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1. Uvod

Infekce centrdlniho nervového systému (CNS) jsou vyznané svou velkou
diverzitou. Mohou mit formu akutni ¢i chronickou, klinicky prabéh od lehkého az po velmi
tézky s nepfiznivou prognézou a lisi se rovnéz incidenci od Castych po relativné vzacna
onemocnéni. Navzdory pokrokim v diagnostice a 1écb¢ infekci CNS zlistava fada z nich
zavaznym zdravotnickym problémem.

Infekéni meningitida (IM) je zéanétlivé postizeni vnéjSich obali mozkovych,
mening, zpusobené celou fadou infek¢nich agens a charakteristické pfitomnosti zvySeného
poctu leukocytlh v mozkomiSnim moku (MM). V etiologii IM se uplatiuji pfevazné viry
a bakterie, vzdcnéji rovnéZz paraziti a mykotické organismy. Meningiticky syndrom muizZe

byt rovnéZ vyvoldn neinfek¢nimi piic¢inami (systémové choroby, tumory, Iéky atd.).



V ptipad€ prolomeni ochrannych bariér CNS infekénim agens dochazi k rozvoji zanétlivé
reakce, kdy charakter vyvolavajictho mikroorganismu ur€uje jeji povahu: v piipadé vétSiny
bakteridlnich agens vznikd hnisavy zdnét a bakteridlni (purulentni) meningitida (BM),
zatimco viry a nckteré bakterie (napi. spirochety, mykoplasmata, Mycobacterium
tuberculosis) indukuji zanét asepticky, aseptickou meningitidu (AM).

U vétSiny pacienti s IM bakteridlni i virové etiologie je v popiedi klinického
obrazu vysoka horecka a pfiznaky nitrolebni hypertenze: bolest hlavy, kvantitativni
i kvalitativni porucha védomdi, fotofobie, zvraceni a siln¢ vyjadfené meningedlni pfiznaky.
Tyto symptomy se obvykle rozvijeji béhem né¢kolika dni, ale pii rychle progredujicim
prubéhu miZe byt tato doba krat$i. Klinicky obraz IM vyznamné ovliviiuje nékolik
faktort; veék pacienta, vyvoldvajici infek¢ni agens, pfitomnost imunodeficience popiipadé
dalSich onemocnéni. Protoze je Casto obtizné klinicky odliSit meningitidu bakteridlni
avirové etiologie, hraje v diagnostice téchto infekénich zanéth CNS duleZitou roli
laboratorni vySetfeni MM. Likvorovy nélez leukocytarni pleocytzy s pievahou neutrofilii
je spolu se zvysenou koncentraci proteinu a snizenou hladinou glukézy charakteristickym
nilezem pii BM, nicmén& ne ve viech piipadech je rozliSeni BM a AM spolehlivé'.
Pro zlepSeni etiologické diagnostiky se proto pouZzivaji jesté dals$i parametry analyzované
v krvi (napf. C-reaktivni protein [CRP], prokalcitonin), nebo v MM (napf. laktat,
cytokiny). Pfesto je i naddle patrnd potieba dalsiho citlivého a snadno proveditelného testu,
ktery by spolehlivé identifikoval viechny pacienty s BM v ¢asné fdzi onemocnéni*™.

BM patii celosvétové mezi deset nejCastéji smrticich infekénich onemocnéni’.
Incidence BM v Ceské republice se v poslednim desetileti pohybuje na piiblizné stejné
Grovni piedstavujici 2-3 piipady na 100 000 obyvatel ro¢né’. Smrtnost onemocnéni je
vysokd a dosahuje 25 % u dospélych a 5-10 % u d&ti®’. Onemocnéni mé rovn&Z fadu
dlouhodobych nésledki, které postihuji az 30-50 % pieziviich pacientd'’. Znaénym
problémem, jehoZ vyznam v poslednich letech narlistd i u nds, je rozvoj rezistence pivodcl
BM na pouzivand antibiotika. V nékterych zemich EU rezistence nejcastéjSich ptivodcii
BM na zdkladni antibiotika dosahuje az 70 %''. Za poslednich 15 let se v CR vyskyt BM
nijak dramaticky neméni, podobné jako ve vyspélém svété i u nds patii mezi nejcastéji
diagnostikovand agens zpusobujici BM Streptococcus pneumoniae a Neisseria
meningitidis. RovnéZ je patrny postupny pokles incidence invazivnich hemofilovych one-
mocnéni (véetnd BM) po zavedeni celoplo§né vakcinace u d&ti v r. 2001”.

Incidence AM je v Ceské republice vyznamné vys3i neZ v pifpadé BM, nicméné

jeji prubeh je nejCastéji mirny, i bez 1é¢by dochdzi vétSinou k tizdraveé. Presto maji tyto



infekce CNS velky zdravotnicky vyznam vzhledem Kk jejich potencidlné fatdlnim
nasledkiim a dlouhodobym neurologickym i psychiatrickym komplikacim. Nejcast&jSim
prokazovanym etiologickym agens vyvoldvajicim AM je u nds virus kliStové
meningoencefalitidy (KM). K dalsim castym agens patii Borrelia burgdorferi, ostatni
prokazovana agens (napt. herpetické viry, leptospiry, M. tuberculosis) jsou jiZ vzacngjsi.
U vice neZ poloviny pacientil s aseptickym zdnétem CNS se nepodaii vyvoldvajici agens
prokdzat. V téchto piipadech se d4 predpokladat, Ze jejich vyznamnd cast je zpusobena
enteroviry. Jejich vySetieni se v CR rutinné neprovadi, nicméné napiiklad v USA jsou
enteroviry zodpovédné za vétsinu piipadi AM'%.

