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POPIS KRATICA

CMV - citomegalovirus (prema engl. Cytomegalovirus)

CSL — cerebrospinalni likvor

CT — racunalna tomografija (prema engl. computed tomography)

DNA — deoksiribonukleinska kiselina (prema engl. Deoxyribonucleic acid)

FISH — fluorescentna in situ hibridizacija (prema engl. fluorescence in situ hybridization)

HSV — herpes simpleks virus (prema engl. Herpes simplex virus)

IgM — imunoglobulini M

mNGS — metagenomsko 'next-generation' sekvenciranje (prema engl. metagenomic next
generation sequencing)

MR — magnetska rezonanca

PCR — lancana reakcija polimeraze (prema engl. polymerase chain reaction)

qPCR — kvantitativna lanc¢ana reakcija polimeraze (prema engl. quantitative polymerase chain
reaction)

RT — PCR — lancana reakcija polimeraze s reverznom transkriptazom (prema engl. reverse

transcription PCR)
SZS — sredignji zivEani sustav

VZV- varicella-zoster virus (prema engl. Varicella-zoster virus )
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Ljudski organizam sastoji se od mnogo sustava organa s odredenom funkcijom. Njihova
medusobna suradnja ostvaraje pravilan rad ljudskog tijela. Povezanost i suradnju sustava
organa u odrzavanju homeostaze organizma postize se ziv€anim i endokrinim sustavom.
Ziv&ani sustav je centar svih dogadanja u tijelu, a dijelimo ga na sredi$nji i periferni Zivéani
sustav. SrediSnji ziv€ani sustav predstavlja dio koji je odgovoran za aktivnost svih dijelova
tijela u viSestanicnim organizmima te ima specificne imunoloske karakteristike koje nam
uvelike sluze u patogenezi i detekciji infekcija. SrediSnji Ziv€ani sustav ¢ine mozak i ledna
mozdina, a zaSti¢en je krvno-mozdanom barijerom. Krvno-mozdana barijera je splet krvnih
zilica koja dijeli mozdane stanice od tvari koje cirkuliraju krvotokom. S jedne strane barijera
pruza mozgu zastitu od patogena, a s druge strane moze oteZzati lijeCenje bolesti mozga jer
antibiotici teSko prolaze kroz navedenu barijeru.

Infekcije sredi$njeg Zivéanog sustava (SZS) potencijalno su Zivotno ugrozavajuéa stanja stoga
je bitno Sto prije dijagnosticki i terapijski djelovati (1). Nakon primitka pacijenta pomocu
krvnih nalaza, nalaza iz cerebrospinalnog likvora te CT-a ili MRI-a mozemo pretpostaviti radi
li se o infekciji. Kasnije metode dijagnostike ukljucuju standardne mikrobioloske metode, a u
novije vrijeme sve vise se koriste molekularne dijagnosticke metode koje su ubrzale proces
otkrivanja uzro¢nika i1 omogucile ranije zapocinjanje antimikrobne terapije. Najcesca
molekularna metoda u dijagnostici infekcija SZS-a jest landana reakcija polimeraze
(polymerase chain reaction; PCR) o kojoj ¢e se raspravljati u daljnjem tekstu. Osim PCR-a,
od metoda molekularne dijagnostike u otkrivanju uzro¢nika infekcija mozemo se sluZziti i
sekvenciranjem. Ono nam pomaze otkriti viSe uzro¢nika u jednom uzorku u polimikrobnim
infekcijama koje na primjer uzrokuju moZdani apsces. Infekcije srediSnjeg Ziv€anog sustava
dobile su ime po mjestu koje zahvacaju. Postoje meningitis, encefalitis, moZdani apsces te
mijelitis, a svaki od tih klinickih entiteta mogu uzrokovati razli¢iti uzro¢nici poput virusa,
bakterija, gljiva i parazita. Naravno, neki uzrocnici se javljaju puno ¢es¢e od drugih pa je tako
virusni meningitis ¢eS¢a infekcija od bakterijskog meningitisa. Dijagnosticiranje svakog od
sindroma mozZe se uciniti i standardnim mikrobioloskim metodama, no zbog potrebne brzine
za rezultatima sve CeS¢e se koristi molekularna dijagnostika, tj. PCR. PCR nam tako
omogucava to¢nu identifikaciju uzrocnika u nekoliko sati, $to bi sa standardnim

mikrobiolo§kim metodama, tj. kultivacijom potrajalo i do nekoliko dana.
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Ciljevi ovog zavrSnog rada jesu prikazati metode koje se u mikrobioloSkom laboratoriju
koriste u molekularnoj dijagnostici infekcija srediSnjeg zivéanog sustava, medusobno ih
usporediti te istaknuti prednosti i nedostatke u odnosu na standardne mikrobioloske metode.
Takoder, bit ¢e prikazane molekularne metode u sklopu sindromskog pristupa dijagnostici te
¢e rad istaknuti 1 naglasiti ulogu prvostupnika medicinsko laboratorijske dijagnostike u
navedenoj problematici. Osim usporedbi molekularnih i klasi¢nih metoda dijagnostike, jedan

od ciljeva je i dati presjek infekcija srediSnjeg ziv€anog sustava.
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Pisanje ovog zavrSnog rada pod nazivom ,,Molekularna dijagnostika infekcija sredisnjeg
zivéanog sustava“ temeljilo se na pregledu i sazimanju literature pronadene prilikom
pretrazivanja znanstvenih baza i portala kao $to su PubMed, Cochrane Database of Systematic
Reviews (CDSR), Hrc¢ak, CROSBI, kao i prikladne literature u udzbenicima i priru¢nicima
novijeg datuma izdanja. KoriSteni su i pouzdani internetski izvori medicinskih informacija

kao Sto su Medscape i Mayo Clinic.

Literatura je koriStena iz razli¢itih grana medicine (anatomija, infektologija, neurologija) i
laboratorijske dijagnostike (mikrobiologija, molekularna dijagnostika). Klju¢ne rijeci tijekom
pretrazivanja literature na hrvatskom jeziku bile su: sredisnji zZivéani sustav, infekcija,
meningitis, encefalitis, mikrobiologija, dijagnostika, molekularna dijagnostika. Klju¢ne rijeci
prilikom pretraga baza bile su na engleskom jeziku: central nervous system, infection,

meningitis, encephalitis, microbiology, diagnostics, molecular diagnostics.

