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SANTRUMPU SARASAS

IML — invaziné¢ meningokokiné¢ liga

DNR - deoksiribonukleoriigstis

MLST - dauginiy lokusy seky tipavimas (angl. Multilocus sequence typing)

wgMLST — viso genomo dauginiy lokusy seky tipavimas (angl. whole-genome Multilocus
Sequence Typing)

WGS — viso genomo sekoskaita (angl. whole genome sequencing)

ST — sekos tipas (angl. sequence type)

cc — klono kompleksas (angl. clonal complex)

CEACAM - karcinoembrioninés su antigenais susijusios adhezijos lasteliy molekulés (angl.
carcinoembryonic antigen-related cell-adhesion molecule)

HSPG — heparano sulfato proteoglikanai (angl. heparan sulfate proteoglycans)

LOS - lipooligosacharidas (angl. lipooligosaccharide)

PGR — polimerazés grandininé reakcija

TL-PGR - tikro laiko polimerazés grandininé reakcija

NG — genogrupei nepriskirta (angl. non groupable)

PorA — meningokoko iSorinés membranos baltymas - porinas A

FetA — meningokoko iSorinés membranos baltymas FetA

CDC — JAV Ligy kontrolés ir prevencijos centras (angl. Centers for Disease Control and
Prevention)

ECDC — Europos ligy kontrolés ir prevencijos centras (angl. European Centre for Disease
Prevention and Control)

NVSC — Nacionalinis visuomenés sveikatos centras

ES — Europos Sajunga

ES/EEE — Europos Sajunga ir Europos ekonominé erdvé

VUL SK — Vilniaus universiteto ligoniné Santaros klinikos

VU GMC BTI IS — Vilniaus universiteto Gyvybés moksly centro Imunologijos skyrius

NVSPL — Nacionaliné visuomenés sveikatos priezitiros laboratorija



IVADAS

Neisseria meningitidis, dar vadinama meningokoku, yra tik zmogui biidinga bakterija,
kurig daznai asimptomiskai neSioja iki 35% individy kuriame nors amziaus tarpsnyje (1).
Meningokoko nesiojimo paplitimas yra priklausomas nuo zmogaus amziaus: industrinése Salyse
neSiojimas yra didziausias tarp 16-24 m. amziaus Zmoniy, o tyrimai Afrikoje parodé, kad
nesSiojimas yra didziausias tarp 5-14 m. amziaus zmoniy (2,3). Kiti rizikos veiksniai, siejami su
meningokoko nesiojimu, yra gyvenimas glaudziose bendruomenése, rilkymas, daznas lankymasis
baruose/klubuose/vakaréliuose (4,5). Meningokokas perneSamas oro-laseliniu budu esant
glaudziam kontaktui tarp individy. Individai tos amziaus grupés, kurioje aptinkamas didziausias
nesiojimas, laikomi svarbiu N. meningitidis perneséju (angl. transmitter). Didesnis N. meningitidis
nesiojimas tiesiogiai siejamas su didesniu bakterijos pernesSimu. Burnarykléje neSiojamy M.
meningitidis kamieny charakterizavimas yra biitinas, norint suprasti perne§imo dinamikg Zzmoniy
populiacijoje ir invazinés meningokokinés ligos (IML) epidemiologija. Tiesioginis rySys tarp
nesiojimo ir invazinés ligos néra iSaiSkintas. Nera aiSku, kodél N. meningitidis kai kuriuose
individuose pereina gleivinés barjera, patenka j kraujg ir sukelia jvairias ligos formas, dazniausiai
seps] ir meningita. IML yra sunki, gyvybei pavojinga, sisteming ir greitai besivystanti bakteriné
infekcija. Didziausias sergamumas pastebimas kiidikiy iki 1 mety, 1-4 mety vaiky ir >50 mety
amziaus grupése (6,7). Daugiausia IML atvejy pasaulyje siejama su SeSiomis meningokoko
serogrupémis A, B, C, W, Y ir Z, taciau Siy serogrupiy paplitimas priklauso nuo Zemyno ir
geografinio regiono. Pastaruosius du deSimtmecius Lietuvoje IML atvejy skai¢ius buvo vienas
didziausiy tarp Europos Sajungos Saliy ir sieké vidutiniskai 2,24 atvejus/100 000 gyventojy (8).
Kaimyninése Latvijoje, Lenkijoje ir Estijoje atvejy skai€ius buvo 0,36-0,6/100 000 gyventojy (9).
D¢l Covid-19 pandemijos valdymo apribojimy ir vakcinacijos prie§ B serogrupés meningokoka,
IML atvejy skai¢ius Lietuvoje 2020-2021 m. sumazgjo iki 0,42 atvejo/100 000 gyventojy.
Pasibaigus apribojimams, 2022 m. IML atvejy skaicCius iSliko nepakites (8).

N. meningitidis yra linkusi jgyti geneting medZiaga natiiralios transformacijos budu ir
rekombinuotis, todél atsiranda didziulé genetiné kamieny jvairové. Invaziniy, sukelian¢iy IML,
kamieny genetiné jvairové yra nedidelé, o neSiojami kamienai pasiZymi dideliu genetiniu
heterogeniskumu. Invaziniy ir neSiojamy meningokoko izoliaty charakterizavimas molekuliniais
metodais yra itin svarbus visuomenes sveikatai, nes suteikia informacijos apie N. meningitidis
kamieny paplitima, ligos protriikkiy progresija, kamieny jautrumg vakcinoms, invazinj potencialg

turin¢iy kamieny atsiradimg ar naujy serogrupiy atsiradimg. Iki 2023 m. Lietuvoje IML



molekulinés stebésenos nebuvo (10), o epidemiologiné stebésena daugiausia apsiribojo ligos
atvejy konstatavimu.

Meningokoko ne$iojimas Lietuvoje iki Siol nebuvo tirtas. Siekiant efektyviai kontroliuoti
IML, sudaryti veiksmingas skiepijimo programas, stebéti naujy serogrupiy ir potencialiai
patogeniniy kamieny atsiradimg populiacijoje, svarbu vykdyti meningokoko nesiojimo tyrimus

bendroje populiacijoje.

Darbo tikslas: molekuliniais metodais jvertinti Neisseria meningitidis nesiojimg tarp Vilniaus

apskrityje gyvenanciy studenty ir charakterizuoti neSiojamus meningokoko kamienus.

Darbo uzdaviniai:

1) Molekuliniais metodais nustatyti invaziniy N. meningitidis kamieny, surinkty 2020 —
2022 m., genogrupg ir genotipa.

2) Nustatyti N. meningitidis nes$iojimo paplitima tarp 18-25 m. amziaus Vilniaus apskrityje
gyvenanciy studenty.

3) I8skirti neSiojamus N. meningitidis kamienus.

4) Molekuliniais metodais nustatyti neSiojamy meningokoky kamieny genogrupe.

5) Nustatyti neSiojamy N. meningitidis kamieny genotipg.

Justina Silickaité atliko Siuos darbus tyrime:

1) PGR metodu nustaté¢ 17 invaziniy N. meningitidis izoliaty, surinkty 2020-2022 m.,
genogrupe, atliko Siy kamieny MLST geny padauginimg PGR biidu geny, koduojanciy baltymus
FetA ir PorA amplifikavima; paruo$¢ padauginta DNR sekoskaitai;

2) trys Simtai SeSiolikoje burnaryklés éminiy nustaté N. meningitidis TL-PGR metodu ir
1Sanalizavo gautus rezultatus;

3) atliko visy neSiojamy meningokoko izoliaty MLST geny padauginimg PGR budu;

4) atliko geny, koduojanciy baltymus FetA ir PorA, padauginimg ir paruo$¢ padauginta DNR

sekoskaitai.

RaktazodZiai: Neisseria meningitidis, meningokoko neSiojimas, invaziné¢ meningokokin¢é liga,
serogrupe, genogrupe, sekos tipas (ST), klono kompleksas (cc), dauginis lokusy seky tipavimas

(MLST), genas ctrAd, genas porA, genas fetA.



1 LITERATUROS APZVALGA
1.1 Neisseria meningitidis

Neisseria meningitidis, arba meningokokas, yra aerobinis gramneigiamas diplokokas,
priklausantis Neisseriaceae $eimai, B proteobakterijy tipui. Sia bakterija, forma primenanéia inksta
arba kavos pupelg, savo burnarykléje nesioja 10-40% populiacijos, priklausomai nuo amziaus (11).
Daliai zmoniy dé¢l ne visai aiSkiy priezasCiy N. meningitidis, peréjusi gleivine ir patekusi krauja,

gali sukelti invazing meningokokine liga. IML yra Gmi, sunki, gyvybei pavojinga liga, kurios

meningitidis Seimininkas (angl. hosf). ISorinéje aplinkoje ant pavir$iy meningokokas gali i§gyventi
vos keleta minuc¢iy. Dazniausi Sios bakterijos platinimo keliai yra aerozolis arba serganciy
zmoniy/nesiotojy kvépavimo taky sekretas, perduotas tiesioginio kontakto metu (12,13).

N. meningitidis gali turéti kapsulg arba biiti be kapsulés. Pagal kapsulés polisacharidy
sudéti N. meningitidis yra skirstoma | 12 serogrupiy, i$ kuriy Sesios grupes (A, B, C, W, Y, X)
sukelia daugiau nei 90% IML atvejy pasaulyje. Kapsulé yra virulentiSkumo veiksnys ir pagrindinis
gleivinés bei humoralinio imuniteto taikinys, suteikiantis meningokokams atsparumg pries§
antikiinus ir komplemento sistema (2). Si bakterija turi daug kity mechanizmy, kuriy pagalba
realizuojama sgveika su Seimininko lgstelémis ir uztikrinama kolonizacija. N. meningitidis
pasizymi iSskirtiniu genetiniu variabilumu dél nattralios kompetencijos: bakterija keiciasi
genetine medziaga su kitomis bakterijomis esan¢iomis jos aplinkoje ir tarpusavyje. Si savybé

leidZia bakterijai sukurti geneting jvairove ir iSvengti imuninés sistemos atsako (Zr. sk. 1.2).
1.2 N. meningitidis virulentiSkumo ir prisitaikymo mechanizmai

Nors meningokokai daZniausiai kolonizuoja virSutinius kvépavimo takus, tafiau kai
kuriems asmenims N. meningitidis gali sukelti gyvybei pavojinga infekcija, galincig salygoti
meningitg ar sepsj. Si bakterija yra apribota vienintelés biologinés ni$os — zmogaus burnaryklés,
kurig gali kolonizuoti, dél to jai budingi jvairlis apsaugos bei i§likimo mechanizmai, leidZiantys
prisikabinti prie Seimininko gleiviniy pavirSiaus, panaudoti prieinamas mitybines medZiagas bei
1Svengti imuninés sistemos ataky.

Seimininko imuninio atsako N. meningitidis i§vengia, moduliuojant savo kapsulés pavirsiy
Siais mechanizmais:

1) Naturalios kompetencijos biidu geba pasiimti DNR, esancig aplinkoje, tokiu budu

sukuriant geneting jvairove — geny alelinius variantus. Pavyzdziui, dél horizontalios geny pernasos



N. meningitidis kamienai gali pasikeisti genais, esanciais kapsulés biosintezés operone: jvyksta
kapsulés perjungimas (angl. capsule switching). Naturaliai atsirad¢ ar vakcinos indukuoti
prieskapsuliniai antiktinai taps neefektyviis.

2) Faziy pokycio (angl. phase variation) mechanizmo pagalba bakterija kei¢ia iSoriniy
baltymy arba pavirSiaus polisacharidy raiSka, tokiu biidu bakterijai padedama iSgyventi jai
priesiskoje aplinkoje arba iSvengti Zmogaus imunings sistemos poveikio.

Pagrindinés struktiiros, saugancios N. meningitidis 13stelés pavirSiy nuo Seimininko jgimto
ir jgyto imuniteto, yra ne tik polisacharidinés kapsulés arba/ir lipopolisacharidai (angl.

lipopolysacharide, LPS), bet ir iSorinés membranos adhezijos molekulés (pav. 1.1).

Citoplazminés membranos
baltymai

Citoplazminé membrana

Periplazminé membrana

I5oriné membrana

Lipooligosacharidai

Kapsulés
polisacharidai

ISorinés membranos

baltymai

Fosfolipidai

1.1 pav. N. meningitidis lastelés membranos komponentai. Adaptuota pagal (14).

Meningokoky adhezijos molekulés, jgalinancios juos lokalizuotis ant specifiniy
Seimininko lgsteliy, yra skirstomos j didziyjy ir mazyjy grupes. Didziyjy adhezijos molekuliy
grupei priskiriami iSorinés membranos elementai — pilés ir Opa, Opc baltymai, o0 mazyjy grupei -
NadA (angl. Neisserial adhesin A), NhhA (angl. Neisseria hia homologue A), App (angl. Adhesion
and penetration protein), MspA (angl. Meningococcal serine protease A), HrpA (angl.
Haemagglutinin/haemolysin related protein) ir NHBA (angl. Neisserial Heparin Binding Antigen).



Visos Sios struktiiros palengvina adhezija su eukarioty lgstelémis, o kai kurios i§ jy dalyvauja
sgveikoje su endotelio Igstelémis.