Infekéni zanéty CNS zistdvaji onemocnénimi s vysokou morbiditou a mortalitou.
Z tohoto diivodu je nutné zdokonalit soucasné diagnostické a terapeutické postupy c¢i
piipadné zavést nové metody diagnostiky a 1éCby. Tento vyvoj je podminén dokonalejSim
poznanim patofyziologickych mechanizmil, které provazeji tyto zavazné infekce. Uroveit
znalosti patogeneze a patofyziologie IM se béhem poslednich n¢kolika desetileti vyznamné
zvysila. Lépe jsou znamy napiiklad mechanizmy, jakymi patogeny kolonizuji hostitele a
pronikaji do subarachnoidedlniho prostoru (SAP). Rovnéz byla objevena fada novych
faktort virulence, které hraji roli v prolomeni obrannych mechanizmu hostitele a zvySuji
mikrobidlni schopnost invaze do organismu. IM vznikd po ptfimém priniku etiologického
agens do CNS, kde lze agens Casto izolovat z likvoru nebo z mozkové tkané. Piitomnost
patogenu vyvold v CNS bezprostiedni lokdlni imunitni odpoveéd’, kterd ma fadu zvlastnosti
ve srovndni s imunitni reakci jinde v organismu. Vyznamnou roli zde hraje predevSim
mikroglie a rezidentni makrofagy (M®). Pozdé&ji dochazi k migraci dalSich imunitnich
bunék z krve pies hematoencefalickou bariéru a intratekdlné pak probiha specifickd a
nespecifickd imunitni reakce'*'*. V patogenezi infekénich zandti CNS hraje kli¢ovou roli
anatomické uspotfddani tohoto kompartmentu. Mozek a micha jsou obaleny tfemi
meningami, které tvoii vnéjSi dura mater, arachnoidea a pia mater. Prostor mezi
arachnoideou a pia mater je vyplnén MM, ktery je vytvaren zejména choriodedlnim
plexem mozkovych komor. V duasledku infekénich procesi v CNS dochézi
ke kvalitativnim i kvantitativnim zméndm MM, které poskytuji nejen dulezité klinické
informace tykajici se charakteru zédnctu a ptipadné i jeho specifické etiologie, ale i udaje

umoznujici studovat patofyziologii daného onemocnéni.



2. Cile prace

Cilem této disertatni prace bylo objasnit tlohu nékterych dileZitych aspektl
pfirozené i adaptivni imunity pii IM. Celkem byly provedeny ctyfi klinické studie u
pacientt s IM, které byly doplnény experimentalni in vitro studii.

Predpoklddali jsme, Ze v prubéhu IM dochdzi k vyraznému nahromadéni
aktivovanych leukocytl v intratekdlnim prostoru asociovanému se zvySenymi hladinami
prozanétlivych cytokinli a chemokinti v likvoru, coZ muZe byt pii¢inou zanétlivého
poranéni mozku a t€zsitho pribéhu onemocnéni. Nase hypotéza byla, ze dominujici
prozanétlivd reakce bude do urcité miry kontrolovdana plsobenim protizanétlivych
medidtord a aktivaci endogenni endokrinni odpovédi. Rovnéz jsme se domnivali, Ze bude
existovat zna¢ny rozdil mezi charakterem a intenzitou imunitni reakce v mozku a
systémové imunitni odpoveédi. K nasim predpokladiim patfilo i to, Ze béhem akutni BM
i AM bude dochédzet ke zméndm v adaptivni imunitni odpovédi v zdvislosti na jejich
etiologii. Dalsi hypotézou bylo, Ze zvySené hladiny zdnétlivych cytokinit v SAP budou
asociovany s nahromadénim intratekalniho kortizolu a jeho koncentrace budou rovnéz
zéaviset na vyvolavateli IM.

V in vitro modelu na darcovské krvi stimulované klinickymi izolaty N. meningitidis
jsme studovali, zda je intenzita hostitelské imunitni reakce ovlivnéna rozdily
v imunostimula¢nim potencidlu mezi riiznymi bakteridlnimi kmeny.

Z téchto hypotéz vyplynuly nésledujici cile:

Cil 1. Provést fenotypizaci M¢ stanovenim povrchové exprese HLA-DR, stanovit
koncentrace zanétlivych cytokinl, chemokinii a kortizolu v séru a likvoru béhem
akutni IM, analyzovat zdvislost hladin kortizolu na koncentraci zénétlivych
a protizanétlivych cytokinli v séru i likvoru a zhodnotit vztah vySetfovanych
medidtortt ke klinickému pribéhu BM. V in vitro modelu vysetfit vyznam
mikrobidlnich a hostitelskych faktori v patogenezi BM pomoci vysetieni
imunostimulaéni schopnosti 3 rtiznych kment N. meningitidis izolovanych
od pacientll s meningokokovou meningitidou.

Cil 2. Posoudit mozZnost vyuZiti stanoveni kortizolu v diferencidlni diagnostice BM a AM.

Cil 3. Posoudit alterace adaptivni imunity pii IM, stanovit charakter intratekalni imunitni
odpovédi pfi IM na zdklad¢ stanoveni pocti lymfocytarnich subpopulaci v likvoru
a analyzy Thl/Th2 cytokini a zjistit vztah téchto parametri k etiologii
a klinickému priab¢hu IM.



3. Metody

3.1. Pf¥irozena imunitni odpovéd’ u pacienti s bakterialni meningitidou

Do prospektivni studie bylo v letech 2002-2006 zatazeno 56 pacientli pfijatych
na Infek¢ni kliniku FN Na Bulovce s podezienim na diagn6zu BM. Etiologicka diagnéza
byla provedena na zdklad¢ pozitivniho kultivacniho ndlezu v MM a/nebo krvi nebo pomoci
PCR. V séru a MM byly kromé béZnych laboratornich vysetieni stanoveny koncentrace
kortizolu a zanétlivych cytokint IL-1f, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 a TNF-a. V likvoru byla
rovnéZ vySetiena povrchovad exprese HLA-DR na M® pomoci pritokové cytometrie. Tize
pribéchu BM byla stanovena na zdkladé¢ skérovacich systémti APACHE II (Acute
Physiology And Chronic Health Evaluation), SOFA (Sequential Organ Failure
Assessment) a GCS (Glasgow Coma Scale).