Pretraga literature dijelom je vodena PRISMA smjernicama (napose u vidu izbora radova,
izvora informacija i strategije pretrage), uzevsi u obzir pristup pisanju ovog zavr$nog rada u

vidu narativnog preglednog rada.
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4. ZIVCANI SUSTAV

Zivéani sustav glavni je sustav za kontroliranje, reguliranje i komuniciranje u tijelu. Centar je
svih mentalnih aktivnosti uklju¢ujuéi misljenje, ucenje i pamcenje. Zaduzen je za odrzavanje
homeostaze te mu u tome pomaze endokrini sustav. Zivéani sustav graden je uglavnom od
mozga, ledne mozdine, zivaca te ganglija. Oni zajedno snose zada¢u kompleksnih aktivnosti
ziv€anog sustava. S obzirom na razliCite strukturne i funkcionalne karakteristike glavni
ziv€ani sustav mozemo podijeliti u dva dijela. Mozak, smjeSten u lubanjskoj Supljini, i ledna
mozdina, smjestena u kraljezni¢kom kanalu, ¢ine sredi$nji zivEani sustav (SZS). SZS je
zaduzen za kontrolu misli, pokreta, emocija. Takoder kontrolira disanje, otkucaje srca,
otpustanje hormona, tjelesnu temperaturu i jo§ mnogo toga (2). Drugi dio ziv€anog sustava
¢ini periferni ili autonomni ziv€ani sustav koji se sastoji od zivaca koji izlaze iz mozga i
kraljeznicke mozdine, a uloga mu je kontroliranje nenamjernih tjelesnih funkcija i regulacija

rada Zlijezda.
4.1. Infekcije srediSnjeg Zivéanog sustava

Infekcije SZS su na svu srecu rijetke, ali ako se dogode izuzetno su ozbiljne i potencijalno
smrtonosne ne dijagnosticiraju na vrijeme. Inicijalna klini¢ka prezentacija mnogih SZS
infekcija je nespecifi¢na i ¢ini definitivnu etiologiju dijagnoze izazovnom (3). Da bismo
razumijeli patogenezu i klini¢ke posljedice SZS infekcija, osnovno znanje iz neuroanatomije i
neurofiziologije je vazno (4). Cerebralni korteks i kraljeznicka mozdina okruZeni su slojevima
tri tkiva koje nazivamo moZdane ovojnice, mozgovnice (lat. meninges, jednina meninx).
MozZdane ovojnice mozemo podijeliti u dva sloja nazvana pia mater i arahnoid te trec¢i sloj
zvan dura mater. Cerebrospinalna teku¢ina u kojoj plivaju korteks mozga 1 kraljeznicka
mozdina nalazi se u subarahnoidnom prostoru izmedu sloja pia mater i arahnoid. Iz tog

razloga glavni uzorak za otkrivanje infekcija SZS je cerebrospinalni likvor.

S obzirom na mjesto na kojem se jave, infekcije SZS dobile su razli¢ite nazive. Infekciju
mozga, kraljeZnicke moZdine i moZzdane ovojnice nazivamo meningitis, encefalitis, apsces

mozga te mijelitis.

SrediSnji Ziv€ani sustav zaStiCen je od potencijalno opasnih mikroorganizama krvno-
mozdanom barijerom koja ima ¢vrste spojeve koji vezu endotelne stanice Zzila u ovoj regiji,
Sto krvne zile ¢ini puno manje propusnima nego u ostatku tijela. PojaCana nepropusnost

krvno-mozdane barijere s jedne strane §titi SZS, a s druge strane otezava lije¢enje jer ukoliko
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dode do infekcije, imunoglobulini, komplement i1 antibiotici ne mogu pro¢i barijeru i ne mogu

djelovati na mjestu infekcije.

Krvno-mozdana barijera postaje viSe propusna u trenutku kad se u organizmu aktivira
sustavni imuni odgovor nekim patogenom (bakterijama, virusima, parazitima...) S§to
omogucava ulazak razlicitih tvari u SZS, pa tako i patogena, $to posljedicno moze izazvati

infekciju.
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Infekcije srediSnjeg ziv€anog sustava jedne su od najtezih infekcija kada se govori o
morbiditetu i smrtnosti kod pacijenata zbog Cega je potrebna i cesto neophodna hitna i
precizna dijagnoza uzro¢nika. Najces¢i simptomi s kojima se pacijent prezentira u hitnoj su
glavobolja, vruéica, poremecaj svijesti te poremecaj u ponasanju. Pri sumnji na infekciju SZS
rade se krvna slika, pacijent se Salje na racunalnu tomografiju (CT) ili magnetsku rezonancu
(MR) te se radi lumbalna punkcija. Vecina testova za detekciju infekcije izvodi se na uzorku
cerebrospinalnog likvora dobivenog lumbalnom punkcijom. S obzirom da je on u direktnom
kontaktu sa ziv€anim tikvom gdje se infekcija odvija, u njemu mozZemo pronaci trazene
uzrocnike. NekadaSnje standardne mikrobioloSke metode koje su se koristile za detekciju
uzro¢nika infekcije danas su zamijenile molekularne metode zbog svojih prednosti koje ¢emo

razjasniti kasnije u tekstu.

5.1. Standardne mikrobioloske tehnike

Prije razvitka molekularnih tehnika u dijagnostici za otkriée patogena koristile su se
standardne mikrobioloske metode poput mikroskopiranja, kultivacije, otkrivanje antigena i
protutijela. Iako korisne, Cesto su bile nedovoljno brze §to je otezavalo dijagnostiku koja
(kako smo ve¢ spomenuli) treba biti hitna i precizna. Na primjeru najceSc¢eg uzro¢nika
meningitisa, enterovirusa, moze se vidjeti kako su standardne mikrobioloske metode u

nedostatku naspram molekularnih metoda.

Mikroskopiranje mikroorganizama opcenito nije dovoljno osjetljivo i specificno da bi se
konkretno identificirao uzro¢nik kao §to to radimo molekularnim metodama, ali nam sluzi za
utvrdivanje postoje li mikroorganizmi uopée u uzorku likvora te ako postoje kakva im je
morfologija. Takoder, bojenjem po Gramu moZemo razlikovati jesu li bakterije gram

pozitivne ili gram negativne — i tako se ograniciti na jednu vrstu uzro¢nika u daljnjoj pretrazi.