Pilés yra plaukelius primenancios struktiiros, kurios padidina kapsuliniy N. meningitidis
kamieny adhezijg. Jos gali pailgéti iki keliy tukstan¢iy nanometry nuo kapsulés pavirsiaus, taip
paskatindamos prisijungimg prie gleivinés epitelio lgsteliy bei susitraukinédamos palengvinti
peréjimg per epitelinj gleivinés sluoksnj ir kolonijy formavima (15). N. meningitidis sintetina
dviejy tipy iSorinés membranos baltymus - Opa ir Opc. Didzioji dalis Opa ir Opc baltymy atpazjsta
vieng ar daugiau nariy i§ karcinoembrioniniy su antigenais susijusiy adhezijos lgsteliy molekuliy
(angl. carcinoembryonic antigen-related cell-adhesion molecule, CEACAM) Seimos ir heparano
sulfato proteoglikany (angl. heparan sulfate proteoglycans, HSPG). Opa baltymai gali prisijungti
prie CEACAM ir HSPG, o Opc baltymai gali sgveikauti su heparano sulfato proteoglikanais
suformuodami trimolekulinj kompleksa su glikoproteinais - vitronektinu, fibronektinu ir
atitinkamais jy integriny receptoriais, taip pagerinant prikibima prie Zmogaus endotelio 1asteliy
(1.2 pav. 1) (16). Vykstant uzdegiminiam procesui, padidéja CEACAM receptoriy kiekis ant
epitelio ir neutrofily lasteliy, ir taip sustiprinama bakteriné sgveika, kuri nulemia padidéjusia
meningokoky virulentiniy formy lasteling invazija ir Seimininko organizmo imlumg (17).
Meningokokus galima aptikti ir sveiky individy subepiteliniame gleivinés sluoksnyje (1.2 pav. 2).
Tikétina, kad N. meningitidis taip pat gali sgveikauti su tarplasteliniais baltymais (pvz.: a-
aktininu). Tai palengvina meningokoky patekima j 1asteliy vidy, tarplastelinius tarpus. Greiciausiai
egzistuoja ir kitas peréjimo per epiltel] — prasiskverbimo j kraujotaka kelias, kuomet uzdegima
iSprovokuoja ankstesné virusiné infekcija. Net pateke i epiteliniy lasteliy vidy, meningokokai per
HSPG ir integrinus geba migruoti atgal j jy apikalinj pavirS§iy bei buti perduodami kitam

Seimininkui (1.2 pav. 3).
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1.2 pav. N. meningitidis galimy sgveiky su burnaryklés epitelio barjeru schema. Adaptuota pagal
(18).

Pilés
receptorius

Yra manoma, kad mazosios adhezijos molekulés dalyvauja burnaryklés kolonizacijoje ir
invazijoje. Keli adhezinai taip pat gali veikti vienu metu, kad padidinty bakterijy prisijungimo prie
lastelés pavirSiaus avidiSkuma. Tai daznai yra internalizacijos | epitelio 1asteles jZanga, o tai yra
dar viena imunings sistemos vengimo strategija (19).

N. meningitidis taip pat geba gaminti ir sekretuoti pavirSiaus baltymus, kurie padeda
prisikabinti prie Zmogaus organizmo molekuliy. Meningokoky suriSantys baltymai Zmogaus
organizme jungiasi prie receptoriy: HmbR (hemoglobino), TbpA ir TbpB (transferino), HbpA ir
HbpB (laktoferino), HpnA ir HpnB (hemoglobino-haptoglobino komplekso) ir galimy sideroforo
homology. Tokie baltymy kompleksai padeda meningokokams kolonizacijos ir ligos stadijose
gauti gyvybiskai svarbig augimui medziagg — gelezj.

Tarp svarbiausiy N. meningitidis virulentiSkumo veiksniy patenka ir iSorinés membranos
endotoksinas — lipooligosacharidas (angl. lipooligosaccharide, LOS), kuris paskatina uzdegimo
vystymagsi meningito arba meningokokinio sepsio metu, dalyvauja jgimto imuniteto
inaktyvacijoje. Sergamumas ir mirtingumas nuo meningokokinio sepsio yra tiesiogiai susij¢s su
kraujyje cirkuliuojan¢iu meningokoky LOS kiekiu (20). Branduolio veiksniai kappa B (angl.
Nuclear factor-kB) yra suaktyvinami meningokoky endotoksinui ekstralgsteliniu biidu prisijungus
prie Toll-like receptoriaus 4 (angl. Toll-like receptor 4) ir jo koreceptoriaus mieloidinio
diferenciacijos baltymo 2 (angl. myeloid differentiation protein 2). Sios saveikos pasekoje
sukeliama uzdegiminiy citokiny (tokiy kaip IL-6 bei TNF-a), inicijuojanciy jgimta imuninj atsaka,
sekrecija 1§ dendritiniy lasteliy (1.3 pav.). Nekontroliuojama citokiny gamyba gali iSprovokuoti
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endotelio pazeidimus bei kapiliary pralaiduma (14). Nustatyta, kad sialo riigsties pridéjimas prie
LOS gali nulemti dendritiniy lasteliy fagocitozés inhibicijg, o papildoma LOS o grandinés
ekspresija suteikia galimybe spartesnei epitelio lasteliy invazijai (21). Tai gali nulemti tolimesnj
lasteliy barjero pazeidimg ir pralaiduma, iSprovokuojantj meningokokinio sepsio klinikinius

simptomus (pvz.: petechinj bérimg).
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1.3 pav. N. meningitidis peréjimo | kraujotaka keliai ir apsaugos nuo Seimininko imuningés sistemos

mechanizmai. Adaptuota pagal (18).

Kapiliarai, esantys Salia burnaryklés gleivinés epitelinio audinio, yra galima N.
meningitidis patekimo ] krauja vieta. In vivo, meningokokai pereina per bazolateralinj endoteliniy
lasteliy pavirsiy, kad patekty j kraujagysles, o integrinai ir HSPG, sintetinami endoteliniy lgsteliy
bazolateraliniame pavirSiuje, dél to tampa galimais taikiniais. Meningokokai taip pat pasizymi
geb¢jimu prisijungti neigiamus komplemento reguliatorius, tokius kaip C4b prijungiant] baltyma
(angl. C4b-binding protein), faktoriy H ir vitronekting (1.3 pav.). Tai in vivo nulemia sumazinta
komplemento skatinama bakterijy Zzudyma (22). Pateke i kraujg jame gali iSgyventi tik kapsuliuoti

meningokokai, nes kapsulé ir sialo ragSties pridéjimas prie LOS saugo nuo
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opsonizacinés/neopsonizacines fagocitozés bei slopina komplemento ir antikiiny prisijungimag
(22,23).

Nustatyta, kad tose srityse, kuriose neintensyvi kraujo tékmé ir reikalingas mazesnis
pasiprieSinimas dél Slyties jégy, meningokokai prilimpa prie smegeny kraujagysliy sieneliy (24).
Be to, dél lipidy mikrodomeny, susidariusiy po meningokoky citoskeleto persitvarkymy, gali biiti
padidinamas atsparumas Slyties jégoms (25). Iki galo néra iSsiaiskinta, ar N. meningitidis pereiti
per hematoencefalinj barjera reikalingas $io barjero pazeidimas, ar bakterijos tiesiog geba migruoti
per nepazeistg barjera transcitozés biidu. Peré¢je §j barjera meningokokai sgveikauja su kietyjy ir
minkStyjy smegeny dangaly lastelémis, iSprovokuoja uzdegimineg reakcijg ir dél Sios priezasties
1$sivysto meningitas.

Dauguma Neisseria genties atstovy, pvz.. N. lactamica, sintetina tik vieng poring, o
meningokokai gamina du: PorA ir PorB. Jie per membrang selektyviai praleidzia mazamolekulines
medziagas, Katijonus ir anijonus. Porinai gali veikti kaip adjuvantai per Toll-like receptoriy 2,
sustiprinant B lgsteliy stimuliacijg. PorB yra pagrindinis iSorinés membranos porinas, skatinantis
Ca?" jony patekimg j bakterija bei aktyvuojantis lastelés apoptoze, 0 PorA yra pagrindinis
baktericidiniy antikiiny taikinys bei iSorinés membranos vezikulémis (angl. outer membrane
vesicle, OMV) paremty vakciny komponentas (26,27). FetA yra iSorinés membranos baltymas,
kuris sintetinamas priklausomai nuo gelezies poreikio ir veikia kaip enterobaktino receptorius.
Esant gelezies trikumui, N. meningitidis sintetina enterobakting, kuris dideliu afiniSkumu jungiasi
prie geleZies jony bei panaudoja juos metabolizmo keliuose.

Kapsulés komponentus koduojantys genai yra organizuoti j sudétingg operona (cps), kuris
sudarytas i§ A, B ir C sri¢iy (1.4 pav.). A srityje koduojami fermenty, atsakingy uz polisacharidy
sinteze, genai, budingi kiekvienai serogrupei. B srityje yra genai, kurie dalyvauja kapsulés lipidy
modifikacijoje. C srityje koduojami kapsulés transporto genai ctrA-D (1.4 pav.). Sie genai
dazniausiai aptinkami invaziniy kapsuliuoty N. meningitidis kamienuose, nepriklausomai nuo
serogrupés ir sudaro ABC transporterj (angl. ATP-binding cassette), kuris perkelia kapsulines
polisacharidy grandines i§ citoplazmos ] meningokoky pavir$iy (28). Kapsulés neturintis
meningokoky fenotipas vadinamas capsule null locus (cnl). Tokie kamienai neturi viso cps

operono (1.4 pav. Zyméta cnl), o genai tex ir galE yra vienas $alia kito.
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Kapsulés Kapsulés Poly(Kdo) jungties

bionsintezé transportas pridéjimas
A c B
N. meningitidis galE csaD ¢saC csaB csoA ctrA ctrBctrC ctrD  tex CtrE  ctrF
A (22491)
ctrG csb  cssC cssB  cssA
B (MC58) == ‘

cssE esC
C (FAM18) ()1 D HOOE
134bp

Y (GA0929) (K a1 = -- il
51016 P
cssF csw
W (GA1002) (K T O A
134 b
151016 x

csxC  csxB  csxA

X (M7575) &6 “b [
P

N. meningitidis _cnl
N. lactamica

N. gonorrhoeae 114bp

ol tex

1.4 pav. Genetiné N. meningitidis serogrupiy A, B, C, Y, W ir X kapsulés lokusy organizacija.
Adaptuota pagal (29).

1.2.1 Invaziné meningokokiné liga, jos diagnozavimas ir gydymas

Invaziné meningokokiné¢ liga yra Umi sisteminé bakteriné infekcija, dazniausiai
progresuojanti | tris sindromus: meningita, meningita kartu su meningokokemija, dar vadinama
meningokokiniu sepsiu, arba meningokokemijg be klinikiniy meningito pozymiy. N. meningitidis
patekus i burnarykle arba nosiaryklg bei prisikabinus prie gleivinés ir greitai dauginantis,
inkubacinis periodas gali varijuoti nuo 1 iki 14 dieny, taciau dazniausiai trunka 2 dienas (30).
Taciau tik 10-20% atvejy Sis patogenas geba patekti j kraujotaka ir sukelti meningokokemija.
Patys pirmieji ligos pasireiSkimo poZymiai bitina nespecifiniai ir biidingi daugeliui virusiniy
infekcijy: karS¢iavimas, pykinimas/vémimas, nosies ar gerklés gleivinés uzdegimas, galvos
skausmas, mialgijos bei koncentracijos sutrikimai. Pirmasis klasikinis IML pozymis - bérimas,
galintis per keletg valandy progresuoti i§ eritemos iki petechinio/purpurinio hemoraginio bérimo,
kuris daZiausiai aptinkamas liemens ar apatiniy galtiniy srityje. Jis pasireiskia 15-25% pacienty

(31). Invaziné meningokokiné liga turi platy klinikiniy pozymiy spektra, ta¢iau nuo pirmyjy
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nespecifiniy simptomy pasireiskimo galima zaibiska (tunkanti vos keleta valandy) ligos progresija
iki mirties.

Viena i§ dazniausiy IML manifestacijy yra meningitas: N. meningitidis i§ kraujo, pereina
per hematoencefalinj barjerg ir patenka j subarachnoidinj tarpg. Jam budingas galvos smegeny
dangaly uzdegimas. Nors patologijos mechanizmg sudaro daugelis veiksniy, taciau vienas
svarbiausiy yra gramneigiamy organizmy sienelése esantis lipopolisacharidas, kuris suaktyvina
smegeny mikroglija, sukeldamas uzdegiminiy poky¢iy kaskada. Tai nulemia Zievés
mikrokraujagysliy pralaidumg ir difuzing smegeny edema bei padidéjusj intrakranijinj spaudima.
D¢l to pacientai jaucia galvos skausmg ir atsiranda kars¢iavimas, sprando raumeny rigidiSkumas,
kiek véliau psichinés buklés pakitimai, priepuoliai ar Zidininiai neurologiniai sutrikimai. Kadikiy
populiacijai biidinga greitesné ligos progresija, pasireiSkia sudirgimas, letargija, pastebimas
momenélio i$sipiitimas (32). Nustatyta, kad apie 90% vaiky ir paaugliy mirusiy nuo IML, mirtis
jvyksta per 24 val. po IML diagnozés patvirtinimo (33).