3.2. Experimentdlni studie imunostimulacniho potencidlu kmenid Neisseria

meningitidis ziskanych od pacienti s invazivnim meningokokovym onemocnénim

Pouzité kmeny N. meningitidis byly izolované od pacientli s riznym klinickym
prabéhem invazivni menigokokového onemocnéni (IMO) Charakteristiky kment M.
meningitidis a klinické parametry piisluSnych pacienti jsou shrnuty v tab. 1. Pred
experimenty byly bakterie inaktivovéany pfi 70 °C po dobu 40 minut a pfipravena suspenze
v médiu RPMI 1640 v koncentraci 10° CFU (colony-forming units)/ml. Vzorky plné krve
od zdravych déarcti aktivované kmeny N. meningitidis byly inkubovéany 6 hodin pti 37 °C.
Nésledné¢ byly ve vzorcich stanoveny koncentrace zanétlivych  cytokinl

a lipooligosacharidu (LOS).

Tab. 1. Demografické a Kklinické udaje pacienti s invazivnim meningokokovym

onemocnénim a charakteristiky prislusnych izolati Neisseria meningitidis

Izolované kmeny NM Demografické a klinické parametry pacient s IMO Sérum Mozkomi$ni mok
Vék Sex APACHE SOFA GCS nastup Klinicka diagnéza Vysledek CRP Leuko Leuko Protein  Glukéza
roky body  body mg/l  buikymm3  buiky/mm3 gll mmol/l

137/05 séroskupina C inaitd
(CINT:P1.2,5;ST-11,ET-37HC) 22 2 14 3 8 89 mens'zg's“e At vy 271 20700 7253 268 186
VR1:5, VR2: 2, VR3: 36-2

285/05 séroskupina B (B:1:NST;

ST-41/44/Lineage 3 complex) 19 M 10 4 11 8 mens'zg's’fa * pizmivy 165 16700 3840 28 16
VR1:7.l, VR2: 14, VR3: 35

113/04 séroskupina B fulminantni

B:22:P1.14; ST-18 HC 7 25 12 14 9(10)  meningokokova Gt 102 2700 5 0,23 31
(

VR1:22, VR2: 14, VR3: 36 Sepse

NM, Neisseria meningitidis; HC, hypervirulentni komplex; IMO, invazivni meningokokové onemocnéni; Z, zena; M, muz; APACHE, Acute Physiologic
Health Evaluation; SOFA, Sepsis Organ Failure Assessement; Leu, leukocyty; GCS, Glasgow Coma Scale score




3.3. Adaptivni imunitni odpovéd’ u pacienti s bakterialni meningitidou

Do klinické studie bylo zafazeno 23 pacientli s potvrzenou diagnézou BM.
U pacienti jsme sledovali kinetiku lymfocytdrnich subpopulaci v periferni krvi.
Imunologicka vysetieni byla provddéna v pribéhu prvnich 14 dn hospitalizace.
U sledovanych parametri jsme posuzovali jejich vztah ke klinické tiZi onemocnéni

arovnéz k jeho bakteridlni etiologii.

3.4. Adaptivni imunitni odpovéd’ u pacienti s aseptickou meningitidou

Imunopatofyziologie AM byla studovdna ve 2 klinickych studiich. Do prvni
prospektivni studie bylo zatfazeno 51 pacientl pfijatych na Infekéni kliniku FN Na Bulovce
s diagn6zou AM. Do skupiny pacientti s KM bylo zafazeno 42 pacientli, skupina pacientii
s lymeskou borreliézou zahrnovala 9 pacienti. V likvoru byla provedena
imunofenotypizace lymfocytarnich subpopulaci.

Do druhé prospektivni studie bylo zatazeno 37 pacientd s AM. Krom¢ zakladnich
diagnostickych metod bylo vyuZito metod PCR k pritkazu RNA enterovirti, viru KM a
herpetickych viria"”. V likvoru byly zm&feny koncentrace kortizolu a cytokind IL-2, IL- 4,

IL-5, IL-10, IFN-y a TNF-c.

4. Vysledky

4.1. Pfirozena imunitni odpovéd’ u pacientu s bakteridlni meningitidou

Ze sledované skupiny 47 pacienti s BM jich celkem 36 (77 %) ptezilo BM
bez nasledkil, u 4 nemocnych (8 %) BM zanechala trvalé nasledky a 7 pacientt (15 %) BM
podlehlo. Celkem 40 pacientd (85 %) bylo hospitalizovano na jednotce intenzivni péce
(JIP), primérnd délka hospitalizace na JIP byla 9 dni. Etiologie BM byla objasnéna u 45
(85 %) pacienti a je uvedena na obr. 1.

Vysledky rutinntho cytologického a biochemického vySetfeni v séru a likvoru
u pacientll s BM jsou uvedeny v tab.2. V rdmci studie bylo zji§téno, Ze v likvoru pacientli
s BM jsou vyznamné pritomny Mo, které byly definovdany jako CD45+ bunky
s charakteristickou granularitou. Dal$im zjisténim bylo, Zze M¢ v likvoru ve zvySené mite
exprimuji na svém povrchu molekuly HLA-DR. Tato exprese negativné korelovala s tiZ{

pribéhu BM vyjadiené skérem SOFA (r=-0,928, P < 0,02).



Obr. 1. Etiologicka agens prokazana u pacientii s bakterialni meningitidou (n=35)

sB SH HI

SP, Streptococcus pneumoniae; NM, Neisseria meningitidis; EC, Escherichia coli; SA,
Staphylococcus aureus; LM, Listeria monocytogenes, SB, Streptococcus bovis; SH, Streptococcus

haemolyticus; HI, Haemophilus influenzae.

Tab. 2. Zakladni laboratorni parametry v séru a likvoru u pacienti s bakterialni

meningitidou

Parametr

Krev
Pocet leukocyttl (buriky/mm?®) 15 800 (11 825 - 20 525)
CRP (mg/l) 226 (101 - 308)

Mozkomisni mok
Poget leukocyttl (buriky/mm?®) 3072 (700 - 7 443)
Pocet neutrofilt (buriky/mm?®) 3 030 (654 - 7 443)
Protein (g/1) 3,0(2,3-6,3)
Glukéza (mmol/l) 1,4 (0,5-2,98)
Glykorhachie/glykémie 0,23 (0,06 - 0,38)
Laktat (mmol/1) 8,1(5,6-12,1)

Data jsou prezentovana jako median (doln{ kvartil - horn{ kvartil)

Srovnéni koncentraci kortizolu a cytokintl v likvoru u pacientli s AM a BM je

uvedeno v tab. 3.