Kultivacija je uzgoj mikroorganizama na razliitim agarima ovisno o potrebama trazenog
uzro¢nika. I virusi se mogu kultivirati na stani¢noj kulturi, no primjerice, kultivacija
enterovirusa ima osjetljivost izmedu 65 1 75%, $to nam nije bas pouzdano za dijagnozu te je

za neke serotipove poznato da jako slabo rastu ili uopc¢e ne rastu.
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Nadalje, serolosko testiranje u mikrobiologiji predstavljaju samo posredni ili retrospektivni
dokaz o infekciji srediSnjeg ziv€anog sustava. Enterovirusima nedostaje zajednicki antigen $to

znaci da je nemoguca opcenita detekcija antitijela ili antigena

Sli¢éni problemi se pronalaze i kod detekcije herpes simpleks virusa (HSV) jer mu je kultura
na stanicama slabo osjetljiva, a antitijela koja se javljaju u organizmu kao odgovor na HSV

javljaju se tek 10 ili 12 dana nakon infekcije, Sto znaci da nije idealno za ranu dijagnozu.

5.2. Molekularna mikrobioloska dijagnostika

Molekularne metode neizostavni su dio suvremene klinicke dijagnostike infektivnih bolesti
zbog visoke osjetljivosti, specifi¢nosti i brzine testiranja. Omogucavaju nam otkrivanje
patogena koje nismo u mogucnosti otkriti standardnim mikrobioloSkim metodama poput
kultivacije te onih patogena kod kojih je kultivacija zahtjevna, tj. ne daje rezultat u klinicki
znac¢ajnom vremenu. Molekularna dijagnostika je skup testova koji se koriste u analizi
bioloskih markera u genomu i proteomu primjenom molekularne biologije na medicinska
ispitivanja (5). qPCR (lancana reakcija polimeraze u stvarnom vremenu), hibridizacijske
metode 1 sekvenciranje nukleinskih kiselina metode su koje se najceS¢e koriste u
mikrobiologiji. Testovi mogu biti dizajnirani kao kvalitativni ili kvantitativni te se koriste za
detekciju uzro¢nika, davanje odgovarajuée terapije te pracenje uspjeSnosti same terapije.
Tehnike molekularne dijagnostike uklju¢uju: molekularno kloniranje, gel elektroforezu,
makromolekularni bloting i sondiranje, PCR, fluorescentna in situ hibridizacija (FISH),
analiza DNA mikromreze 1 spektralna kariotipizacija. Usporeduju¢i ith sa standardnim
mikrobiolo§kim metodama, molekularne metode pokazuju bolje rezultate detekcije s veCom
osjetljivoséu, specificnoséu i sve to u manjem vremenskom razdoblju. Za detekciju infekcija
sredi$njeg ziv€anog sustava dominantno se koriste tehnike lancane reakcije polimerazom u

stvarnom vremenu.
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Razvoj PCR molekularnih tehnika zapoceo je revoluciju u polju mikrobioloske dijagnostike,
osobito kod infekcija SZS. Svojom visokom osjetljivoséu i specifiéno$éu postao je zlatni
standard dijagnostike virusnih, bakterijskih i gljivi¢nih infekcija SZS. PCR je tehnika koju
koristimo za pravljenje vise kopija nekog segmenta DNA ¢ime stvaramo veliki broj kopija od
pocetno jako malog uzorka. Amplifikacija DNA segmenta nam tako omogucuje detekciju
patogena kao $to su virusi ili bakterije, te provodenje znanstvenih istrazivanja koja se koriste
DNA manipulacijom. PCR ima tri glavna koraka: denaturaciju, hibridizaciju i polimerizaciju
te se odvija u tri ciklusa. Denaturacija se odvija na 95 °C gdje se ciljna DNA odmotava.
Hibridizacija se odvija izmedu 55-65 °C te se u tom ciklusu pocetnice vezu za ciljne dijelove
DNA. Tre¢i korak je polimerizacija na 72 °C gdje se DNA polimeraza veze i stvara
komplementarni lanac ciljne DNA koji se u idu¢a dva ciklusa opet moze odmotati i
amplificirati kako bi se kasnije lakSe detektirao veci broj kopija ciljne DNA. S obzirom da se
prilikom provodenja PCR reakcije potrebno manipulirati 1 otvarati tube sa sadrzajem za
analizu, rizik od kontaminacije kod klasi¢nog PCR-a je jako velik za razliku od analiziranja

real-time PCR-om.

PCR ima svoje varijacije kao Sto su lancana reakcija polimeraze s reverznom transkriptazom

(RT-PCR), real-time PCR (kvantitativni PCR, qPCR) i Multiplex PCR.

Lancana reakcija polimeraze s reverznom transkriptazom sluzi za amplifikaciju RNA Sto
uvelike pomaze u detekciji RNA-virusnih infekcija te u nekim slucajevima sluzi za pracenje
odgovora na terapiju. Dokazano je da otkrivanje enterovirusa RT-PCR-om na vrijeme
omogucava olakSani 1 kra¢i boravak u bolnici, smanjuje nepotrebnu upotrebu antibiotika te

reducira izvodenje nepotrebnih dodatnih laboratorijskih testova.

Real-time PCR je, za razliku od konvencionalnog PCR-a, zatvoreni sustav te je zlatni standard
za testiranje pacijenata s virusnim infekcijama. Uzorak s mogu¢im virusnim patogenom se
uzme te se iz njega ekstrahira RNA koju pomocu reverzne transkriptaze prevedemo u DNA.
Zatim, DNA analiziramo u qPCR sustavu. Za razliku od konvencionalnog PCR-a gdje
prisutnost ili odsutnost mikroorganizma vidimo tek na kraju tre¢eg ciklusa, u qPCR
vizualiziramo rezultate pomocu fluorescentne boje nakon svakog ciklusa te ga tako pratimo u
stvarnom vremenu. U svakom slucaju, uvodenje real-time PCR-a imalo je znatan utjecaj na

rano otkrivanje nekih infekcija sredi$njeg Ziv€anog sustava.



6. LANCANA REAKCIJA POLIMERAZE

Multiplex PCR koristi dva ili vise para pocetnica koje su specifi¢ne za razliCite ciljne DNA;
dakle, postoji vise od jedne ciljne DNA koja se umnaza u isto vrijeme (6). Ipak, vazno je
razumjeti da Multiplex PCR panel nije prilagoden za sve pacijente, osobito za one
imunokompromitirane, te nije primarno osmisljen kako bi testirao na patogene u bolni¢kim

uvjetima, stoga se ne bi trebao koristiti u specificnim okolnostima (7).