Meningokokemija gali turéti tiping arba Zzaibing eigg. ISsivysCiusiose Salyse
meningokokinés septicemijos mirtingumas gali siekti net 25%, lyginant su 1% meningito
mirtingumu (34). Meningokokinio sepsio patogenezés pagrinda apima infekcinis toksinis Sokas,
nulemtas spartaus N. meningitidis dauginimosi kraujyje, jy irimo produkty bei toksiny i§skyrimo
1 krauja. Tai iSprovokuoja stipry uzdegiminj atsaka kraujagyslése, padidéjusi kraujagysliy
pralaiduma, patologing kraujagysliy vazokonstrikeijg ir vazodilatacijg, 0 galiausiai gali iSsivystyti
Sokas, bei dauginis organy nepakankamumas. D¢l kraujagysliy pazeidimo masto, kraujotakos
kolapso ir diseminuotos intravazalinés koaguliacijos (angl. disseminated intravascular
coagulation, DIC) gali i$sivystyti zaibiné purpura (angl. purpura fulminans), progresuojanti iki
nekrozés, galinéios tapti gangrenine ir iSplisti j poodzio audinius, apimti raumenis ar net kaulus.
Dél to gali prireikti galtiniy amputacijos.

Itin sunkiu atveju, Zaibiné meningokokemija pasizymi imia pradzia, kai ligoniy bukle
sparciai blogé¢ja — pakyla temperatira, po keliy valandy atsiranda hemoraginiai bérimai. Biiklé
greitai progresuoja, yra sutrikdomos kvépavimo ir kraujotakos sistemos, vystosi Sokas, atsiranda
cianozé. Deél meningokokemijos sukelto antinks¢iy nepakankamumo iSsivysto Waterhouse-
Friderichseno sindromas, iSprovokuojantis hipotenzija ir dauginj organy nepakankamuma bei
mirtj.

Klinikiniai gydytojai gana retai susiduria su Sia liga serganciaisiais ir klasikiniai/specifiniai
IML pozymiai, tokie kaip: hemoraginis bérimas, meningizmas bei sgmonés sutrikimas —

pasireiSkia tik vélyvoje ligos stadijoje. Tai apsunkina ankstyvo diagnozavimo ir tikslinio
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antibiotiky skyrimo galimybes. Taciau ankstyvas IML atpaZzinimas ir agresyvus antibiotiky
skyrimo planas gali sumazinti mirtinguma iki 10-14%.

Ivairiy Saliy gydymo gairése nurodoma, kad atpazinus septicemijos, meningito simptomus
ar petechinj/purpuros bérimg ir paémus tyrimams nugaros smegeny skysc¢io (angl. cerebrospinal
fluid, CSF) arba atidéjus juosmeninés punkcijos tyrima, reikalinga kuo greiciau pradéti intraveninj
empirinj gydyma trecios kartos cefalosporinais (ceftriaksonu po 2 g kas 12 valandy, cefotaksimu
po 2 g kas 6 valandas). Kai N. meningitidis buvo identifikuotas, kaip IML sukéléjas, paskiriama
konkreti gydymo strategija: ceftriaksonas — 2 g kas 12 val. arba penicilinas G 4x10° U. I. kas 4
val. Vartojant penicilinus, butinas tolesnis gydymas ceftriaksonu, ciprofloksacinu arba
rifampicinu, kad buty sustabdytas bakterijos neSiojimas burnarykléje (35). Rekomenduojama
gydymo trukmé 5-7 dienos. Pacientams, sergantiems IML, antibiotiky terapija efektyviai sumazina
cirkuliuojanciy endotoksiny kiekj plazmoje. Nustatyta, kad padidéjes endotoksiny kiekis susijes
su ligos sunkumu, jskaitant septinj Soka, daugelio organy nepakankamumg ir pacienty, serganciy
IML, mirtimi (36).

Prie§ pat antibiotiky skyrimg arba su pirmaja antibiotiky doze rekomenduojama skirti
gliukokortikoidus (deksametazong) po 0,15 mg/kg kas 6 valandas. Nors sergant bakteriniu
meningitu antibiotiky ir gliukokortikoidy kombinuotas skyrimas reik§mingai sumazina
mirtingumg bei neurologines komplikacijas (33), ta¢iau N. meningitidis sukeltos IML atveju
kliniskai reik§mingy rezultaty nenustatyta (37,38).

Sergantiesiems IML yra bitina izoliacija nuo artimo kontakto su kitais asmenimis.
Didziausia rizika kyla palaikant artimg kontakta su infekuotu asmeniu ilgiau nei 8 val. per maZziau
nei 2 metry atstumg (pvz.: bendrabudiuose ar kareivinése) bei tiesiogiai kontaktuojant (pvz.:
buciuojantis) su serganiuoju. Esant uzsikrétimo rizikai, gali biiti skiriami antibiotikai
chemoprofilaktikai: vienkartiné dozé - ceftriaksonas 250 mg (intraveniniu btdu) arba
ciprofloksacinas 500 mg (peroraliai); dvi dienas, du kartus rifampicinas 600 mg (intraveniniu arba
peroraliniu budu).

Nors IML gali biiti iSgydyta antibiotiky terapijos pagalba, taiau mirtingumas vis dar
iSlieka gana aukstas (apie 5-15%) (39,40) ir $i liga turi didziulj neigiamg poveikj su sveikata
susijusiai gyvenimo kokybei (angl. Health-related quality of life, HRQoL). Nustatyta, jog kiidikiy
ir vaiky populiacijose IML neigiami padariniai pasireiSkia dazniau nei paaugliy ir suaugusiyjy
(40). Bent vienos didelés arba nedidelés ilgalaikés pasekmés rizika yra apie 20%, o maziau
i$sivysciusiose Salyse IML islieka 4 pagal daznumg negalios priezastimi (41). Ilgalaikés Sios ligos
pasekmés apima: kurtuma, nervy sistemos problemas (traukuliai, regéjimo, kalbos ir atminties

sutrikimai), smegeny pazeidimus ir randus arba galiiniy amputacijas po sepsio.
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1.2.1 IML epidemiologiné situacija pasaulyje

IML epidemiologiné situacija pasaulyje yra gana dinamiSka, su skirtingu geografiniu
pasiskirstymu ir skirtingu N. meningitidis serogrupiy paplitimu bei naujy kamieny varianty
atsiradimu. Nors IML serga jvairaus amziaus asmenys, didZiausias sergamumas stebimas mazy
vaiky grupéje (iki 5 mety amziaus), antrasis ligos pikas fiksuojamas tarp paaugliy ir jauny
suaugusiyjy (18-25 mety amziaus) (11). Sergamumas taip pat didelis tarp vyresnio amziaus
Zmoniy (> 65 mety) — tai amziaus grup€, kurioje yra didziausias mirties atvejy skaicius (angl. case
fatality rate, CFR). Tyrimo, atlikto 2012 metais, duomenimis skai¢iuojama, kad, neskaitant
epidemijy, kasmet galéty buti uzfiksuojama mazdaug 1,2 milijono bakterinio meningito atvejy, 18
kuriy 135 000 yra mirtini, atitinkamai ~ 500 tiikst. ir ~ 50 tokst. i$ jy sukelia meningokokai (42).

Pasaulinés sveikatos organizacijos (PSO) duomenimis, yra sudétinga apskaiciuoti tiksly
globalinj IML mastg. Si problema i§sivysté dél netinkamai atlickamos arba i§vis neatlickamos
stebésenos daugelyje pasaulio Saliy. Taciau IML daznai laikoma endemine liga visame pasaulyje,
nors epidemijos dazniausiai pasireiSkia ,,meningito dirzu“ (angl. meningitis belt) vadinamoje
teritorijoje, apimancioje 26 Salis, esancias Afrikoje j pietus nuo Sacharos. Apskaiciuota, kad
didelés epidemijos Siame regione kyla kas 5—12 mety, o sergamumas gali siekti iki 1 000 atv./100
000 asmeny (43). Nustatyta, kad serogrupé A yra dominuojanti bei atsakinga uz mazdaug 90%
visy atvejy Sioje teritorijoje, o prie epidemijy ir endeminiy atvejy pasireiSkimo daugiausiai
prisidéjo hipervirulentiniai kamienai, priklausantys ST-5 klono kompleksui (cc5) (44).
Paskutinioji plataus masto N. meningitidis A serogrupés sukelta epidemija jvyko 2009 metais,
kuomet buvo nustatyta 80 tukst. ligos atvejy (45,46), taciau 2010 m. pradéjus skiepijimo
monovalente su stabligés toksoidu konjuguota A serogrupés meningokoko vakcina (MenAfriVac)
programa, 2010-2015 m. 9 Salyse buvo uzfiksuotas 99% serogrupés A sukelty atvejy sumaze¢jimas
ir 2016-2017 m. serogrupé A sudaré tik 0,8% i$ patvirtinty atvejy (47,48). PSO duomenimis nuo
2022 m. lapkri¢io 1 d. iki 2023 m. sausio 27 d. Zinder regione, ] pietrycius nuo Nigerio, i§ viso
buvo pranesta apie 559 meningito atvejus, iskaitant 18 mirciy (bendras CFR 3,2 %) Dauguma
laboratoriskai patvirtinty atvejy sukélé C serogrupés kamienai. ,,Meningito dirzu“ vadinamoje
teritorijoje sezoniniai protriikiai kartojasi kasmet, taCiau Siuo vykstantis protriikis rodo ir
padidéjusj atvejy skaiciy, ir didesnj augimo tempa, palyginti su ankstesniaiS sezonais.

Sergamumas IML pasauliniu mastu kinta priklausomai nuo vietovés bei dominuojancios
serogrupés. Siuo metu Europoje, Siaurés Amerikoje ir Australijoje sergamumas svyruoja nuo 0,3
iki 3 atvejy 100 000 gyventojy. Duomeny i§ Lotyny Amerikos ir Azijos yra nedaug, taciau Zinoma,

jog ten dominuoja B ir C serogrupés (49). Australijos meningokokinés infekcijos stebéjimo
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programos 2020 m. metinés ataskaitos duomenimis Salyje dominuoja B, W ir Y serogrupés (50).
2019 m. JAV Ligy kontrolés ir prevencijos centro (CDC) duomenimis JAV buvo uzfiksuota 400
IML atvejy, i$ kuriy didZiausig dalj, t.y. 0,3 atv./100 000 gyventojy sudaré B ir Y serogrupés (50).
Meningitas pasireiSké 43,5% atvejy, o sepsis ir sepsis SU pneumonija po lygiai - 19,4%. Tuo tarpu
Europos ligy prevencijos ir kontrolés centro (ECDC) duomenimis, 2019 m. ES/EEE Salyse buvo
uzfiksuoti 2968 IML atvejai, 18 kuriy 59,2% sudaré B serogrupé, W —19%, C —12,5%, Y — 12,2%.
Didziausig serganciyjy dalj sudaré vyresni nei 65 m. amziaus zmonés bei 15-24 m. amziaus

jaunuoliai. Sepsis pasireiské 21,9%, meningitas 17,3%, o meningitas ir sepsis 10,6% atvejy (9).
1.3 N. meningitidis kamienu charakterizavimas

Meningokoky kamieny charakterizavimui Siandien naudojami molekuliniai metodai,
paremti DNR amplifikacija ir sekoskaita. Sie metodai pasizymi didele skiriamaja geba,
atkartojamumu, suderinamumu tarp laboratorijy. N. meningitidis charakterizavimui
rekomenduojami Sie taikiniai (51):

1) Kapsulé. N. meningitidis polisacharidiné kapsulé, kuri apibréZzia meningokoko serogrupe,
yra svarbus virulentiSkumo veiksnys, ir jos nustatymas reikalingas tikslesniam prevenciniy
priemoniy taikymui. Invaziniai izoliatai tradiciskai serotipuojami imunologiniu agliutinacijos
metodu: naudojami komerciniai polikloniniai antikiinai prie§ atitinkamos serogrupés kamienus
(52). Kituose serogrupés nustatymo metoduose naudojami kapsulei specifiniai monokloniniai
antikiinai, pritaikyti blotingo, ELISA, tékmés citometrijos platformose (53). Sie metodai reikalauja
gyvybingy meningokoko izoliaty, kuriuos galima kultivuoti, taciau gauti izoliatus 1§ serganciojo
IML éminiy néra paprasta. Be to, metodai ir reagentai néra standartizuoti tarp laboratorijy. Dél Siy
priezasCiy vis placiau naudojami DNR pagristi kapsulés genotipavimo metodai: tradicinis
polimerazés grandininés reakcijos (PGR) (54) ir tikro laiko PGR (TL-PGR) (55).

2) Antigenai FetA ir PorA. Kamieny charakterizavimui, siekiant gauti kuo tikslesng
informacijg apie IML protrikj, nustatoma variabilios antigenus koduojanéiy geny fetA ir porA
sritys.

3) Septyni dauginio sekos tipavimo lokusai (angl. MultiLocus Sequence Typing, MLST)
kamieny sekos tipo ir klono komplekso nustatymui. MLST tipavimas naudojamas nustatyti
meningokoko kamieno sekos tipg ir klono kompleksag. MLST paremtas septyniy bakterijos
gyvybingumui butiny geny (angl. housekeeping genes) nukleotidy seky nustatymu (1.1 lentelé)
(56). Genai gali bati amplifikuojami PGR badu ir jy nukleotidy sekos nustatomos Sangerio
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sekoskaita arba sekos nustatomos i§ viso bakterijos genomo sekoskaitos (angl. whole genome

sequencing, WGS).