Tab. 3. Koncentrace kortizolu a zanétlivych cytokini v likvoru u pacienti s

bakteridlni meningitidou a aseptickou meningitidou

Parametr BM (n = 47) AM (n = 37) Kontroly (n = 13) P*

TNF-a (pg/ml) 245 (20 - 4978) <20 <20 0.001
IL-1B (pg/ml) 254 (20 - 1239) n.a. <20 n.a.

IL-6 (pg/ml) 187245 (75275 - 312289) 157 (38 - 410) <20 0.001
IL-8 (pg/ml) 16830 (4776 - 133236) 130 (54 - 321) <20 0.001
IL-10 (pg/ml) 260 (20 - 1153) 71 (61 - 116) <20 0.001
Kortizol (nmol/l) 133 (59 - 278) 17 (13 - 28) 10 (8- 12) 0.001

Data jsou prezentovdna jako median (doln{ kvartil - horni kvartil)
*Bakteridlni meningitida (BM) vs. aseptickd meningitida (AM), Mann-Whitney U test

n.a., nebylo analyzovdno

Pii BM byly sérové hladiny kortizolu vyznamné zvySeny oproti jeho koncentracim
v MM a navzdjem spolu pozitivné korelovaly (r = 0,587, p < 0,001). Naopak cytokiny
IL-1B, IL-6, IL-10 a TNF-a vykazaly vyznamné vyssi koncentrace v MM oproti sérovym
hodnotam. Z prokdzanych korelaci je zajimavy zejména vztah kortizolu v MM ke skore
APACHE II (r = 0,763, p < 0,001; obr. 2), SOFA (r = 0,65, p < 0,001; obr. 3) a GCS
(r =-0,547, p = 0,001). V ptipad¢ koncentraci cytokini v séru a MM nebyla prokdzana

korelace s tiZi prubéhu.

Obr. 2. Vztah koncentrace kortizolu v likvoru (L) a tiZze pribéhu bakterialni

meningitidy vyjadi‘ené skorem APACHE II
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Obr. 3. Vztah koncentrace kortizolu v likvoru (L) a tiZze pribéhu bakterialni

meningitidy vyjadi‘ené skérem SOFA
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Zajimavym zjisténim byl ndlez odlisSné koncentrace kortizolu v likvoru v zavislosti
na etiologii meningitidy: koncentrace kortizolu byla nejvyssi u BM ve srovndni s AM

1 se zdravymi kontrolami (obr. 4).

Obr. 4. Rozdily v hladiné kortizolu v likvoru mezi bakterialni meningitidou,

aseptickou meningitidou a kontrolni skupinou
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Toto zjisténi bylo posouzeno z hlediska vyuziti kortizolu v diferencidlni diagnostice
BM a urceni hladiny kortizolu v likvoru bylo posouzeno z hlediska senzitivity a specificity
pro diagnézu BM. Senzitivita pro hrani¢ni hodnotu koncentrace 46,1 nmol/l byla uréena

jako 82 % a specificita jako 100 %.
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Uvedené vysledky byly zpracovany jako rukopis, ktery je v souCasné dobé
v recenznim fizeni v Casopise Critical Care. Déle byly prezentovdny na tuzemskych 1
zahrani¢nich konferencich. Data skupiny pacienti s AM byla publikovdna v casopise

Prague Medical Report"” .

4.2. Experimentalni studie imunostimulac¢niho potencialu kmeni Neisseria

meningitidis ziskanych od pacienti s invazivnim meningokokovym onemocnénim

Vysledky produkce cytokinti a hladiny LOS po stimulaci riznymi kmeny
N. meningitidis jsou zobrazeny v tab. 4. Mezi testovanymi kmeny byly signifikantni

rozdily v indukci IL-1f, IL-6, IL-10 a TNF-o.

4.3. Adaptivni imunitni odpovéd’ u pacienti s bakterialni meningitidou

Signifikantni pokles poctu cirkulujicich CD4, CD8 a celkovych T-lymfocyti
i NK bun¢k pozorovany u pacientli s BM pietrvaval 3 dny u CD4 T lymfocytl a 7 dni
v piipadé¢ NK bunék; pocty v ostatnich subpopulacich se rychle normalizovaly. Sledované
zmény nekorelovaly s klinickou tiZi pritbé¢hu septického onemocnéni, nicméné kinetika
restituce cirkulujicich lymfocytarnich subpopulaci byla vyznamné ovlivnéna bakteridlni

etiologii sepse.

Tab. 4. Srovnani in vitro stimulované produkce cytokini pomoci Neisseria
meningitidis a cytokinovych Kkoncentraci v séru od pacienti s invazivnim

meningokokovym onemocnénim vyvolanym stejnym bakterialnim kmenem

Kmen NM IL-1B (pg/ml) IL-6 (pg/ml) IL-8 (pg/ml) IL-10 (pg/ml) TNF-a (pg/ml) LOS (EU/mI)
IMO in vitro IMO in vitro IMO in vitro IMO invitro IMO invitro IMO in vitro
285/05 0 8638+ 3870 59579+ 0 20822+ 3105 1438+ 0 11875+ 05 80.6 +
12802 205612 14898 2145 4217 '# 17.52
137/05 0 1518+ 3400 12105+ 154 28458+ 113 33+ 0 2671% 0.5 26.3+°
1472° 10970 ° 13576 1332° 7.4

113/04 5458 6046+ 810046 41233+ 189105 26834+ 26086 597 + 0 7769 + 125 65.1
931 14929 11618 1428 2499 17.5

NM, Neisseria meningitidis; IMO, invazivni meningokokové onemocnéni; LOS, lipooligosacharid, EU, endotoxin unit
'285/05 vs. 137/05, 2285/05 vs. 113/04, *137/05 vs. 113/04, vée p < 0,01
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Grampozitivni BM (n=10), kterd byla pievdZzné vyvoldana S. pneumoniae a
Staphylococcus aureus, zpisobila protrahovanou supresi CD4, CD8 acelkovych T
lymfocytl. Snizeni absolutnich po¢ti NK bunék u nemocnych s grampozitivni etiologii
infekce pretrvavalo vice nez 14 dni. Naopak u nemocnych s gramnegativni meningitidou
(N. meningitidis, n=8; enterobakterie, n=2) byla sledovadna rychla normalizace cirkulujicich
lymfocytdrnich subpopulaci v priibéhu prvnich 3 dnt hospitalizace. V pribéhu udstupu
gramnegativni meningitidy byl patrny signifikantné rychlejsi néartist poctu aktivovanych
T a CD4 T lymfocyta i rychlé zvySeni B lymfocyti v krvi ve srovnani s BM vyvolanou
grampozitivnimi koky. Tyto vysledky naznacuji, Ze grampozitivni BM zpisobuje
vyznamnéjSi supresi lymfocytarnich subpopulaci v krvi ve srovndni s BM vyvolanou

gramnegativnimi patogeny.