7. SEKVENCIRANJE

7. SEKVENCIRANJE

Metagenomsko sekvenciranje sljede¢e generacije (Next Generation Sequencing) u biti
predstavlja testiranje na sve nukleinske kiseline u uzorku koji moze sadrzavati viSe populacija
razli¢itih mikroorganizama. U tom smislu bi rezultati dijagnosticke obrade trebali pomoci
pridruziti nukleinske kiseline njihovim referentnim genomima kako bismo otkrili koji su
mikroorganizmi prisutni i u kojim omjerima. S obzirom da postoji veliki broj uzro¢nika u
infekcijama poput meningitisa, etiologija infekcije Cesto ostaje nepoznata pa se u tu svrhu
razvilo mNGS (8). Opcenito, sekvenciranje se moze podijeliti u dvije skupine: short-read i
long-read sekvenciranje. Metagenomsko sekvenciranje najces¢e koristi short-read
sekvenciranje §to jo§ zovemo 'shotgun' sekvenciranje. Ovom metodom mozemo identificirati
nove patogene, a cak je dokazana i prednost nad kultivacijom u pacijenata s apscesom mozga
i bakterijskim meningitisom; primjerice, uzro¢nik se moze uspjesno identificirati ¢ak i kada je
standardna kultura bila negativna te kad je otkriveno viSe vjerojatnih bakterija kada je kultura
otkrila samo jedan organizam (18). Svakako pri koriStenju ove metode treba biti oprezan jer

kontaminacija moze dati lazne rezultate koji na kraju mogu utjecati na terapiju i ishod bolesti.
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8. MENINGITIS

Meningitis je upala ve¢ spomenutih mozdanih ovojnica koje Stite mozak i lednu mozdinu.
Upala najces¢e zahvaca meke ovojnice, pia mater i1 arahnoidu, a rjede duru mater. Virusi i
bakterije ¢ine vecinu uzrocnika meningitisa, no i gljive i paraziti mogu izazvati infekciju.
Moze se pojaviti kod bilo koga, ali najcesce obole djeca 1 mladi. Simptomi ukljucuju: vruéicu,
glavobolju i ukoCen vrat. S obzirom na posljedice koje meningitis moze izazvati, kao §to je
sepsa, potrebno je S§to prije potraziti lije¢nicku pomo¢ ukoliko se uoce simptomi. Prenosi se

kapljicnim putem poput kihanja, kaSljanja i sli¢no, a lijeci se ovisno o uzro¢niku.

Bakterijski meningitis puno je rjedi od virusnog, ali je i puno ozbiljniji.

8.1. Bakterijski meningitis

Probijanje krvno mozdane barijere i dospije¢e bakterija u subarahnoidni prostor uzrokuje
akutnu upalu mozdanih ovojnica, tj. bakterijski meningitis. U medicini se oznacuje kao hitno
stanje jer vrlo brzo moze izazvati smrtni ishod, a karakterizira ga veliki broj leukocita u

cerebrospinalnom likvoru.

Neisseria meningitidis, Listeria monocytogenes 1 Streptococcus pneumoniae su tri vrste
bakterija koje su najceS¢e odgovorne za upalu mozdanih ovojnica. Osim njih postoje jos

Haemophilus influenzae te drugi aecrobni gram-negativni bacili.

Streptococcus pneumoniae najces¢e uzrokuje meningitis kod novorodencadi, mlade djece i

odraslih. MoZe se prevenirati cjepivom koje je danas uslo i u obavezan kalendar cijepljenja.

Neisseria meningitidis op¢enito uzrokuje infekcije gornjeg respiratornog sustava, ali ako udu
u krvotok mogu biti uzro¢nici meningitisa. Infekcija je vrlo zarazna 1 zahvaca tinejdZere 1

mlade.

Listeria monocytogenes mozemo pronaci u nepasteriziranim sirevima, hot-dogovima i mesu.
Bakterija moZe izazvati infekciju u trudnicama, novorodencadi, starijim ljudima 1 u
imunokompromitiranih. Listeria moze pro¢i kroz placentu pa infekcije u kasnoj trudnoci

mogu biti fatalne.

Haemophilus influenzae vode¢i je uzrok bakterijskog meningitisa u djece no uvodenjem
obaveznog cijepljenja protiv Haemophilus influenzae tipa B, incidencija (pojavnost)
bakterijskog meningitisa uzrokovana tim uzrocnikom drasti¢no se smanjila.

11
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8.1.1. Dijagnostika bakterijskog meningitisa

Na akutni bakterijski meningitis treba posumnjati u djece mlade od dvije godine s letargijom,
progresivnom iritabilno$¢u, prodornim placem, napetom fontanelom, meningealnim
znakovima ili hipotermijom (9). U bolesnika starijih od dvije godine zivota na meningitis
treba posumnjati u slu¢aju pojave meningealnih znakova ili neobjasnjivog poremecaja
svijesti, osobito u onih s vru¢icom ili rizicnim faktorima (9). Navedeni simptomi upucuju
lije¢nika na pretrage cerebrospinalnog likvora (CSL). Takoder, preporucuje se uciniti CT
kako bi se iskljucila ekspanzivna tvorba s pomakom mozdanih masa te izbjegla moguca
hernijacija mozgovine (1). Lumbalnom punkcijom dobiveni likvor ide na analizu koja mora

ukljucivati: citologiju, biokemiju i bakteriologiju.

Tipi¢ni nalaz likvora pri bakterijskom meningitisu moze prikazivati poviseni tlak likvora,
povecani broj neutrofila (>2000/uL), poviSene bjelancevine i snizenu glukozu zbog oste¢enog
transporta glukoze u SZS te povecane potrosnje od strane neutrofila i bakterija. Bjelangevine

su u pravilu > 100 mg/dL. Bakterijske kulture su pozitivne u 90% slucajeva.

Atipi¢an nalaz kod bakterijskog meningitisa javlja se ukoliko je wuzro¢nik Listeria
monocytogenes. Takav nalaz je mononuklearan uz relativno mali broj stanica, ali uz prisutnu

hipoglikorahiju.