1.1 lentelé. MLST tipavimui naudojami N. meningitidis genali

Biitini genai (angl. Housekeeping genes) | Geno lokusas
Putative ABC transporter abcZ
Adenylate kinase adk
Shikimate dehydrogenase arok
Fumurate dehydrogenase fumC
Glucose-6-phosphate dehydrogenase gdh
Pyruvate dehydrogenase subunit pdhC
Phosphoglucomutase pgm

Geny nukleotidy sekos arba visas bakterijos genomas pateikiamas j atviros prieigos

duomeny baze PubMLST Neisseria (https://pubmlst.org/organisms/neisseria-spp) ir

bioinformatiniais jrankiais, kurie integruoti i duomeny bazg, geno sekos variantui suteikiamas
alelinis numeris (angl. allele number). Visy MLST schemoje analizuojamy geny seky aleliniai
variantai sudaro N. meningitidis kamieno alelinj profilj (angl. allelic profile), kuriam priskiriamas
sekos tipas (angl. sequence type, ST). Sekos tipai gali biiti jungiami j dar didesnius vienetus,
vadinamus klono kompleksais (angl. clonal complex, cc). Informacija apie kamieny genotipa,
jskaitant geny sekas, alelinius variantus, sekos tipus yra kaupiama PUbMLST Neisseria duomeny
bazg¢je. Didelis MLST privalumas yra sekos duomeny atkartojamumas, o izoliaty alelinius
profilius galima lengvai palyginti su centrin¢je internetinéje duomeny bazéje esanciais profiliais
(prieSingai nei dauguma tipavimo procediiry, kurios apima DNR fragmenty dydziy palyginima
gelyje). Alelinius profilius taip pat galima nustatyti 1§ klinikinés medziagos, PGR amplifikuojant
septynis geny lokusus, panaudojant DNR, i8skirtg tiesiai i§ nugaros smegeny skyscio arba kraujo
éminiy. Taigi, izoliatus galima tiksliai apibuidinti net tada, kai jy negalima kultivuoti 18 klinikinés
medziagos, ta¢iau MLST turi ribotas galimybes tolimesniam genetiskai susijusiy izoliaty ST
atskyrimui.

Pastaruosius keletag mety vis populiaresné ir labiau prieinama tapo viso genomo sekoskaita.
Metodas suteikia informacijos apie bakterijy genomus, panaudojant daug didesne skiriamaja geba
nei MLST (57,58). Viso genomo MLST (angl. whole-genome Multi-Locus Sequence Typing,
wgMLST) analizé yra inovatyvesné, nes leidzia palyginti viso genomo genus, skirtingai nei
tradicinis MLST bei leidzia atpaZinti genetinius rySius tarp epidemiologiskai susijusiy izoliaty ir
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izoliaty, kurie gali turéti tg pat] infekcijos Saltinj. WGS metodas yra sglyginai brangus,
reikalaujantis kvalifikuoto personalo ir specifinés jrangos.

Izoliaty jautrumas antibiotikams nustatomas tiriant gyvybingus kultivuojamus
meningokokus. Tiriami du chemoprofilaktikai naudojami antibiotikai — rifampicinas ir chinolonali,
du klinikiniam gydymui naudojami antibiotikai penicilinas ir ceftriaksonas, jtraukiant ir
chloramfenikolj. N. meningitidis atsparumas daugeliui antibakteriniy medziagy néra placiai
paplitgs, taCiau atsparumas sulfonamidy klasés antibiotikams tampa vis daznesnis (59).
Antibiotiky jautrumo nustatymas turi buti atlieckamas remiantis tarptautiniu mastu pripazintomis
Klinikiniy laboratoriniy standarty instituto (angl. The Clinical & Laboratory Standards Institute,
CLSI) gairémis.

1.4 N. meningitidis neSiojimas ir jo nustatymo svarba

N. meningitidis tam tikrg laika, paprastai besimptomiai, kolonizuoja burnaryklés gleivines
iki 35% zmoniy kuriuo nors jy gyvenimo laikotarpiu (11). Tokie faktoriai kaip vyriska lytis, zema
socialiné-ekonominé padétis, virSutiniy kvépavimo taky pazeidimai dél koinfekcijy (pvz.: gripo,
mikoplazmos ar kity virusiniy infekcijy), gleiviniy pazeidimai dél dzitivimo bei dulkiy, Seimininko
organizmo jautrumas (angl. host susceptibility) nulemiamas jo amziaus, imlumo virusinéms
infekcijoms, rikymo ir genetinio polimorfizmo; gali padidinti rizikg tapti neSiotoju (3,60).
Meningokoky nesiojimas priklauso taip pat nuo zmogaus amziaus. Industrinése Salyse jis
didziausias 16-25 mety jaunuoliy amziaus grupéje (2). Naujagimiai yra labiausiai pazeidziami
IML, taciau $ioje amziaus grupéje nesiojimas yra nedidelis (11,61). Kadangi N. meningitidis plinta
tarp individy artimo kontakto metu oro-laSeliniu biidu, tyrimy metu nustatyta, jog glaudZziai
dirbanciose/gyvenanciose bendruomenése (armijos Sauktiniai, studentai bei moksleiviai) bakterijy
perdavimo ir neSiotojy daznis gali iSaugti (62,63). Jungtinéje Karalystéje atlikto tyrimo metu taip
pat buvo atskleista, kad socialinis elgesys — lankymasis klubuose ir baruose, cigare¢iy rikymas
(aktyvus ir pasyvus) bei buc¢iavimasis reikSmingai padidina rizikg tapti N. meningitidis neSiotoju
(4).

Dar 1917 m. atlikto tyrimo metu buvo iStirtas meningokoko neSiojimo ir invazinés
meningokokinés ligos sarySis. Nustatyta, kad laikotarpiai, kuomet patalpos perpildytos kareiviais,
buvo susije su padidéjusiu meningokoko nesiojimu, o tai savo ruoztu buvo susije¢ su padidéjusiu
Sios ligos paplitimu (64).

Besimptominis meningokoko ne$iojimas i$Saukia organizmo imuninj atsakg: stebimas

gleivingje aptinkamy IgA klasés antikiiny padidéjimas. NeSiojimas taip pat susijes su organizmo
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humoraliniu atsaku, pasireiskian¢iu baktericidiniy antiktiny prie$ PorA, PorB ir Opa baltymus, taip
pat pries lipopolisacharidus, padidéjimu kraujo serume. Nors organizmo atsakas yra specifinis
kamienui, bet stebimas ir tam tikras kryzminis reaktyvumas (angl. cross-reactivity) pries
heterologinius kamienus. Manoma, jog dél meningokoko neSiojimo atsirandantis nattralus
imunitetas yra itin svarbus, nes apsaugo organizmg nuo uzsikrétimo invaziniais, IML
sukeliangiais, N. meningitidis kamienais. Si Zinia ypa¢ svarbi apsaugant tokias jautrias amZiaus
grupes kaip naujagimiai, kuriy imuningé sistema dar néra i$sivysciusi, o i§ motinos gauti antiktinai
greitai prarandami.

Meningokoko nesiojimas burnarykléje, manoma, yra biitina sglyga IML atsiradimui, ta¢iau
kaip vyksta peréjimas nuo nesSiojimo iki invazinés ligos Siandien néra visiSkai aiSku. Manoma, jog
didelis N. meningitidis nesiojimas populiacijoje skatina meningokoka keistis genetine medziaga
tarpusavyje ir su kitomis tg pacig niSa kolonizavusiomis bakterijomis (pvz.: Streptococcus
pneumonia), ir tuo paciu skatina naujy potencialiai patogeniniy kamieny atsiradima. Aplinkos
veiksniai, bakterijos genetika, Zmogaus-Seimininko imunitetas — tai faktoriai, kurie jtakoja
nesiojimo procesg ir reikalauja tolesnio tyrinéjimo. NeSiojamy meningokoko kamieny molekulinis
charakterizavimas padeda suprasti, kokia yra bakterijos dinamika populiacijoje, kokio genotipo
nesiojami kamienai yra potencialiai patogeniniai, t.y. kokia ligos epidemiologija.

Skirtingai nei invaziniai N. meningitidis kamienai, apie 50% neSiojamy kamieny neturi
kapsulés (5,65,66), todél jy negalima imunologiniais metodais sugrupuoti j serogrupes ar j
genogrupes pasitelkus PGR. Tam yra dvi prieZastys: tai gali biiti kapsulés lokuso cps delecija arba
kapsulés lokuso geny raiska yra suspenduota vienu i§ daugybeés genetiniy mechanizmy. Kapsulés
praradimas didina bakterijos geb¢jima kolonizuoti burnarykle ir iSvengti Zmogaus imuninés
sistemos. Vis dé¢lto kapsulé, matyt, yra reikSminga bakterijos perneSimui, nes ji yra iS§saugojama
rasyje.

Pasaulyje IML sukelia ribotas skai¢ius vadinamyjy hiperinvazyviy meningokoko klono
kompleksy (cc32; ccll; cc41/44), taciau neSiojami N. meningitidis kamienai pasizymi dideliu
genetiniu variabilumu, o hiperinvazyvis kamienai retai biina neSiojami, nes jie daznai yra prasti
kolonizatoriai ir sudaro trumpalaikj kontaktg su Seimininku.

Cekijoje, Norvegijoje ir Graikijoje atlikty tyrimy metu nustatyta, kad cc11, cc32, cc269
yra reik§mingai labiau susijes su ligos pasireiskimu, kai tuo tarpu cc23, cc5 ir cc41/44 klono
kompleksai yra daug geriau prisitaike komensaliniy santykiy palaikymui su Seimininko organizmu
(2,67). Kituose geografiniuose rajonuose aptikta ccl1 asociacija tiek su liga, tiek su nesiojimu (2).
Nesiojimo daznis gali bti stabilus, bet IML sukelian¢iy kamieny daznis gali kisti. Norvegijoje
atliktas ilgalaikis tyrimas parod¢, jog cc32 neSiojimo daznis yra apie 5%, bet 1991 m. jis sukélé
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apie 70% IML, o 2003 m. tik 15% (67). Ligos daznis sumazéjo, bet neSiojimo daznis iSliko toks
pats. Ligos daznio sumaz¢jimo paaiskinimas galéty buti toks, jog populiacija jgijo atsparuma Siam
kamienui arba pats kamienas laikui bégant pakito. Kitaip tariant, i§ neSiojimo daznumo negalima
numatyti IML epidemiologiniy pokyc¢iy ar hipervirulentiniy kamieny paplitimo.

Per paskutinius keleta mety buvo atlikta nemazai testiniy (longitudiniy) tyrimy siekiant
nustatyti N. meningitidis ne$iojimo burnarykléje trukme. Sie tyrimai parodé, kad N. meningitidis
nesiojimas ir perdavimas kitiems gali buti chroniskas arba trumpalaikis, trukti nuo 2 iki daugiau
nei 9 ménesiy, vykti su pertraukomis (68). Tyrimo, atlikto 1983 m. Belgijoje, metu, apskaiciuota
vidutiné neSiojimo trukmé yra 11,7 ménesiai, taciau 2016 m. ,,meningito dirzu” vadinamoje
teritorijoje Afrikoje, nustatytas trumpesnis nesiojimo trukmés vidurkis — 3,4 ménesiai (69,70).
Taip pat buvo atskleistas santykis tarp neSiojimo trukmeés bei serogrupiy: serogrupés B 16,2
ménesiy, serogrupés C 18 ménesiy, serogrupiy Y ir W bei poliagliutinuojanc¢iy kamieny 10
ménesiy (69). Nustatytas jgijimo daznis (angl. acquisition rate) per ménesj 2,9% (71).