Tyto vysledky byly soucdsti price, kterd byla v bieznu 2003 publikovana

v Casopise Clinical Microbiology and Infecti0n16.

4.4. Adaptivni imunitni odpovéd’ u pacientii s aseptickou meningitidou

Klinicka studie u pacientii s aseptickou meningitidou I

Ve skupin€ pacientll s neuroborreliézou byly nalezeny vyssi absolutni pocty
u vSech sledovanych lymfocytarnich subpopulaci oproti skupiné pacientti s KM (obr. 5),
konkrétn¢ u T lymfocyti (64,0 £ 12 vs 33 = 5 bunck/ul, p < 0,01), CD4 T lymfocytii
(47 £ 8 vs 26 £ 4 bunék/ul, p < 0,02), CD8 T lymfocytd (19 = 5 vs 8 = 1 bunék/pl,
p < 0,01), B lymfocytd (10 £ 4 vs 1 £ 0 bun¢k/ul, p < 0,01), a aktivovanych T lymfocytii
(6 £ 2 vs 3 £ 0 buné¢k/ul, p < 0,01). ZvySeny pocet B lymfocyti v MM u pacientl
s neuroborreliézou byl asociovdn s pritomnosti protildtek tiidy IgG specifickych proti
B. burgdorferi (obr. 6).

U pacientit s neuroborreli6zou korelovala koncentrace bilkoviny v MM
s absolutnim poctem lymfocytd (r = 0,87, p < 0,01), T lymfocyti (r = 0,78, p < 0,01),
CD4 T lymfocytt (r = 0,81, p < 0,01) a aktivovanych T lymfocytd (r = 0,78, p < 0,01)
v MM. Podobné byla rovnéz u pacientii s KM nalezena pozitivni korelace bilkoviny v MM
s absolutnim poctem lymfocytt (r = 0,62, p < 0,01), T lymfocyta (r = 0,61, p < 0,01)
a CD4 T lymfocytt (r = 0,64, p < 0,01) a aktivovanych T lymfocytt (r = 0,78, p < 0,01)
v MM. Na rozdil od pacientii s neuroborreliézou korelovala koncentrace bilkoviny v MM

rovnéZ s po¢tem CD8 T lymfocytt (r = 0,47, p < 0,01) a NK bunék (r = 0,61, p < 0,01).
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Uvedené vysledky byly publikovany v &asopise Acta Neurologica Scandinavica"'.

Klinicka studie pacienti s aseptickou meningitidou II

PCR diagnostika aseptické meningitidy. VySetteni PCR bylo pozitivni u 8 z 37
vzorkii MM (16 %): 2x VZV, 2x enterovirus, 1x HSV-1, 1x Cytomegalovirus (CMV),
1x dudlni infekce HSV-1/Epstein-Barrova virus (EBV), 1x dudlni infekce HSV-1/HHV-7.
RNA viru KM se nepodatfilo prokdzat v zidném vzorku MM.

Obr. 5. Srovnani poc¢ti lymfocytarnich subpopulaci u pacienti s kliStovou

meningoencefalitidou a neuroborreliézou
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(* p < 0,05, * p < 0,01).

Koncentrace Thl a Th2 cytokinii. IFN-y byl pozitivni v likvoru u 32 pacientd
(87 %) s primérnou koncentraci 206 = 57 pg/ml. Naznacené byly rozdily v koncentraci
IFN-y u pacienti s AM nezndmé etiologie oproti pacientim s KM (117,5 = 15,9 vs.
226,4 £ 59,5 pg/ml; p = 0,06). IL-10 byl detekovdn u 9 pacientd (24 %) a jeho primérna
koncentrace v MM byla 83 £ 11 pg/ml. IL-2 a IL-5 byly pozitivni pouze v jednom piipad¢.
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Obr. 6. Srovnani poc¢ti B lymfocyti u pacienti s kliStovou meningoencefalitidou a

neuroborreliézou a vliv zvySené produkce protilatek proti B. burgdorferi
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Trojihelnik oznacuje pocty B lymfocytli u pacientd s pozitivitou

IgG protiléatek proti B. burgdorferi v mozkomi$nim moku.

IL-4 a TNF-o nebyly detekovatelné v Zadném vzorku. Déle byla prokazana
negativni korelace IFN-y s dobou trvani AM (r = -0,53; p < 0,01).

Kortizol v mozkomisnim moku. Kortizol byl detekovan ve vSech vzorcich MM
ziskaného od pacienti s AM. Primérnd koncentrace byla 18,6 = 1,5 nmol/l. Jak je
dokumentovano na obr. 7, intratekdlni hladina kortizolu u pacientti s KM byla 27,3 + 2,7
nmol/l, coZ je koncentrace vys§i nez u pacientt s AM nezndmé etiologie
(14,9 £ 2,7 nmol/l; p < 0,01), pacientl s neuroborreliézou (14,7 = 1,1 nmol/l; p < 0.01) i
kontrolni skupiny (10,4 + 1,2 nmol/l; p < 0,01). Koncentrace kortizolu v likvoru pozitivné

korelovala s intratekdlni hladinou IFN-y (r = 0,40; p = 0,03) a IL-10 (r = 0,65, p = 0,05).