U razvijenim zemljama, naj¢es¢i pristup za detekciju i1 karakterizaciju patogena bakterijskog
meningitisa jesu kultivacija, bojenje po Gramu 1 lateks aglutinacija. Svaki od njih ima svoje
prednosti 1 nedostatke. Kultivacija, iako jako korisna u otkrivanju rezistentnosti bakterije,
razvitku buduc¢ih ljjekova 1 promatranju patofiziologije patogena, ima nisku stopu pozitivnih
kultura zbog predanalitickih greSaka koje su neizbjezne. Bojenje po Gramu je vazno i jeftino,
no ne daje nikakav uvid u etiologiju uzro¢nika. Nadalje, lateks aglutinacija je podloZna
subjektivnom ocitavanju rezultata, Sto nije ba§ pouzdano. Sve ove nedostatke mozemo
nadomjestiti molekularnom dijagnostikom koju moZemo primijeniti na prethodno izoliranu
DNA iz klinickog uzorka za analizu. PCR kao metoda molekularne dijagnostike uvelike
olakSava otkrivanje vrste bakterijskih uzro¢nika u klinickom uzorku jer mu nisu potrebni Zive

ili netaknute stanice (10).

PCR detekcija N. meningitidis, H. influenzae, 1 S. pneumoniae moze se posti¢i detekcijom

nekoliko potencijalnih gena.
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Tako N. meningitidis ima dva gena koja mozemo detektirati, ctr4 1 sodC. Gen ctr4 visoko je
oCuvan medu izolatima odgovorima za invazivne meningokokne infekcije, a koristi se i u
real-time PCR-u i1 u konvencionalnom PCR-u za detekciju N. meningitidis, a nalazi se unutar
lokusa kapsule. Medutim, budu¢i da najmanje 16% prenesenih meningokoka nema ctrA4 gen,
real-time PCR za otkrivanje svih meningokoka nedavno je razvijen i validiran (10). Ovaj test
cilja na gen Cu-Zn superoksid dismutaze, sodC, koji nije genetski povezan s lokusom kapsule

(10). Preporuka za detekciju N. meningitidis PCR metodama je koriStenje sodC gena.

H. influenzae posjeduje gen za kodiranje proteina D, hpd, lipoprotein koji se nalazi na
povrSinama svih kapsuliranih i1 nekapsuliranih H. influenzae. S obzirom na njegovu

rasprostranjenost, najvise se koristi u razvijanju real-time PCR-a za detekciju H. influenzae.

Za S. pneumoniae razvijen je i konvencionalni i real-time PCR u svrhu detekcije. Geni koji se
detektiraju pneumolizin (ply), autolizin (lytA4) te gen za pneumokoknu povrsinsku adheziju
(psaA). Preporuca se detekcija /ytA gena zbog visoke ocCuvanosti unutar vrste te zbog

razlikovanja S. pneumoniae od genotipno sli¢nih vrsta.

8.1.2. Lijecenje bakterijskog meningitisa

Lijecenje bakterijskog meningitisa s obzirom na njegov moguci smrtni ishod odvija se u
jedinicama intenzivnog lijeCenja. Terapija moZe biti antimikrobna, simptomatska, potporna i
imunomoduliraju¢a. Antimikrobna terapija moZe biti empirijska i etioloska ako je uzro¢nik
utvrden. Ceftriakson se preporucuje zato §to djeluje na meningokok, pneumokok, hemofilus, a
takoder dobro prodire u CSL (1). Simptomatsko lijecenje bakterijskog meningitisa vazno je
zapoceti odmah u pocetku same bolesti. Potporno lijecenje ukljucuje zbrinjavanje zatajivanja
ili disfunkcije pojedinih organskih sustava u sklopu JIL-a uz invazivno pracenje (1).
Imunomodulirajuce lije€enje se odvija primjenom deksametazona prije ili zajedno s prvom

dozom antimikrobne terapije.

8.2. Virusni meningitis

Sve ceS¢im procjepljivanjem protiv bakterijskih uzrocnika meningitisa, incidencija
bakterijskog meningitisa se smanjuje, a virusnog povecava. Virusni meningitis se obi¢no
pojavljuje u obliku vrucice, glavobolje, fotofobije, ukocenog vrata, te nerijetko mucnine i

povracanja (11). Ponekad bolest prode i1 asimptomatski. Rano uocavanje simptoma i
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dijagnostika su od velike vaznosti jer se u poc¢etku bolesti jo§ ne zna je li u pitanju bakterijski,
puno opasniji, ili virusni meningitis. Virusni meningitis obi¢no ima dobru prognozu i
samoograni¢avajuéa je bolest. Naj¢e$¢i uzrocnici svih dobnih skupina su enterovirusi
(Coxsackie ili Echovirusi). Herpesvirusi koji uzrokuju meningitis su herpes simplex virus
(HSV) 1 1 2, varicella-zoster virus (VZV), citomegalovirus (CMV), Epstein-Barr virus i
humani herpervirus 6. Drugi uzroCnici jo§ su adenovirusi, arbovirusi, influenca i

parainfluenza virus te mumps.

Virusni meningitis javlja se u male djece, a incidencija se s godinama smanjuje (11).

8.2.1. Dijagnostika virusnog meningitisa

Dijagnoza virusnog meningitisa takoder zapocinje lumbalnom punkcijom i uzimanjem
cerebrospinalnog likvora za analizu. Karakteristicno za virusni meningitis u CSL-u moZemo
prona¢i mononuklearnu pleocitozu, iako u pocetku moze postojati prevlast neutrofila.
Kultivacija nije optimalna metoda dijagnoze jer opcenito treba visSe dana da bi kolonije
narasle, a s obzirom da se u pocetku ne zna je li uzro€nik bakterija ili virus potrebna je brza
dijagnostika. Nadalje, PCR testovi mogu biti korisni u otkrivanju nekih virusnih uzroc¢nika

kao $to su enterovirusi, VZV 1 HSV.

Enterovirusi su RNA virusi koji se mogu pronaci u cerebrospinalnom likvoru u slucajevima
kad je nastupila infekcija. Real-time PCR je visoko specifican i osjetljiv te mu treba malo
vremena za detekciju enterovirusa, stoga je njegova uporaba u dijagnostici preporucljiva.
Osim toga, postoje kitovi za detekciju enterovirusa koji koriste real-time PCR nakon
ekstrakcije virusne RNA. VZV 1 herpes simpleks virus preporu¢eno se dijagnosticiraju PCR-
om jer je visoko osjetljiv 1 visoko specifi¢an u vrlo malo vremena §to odgovara potrebama

dijagnostike meningitisa.

8.2.2. Lijecenje virusnog meningitisa

U vedini slucajeva nema specificnog tretmana za virusni meningitis. Vec¢ina ljudi koja oboli

opcenito se oporave u 7 do 10 dana.
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8.3. Ostale vrste meningitisa
Osim bakterija 1 virusa, uzro¢nici meningitisa jo§ mogu biti gljive i paraziti.