Tyrimai rodo, jog Zmogus nesioja ta pati meningokoko kamieng apie 5-6 mén., t.y.
nusistovi ilgalaikiai bakterijos ir §eimininko santykiai (68,70). Si savybé priklauso nuo kamieny,
pvz.: cc23 yra labai geras kolonistas ir gerai perduodamas kitiems individams. Retai neSiojamas
ccll, bet tose Salyse sukeliantis IML, neaptinkamas ilgalaikése studijose Graikijoje ir Cekijoje
(67), o tai galéty buti paaiSkinama, jog $is klono kompleksas puikiai perduodamas, bet negali biiti

nesSiojamas ilgg laika.
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2 TYRIMO MEDZIAGOS IR METODAI
2.1 Regentai, jranga, prietaisai

2.1 lentelé. Regentai, jy koncentracijos ir gamintojai

Regentas

Koncentracija

Gamintojas

Vanduo be nukleaziy (Water, nuclease-

free)

Thermo Fisher Scientific

(Vilnius, Lietuva)

PGR misinys Phire Green Hot Start I PCR

Master Mix

2x koncentruotas

Thermo Fisher Scientific

(Vilnius, Lietuva)

TL-PGR misinys TagMan™ Fast
Advanced Master Mix

Applied Biosystems (JAV)

Zmogaus DNR teigiama kontrolé

(TagMan™ Control Genomic DNA)

Applied Biosystems (JAV)

PGR pradmenys

100 uM

Metabion (Vokietija)

Agarozés milteliai (Agarose (Low-
EEO/Multi-Purpose/Molecular Biology
Grade))

Thermo Fisher Scientific

(Vilnius, Lietuva)

Etilendiamino tetra acto rugstis (EDTA)

Sigma-Aldrich (JAV)

Lediné acto ruigstis

Sigma-Aldrich (JAV)

Tris bazé

(Tris(hidroksimetil)aminometanas)

Sigma-Aldrich (JAV)

DNR uznesimo dazas (Orange DNA
Loading Dye 6X) #R0631

6x koncentruotas

Thermo Fisher Scientific

Vilnius, Lietuva)

DNR fragmenty ilgio agarozeés gelyje
standartai (GeneRuler DNA Ladder Mix)
#SMO0333

5x koncentruotas

Thermo Fisher Scientific
(Vilnius, Lietuva)

Etanolis

99,8%

Honeywell (JAV)
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2.2 lentelé. DNR gryninimo rinkiniai

Rinkinio pavadinimas

Gamintojas

DNR fragmenty gryninimo rinkinys (DNA Clean & Concentrator) | Zymo research (JAV)

Kit)

Genominés DNR gryninimo rinkinys (Genomic DNA Purification | Thermo Fisher Scientific

(Vilnius, Lietuva)

2.3 lentelé. Tirpalai, jy koncentracijos ir paruoSimas

Tirpalas

Koncentracija

ParuoSimas

TAE buferinis tirpalas

50x koncentruotas

1750 ml distil. H20 pridéti 242 g Tris
bazes, 57.1 ml ledinés acto rugsties, 100 ml
0,5 M EDTA (pH 8,0); pripilti distil. H.O
iki 1L

Agarozés tirpalas geliui

1,2%

1,2 g agarozés istirpinti 100 ml TAE 1x
buferinio tirpalo (50x TAE praskiestas
distil. H20 iki TAE 1x); tirpinti
mikrobangy krosneléje vis pamaisant, kol
tirpalas taps skaidrus. Po 10-15 min
atvésusj tirpalg jpilti j gelio forma
(horizontalios elektroforezes sistema

Cleaver Scientific, JK).

Etidzio bromido tirpalas

10 mg/ml

2.4 lentelé. Naudota jranga, prietaisai

Pavadinimas

Gamintojas

Staliné centrifuga 5424 R

Eppendorf (Vokietija)

Srovés Saltinis

Pharmacia Biotech. (JAV)

Tikro laiko PGR termocikleris ‘Rotor-Gene Q 5plex HRM’ Qiagen (Vokietija)

Termocikleris ‘SimpliAmp™’

Applied Biosystems (JAV)

Spektrofotometras ‘NanoDrop 2000’

Thermo Scientific (JAV)

Geliy dokumentavimo sistema UV kamera ‘MiniBIS Pro’ DNR Bio-Imaging Systems

(1zraelis)

UV-cabinet for PCR ‘UVC/T-M-AR’

Biosan (JAV)

DNR horizontalios elektroforezés sistema

Cleaver Scientific
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2.2 Tyrimo metodai
2.2.1 Tyrimo dalyviai

N. meningitidis nesiojimo paplitimo jvertinimui ir ne$iojamy kamieny genetiniam
charakterizavimui 405 burnaryklés éminiai buvo surinkti i§ Vilniaus apskrityje gyvenanciy ir
vienoje Vilniaus aukstojoje mokykloje besimokanciy 18-25 m. jaunuoliy. Savanori$kas sutikimas
dalyvauti tyrime buvo gautas i visy tyrimo dalyviy. Jaunuoliai nebuvo jtraukti j tyrima, jei buvo
anksCiau vakcinuoti bet kokia vakcina prie§ meningokoka, naudojo antibiotikus maziausia 4
savaités prie§ éminio paémima, turé¢jo virSutiniy kvépavimo taky infekcija éminio paémimo metu.
Eminiy rinkimas buvo atliktas Vilniaus universiteto Santaros kliniky (VUL SK) medicinos
personalo. Méginiy rinkimui ir analizei buvo gautas Vilniaus regioninio biomedicininiy tyrimy
komiteto leidimas ,,Meningokoky kamieny, iSskirty i§ Vilniaus apskrityje gyvenanc¢iy 18-25 m.
jaunuoliy burnaryklés, genetinés charakteristikos bei neSiojimo daznumo tyrimas”, Nr. 2021/9-

1372-854, 2021-09-21.
2.2.2 Eminiy surinkimas ir N. meningitidis kamieny i§skyrimas

Paimtas burnaryklés éminys buvo paimtas paéméju, turin¢iu 1 mL Amies terpés (ESwab,
Cpona, Italija). Eminys saugotas kambario temperatiiroje 2 val. laikotarpyje nuo paémimo ir buvo
nugabentas | VUL SK Mikrobiologijos laboratorija, kurioje apie 50 uLL éminio iSséta ant lekSteliy
su Thayer-Martin agarizuota terpe (Oxoid, UK). Lékstelés inkubuotos 48-72 val. 35°C 5% CO».
UzZaugusios kolonijos persétos ant Sokolado agaro (Oxoid, JK) ir padaugintos. 1zoliaty pirminé
identifikacija atlikta MALDI-TOF masiy spektrometrijos metodu (angl. Matrix-assisted laser
desorption/ionization-time of flight mass spectrometry, MALDI-TOF MS) (Bruker, Vokietija).
Identifikuoti N. meningitidis kamienai padauginti ir biomasé suspenduojama apie 200uL vandens
ir inaktyvuota pakaitinant 95°C 10 min. Prie§ atliekant tolimesnius tyrimus, burnaryklés éminiai
VUL SK laboratorijoje inaktyvuoti kars¢iu (60°C, 30 min) ir kartu su N. meningitidis izoliatais
perduoti VU GMC BTI IS darbuotojams.

2.2.3 Genominés DNR i$skyrimas i§ burnaryklés éminiy

IS 500 pl burnaryklés éminio iSgryninta genominé DNR (gDNR), panaudojant rinkinj
GeneJET PCR Genomic DNA Purification Kit (protokolas D) pagal gamintojo rekomendacijas.
gDNR isskyrée VU GMC IS doktoranté Aisté Sliziené.
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2.2.4 DNR koncentracijos nustatymas spektrofotometru

ISgrynintos gDNR koncentracija nustatyta ,,NanoDrop 2000” spektrofotometru matuojant
sugert] (angl. absorbtion) esant 260 nm bangos ilgiui. Prietaiso programiné jranga pateikia $iuos
parametrus: DNR koncentracijag ng/uL; DNR grynuma: pagal 260 nm (sugeria DNR) ir 280 nm
(sugeria baltymai) absorbcijos santykj, kuris turi buti ~ 1,8, 0 260/230 (sugeria mazamolekulinés

medZziagos) santykis turi biiti > 2,0. Po matavimo méginiai laikomi -25 °C temperatiiroje.
2.2.5 Geny amplifikavimas TL-PGR metodu

Siekiant nustatyti ar asmuo yra N. meningitidis neSiotojas, istirti éminiai i§ neSiotojy
burnarykliy. I$ éminiy iSskirta gDNR, kaip aprasyta 2.2.3 sk. ir nustatyta jos koncentracija (2.2.4
sk.). TL-PGR metodu nustatomi du genai ctrA ir porA. I 1,5 ml Eppendorf tipo mégintuvélius
»DNA LoBind®“(Eppendorf) paeiliui iSpilstyti 2.6 lentel¢je nurodyti TL-PGR komponentai,
i8skyrus DNR. Panaudoti pradmenys ir zondai, skirti aptikti ctrA ir porA genus, pateikti 2.5
lenteléje. Vidiné kontrolé yra zmogaus geno, koduojancio ribonukleazg P (RNAseP) pradmenys ir
zondai (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific). Vidiné kontrolé skirta patikrinti ar éminio
gDNR tinkamai iSskirta ir ar néra PGR inhibicijos (2.5 lentel¢). | atSaldyta stovelj sudélioti 0,1 ml
mégintuvéliai (4-strip ,,Rotor-Gene Q®” (Starlab)), jnesta po 23 ul TL-PGR misinio. Vienos
reakcijos tiiris yra 25 pl. Neigiamos kontrolés méginiai (be DNR) i8pilstyti pradzioje, ineSant po
2 ul sterilaus vandens be nukleaziy. Reakcijos atliktos ,,Rotor-Gene Q” (Qiagen) termocikleriu.
Kiekvienam méginiui atlikti du pakartojimai, siekiant padidinti analizés rezultaty tiksluma ir
1Svengti klaidingai teigiamy rezultaty.

Meningokoko kamienai, turintys ctrA ir porA genus (teigiamos kontrolés) gauti i$ NVSPL
izoliaty kolekcijos. RNAseP geny teigiamoms kontroléms panaudoti ,, TagMan™ Control Genomic

DNA (human)” méginiai.

2.5 lentelé. Naudoti TL-PGR amplifikacijos pradmenys ir zondai

Genas | Pradmens/ Seka (5°‘— 39) Zondo Literatiiros
zondo modifikacijos Saltinis
pavadinimas
CtrA F753 TGTGTTCCGCTATACGCCATT (72)
R846 GCCATATTCACACGATATACC (72)
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Pb820i AACCTTGAGCAAT’CCATTTAT | 5' FAM, (72)
CCTGACGTTCT BHQI on ,T¢,
3" SpC6
porA | NmporA— | TGGGCGGTTTGCAAGATC (55)
F860
NmporA - CGTTTGGAAAAATCATAATCAA (55)
R1055 CG
NmporA - TGGTATTTTCGCCTTTTTTACCG | 5’FAM, (55)
Pr1009 CGTT BHQ1 on
,T¢,3¢
RNAas | RNAsePF CCAAGTGTGAGGGCTGAAAAG (72)
eP RNAsePR TGTTGTGGCTGATGAACTATAA (72)
AAGG
RNAsePPb CCCCAGTCTCTGTCAGCACTC 5"FAM, 3’ (72)
CCTTC BHQ1
FAM — zondo dazo zymé; BHQI1 — slopiklis;
2.6 lentelé. TL-PGR komponentai ctrA, porA ir RNAseP geny nustatymui
Komponentai ctrA Pradinés Galutinés Taris, pl (1 | Taris, pl (26
nustatymui koncentracijos koncentracijos reakcijai) reakcijoms)
Sterilus vanduo, be - - 4,5 117
nukleaziy
TagMan® Fast 2x koncentruota | 1x koncentruota 12,5 325
Advanced Master Mix
Tiesioginis pradmuo 3,75 uM 0,3 uM 2 52
F753
Atvirkstinis pradmuo 11,25 uM 0,9 uM 2 52
R846
Zondas Pb820i 1,25 uM 0,1 uM 2 52
ISgryninta genomine 0,4—-28ng - 2 52
DNR
Bendras tiiris: 25 650
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Komponentai porA Pradinés Galutinés Taris, pl (1 | Taris, pl (26
nustatymui koncentracijos | koncentracijos reakcijai) reakcijoms)
Sterilus vanduo, be - - 4,5 117
nukleaziy
TagMan® Fast 2x koncentruota | 1x koncentruota 12,5 325
Advanced Master Mix
Tiesioginis pradmuo 5uM 0,3 uM 2 52
F928
Atvirkstinis pradmuo 5uM 0,9 uM 2 52
R1055
Zondas Pb1009 2,5 uM 0,1 uM 2 52
ISgryninta genomine 0,4-28ng - 2 52
DNR
Bendras tiris: 25 650
Komponentai Pradinés Galutinés Turis, pl (1 | Taris, pl (26
RNAseP nustatymui | koncentracijos | koncentracijos reakcijai) reakcijoms)
Sterilus vanduo, be - - 4,5 117
nukleaziy
TagMan® Fast 2x koncentruota | 1x koncentruota 12,5 325
Advanced Master Mix
Tiesioginis pradmuo 0,4 uM 0,3 uM 2 52
AtvirkStinis pradmuo 0,4 uM 0,9 uM 2 52
Zondas 0,1 uM 0,1 uM 2 52
ISgryninta genomine 0,4-28ng - 2 -
DNR
Bendras tiris: 25 650

TL-PGR atlikimo salygos nurodytos 2.7 lenteléje ir pritaikytos pagal gamintojo

rekomendacijas, naudojant ,,TagMan™ Fast Advanced Master Mix” reakcijos miSinj.
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2.7 lentelé. TL-PGR salygos

Salygos (temperatiira, laikas) Cikly kiekis
50 °C, 2 min 1 ciklas
95 °C, 2 min 1 ciklas
95°C, 10s

50 cikly
60 °C, 40 s

TL-PGR nustatymai pasirinkti taip, kad zondo, Zenklinto FAM dazu, fluorescencija biity

nustatoma atitinkamame bangos ilgyje.

2.2.6 TL-PGR rezultaty analizé

TL-PGR rezultatai analizuoti, nustacius fiksuotg slenksting reikSme (angl. fixed threshold)

0,03 (parinkta pagal praktinius rezultatus). Slenkstiné reikSmé turi buti nustatyta didesné nei

neigiamy kontroliniy ir turi biti eksponentinés fazés pradzioje. Prie§ méginiy analizavima,

patikrinami teigiamy ir neigiamy kontroliy rezultatai. Neigiamos kontrolés (be gDNR) turi

nerodyti jokios Ct (angl. cycle threshold) reikSmés ir amplifikacijos kreivés ties nuline reik§me

turéty atrodyti kaip tiesi linija. Teigiamos kontrolés Ct reikSmés turéty biiti maziau uz 35 ir

amplifikacijos kreivés turi biiti sigmoidinés formos, o artéjant paskutiniam ciklui tapti plokscios

formos (2.1 pav.). Jeigu Sie reikalavimai netenkinami, PGR atlickamas i§ naujo.