Tato data byla vr. 2006 publikovdna jako c¢lanek v Casopise Prague Medical

Report™ a byla rovnéz prezentovana v predniskdch na odbornych konferencich.
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Obr. 7. Porovnani koncentraci kortizolu v likvoru u KkliSt'ové meningo-encefalitidy
(MEK), neuroborreliozy (NB), aseptické meningitidy nezjiSténé etiologie (AM n.e.)

a kontrolni skupiny
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5. Diskuze

Vysledky studii ptedlozené v této disertaCni praci pfinesly né€kolik prioritnich
zjisténi. Prokazali jsme, Ze imunitni odpovéd je pfi akutni IM kompartmentalizovani
do CNS a hlavni zmény probihaji v intratekdlnim prostoru. Rovnéz v periferni krvi byly
dokumentovany alterace n¢kterych parametra pfirozené a adaptivni imunity v pribéhu IM.
Pti akutni BM byla v likvoru zaznamendna dominance neutrofilii, i kdyZ prokdzano bylo
také vyrazné zastoupeni aktivovanych Mo charakterizovanych vysokou expresi HLA-DR,
jejichz procento souviselo s tizi pribéhu onemocnéni. Naopak pii AM byly dominantni
populaci pfitomnou v CNS lymfocyty, jejichZ jednotlivé subpopulace se vyznamné liSily
v z4vislosti na etiologii onemocnéni.

Pfestoze o vyznamu kortizolu v imunopatofyziologii BM i AM nebylo dosud
publikovano mnoho tidaji, nase studie prokazaly jeho zvySené koncentrace v likvoru u BM

i AM. Navic v piipadé BM byl dokumentovén vztah intratekdlniho kortizolu k tiZi prub¢hu
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onemocnéni, silngj$i nez v pfipadé¢ jeho sérovych koncentraci. Tento ndlez by mohl
naznaCovat  vyznam  kompartmentalizace  kortizolu v intratekdlnim  prostoru
v patofyziologii BM. U pacienti s AM byla dokumentovédna zavislost hladin kortizolu
v likvoru na etiologii, kdyZ nejvyssi koncentrace byly pozorovany pii KM. NaSe studie
rovnéZz prokazaly moznost klinického vyuZziti tohoto snadno vySetfitelného biomarkeru
vramci rozliSeni aseptické a purulentni neuroinfekce stanovenim jeho likvorové
koncentrace v akutnim stddiu onemocnéni. Koncentrace kortizolu v likvoru u pacient
s BM byly vyrazné vys§i neZ u pacientii s AM nebo roztrousenou sklerézou'®". Otizkou
je, zda vysoka koncentrace kortizolu v MM hraje roli pii exacerbaci zanétlivého poranéni
mozku pifi BM, anebo je naopak zvySeny intratekdlni kortizol reakci na prehnanou
zénétlivou odpovéd” v SAP. Proti druhému vysvétleni svédci fakt, Zze u pacienti s BM
nebyla prokdzana zadna korelace kortizolu se zanétlivymi cytokiny.

Kortizol je mald molekula rozpustnd v tucich, kterd za normélniho stavu snadno
piechdzi pres hematoencefalickou bariéru™. Tento hormon je produkovén v nadledvinkich
v disledku stimulace HHA osy. K akumulaci kortizolu v MM dokumentované v naSich
studiich pti BM a AM dochazi pravdépodobné pasivnim mechanizmem, coz podporuje
nalez korelace sérovych a likvorovych koncentraci. Rovnovaha mezi obéma kompartmenty
je za normdlnich okolnosti kontrolovdna pfevazné aktivnim efluxem kortizolu z CNS,
nicméné tento mechanizmus miiZe byt pii zdn&tu naruien®'. Dal$i mechanizmus, ktery by
se mohl uplatiiovat pfi zvySeni kortizolu v CNS, je de novo produkce kortizolu pomoci
enzymu 11B-hydroxysteroid dehydrogendzy typu 12 v ptipadé¢ BM doprovazené sepsi je
rovnovdha sérového a likvorového kortizolu ovlivnéna zvySenim biologicky aktivni volné
frakce kortizolu v krvi v diisledku poklesu koncentrace albuminu a kortizol-vazajiciho
globulinu, jejichz hladina klesd p¥i sepsi aZ o 50 %>. Vztah mezi intratekdlnimi
koncentracemi IFN-y a kortizolu u pacientti s AM by mohl odrazet stimulaci HHA osy,
nicméné dosud nebylo popsdno, 7e by IFN-y piimo HHA osu aktivoval*’. HHA osa je
stimulovdna IL-1P, ktery vSak muZe byt produkovdn bunkami mikroglie po aktivaci
IFN-y%.

Zajimavé zjisténi vysSSich koncentraci kortizolu v likvoru u pacienti s KM
ve srovnani s neuroborreliézou a AM nejasné etiologie by mohlo podpofit hypotézu,
Ze kortizol miZe exacerbovat neurondlni poskozeni. Diivéjsi prace u pacientii s KM totiz
prokdzala, Ze rozvoj paretickych komplikaci pfi tomto onemocnéni je negativné ovlivnén
1é¢bou kortikosteroidy®®. V experimentélni studii u kraliki dexamethazon indukoval

z o . 27 [ .. PN
apoptézu neuronll v hipokampu”’'. Na druhou stranu ve stejné studii dexamethazon snizil
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celkové poskozeni neurond. Protizdnétlivy tucinek kortizolu miiZe zmirnit zanétlivou
odpovéd’ zplsobujici poSkozeni nervové tkané behem neuroinfekci pomoci suprese
aktivace mikroglie®®. Kortizol miize rovn&Z snizit produkci ROS neutrofily, které tvoif
nejv&tsi populaci zan&tlivych bunék pii BM”.