Gljiviéni meningitis javlja se ukoliko se gljivi¢na infekcija iz nekog drugog dijela organizma
prosiri do mozga ili ledne mozdine ili udisanjem gljivi¢nih spora. Simptomi i dijagnostika su
sli¢ni kao kod bakterijskog meningitisa. Dakle, pri sumnji na meningitis radi se lumbalna
punkcija 1 analizira CSL ovisno na kojeg uzro¢nika sumnjamo. Najces¢i uzrocnici su
Cryptococcus, Candida, Histoplasma, 1 Coccidioides. Infekcija nije zarazna i ne moze se

prenijeti s osobe na osobu.
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9. ENCEFALITIS

Encefalitis je upala mozdanog parenhima prouzrocena izravnim prodorom virusa u mozak ili
je posljedica hipersenzitivnosti na virus ili pak drugi strani protein (12). Kao i kod virusnog
meningitisa, uzrocnici encefalitisa su herpes simpleks tip 1, varicella zoster virus, enterovirusi
1 arbovirusi. HSV tip 1 odgovoran je za 60-70% slucajeva encefalitisa. MoZe se pojaviti
sporadi¢no ili epidemijski (1). Upala mozdanog parenhima cesto je popracena i upalom
mozdanih ovojnica pa govorimo o meningoencefalitisu, a ako je uhvacena i kraljeznicka
mozdina, govorimo o encefalomijelitisu. Virusni uzro¢nici najéesée zahvacaju cijeli mozak,
no dominantna upala moze biti izrazena samo na jednom dijelu. Bulbarni oblici encefalitisa su
oni koji zahvacaju produzenu mozdinu, o rombencefalitisu govorimo ako su zahvaceni i pons
i mali mozak, a o cerebelitisu govorimo ukoliko je zahva¢en samo mali mozak. Simptomi se
razlikuju od onih kod meningitisa, a ukljucuju: halucinacije, ponavljanje nekih motorickih
aktivnosti kao $to su odijevanje i skidanje, napadaji, jaka glavobolja i ataksija. Preboljeni
encefalitis za sobom moZe ostaviti mnoge posljedice kao Sto su epilepsija, depresija,
poremecaji koncentracije, spavanja, poremecaj li¢nosti, oSteenje intelektualnih funkcija te

ispadi osjeta i motorike.

9.1. Dijagnostika encefalitisa

Na dijagnozu uvijek treba posumnjati u bolesnika sa simptomima u vezi sa srediSnjim
ziv€anim sustavom, napose ako su prisutni simptomi akutnoga upalnog odgovora (1). Obi¢no
se radi MR mozga 1 analiza likvora, ponekad zajedno s drugim pretragama da se ustanovi
uzrocnik bolesti (12). Lumbalna punkcija pokazuje broj bijelih krvnih stanica u CSL-u ispod
500/mm’ s predominacijom mononuklearnih stanica (4). Proteini u CSL-u su normalni ili

malo poviSeni a glukoza je ve¢inom normalna, osim kod infekcije herpesom.

Jedna od najuspjesnijih koristi od PCR je dijagnoza virusnih infekcija sredi$njeg Ziv€anog
sustava. SavrSen je alat za identifikaciju organizama koji se tesko ili se ni ne mogu kultivirati.
PCR je jeftin 1 brz nacin dijagnosticiranja za razliku od tradicionalnih kultivacija za koje je
potrebno od 1 do 28 dana da bi kultura porasla. Za razliku od kultura koje mogu dati
negativne rezultate ¢ak i nakon malih doza antivirusnih lijekova, analiza CSL PCR-om
zadrzava svoju osjetljivost nakon nekoliko kratkih doza antivirusne terapije ili pasivne
imunizacije (13). PCR se takoder preferira prije serologije, jer za razvitak antitijela na neki

antigen treba pro¢i nekoliko dana, ako ne i tjedana, Sto produzuje vrijeme prije pocetka
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terapije koja moze biti od velikog znacaja za daljnji ishod bolesti. Na kraju, PCR CSL-a je
puno manje invazivna metoda nego biopsija mozga koja se prije smatrala zlatnim standardom
za dijagnozu mnogih infekcija srediSnjeg ziv€anog sustava HSV-om. lako se koriste i

kvalitativne metode, preporuceno je koristenje kvantitativnog PCR 1 RT-PCR.

U molekularnoj dijagnostici infekcija s HSV-1/2 primjenjuju se PCR testovi u stvarnom

vremenu (14). Takoder, to je metoda izbora za HSV encefalitisa.

Enterovirusi detektiraju se RT-PCR-om koji omogucuje brzu dijagnostiku za razliku od
kultivacije za koju bi bilo potrebno 4 do 8 dana. PCR za enteroviruse visoko je osjetljiv i

specifican te ima veliku prednost nad standardnim mikrobioloskim metodama dijagnostike

Osim obi¢nih PCR napredaka, u zadnje vrijeme radi se na razvijanju Multiplex PCR-a koji ¢e
biti u moguénosti iz jednog uzorka CSL-a napraviti test na viSe uzrocnika virusnog
encefalitisa. Za sada su razvijeni multiplex PCR za herpesviruse s enterovirusima s obzirom

da su za obje vrste uzro¢nika zlatnim standardom za dijagnostiku proglasili upravo PCR.

Arbovirusi su jo$ u redu ¢ekanja za razvoj molekularnih metoda specifi¢nih za njih u sklopu
dijagnoze infekcija srediSnjeg ziv€anog sustava. Za njih se za sada koristi mjerenje

intratekalne sinteze virusno-specifi¢nih IgM protutijela (13).

9.2. Lijecenje encefalitisa

Antivirusno lijeCenje, ukoliko je moguce, treba zapoceti Sto prije. UspjeSnost u lijecenju
pokazao je aciklovir u lije€enju encefalitisa uzrokovanog HSV 1 VZV-om. Uz to sve potrebna
je potporna terapija koja ukljucuje lijeCenje vrucice, dehidracije, poremecaja elektrolita 1

konvulzija(12).
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Intrakranijalni apscesi su rijetke, ozbiljne infekcije opasne po zivot (19). Oni ukljucuju apsces
mozga i subduralni ili ekstraduralni empijem. Apsces moze nastati direktnim Sirenja
kranijalne infekcije ili hematogenim Sirenjem. Izravno Sirenje sa zaraznog mjesta obi¢no
uzrokuje jedan apsces, a bakterije se mogu prosiriti od dentalne infekcije, osteomijelitisa,
sinusitisa 1 sl. Hematogeno Sirenje je povezano s bakterijemijom i1 obi¢no uzrokuje vise
apscesa lociranih oko srednje cerebralne arterije. Najces¢i uzrocnici apscesa mozga (AM) su
bakterije; tako gotovo svaka bakterija patogena za Covjeka moze prouzroCiti AM (1). Ipak,
uzrocnici se razlikuju po dobi pacijenta, lokalizaciji, patogenezi te imunosnom statusu
bolesnika. U odraslih Cesti su uzro¢nici aerobni, mikroaerofilni i anaerobni streptokoki.