Eksponentiné fazé

- Slenkstiné reikime

Ciil;las

2.1 pav. TL-PGR amplifikacijos kreivés pavyzdys. Tai grafikas, rodantis kiekvienos reakcijos

amplifikacijos cikly skaiciy X aSyje ir fluorescencijos vienetus (dRn) Y aSyje. dRn yra pradinis
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fluorescencinis rodmuo, normalizuotas pagal etaloninius dazus. Slenkstiné reikSmé paryskinta

raudona linija, Ct paryskinta Zalia rodykle, o eksponentiné fazé paryskinta raudona rodykle.

Gautiems meéginiy rezultatams analizuoti naudojamos Ct reik§miy interpretacijos pagal
JAV Ligy kontrolés ir prevencijos centro duomenis (73): jeigu Ct< 35, tai méginys yra laikomas
teigiamu; jeigu Ct yra 36-40, tai rezultatas laikomas abejotinu/dviprasmisku; jeigu Ct> 40, tai
méginys yra laikomas neigiamu. Jeigu gaunami abejotini méginio rezultatai, TL-PGR yra
pakartojamas su 4 ir 10 karty praskiesta DNR. Taip siekiama sumazinti PGR inhibitoriy
koncentracija, jei dél to gaunamas abejotinas rezultatas. Jeigu po pakartojimo Ct reikSmé pakyla
iki teigiamy vercCiy (< 35, amplifikuojant ctrA; < 30 kai amplifikuojama porA), tai méginys
laikomas teigiamu. Vertinant méginius taip pat svarbu patikrinti ar dviejy pakartojimy variacijos
koeficientas (angl. variation coefficient, CV) néra didesnis uz 10% (skai¢iavimai atlikti pagal
2.2.15 sk. nurodyta formulg). Jeigu rezultatuose yra uzfiksuojama Ct reikSmé tik vieno i§ dviejy
pakartojimy metu arba variacijos koeficientas yra didesnis uz 10%, TL-PGR kartojamas i§ naujo.

Méginiai, kurivose Ct reik§mé nustatoma tik viename i§ dviejy pakartojimy arba

nenustatoma abejuose pakartojimuose pagal RNAseP, nevertinami.
2.2.7 N. meningitidis izoliaty genogrupés nustatymas PGR

N. meningitidis genogrupé nustatyta PGR budu, panaudojus 2.8 lenteléje nurodytus

pradmenis.

2.8 lentelé. Pradmenys genogrupés nustatymui PGR metodu

Genogrupé | Amplifikuojamas Pradmens seka DNR Saltinis
genas fragmento
ilgis (bp)
A orf-2 GCAATAGGTGTATATATTCTT | 400 (54)
CC
CGTAATAGTTTCGTATGCCTT
CTT
B synB GGATCATTTCAGTGTTTTCCA | 450 (54)
CCA
GCATGCTGGAGGAATAAGCA
TTAA

29



C synE TCAAATGAGTTTGCGAATAG | 250 (54)
AAGGT
CAATCACGATTTGCCCAATT
GAC

w synG CAGAAAGTGAGGGATTTCCA | 120 (54)
TA
CACAACCATTTTCATTATAGT
TACTGT

Y synF ACGATATCCCTATCCTTGCCT | 75 (54)
A
CTGAAGCGTTTTCATTATAAT
TGCTAA

X CtrA AATGCAAATTCAATTGGTTG | 190 (54)
CTTGGGCCTTATACAAAGAC

Capsule null | cnl GTCGTCTGAAAGCTTGCCTT | ~400 (74)
locus (cnl) GCTC
CGCGCCATTTCTTCCGCC

PGR atliekama, panaudojus PGR misinj Phire Green Hot Start II PCR Master Mix,

kiekvieno pradmens koncentracijos buvo 0,4 uM. PGR reakcijos salygos nurodytos 2.9 lenteléje.

2.9 lentelé. N. meningitidis izoliaty genogrupei budingy seky amplifikavimo reakcijos salygos

Ciklas Temperatiira Trukmé Cikly skaicius
Pradiné denatiiracija 98°C 10s 1
Denatiiracija 98°C 5s 30
Pradmeny prilydymas 60°C 5S
llginimas 72°C 155s/1 kb
Papildomas ilginimas 72°C 1 min 1

Gauty PGR produkty analiz¢ atlikta 1,2-2,5% agarozés gelyje (zr. sk. 2.2.10).
2.2.8 Dauginiu lokusy seky (MLST) amplifikavimas

N. meningitidis geny sekos abcZ, adk, aroE, gdh, fumC, pdhC, pgm sekos buvo
padaugintos PGR metodu, panaudojus pradmenis, nurodytus 2.10 lenteléje. PGR matrica naudotas
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centrifuguojant nuskaidrintas meningokoky izoliaty lasteliy lizatas (2.2.2 sk.). Regenty pradinés ir

galutinés koncentracijos bei tiiriai 1 reakcijai atlikti pateikti 2.11 lenteléje. Vienos reakcijos tiiris

meégintuvelyje 25 pl. PGR misinio komponenty koncentracijos ir PGR reakcijos salygos nurodytos

atitinkamai 2.11 ir 2.12 lentelése. Neigiama kontrolé — reakcijos misinys be DNR.

2.10 lentelé. Pradmenys dauginiy lokusy seky (MLST) amplifikavimui

Genas Pradmens Tiesioginis/ Seka (5°—3’) Literatiiros
pavadinimas | atvirkstinis Saltinis
pradmuo
abcz abcZ-P1C Tiesioginis TGTTCCGCTTCGACTGCCAA | (75)
C
abczZ-P2C Atvirkstinis TCCCCGTCGTAAAAAACAAT
C
adk adk-P1B Tiesioginis CCAAGCCGTGTAGAATCGTA | (75)
AACC
adk-P2B Atvirkstinis TGCCCAATGCGCCCAATAC
arok aroe-P1B Tiesioginis TTTGAAACAGGCGGTTGCGG | (75)
aroE-P2B Atvirkstinis CAGCGGTAATCCAGTGCGA
C
fumC fumC-P1B Tiesioginis TCCCCGCCGTAAAAGCCCTG | (75)
fumC-P2B Atvirkstinis GCCCGTCAGCAAGCCCAAC
gdh gdh-P1B Tiesioginis CTGCCCCCGGGGTTTTCATC | (75)
T
gdh-P2B Atvirkstinis TGTTGCGCGTTATTTCAAAG
AAGG
pdhC pdhC-P2B Tiesioginis CCGGCCGTACGACGCTGAA | (75)
C
pdhC-P2B Atvirkstinis GATGTCGGAATGGGGCAAA
CA
pgm pgm-P1 Tiesioginis CTTCAAAGCCTACGACATCC | (75)
G
pgm-P2 AtvirkStinis CGGATTGCTTTCGATGACGG
C
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2.11 lentelé. PGR komponentai dauginiy lokusy seky amplifikavimo reakcijoms

Regentai Pradinés Galutinés Taris, pl (1
koncentracijos | koncentracijos | reakcijai)

PGR misinys (Phire Green Hot Start II 2x koncentruota | 1x koncentruota 12,5
PCR Master Mix)

Sterilus vanduo, be nukleaziy - - 8,5
Tiesioginis pradmuo 10 uM 0,4 uM 1
Atvirkstinis pradmuo 10 uM 0,4 uM 1
DNR 2
Bendras tiris: 25

2.12 lentelé. Dauginiy lokusy seky amplifikavimo reakcijy salygos

Ciklas Temperatiira Trukmé Cikly skaicius
Pradiné denatiiracija 98°C 10s 1
Denatiiracija 98°C 5S 30
Pradmeny prilydymas 60-69°C 5S
[lginimas 72°C 15 s/1 kb
Papildomas ilginimas 72°C 1 min 1

2.2.9 Baltymy PorA ir FetA tipavimas

Geny, koduojan¢iy baltymus FetA ir PorA, sekos buvo amplifikuotos, panaudojus

pradmenis nurodytus 2.13 lenteléje ir reakcijos salygas, kaip apraSyta 2.2.3 skyriuje ir 2.5 lenteléje.

2.13 lentelé. Pradmenys fetA ir porA geny amplifikavimui

Genas | Pradmens Tiesioginis/ Seka (5°—3’) Literatiiros
pavadinimas | atvirkstinis pradmuo Saltinis
porA | 210F Tiesioginis ATGCGAAAAAAACTTAC | (76)
CGCCCTC
211R Atvirkstinis AATGAAGGCAAGCCGTC | (76)
AAAAACA
fetA S1 Tiesioginis CGGCGCAAGCGTATTCG | (77)
G

32



S8

AtvirkStinis

CGCGCCCAATTCGTAAC
CGTG

(77)

Geny sekoskaitai, panaudoti Sie pradmenys:

2.14 lentelé. Pradmenys porA ir fetA geny sekoskaitai

Genas | Pradmens Tiesioginis/ Seka (5°—3?) Literatiiros
pavadinimas | atvirkStinis Saltinis
pradmuo
porA | 210F Tiesioginis ATGCGAAAAAAACTTACCGCC | (76)
CTC
VR2-seq Atvirkstinis GGCGAGATTCAAGCCGCC (76)
fetA S12 Tiesioginis TTCAACTTCGACAGCCGCCTT (75)
S15 Atvirkstinis TTGCAGCGCGTCRTACAGGCG | (75)

2.2.10 PGR produkty analizé agarozés gelyje

PGR produkty analize atlikta elektroforezes budu, 1,2% agarozés gelyje (gelio paruoSimas
nurodytas 2.3 lentel¢je). | agarozés gelio Sulinélius jnesta po 5 ul PGR méginio sumaiSyto su DNR
uzneSimo dazu (DNA loading dye) (2.1 lentel¢). Jei naudotas PGR miSinys ,,Green*, kuriame jau
yra DNR dazo, paruoStas PGR méginys uZneSamas tiesiai ] Sulinélius. Elektroforez¢ atlieckama
esant 10 V/cm? jtampai (srovés Saltinis Pharmacia Biotech.), o laikas kontroliuojamas pagal

indikatorinio dazo judrumg meéginyje.
2.2.11 PGR produkty vertinimas agarozés gelyje

Pasibaigus elektroforezei agarozés gelis dazomas 15-20 min etidzio bromido 0,5 pg/mL
tirpale. Geliai analizuoti transiliuminatoriuje (DNR MiniBis Pro, Izraelis) UV $viesoje. Gautas
vaizdas dokumentuotas su integruota programine jranga — GelCapture.

PGR produktai laikomi tinkamais tolimesnei analizei, jeigu uZfiksuotame vaizde yra
matoma rySki viena/vienalyté juostelé, atitinkanti reikiamo fragmento ilgj, kuris nustatomas pagal

DNR fragmenty ilgio standartus (2.15 lentelée).
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2.15 lentelé. Amplifikuoti PGR produktai: geny pavadinimai ir ilgis (bp)

Genas PGR fragmento ilgis (bp)
abcZ 850
adk 708
aroE 835
JumC 820
gdh 650
pdhC 818
pgm 1322
fetA 1200
porA 1100

2.2.12 PGR produkty gryninimas

PGR budu gauti DNR fragmentai buvo gryninami panaudojus DNA Clean & Concentrator
rinkinj, vadovaujantis gamintojo pateiktomis rekomendacijomis. ] PGR méginio (~20 pl) PGR
misinys sumaiSomas su DNR suri$anciu buferiniu tirpalu (angl. DNA Binding Buffer) santykiu 1:5.
Sis misinys perkeltas j kolonéle ir centrifuguotas stalinéje centrifugoje 30 s. maksimaliomis
apsukomis. Kolonélé praplauta 200 pl DNR plovimo buferiu (angl. DNA Wash Buffer) ir
centrifuguota 30 s. Praplovimas ir centrifugavimas pakartotas du kartus. DNR eliucijai naudota

20ul distiliuoto vandens. Gautas DNR tirpalas saugomas -25°C temperataroje.
2.2.13 MLST profilio nustatymas

I$gryninty N. meningitidis izoliaty amplifikuoty dauginiy lokusy DNR sekoskaita nuo
abiejy DNR grandiniy (pradmenys nurodyti 2.16 lenteléje) atlikta BaseClear B.V. (Leidenas,
Olandija). Sekoskaitos analize ir seky pateikimg j PUBMLST/Neisseria duomeny baze
(https://pubmilst.org/) izoliato MLST profilio nustatymui atliko Dr. M.Pleckaityté (GMC VU BTI
IS).
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2.16 lentelé. Dauginiy lokusy sekoskaitos pradmenys

Genas | Pradmens Tiesioginis/ Seka (5°—37) Literatiiros
pavadinimas atvirkstinis Saltinis
pradmuo
abcZ | abcZ-S1A Tiesioginis AATCGTTTATGTACCGCAGR | (75)
abcZ-S2 Atvirkstinis GAGAACGAGCCGGGATAGG
A
adk adk-S1A Tiesioginis AGGCWGGCACGCCCTTGG (75)
adk-S2 Atvirkstinis CAATACTTCGGCTTTCACGG
aroE | aroE-S1A Tiesioginis TCGGTCAAYACGCTGRTK (75)
aroe-S2 Atvirkstinis ATGATGTTGCCGTACACATA
fumC | fumC-S1 Tiesioginis TCCGGCTTGCCGTTTGTCAG | (75)
fumC-S2 Atvirkstinis TTGTAGGCGGTTTTGGCGAC
gdh | gdh-S3 Tiesioginis CCTTGGCAAAGAAAGCCTGC | (75)
gdh-S4C Atvirkstinis RCGCACGGATTCATRYGG
pdhC | pdhC-S1 Tiesioginis TCTACTACATCACCCTGATG | (75)
pdhC-S2 Atvirkstinis ATCGGCTTTGATGCCGTATTT
pgm pgm-S1 Tiesioginis CGGCGATGCCGACCGCTTGG | (75)
pgm-S2A Atvirkstinis GGTGATGATTTCGGTYGCRC
C

Nukleotidy zyme¢jimas: R = A atba G; W=Tarba A; K=TarbaG; Y=CarbaT; N=A,
T, G, arba C.