Vysledky naSich studii potvrdily zvySenou produkci vétSiny sledovanych
zanétlivych cytokind v intratekdlnim prostoru u pacienti s BM a AM a dokumentuji
vyraznou kompartmentalizaci imunitni odpovédi do CNS pii neuroinfekci’’. Podle
ocekdavani nejvyssi koncentrace v likvoru i séru u BM vykézaly IL-6 a IL-8. Analyza obou
medidtord je spolu sdetekci laktitu v likvoru doporucovdna jako spolehliva
pro diskriminaci BM od AM?. Vyznam laktaitu v MM pii BM je podpofen zjiSt€nim jeho
vztahu s intratekdlnimi koncentracemi kortizolu, IL-6 a IL-8. Neprokazana korelace laktatu
a poctu leukocyti v MM u pacienti s BM nasvédcuje spiSe pro jeho produkci neurony
v disledku hypoxie nervové tkané. Jestlize na zdkladé studie Wellmera et al.
pfedpokldddme, Ze vétSina laktitu je pti BM produkovéna hostitelskymi buiitkami, ndmi
pozorovand asociace intratekdlniho laktitu a kortizolu svéd¢i pro vliv kortizolu na
metabolizmus mozkové tkané. Ponékud piekvapiveé nebyla oproti ptivodni hypotéze v nasi
studii nalezena korelace zvySenych cytokinii a tize pribéhu BM. Vysoké intratekdlni
koncentrace IL-6 byly v literatufe dokumentovdny u neléCenych pacienti s téZkym
pribéhem tuberkul6zni meningitidy’'. Low et al. zjistili, Ze jediné cytokiny v MM
asociované s klinickymi komplikacemi BM jsou TNF-a a IL-1f, podobné korelace s tizi

30,32 ,
~*. Jednim

onemocnéni byla prokazdna v piipadé IL-1B u meningokokové meningitidy
z davodi, proC nelze vétSinou prokazat vztah produkce jednotlivych cytokini v likvoru
béhem BM a tize pribchu ¢i prognézy onemocnéni, je velké mnoZstvi variabilnich
hostitelskych a mikrobidlnich faktord, které ovliviiuji cytokinovou reakci. Bylo prokdzano,
Ze patogeneze IMO je ovlivnéna cytokinovou produkci zdvislou na virulenci N.
meningitidis, ale rovn&Z na genetické predispozici pacienta®. Prins et al. dokumentovali
niz$i produkci IL-6 po stimulaci kmenem N. meningitidis od pacienta s lehéim IMO nez
kmenem od pacienta se septickym Sokem™®. V na$i experimentdlni studii byly naopak
nejvyssi hladiny IL-1p, TNF-a a IL-6 pozorovéany po inkubaci s kmenem N. meningitidis
izolovanym od pacienta s leh¢im IMO, zatimco klinicky izolat od pacienta se septickym
Sokem vyvolal slabsi odpovéd’. Tento rozdil miiZe byt zplisoben odlisSnou metodikou Prinse
et el., ktefi pouzili pro experimenty krev pouze od 1 darce, zatimco my od 4 zdravych

darcti. Diky tomu jsme vyrazné¢ eliminovali efekt genetickych faktor testovanych osob
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a podafilo se ndm prokdzat, Ze na intenzité¢ cytokinové reakce po infekci N. meningitidis
se vyznamné podileji hostitelské faktory.

Co se ty¢e vyznamu cytokinii u AM, byla v nasi studii prokdzdna vyznamna role
IFN-y v CNS. Likvidace intraceluldrni infekce se krom¢ pfirozené imunity dcastni i buiiky
specifické imunity, konkrétné cytotoxické T bunky pomoci cytolytickych
a necytolytickych mechanizmi. Mezi necytolytické mechanizmy patii pravé produkce
IFN-y CD4 buiikkami s Th1 fenotypem, které jsou predominantni subpopulaci v MM béhem
zandtlivého procesu v CNS™. Aktivace Thl bungk miZe byt inhibovana protizdndtlivymi
mediétory, napt. IL-10 a kortizolem™. Pro tento mechanizmus sv&d&i i ndmi pozorovany
vztah mezi likvorovou koncentraci IFN-y a kortizolu. Piedpokladd se, Ze eliminace vir
i intracelularnich bakterii v CNS je provddéna zejména pomoci necytolytickych
mechanizmi, podobn& jako napiiklad pfi kontrole virové replikace u virové hepatitidy”’.
V nasi studii byl IFN-y detekovan v MM u vétSiny pacienti s AM. Tento siln€ prozanétlivy
cytokin je produkovéan hlavné Thl CD4 bunkami. Tato subpopulace v MM pievazuje nejen
bchem aseptickych neuroinfekci, jak jsme rovné€z dokumentovali v na$i studii, ale i pii

dal§ich zanétlivych procesech v CNS'

Zvysené koncentrace IFN-y pozorované
intratekdlné v na$i studii mohou rovnéZz odrdzet migraci a aktivaci IFN-y produkujicich
CD8 T bunck béhem AM. Bylo prokdzédno, Ze tyto builky zajistuji protekci u mysi
s experimentédlni infekci CNS Toxoplasma gondii®®. V nasi studii lymfocytdrnich
subpopulaci u AM jsme zjistili, Ze poty CD8 T bunék a NK buné¢k jsou vyznamné vyssi
u neuroborreliézy ve srovnani s KM. To je v souladu s dfive publikovanym zjiSténim,
Ze produkce IFN-y je vyssi pii akutni neuroborreliéze nez pti KM, nicméné v nasi studii
jsme tento rozdil neprokézali”. Vsechna tato pozorovani jsou pravdépodobné diisledek
vys§i kompartmentalizace imunitni odpovédi do CNS pii neuroborreliéze. Celkoveé se da
fici, ze naSe data od pacienti s AM naznaCuji vyznamné rozdily v zastoupeni
lymfocytarnich subpopulact, hladin cytokinii a kortizolu v zdvislosti na virové ¢i borreliové
etiologii. Tyto odliSnosti v intratekdlni imunitni odpovédi by mohly souviset
s imunopatologickymi projevy pii AM. Pro tento fakt by mohla svéd¢it i ndmi nalezena
nepfitomnost viru KM prokazovaného PCR v likvoru asociovand s relativné vysokymi
zanétlivymi parametry. Dlouhodobé disledky zmén imunitni a endokrinni odpovédi

dokumentovanych v naSich studiich je tieba ddle studovat.
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Souhrn

Infekéni zanéty CNS zistdvaji onemocnénimi s vysokou morbiditou a mortalitou.
Z tohoto diivodu je nutné zdokonalit soucasné diagnostické a terapeutické postupy c¢i
piipadné zavést nové metody diagnostiky a 1éCby. Tento vyvoj je podminén dokonalejSim
poznanim patofyziologickych mechanizm, které provazeji tyto zdvazné infekce.