Stafilokoki su ¢est uzro¢nik nakon traume glave, neurokirurske operacije ili endokarditisa

(15).

10.1. Dijagnostika apscesa mozga

Simptomi mozdanog apscesa u pocetku su nespecificni zbog ¢ega dolazi do odgode dijagnoze
(19). Najc¢es¢i simptomi su vruéica, Cesta glavobolja, zbunjenost, mucnina, povraéanje i sl.
Laboratorijski, hematoloski i biokemijski nalazi od male su pomo¢i pri dijagnozi, a lumbalna
punkcija se smatra nepotrebnom zbog opasnosti od posljedi¢nog ukljestenja mozga i mozdane
smrti. Suvremena dijagnostika moZdanih apscesa temelji se na racunalnoj tomografiji (CT) s

kontrastom ili magnetskoj rezonanci (MR) kojoj se vise daje prednost.

S obzirom da mozdani apsces uzrokuje viSe bakterija odjednom, standardne mikrobioloske
metode Cesto nisu dovoljne za utvrdivanje svih uzro¢nika ve¢ samo povr$no nekih koje se
uspiju identificirati. Dakle, postoji potreba za metodama otkrivanja cijelog spektra bakterija
prisutnih u uzorcima intrakranijalnog apscesa. Metagenomska analiza paralelnim
sekvenciranjem bakterijskih gena 16S-rRNA uspjesno je primijenjena za otkrivanje sastava
mikrobnih zajednica, a ¢ini se pogodna i1 za molekularnu dijagnozu polimikrobnih infekcija

kao $to je mozdani apsces (16). Uzorci se dobiju neurokirur§kom drenazom apscesa.

18



10. APSCES MOZGA

10.2. LijeCenje apscesa mozga

LijeCenje AM je kombinacija kirurskog lijeCenja i antimikrobne terapije, no najbitnije je
lijeCenja primarnog mjesta infekcije odakle je sve proizaslo. KirurSko lijecenje se danas
zamjenjuje manje invazivhom, a jednako ucinkovitom serotaksijskom aspiracijom pod
kontrolom CT-a ili MR-a. Antimikrobna terapija se primjenjuje ukoliko je apsces lokaliziran
na mjestu nedostupnom za kirurSki zahvat ili ukoliko postoji vise apscesa. Spektar
antimikrobnih lijekova treba prilagoditi vrsti uzro¢nika koje smo ranije identificirali. U
svakom slucaju, kombinacija kloksacilina, cefalosporina tre¢e generacije i metronidazola
najcesca je inicijalna kombinacija antibiotika kojom se pocinje lijeCenje AM-a (1). Ukoliko je
apsces nastao zbog traume kloksacilin se treba zamijeniti vankomicinom. Lije¢enje se provodi

u trajanju od 6 do 8 tjedana te po potrebi produljuje.
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Mijelitis je upala kraljeznicke mozdine izazvana infekcijom ili autoimunosnim odgovorom.
Infekcija moze zahvatiti cijeli poprecni presjek ili samo neurone u prednjim rogovima.
Ukoliko je u pitanju cijeli poprecni presjek, simptomi su simetri¢na slabost te osjetni ispad
ispod razine lezije popraceno jakom boli s trncima. Ako su zahvaceni samo neuroni glavni
znak upale je asimetri¢na flakcidna slabost inervirane muskulature, refleksi su snizeni ili
odsutni uz malo osjetnih znakova. Ostecenje mijelina na obje strane kraljeznicke mozdine
zove se transverzalni mijelitis, on moZze biti prvi znak multiple skleroze. Infekcije koje mogu

uzrokovati mijelitis jesu bakterijske, gljivicne, parazitarne 1 virusne.

11.1. Dijagnostika mijelitisa

Mijelitis se dijagnosticira na temelju odgovora na pitanja o simptomima, na temelju
anamneze, klini¢ke procjene funkcije Zivaca te laboratorijskih testova (17). Test koji nam
takoder moze prikazati upalni proces kraljeznicke mozdine jest magnetna rezonanca.
Lumbalna punkcija nakon analize CSL pokazuje veliki broj leukocita ili proteina imunosnog
sustava, §to moze upucivati na upalu. CSL takoder mozemo testirati na uzro¢nike upale te

odredene karcinome. Na kraju, izrada krvne slike potvrduje ili osporava dijagnozu.

Molekularnom dijagnostikom potrebno je uciniti test na najéesce virusne uzro¢nike, a to su:
herpes virusi poput VZV, HSV, CMV, EBYV, flavivirusi poput West Nile virusa i Zika virusa,

virus gripe, ehovirus, hepatitis B, mumps i rubela.

Osim provedbe PCR-a za otkri¢e uzro¢nikom potrebno je kultivirati bakterije te provesti

seroloske pretrage.
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12. ZAKLJUCAK