2.2.14 Invaziniai N. meningitidis izoliatai

Vadovaujantis Lietuvos Respublikos Sveikatos apsaugos ministro 2009-05-21 jsakymu Nr.
V-385 ,,Dél patogeniniy bakterijy, nustatyty asmens ir visuomenés sveikatos prieZiliros jstaigy
laboratorijose, identifikavimo ir tipavimo tvarkos apraso patvirtinimo” visi invaziniai N.
meningitidis izoliatai turi bati siun¢iami | NVSPL. Laikotarpyje 2020-2022 m. gauti 20 izoliaty.
Dviejy izoliaty, gauty 2021 m., nepavyko iSauginti, todé¢l jie nebuvo jtraukti j tyrima, o kiti du
izoliatai (2022 m.) buvo i$ to paties individo, todél tik vienas i$ jy jtrauktas j tyrima. IS viso iStirta
17 meningokoko izoliaty (n=6, 2020; n=6, 2021; n=5, 2022). 1zoliatai i8skirti 1§ kraujo ar stuburo

smegeny skyscio. Informacija apie izoliaty serogrupe gauta i§ NVSPL, o genogrupé¢ nustatyta, kaip
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apraSyta 2.2.7 skyrelyje. Viso genomo sekoskaita (WGS) atlikta izoliatams, gautiems 2020 m.
(n=6). Sekoskaitg finansavo ECDC, o atliko Eurofins (Vokietija), panaudojus Illumina platforma.
Genomo surinkimas (angl. genome assembly) atliktas kaip aprasyta (10). Izoliatams, kuriems
nebuvo atlikta WGS, nustatytas MLST profilis ir atliktas PorA ir FetA baltymy tipavimas, kaip
apraSyta 2.2.9 skyrelyje. Sekoskaitos analize ir seky pateikimg | PUBMLST/Neisseria duomeny
baze izoliato baltymy FetA ir PorA variabiliy sri¢iy varianty (FetA-VR, PorA-VR1 ir PorA-VR2)
nustatymui atliko Dr. M.Pleckaityt¢e (GMC VU BTI IS).

2.2.15 Statistiné duomeny analizé

TL-PGR tyrimo Ct vidurkis (Rep. Ct) ir dviejy pakartojimy Ct standartinio nuokrypio
(Rep. Ct Std. Dev.) reikSmes buvo automatiskai sugeneruotos Rotor-Gene Q Series programinés
jrangos, versija 2.3.5.

Variacijos koeficiento (CV) skai¢iavimo formulé:

_ Rep.Ct Std. Dev.

cv
Rep.Ct

x 100

Rep. Ct — Ct reikSmiy vidurkis tarp pakartojimy.

Rep. Ct Std. Dev. — Ct standartinio nuokrypio reik§mé visiems to paties DNR méginiams.

Aprasomoji statistiné duomeny analizé atlikta naudojant R programg (4.2.2 versija),
DescTools paketa (0.99.47 versija) ir Microsoft Excel. Nuokrypio apie neSiojimo paplitima
jverciui apskai€iuotas proporcijy 95% pasikliautinasis intervalas (PI) naudojant Wilsono metoda
(angl. Wilson Score method) (78), kuris po to paverstas ] procentus.

Meningokoko nesiojimo paplitimo statisting analiz¢ atliko V. Gegzna VU GMC Biomoksly

institutas.
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3 REZULTATAI
3.1 Sergamumas IML Lietuvoje 2020-2022 metais

Sergamumas IML Lietuvoje pastaruosius du deSimtmecius buvo vienas didziausiy ES.
2009-2019 m. IML buvo nustatyta vidutiniskai 2,24 atv./100 000 gyventojy, o 2013 ir 2017 m.
sieké 3 atv./100 000 gyventojy (8,79). Sergamumas IML Europoje pastoviai mazg&jo, o
kaimyninése Lenkijoje, Latvijoje, Estijoje buvo nedidelis (0,3-0,6/100 000) (8,9). Didzioji dalis
(90,5%) 2009-2019 m. isskirty invaziniy meningokoko kamieny priklausé B serogrupei. C, Y ir X
serogrupés sudaré atitinkamai 7,5%, 1% ir 0,68% visy izoliaty (10).

Sergamumas IML Lietuvoje 2020-2022 m. sumazéjo iki 0,42 atvejo/100 000 gyventojy
(8). Manoma, kad sumaz¢jimas susijes su 2020-2021 m. Covid-19 pandemijos jvestais
apribojimais. Tuo metu buvo imtasi jvairiy priemoniy (pvz.: medicininiy kaukiy/respiratoriy
dévéjimas, rekomendacijos likti namuose, vie$ai prieinamy paslaugy/viety veiklos ribojimas),
siekiant sumazinti koronavirusinés infekcijos plitimg. Reaguojant ;| Covid-19 pandemija Lietuvos
Svietimo sistemoje taip pat buvo priimtas nuotolinis mokymas ir mokymasis

(https://koronastop.Irv.It). Taciau nuo 2021 m. rugsé¢jo 1 d. kontaktinés paskaitos ir kita déstymo

veikla yra leista daugumoje Lietuvos aukstyjy mokykly ir universitety (80). Kadangi Sios abi
infekcijos yra platinamos oro-laseliniu budu, tad ribojimai jvesti Covid-19 pandemijos valdymui
prisidéjo ir prie N. meningitidis platinimo sumaz¢&jimo. Daugumos infekciniy ligy sumazéjimo dél
ribojimy tendencija buvo stebima pasauliniu mastu. Taciau kai kuriose Salyse po pandemijos
valdymo apribojimy panaikinimo pastebéta ligy, tame tarpe sukelty ir N. meningitidis, iSaugimas
(81). Lietuvoje 2022 m. IML sergamumas isliko toks pats, kaip ir 2020-2021 m.

Vakcina 4CMenB prie§ B serogrupés meningokoka 2018 m. jtraukta j Nacionaling
imunizacijos programa ir ja skiepijami 3,5 mén. bei 12-15 mén. amziaus vaikai. Kita vakcina -
MenB-Fhbp, taip pat prie§ B serogrupés meningokoka, yra registruota Lictuvoje 2014 m. ir ja
skiepijami vyresni nei 10 m. asmenys. Si vakcina yra mokama. Atsizvelgiant j statistikoje
uzfiksuotg sergamumo sumazéjimg manoma, jog vakcinacija taip pat tur¢jo jtakos IML atvejy
sumaz¢jimui Lietuvoje.

2020-2022 m. Lietuvoje buvo uzfiksuoti 36 IML atvejai, NVSPL saugomi 17 invazyviy N.
meningitidis izoliaty, o tai sudaré 47,2% nuo visy IML atvejy. Informacija apie izoliaty serogrupes
buvo gauta i§ NVSPL, bet genogrupé buvo patvirtinta papildomai, kaip aprasyta 2.2.7 sk. Pagal

tarptautines molekulines meningokoko tipavimo rekomendacijas (51), buvo nustatyta $iy izoliaty
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MLST profilis, sekos tipas (ST), klono kompleksas (cc) ir baltymy FetA bei PorA variabiliy (FetA-
VR ir PorA-VR1 ir PorA-VR2) sri¢iy variantai (51). Rezultatai pateikti 3.1 lenteléje.
3.1 lentelé. Molekulinés invazyviy N. meningitidis izoliaty (2020-2022 m.) charakteristikos

PorA _ Klono
Serogrupé/ | Izoliaty Sekos tipas
FetA-VR kompleksas
genogrupé | skaitius | VR1 VR2 (ST)
(cc)

B 7 19 15 F4-28 34 32

B 1 19 15 F4-28 9775 32

B 1 19 15 F4-28 9779 32

B 1 21 9 F4-28 16805 32

B 1 19 15 F4-28 16791 32

B 1 22 14 F5-5 213 213

B 1 19-2 13-1 F3-9 17490 461

B 2 21 21 F5-8 15967 UA

B 1 5-1 10-1 F1-7 16806 UA

X 1 22 14 F5-5 17491 UA

Nustatyta, kad vienas izoliatas buvo X serogrupés (gautas 2022 m.), o 16 izoliaty priklausé
B serogrupei, kuri sukélé didzigja dauguma IML atvejy ir praéjusj desimtmetj (10). Izoliatai buvo
sugrupuoti j 10 sekos tipy (ST). Tarp 6 naujai aptikty ST, trys buvo priskirti trims klono
kompleksams (cc), o lik¢ ST nesiejami nei su vienu cc (cCUA). Izoliatai buvo priskirti trims cc, i§
kuriy labiausiai paplitgs cc32 (52,9%, n=9). Baltymy PorA ir FetA tipavimas parodé, jog kamienas
P1.19,15: F4-28: ST-34 (cc32) sudaré 41,2% (n=7) visy izoliaty. Sis kamienas sudaré 64,1% visy
2009-2019 m. isskirty invaziniy izoliaty (10). Vyraujantis klono kompleksas cc32 isliko toks pats
kaip ir per praéjusj deSimtmetj.

2020-2022 m. i$skirti invaziniai izoliatai pateikti j PubMLST Neisseria duomeny baze
(https://pubmlst.org/organisms/neisseria-spp); teikéjas Dr. M. Pleckaityté (VU GMC BTI IS).
Izoliaty numeriai (id) yra $ie: 110092-110093, 110182, 110184, 110189, 110195,110205, 110208,
122226-122229, 127474-127478.

3.2 Tyrimo dalyviy charakteristika

Sis tyrimas buvo atliktas 2021 m. gruodzio mén.—2023 m. balandzio mén. Jame dalyvavo

405 savanoriai (18-25 m. amziaus). Visi éminiai buvo surinkti i§ Vilniaus apskrityje gyvenanciy

38


https://pubmlst.org/organisms/neisseria-spp

ir vienoje Vilniaus aukstojoje mokykloje besimokanciy studenty, siekiant nustatyti ar jie yra N.
meningitidis nesiotojai. Vilnius yra labiausiai IML paveikta Lietuvos apskritis, kurioje nustatoma
iki 90% visy IML atvejy bendroje populiacijoje (10). Keturiy dalyviy burnaryklés éminiai atmesti,
nes TL-PGR meéginiuose nebuvo aptikta zmogaus RNAseP koduojanc¢io geno (teigiamos
kontrolés). I§ 401 surinkto éminio 50 éminiy (12,5%) buvo surinkti 2021 m. gruodj, 290 (72,3%)
éminiy 2022 m. ir 61 (15,2%) éminys 2023 m. sausio-vasario ménesiais. DevyniasdeSimt vienas
(22,7%) asmuo i§ tyrimo dalyviy buvo vyras ir 310 (77,3%) dalyviy buvo moterys. Amziaus
vidurkis 22,4 m. (imtis 18-25 mety).

3.3 N. meningitidis neSiojimo paplitimas

N. meningitidis nustatymui burnaryklés éminiuose TL-PGR metodu taikiniais buvo
naudojami du genai ctrA ir porA. Genas ctrA yra kapsulés lokuse, todél naudojamas tik kapsulg
turin¢iy meningokoky nustatymui. Yra zinoma, jog didelé neSiojamy meningokoky dalis neturi
kapsulés (65,74,82), todél nustatymui pasirinktas ir porA genas, kurj turi beveik visi meningokoky
kamienai (55). Genas porA koduoja transmembraninj baltyma, kuris atsakingas uz
mazamolekuliniy medZiagy transporta j lastele. Sis meningokoko nustatymo metodas toliau tekste
vadinamas éminio TL-PGR.

Meningokoky neSiojimas taip pat buvo nustatytas tradiciniu mikrobiologiniu pasélio
metodu, siekiant iSauginti neSiojama N. meningitidis kamieng dalj éminio paséjant ant specialiy
agarizuoty terpiy (3.1 pav.). ISaugusios N. meningitidis kolonijos buvo identifikuotos MALDI-
TOF.

3.1 pav. N. meningitidis kultiiros iSaugintos po 48 val. inkubacijos ant agarizuotos terpés.

Nuotrauka gauta i§ Dr. S. Kiverytés (VUL SK Mikrobiologijos laboratorija).