V disertacni préici byly pfedlozeny vysledky 4 klinickych a 1 experimentélni studie.
Cilem provedenych studii bylo prohloubeni znalosti o imunopatofyziologii infek¢éni
meningitidy (IM) pomoci sledoviani zmén parametric bunééné imunity, koncentraci
cytokinli i endogenni endokrinni odpovédi pii infek¢nich zanétech CNS. Dal$im zdmérem
této prace bylo posoudit moznost vyuZiti n€kterého z vySetfovanych parametrti jako
biomarkeru v diferencidlni diagnostice IM.

Vysledky provedenych klinickych studii potvrdily, Ze imunitni odpovéd je pfi
akutné probihajici bakteridlni (BM) i aseptické (AM) meningitidé kompartmentalizovana
do CNS. Hlavni zmény probihaji v intratekdlnim prostoru, nicméné 1 v periferni krvi byly
dokumentovany vyznamné alterace nékterych parametrli pfirozené a adaptivni imunity.

Co se tyCe vyznamnych zjisténi v piipad¢ imunitni odpovédi pti IM, pfinesly nase
studie tyto vysledky:

e U pacienti s BM jsme kromé potvrzeni ocekdvané prevahy neutrofili v likvoru
prokdzali pfitomnost aktivovanych makrofdgl, jejichz droven aktivace souvisi
s pfiznivou prognézou onemocnéni.

e Kompartmentalizace zanétlivé odpovédi v likvoru pii BM charakterizovana
vysokymi koncentracemi zanétlivych cytokinli a chemokint, zejména IL-6, IL-8,
TNF-a a IL-1B, ptekvapive nekoreluje s tizi pribéhu onemocnéni.

e Pomoci srovnani koncentraci cytokini v krvi od pacienti s meningokokovou
meningitidou a vysledk studie v experimentdlnim in vitro modelu se ndim podafilo
prokdzat, Ze na intenzité cytokinové produkce pfi infekci jednim z nejcastéjSich
bakteridlnich piivodci BM, N. meningitidis, se kromé virulence patogenu
vyznamné podili 1 hostitelské faktory.

e Na rozdil od produkce cytokini, endogenni endokrinni odpovéd’ dokumentovana
zvySenou hladinou sérového a zejména intratekdlniho kortizolu souvisi s tiZi

prabéhu BM stanovené pomoci skére APACHE II, SOFA a GCS.
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e Koncentrace intratekdlniho kortizolu jsou pifi AM vyrazné nizs$i nez u pacientii
s BM a podaftilo se prokazat jeho vysokou senzitivitu i specificitu v odliSeni obou
typti infekénich zanétih CNS.

e Uroven koncentrace kortizolu v likvoru souvisi i s etiologii AM, kdyZ nejvyssi
koncentrace byly zaznamendny u pacientii s kliStovou meningitidou.

e Uvedena prioritni zjiSténi tykajici se kortizolu by v budoucnu mohla vést k vyuZziti
tohoto biomarkeru v diagnostice neuroinfekci a také k bliZSimu objasnéni
patofyziologického vyznamu kortizolu v CNS, coz je dtlezité i s ohledem
na pretrvavajici diskuze o uc¢innosti adjuvantni terapie glukokortikoidy pti IM.

e Vyznamné rozdily v zastoupeni lymfocytarnich subpopulaci a zvySené produkci
IFN-7v v intratekdlnim kompartmentu zaviseji na virové ¢i borreliové etiologii AM.

e Oproti AM nejsou pii akutnim pribéhu BM lymfocyty vyraznéji zastoupeny
v intratekdlnim prostoru, nicméné vyrazné alterace lymfocytarnich subpopulaci
byly prokdzany v periferni krvi. K jejich upravé dochdzi pomaleji u meningitid

grampositivni etiologie pfi srovnani s gramnegativnimi meningitidami.
Summary

CNS infections continue to be associated with a high morbidity and mortality.
Thus, it is neccessary to improve current diagnostic and therapeutical approaches. Better
understanding to the pathophysiology of CNS infections is crucial for this process.

In this thesis, the results of 4 clinical studies and 1 experimental study were
presented. The overall aim of the studies was to expand knowledge about the
immunopathophysiology of infectious meningitis (IM). For this purpose, we analysed
several parameters of cellular immunity, cytokine production and activation of endogenous
endocrine response during IM. Also, a potential use of new biomarkers in differential
diagnostics of IM was evaluated.

The results documented that the immune response during acute bacterial meningitis
(BM) as well as aseptic meningitis (AM) is compartmentalized to the CNS. The most
important changes take place in the subarachnoideal space; however, several alterations of
the innate and adaptive immunity were found in peripheral blood as well.

Novel findings observed in our studies are as follows:

e The presense of activated macrophages (HLA-DR+) is associated with a favorable

outcome of in patients with BM.
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In patients with BM, a high inflammatory response in the CNS which is associated
with elevated cytokine and chemokine concentrations (especially IL-6, IL-8, TNF-a
and IL-1pB) does not correlate with disease severity.

The comparison of the clinical data from patients with invasive meningococcal
infection and the results from our experimental in vitro model with clinical isolates
of N. meningitidis suggests that the inflammatory response is predominantly
influenced by host factors and bacterial virulence plays an additional role.

Unlike cytokines, elevated serum and intrathecal cortisol levels correlate with BM
severity assessed by clinical scores, i.e., APACHE II, SOFA and GCS.

Cortisol levels in AM are increased compared to healthy controls, but significantly
lower compared to BM. Furthermore, we documented high sensitivity
and specificity of intrathecal levels of cortisol in dicrimination of BM and AM.

In patients with AM, we found the relationship between cortisol levels in the
cerebrospinal fluid and the etiology of AM when the highest concentrations were
observed in patients with tick-borne meningoencephalitis.

Altogether, the findings related to cortisol levels could not only help in IM
diagnosis, but also suggest the role of cortisol in the pathophysiology of IM.

The changes in lymphocyte subsets and IFN-y production in the intrathecal
compartment depend on viral or spirochetal etiology of AM.

Unlike in AM, lymphocytes present a minor population in the CNS during acute
BM; however, we observed severe changes of lymphocyte subsets in peripheral
blood. Moreover, restitution of these alterations is prolonged in gram-positive

meningitis compared to meningitis of gram-negative etiology.
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