Temeljem pregleda i sazimanja literature pronadene prilikom pretrazivanja znanstvenih baza,
portala, stru¢nih knjiga i priruénika, mozemo =zakljuciti kako su se dogodila znatna
poboljsanja u polju molekularne dijagnostike za dijagnozu meningitisa i encefalitisa u zadnjih
nekoliko godina. Multiplex PCR tako olakSava i ubrzava dijagnozu svojom sposobnoscu
testiranja na vise uzro¢nika, §to nam pomaze kod polimikrobnih infekcija. S obzirom na malu
koli¢inu uzorka koja se dobije lumbalnom punkcijom, koriStenjem prijasnjih standardnih
metoda dijagnostike bilo je potrebno racionalno rasporediti koli¢inu uzorka pri dijagnozi, a s
danasnjim napretkom PCR reakcija, osobito multiplex PCR-a, ta ista mala koli¢ina dovoljna
je za detekciju 1 svu potrebnu identifikaciju patogena ukoliko su prisutni. Metagenomsko
istrazivanje se sve viSe koristi u istrazivanjima, ali i u slucajevima gdje je nemoguce otkriti
patogena ve¢ poznatim i validirianim metodama. U skoroj buduénosti se o¢ekuje uvodenje
NGS metoda kao dijagnosticki alat zbog svog brzog razvijanja i nepristranog pristupa, a
postoji moguénost da to jednog dana zamijeni 1 multiplex PCR. lako je molekularna
dijagnostika veliki dio buduénosti dijagnostike infekcija sredi$njeg ziv€anog sustava, i dalje
se preporucuje pristup dijagnozi koji se temelji na prikupljanju detaljne anamneze pacijenata,
obrac¢anju paznje na klinicku prezentaciju te provedbu komplementarnih testova kako bismo
bili $to sigurniji u rezultate. Dakle, unato¢ specifi¢nosti i osjetljivosti molekularnih metoda,
svakako se svaki dobiveni rezultat mora potvrditi 1 usporediti s klinickim simptomima, tj.
nuzna je laboratorijsko-klinicka korelacija. U tom pogledu, uloga prvostupnika medicinsko-
laboratorijske dijagnostike sve je vaznija, jer razvijanjem tehnologije se razvija i

kompleksnost testova koji se provode, a za koje su prvostupnici educirani.
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13. SAZETAK

13. SAZETAK

CILJ: Cilj ovog zavrSsnog rada bio je predstaviti molekularne metode dijagnostike infekcija
srediSnjeg ziv€anog sustava te ih usporediti s standardnim mikrobioloskim metodama.
Takoder, rad prikazuje molekularne metode u sklopu sindromskog pristupa dijagnostici te
daje presjek infekcija srediSnjeg ziv€anog sustava.

MATERIJALI I METODE: Zavrsni rad pisan je pomocu stru¢ne literature dobivene
pretrazivanjem znanstvenih baza na internetu (PubMed, Cochrane Database of Systematic
Reviews, Hréak, CROSBI), stru¢nih udzbenika te prirucnika prikladnih tema. Literatura je
koriStena iz raznih grana medicine 1 laboratorijske dijagnostike. Pretraga literature dijelom je
vodena PRISMA smjernicama.

REZULTATI: Molekularna dijagnostika u vidu dijagnostike infekcija srediSnjeg zivéanog
sustava sve vise izbacuje standardne mikrobioloske metode iz svakodnevne prakse. Svojom
visokom osjetljivoséu i specificnos¢u puno brze detektira patogene, Sto smanjuje troskove,
olakSava lijeenje te skracuje boravak u bolnici. Shodno tome, molekularna dijagnostika
danas postaje novi ,,zlatni standard”“ za dijagnostiku razli¢itih zaraznih bolesti, a izmedu
ostalog 1 infekcija srediSnjeg zivéanog sustava. Metode koje se primjenjuju u molekularnoj
dijagnostici jesu: tehnike hibridizacije, tehnike amplifikacije signala, tehnike amplifikacija
nukleinskih kiselina (kao S$to je, primjerice, metoda lancane reakcije polimerazom ili PCR) te
tehnike sekvenciranja dijelova genoma ili Citavog genoma uzro¢nika. Dominantno se u
dijagnostici infekcija srediSnjeg Ziv€anog sustava koristi tehnika lancane reakcije
polimerazom u stvarnom vremenu (real-time PCR).

ZAKLJUCAK: Standardni PCR, multiplex PCR te metagenomske metode dijagnostike
svojom brzinom, specifi¢noS¢u i osjetljivos¢éu pomazu ne samo u detekciji patogena vec¢ ih
mozemo Kkoristiti 1 za pracenje terapije, genotipizaciju, za analizu rezistentnosti
mikroorganizama pa Cak 1 za indirektno pracenje kinetike replikacije. Svojim napretkom
postaju ,,zlatni standard* mikrobioloske dijagnostike te zamjenjuju standardne metode koje su
sporije te kod kojih postoji veca Sansa za kontaminaciju. Otvorenom suradnjom klinicara i
prvostupnika medicinsko-laboratorijske dijagnostike postize se brza i efikasnija dijagnostika

infekcija srediSnjeg zZiv€anog sustava uz pomo¢ molekularnih metoda.

KLJUCNE RUECIL:  sredisnji  Zivéani  sustav, infekcija, meningitis, encefalitis,

mikrobiologija, dijagnostika, molekularna dijagnostka
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Molecular diagnostic approaches for central nervous system infections

AIM: The aim of this thesis was to present molecular methods for diagnosing central nervous
system infections and to compare them with standard microbiological methods. Also, the
thesis presents molecular methods as an inherent part of a syndromic approach to diagnose

these infections, and gives a review of central nervous system infections.

MATERIALS AND METHODS: The thesis has used studies obtained by searching
scientific databases on the Internet (PubMed, Cochrane Database of Systematic Reviews,
Hrc¢ak, CROSBI), professional textbooks and manuals on relevant topics. The literature that
has been used covers various branches of medicine and laboratory diagnostics. PRISMA

guidelines were partly consulted for the development of search strategy.

RESULTS: Molecular diagnostics of the central nervous system infections is increasingly
replacing standard microbiological methods from the quotidian practice. With their high
sensitivity and specificity, pathogen detection is much faster, which reduces costs, facilitates
treatment and shortens hospital stay. Consequently, molecular diagnostics is becoming the
new “gold standard” for the diagnosis of various infectious diseases — including central
nervous system infections. Methods used in such molecular diagnostic approaches are:
hybridization techniques, signal amplification techniques, nucleic acid amplification
techniques (such as polymerase chain reaction or PCR) and sequencing techniques of parts of
the genome or the entire pathogen genome. The technique of real-time PCR polymerase chain

reaction is predominantly used in the diagnosis of central nervous system infections.

CONCLUSION: Due to their speed, specificity and sensitivity, standard PCR, multiplex
PCR and metagenomic diagnostic methods aid not only in pathogen detection, but can also be
used to monitor therapy, for genotyping purposes, to analyze resistance of microorganisms
and even to indirectly monitor replication kinetics. The technological progress makes them a
“gold standard” of microbiological diagnostics and replaces standard methods that are slower
and have a higher chance of contamination. Through the open cooperation of clinicians and
bachelors of medical-laboratory diagnostics, faster and more efficient diagnosis of infections

of the central nervous system can be achieved with the use of molecular methods.

KEY WORDS: central nervous system, infection, meningitis, encephalitis, microbiology,

diagnostics, molecular diagnostics
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