wraz ze szczepem
prosimy przestaé na adres:

Narodowy Instytut Zdrowia Publicznego
Krajowy Osrodek Referencyjny

ds. Diagnostyki Bakteryjnych Zakazen
Oérodkowego Uktadu Nerwowego

ul. Chelmska 30/34

00-725 Warszawa

Informacji udzielaja:

dr Anna Skoczynska

mgr Marcin Kadtubowski
Anna Klarowicz

tel: (22) 851-46-70

fax: (22) 841-29-49.

DANE OSRODKA PRZESYLAJACEGO SZCZEP

Osoba wypemhiajaca ankiete ........c..ccceeceeiriieiniieniiiiiieiicceeeceeee e
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Ankieta (1/2)

DANE PACJENTA

Imie i NnazwiSKO/INICHAlY ....ccvveeeiieiieciiecee e
Data urodzenia/Wiek .........coccoevirviiiiiiiiiniiiieeieccee e
Pte¢ (prosze zakreslié) K M

Miegjsce zamieszkania (Mi€jSCOWOSE) ...ccvveererierieeriieeiieerreecveeeveeeeee e

Uczeszcza do (zakreslié):

ztobka tak nie

przedszkola tak nie
Rodzenstwo (1iczha) ......cooveeieiiiiiieiiieiieieeeeee et e
Wiek w latach (zakresli¢) 0-2 3-5 6-10 >10
Zakazenia o§rodkowego ukladu nerwowego w rodzinie.............ccueenenns
Numer historii ChorobY .........cccviiiiiiiiiiiiece e

Data wystgpienia objawéw

Data przyjecia do szpitala
Diagnoza (prosze zakreslic)

Zapalenie opon mézgowo-rdzeniowych

Bakteriemia/Posocznica

INne (GAKIE?) ..ooviieieiiiiieeieeeeeee e et
Objawy

Oponowe tak nie

Wysypka (gdzie?)

INne (GAKIE?) ..eivieeieeieeie e et

Efekt leczenia (prosze zakreslié)

Wyleczenie
Powiktania
Zgon
Uposledzenie odporno$ci PACIENTA .......c.eeevieecieeeriieeniieeiie e eereesveesveeas
Szczepienia przeciw patogenom o$rodkowego uktadu nerwowego (kiedy?)
Neisseria MENINGUELALS ........cccveeeveeeeeeecrieeeieeereesieesreesaee e eeaseesaneas
Haemophilus influenzae typu b ........ccceeevveecieeniieeieeeieeeveeeee e

SEreptoCcOCCUS PREUMONIQEL ........oeeeveeerieecireesiieeeireesveesveeeseeesseeeseaans
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ANKIETA (2/2)

BADANIE PLYNU MOZGOWO-RDZENIOWEGO (PMR)

Data pobrania PMR .........ccoooiiiiiiiiicecccee e enes
Wyglad ptynu (prosze zakredlié)

Przejrzysty

Ropny (metny)

Krwawy

Barwienie metoda Grama

Glukoza (ING/AL) .....vvieeiiieiiieciieee ettt et e eaee e aas
Biatko (I@/AL) ...oooeeneiiiiieiiee e
KomoOrKi (0O ....ccoeeuiiiiiiiiiieeciees ettt
% WielojadrzastyCh ......cccccooviiiiiiiniiiii e
%0 LIMEOCTEOW ....vvveeeeiiieieeieee ettt ree e e re e e sebe e e s e aaaeeeenens
% jednojadrzastych .........cccovieiiiiiniii e
Test lateksowy tak nie

Producent testU ......ccouvvviviiiiii e

Data 1Z0lacji SZCZEPU ....vvveeeieiieieeiiiee et eertee et e e e eae e e e saree e s eaaee e e sannes

GALUNEK SZCZEPU ..vveeevieeeiieeiieeeiieecieeeiee et e et e e taeeeebeeevaeesaseesareeereeesaneans
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BADANIE KRWI LUB INNEGO MATERIALU

Rodzaj materiatu

Krew tak nie

INNY GAKI?) oeeeriieieeeeeeee e e e earee s
Data pobrania materialil .........c.cccceeeeiiiiiieiiieeieceee e

Barwienie metodg Grama

Test lateksowy tak nie

Producent teStU ........ooevuviiiieiiiecceec e
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