Jeigu N. meningitidis aptikta abiem metodais (pasélio ar éminio TL-PGR) arba bent vienu

metodu, tai éminys laikomas teigiamu. Taigi, 20 i§ 401 éminiy aptikta N. meningitidis (3.2 lentel¢).
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Desimtyje i§ 20 meningokoko éminiy aptikta meningokokas abejais metodais. Tiriamojoje grupéje

meningokoko nesiojimo paplitimas (angl. carriage prevalence) buvo 4,99% (n=20; 95% CI 3,25—
7,58). Pagal TL-PGR teigiamy éminiy nustatytas nesiojimas 3,74% (n=15; 95% CI 2,28-6,08), o

pasélio metodu nustatytas 3,74% (n=15; 95% CI 2,28-6,08) nesiojimas.

3.2 lentelé. Burnaryklés éminiy TL-PGR rezultatai ir izoliaty genogrupés nustatymas

. B.ul:naryklés Izoliato genogrupé
éminio TL-PGR
Eminio Pasélio Izoliato PGR
nr. CtrA pOI’A metodas Genogrupei el (ieno'g.l.‘upés
genas | genas ctrA genas | biadingas enas Zymejimas
genas g

NM-028 - - + - - + cnl
NM-036 + + + + + - B
NM-038 - + - — - - -
NM-059 - + + - - + cnl
NM-063 - + + - - + cnl
NM-089 + + + + + - Y
NM-110 - + + - + + cnl
NM-115 - - + + - - NG*
NM-120 - + - — - - -
NM-138 - + - — - - -
NM-164 - + - — - - -
NM-168 + + + + - - NG
NM-176 + + + + + -
NM-201 + + + + + —
NM-212 - + - — - - -
NM-253 - + + - - + cnl
NM-281 - - + - - + cnl
NM-295 - + + + + - B
NM-402 - - + + + - Y
NM-409 - - + - - + cnl

*NG, genogrupei nepriskirta (angl. non groupable)
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Néra 1:1 atitikimo tarp N. meningitidis aptikimo pasélio ir TL-PGR metody (3.2 lentelé).
Nedidelis meningokoko kiekis éminyje yra dazniausiai siejamas su meningokoko kamieny
neiSaugimu pasélyje. Tiesioginis meningokoko nustatymas éminyje TL-PGR metodu turéty biiti
jautresnis metodas, nepriklausomas nuo pasélio, taCiau Siame darbe didesniy Sio metodo
pranasumy neaptikta. Kol kas yra atlikta nedaug tyrimy, kuriuose meningokoko neSiojimo
nustatymui naudojama abu minéti metodai. Kanadoje buvo istirtas meningokoko neSiojimas tarp
13-25 m. jaunuoliy abejais metodais ir nustatyta, jog éminio TL-PGR yra jautresnis metodas nei
izoliaty PGR. Tik 50% kitais metodais nustatyty N. meningitidis pavyko aptikti izoliaty PGR (83).
Kitame tyrime TL-PGR metodo tiesiogiai i§ éminio jautrumas buvo 75%, palyginus su izoliaty
PGR, o apie 24% izoliaty buvo nepatvirtinti TL-PGR (84).

Nustatytas 5% meningokoko neSiojimo paplitimas tarp Vilniaus aukstosios mokyklos
studenty yra nedidelis. Svedijoje atliktame tyrime, kuriame vidutinis dalyviy amZius buvo toks
kaip Siame darbe, neSiojimas buvo 9,1% (5). Kanadoje nustatytas neSiojimas tarp 18-25 m.
studenty buvo 21,9% (83). Australijoje ir Italijoje atliktuose tyrimuose nesiojimo procentas buvo
atitinkamai 7 ir 17%, bet dalyviai buvo jaunesni (14-19 m. amziaus) nei $iame tyrime (66,85).
Norvegijoje didziausias neSiojimas buvo nustatytas 18 m. amziaus grupéje (16,4%), o jaunesniy
dalyviy grupéje 1,9% (13-15 m. amziaus) ir 9,7% (16-18 m. amziaus) (65). Industrinése valstybése
didZiausias negiojimo paplitimas yra nustatytas 18-19 m. jaunuoliy tarpe (11). Sio amzZiaus
jaunuoliy dalis Siame tyrime yra nedidelé: 18 m. amziaus sudaré 0,75% (3/401), o 19 m. amzZiaus
-5,2% (21/401). Siame darbe nustatytas nesiojimo paplitimas gali biiti maZesnis nei i§ tiesy yra
18-25 m. amziaus grup¢je. Didesnio masto jaunesniy dalyviy (pvz.: vyresniy klasiy viduriniy
mokykly moksleiviy) jtraukimas j tyrimg yra sunkiai jgyvendinamas uzdavinys, nes Lietuva yra
pasirinkusi griezta nuostaty: reikalaujama abiejy tévy sutikimo, jog <18 m. amziaus Zmongés
dalyvauty biomedicininiuose tyrimuose. Daugumoje ES valstybiy reikalaujama tik vieno tévy
sutikimo arba abiejy tévy sutikimy tik vaikams iki 16 m. amziaus. Lietuvoje dél sociodemografiniy
veiksniy gauti abiejy tévy sutikimg yra sunkiai jgyvendinamas uzdavinys.

TL-PGR metodu éminiuose nenustatytas ctrA genas, vadinasi kamienai neturéjo kapsulés.

Detalesnis nekapsuliuoty izoliaty charakterizavimas pateiktas 3.4 skyriuje.
3.4 Molekulinés neSiojamy meningokoky kamieny charakteristikos

N. meningitidis kolonijos, iSaugusios i$ burnaryklés éminio, buvo identifikuotos MALDI-

TOF ir N. meningitidis izoliatai charakterizuoti nustatant genogrupg, izoliato MLST profilj
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(3.2 pav.) bei tipuojant baltymy PorA ir FetA variabilias sritis (VR). I8 kiekvieno éminio analizei

buvo imami maziausiai du N. meningitidis klonai.
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3.2 pav. Amplifikuoty aroE, fumC, pdhC ir pgm geny, sudaranc¢iy MLST profilj, elektroforezés
agarozeés gelyje vaizdas. 1 takelis — aroE genas (835 bp); 2 takelis — fumC genas (820 bp); 3
takelis— pdhC genas (818 bp); 4 takelis — pgm genas (1322 bp); 5 takelis — neigiama kontrolé (PGR
reakcijos misinyje néra DNR); 6 takelis — DNR fragmenty ilgio agarozés gelyje standartas
(Thermo Fisher Scientific). Standarto DNR fragmenty ilgiai baziy poroms (bp) pazymeéti deSinéje
paveiksly puséje.

Penkiolikoje i$ 401 éminio paséliy buvo isauginti meningokoko izoliatai (3.2 lentelé),
kuriems buvo nustatyta genogrupé, amplifikuoti MLST profilj sudarantys genai (3.2 pav.) ir
padauginti genai, koduojantys baltymus FetA bei PorA, norint nustatyti $iy baltymy variabiliy
(FetA-VR ir PorA-VRL1 ir PorA-VR2) sri¢iy variantus (3.3 lentel¢). N. meningitidis kamienai,
neturintys ctrA geno pagal TL-PGR, buvo be kapsulés, nes PGR bidu genogrupés nustatyti
nepavyko. Eminiy ir jy izoliaty kapsulés aptikimo/neaptikimo rezultatai sutampa (3.2 lentelé). Sie
izoliatai vadinami cnl (angl. capsule null locus), nes vietoje operono, koduojanéio genus, kuriy
produktai dalyvauja kapsulés sintezéje, jie turi apie 100 bp nekoduojantj DNR fragments,
vadinama cnl genu. N. meningitidis izoliaty i§ éminiy NM-115 ir NM-168 genogrupés nustatyti
nepavyko, nors kamienai turéjo CtrA gena, kuris biidingas kapsule turintiems meningokokams. Sie
izoliatai pavadinti negrupuojamais (NG, angl. non genogroupable) (3.2 lentel¢).

Neturin¢iy kapsulés cnl izoliaty buvo 46,7%, (7/15), B genogrupés 26,7% (4/15), Y
genogrupés 13,3% (2/15) ir 2 izoliatai priklausé NG kategorijai. Nekapsuliuoti kamienai sudaro
dauguma nesiojamy N. meningitidis kamieny daugelyje Saliy (5,65,66).
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Visi izoliatai pagal MLST profilj buvo sugrupuoti j 14 sekos tipy (ST), i$ kuriy keturi buvo
nauji (ST-16644, ST-16804, ST-17028, ST-17519). Izoliatai buvo priskirti devyniems cc (3.3
lentelé). Keturiy izoliaty ST nebuvo priskirti jokiam cc. Cnl izoliatai siejami su cc53 (n=1), cc198
(n=1), ir cc1136 (n=2). B genogrupés izoliatai priklausé cc269 (n=2), cc213 (n=1), ir cc4821 (n=1).
Vieno izoliato (63-3) fetA genas neaptiktas, o dviem izoliatams (168-1 ir 281-3) neaptikta baltymo
PorA-VR2 sritis (3.3 lentelé).

Nesiojami N. meningitidis izoliatai pateikti | PubMLST Neisseria duomeny bazg
(https://pubmlst.org/organisms/neisseria-spp); teikéjas Dr. M. Pleckaityteé (VU GMC BTI IS).
Izoliaty numeriai (id) yra $ie: 118981-118985, 122231-122232, 123221-123223, 128578-128582.

3.3 lentelé. Nesiojamy meningokoko izoliaty charakteristikos

Izoliato | Genog FetA- | PorA- | PorA-
abcz* | adk | aroE | fumC | pdhC ST cc ST cc

nr. rupé VR VR1 VR2
36-1 B 7 5 1 13 36 53 15 213 213 F5-5 22 14
176-1 B 4 10 7 9 9 11 20 10864 | 269 F1-5 19 15-1
295-2 B 4 10 7 9 9 11 20 10864 | 269 F1-5 19 15-1
201-1 B 222 3 58 17 1130 | 249 255 17028 | 4821 F3-36 | 12-6 13-22
28-1 cnl 16 2 6 25 17 25 22 53 53 F1-2 7 30
63-3 cnl 5 4 17 15 30 7 12 823 198 0 18 25-14
281-3 cnl 5 4 17 15 14 7 12 198 198 F5-5 18 0
59-2 cnl 405 4 38 15 22 40 13 6096 1136 F5-8 18-4 25
110-1 cnl 5 4 38 15 22 40 13 1136 1136 F5-8 18-4 25
253-1 cnl 1185 2 159 17 77 25 112 17519 | UA F3-7 17-1 23-7
409-1 cnl 46 3 13 375 6 756 7 11563 | UA** | F3-8 21-2 23
115-1 NG 8 25 7 17 24 26 49 16804 | 1157 F5-36 | 21-7 16
168-1 NG 20 3 2 26 26 15 112 5953 UA F5-7 18-1 0
402-2 Y 8 5 15 17 8 21 2 865 865 F1-6 7-1 1
89-1 Y 6 5 10 17 21 24 21 16644 | UA F1-66 | 7-1 1

*Geny abcZ, adk, aroE, fumC, pdhC ir pgm salelés sudaro kamieno MLST profil;.
**UA, nepriskirta jokiam klono kompleksui (angl. unassigned).

Dauguma IML atvejy S. Amerikoje ir Europoje sukelia hiperinvazyviis N.meningitidis
kamienai, priklausantys tam tikriems klono kompleksams, kurie pasiZzymi jiems biidingomis
serogrupés, POrA ir FetA baltymy kombinacijomis (86).

Vienas neSiojamas N. meningitidis B serogrupés kamienas (36-1), priklausantis ST-213
(cc213), kurio genotipas B: P1.22,36: F5-5 yra artimas Lietuvoje aptiktam invaziniam kamienui
B: P1.22,14: F5-5: ST-213 (cc213). B serogrupés kamienai, priskiriami cc269, yra vieni

43


https://pubmlst.org/organisms/neisseria-spp

dazniausiy IML sukéléjy Europoje ir JAV (83,87,88). Lictuvoje aptikti genogrupés B kamienai
ST-10864 (cc269) gali bati laikomi kamienais, turin¢iais invazinj potencialg. NG kamienas NM-
115-1, kurio genotipas P1.21-7,16:F5-36 artimas invaziniams kamienams, aptinkamiems
daugelyje saliy (https://pubmlst.org/neisseria, prieiga 2023 m. balandzio mén.).

Cnl izoliatai, priklausantys cc198 ir cc1136, aptikti N. meningitidis nesiojimo tyrimuose
tarp Italijos (66) ir Norvegijos (65) paaugliy bei Svedijos universiteto studenty (5). Jdomu, jog B
serogrupés cc32 kamienai, kurie 2009-2019 m. buvo atsakingi uz didzigja dalj IML atvejy
Lietuvoje, neaptikti tarp nesiojamy kamieny. Nepatikta ir kamieno ST-32 (cc32), kuris sudaré 64%
visy invaziniy izoliaty (10). Tam gali bati kelios priezastys:

1) cc32 kamienai necirkuliuoja populiacijoje, juos iSstimé kiti kamienai, taciau 2020-2022m.
cc32 sudaré 64% (11/17) invaziniy izoliaty;

2) kai kurie invazyviis meningokoko klono kompleksai yra prasti kolonistai, todél issilaiko
trumpalaikiai santykiai su Seimininku, kaip ir kity hipervirulentisky klono kompleksy, pvz.: cc1l.
Piety Australijoje tarp neSiojamy N. meningitidis kamieny neaptikta hipervirulentiko invazinio B
serogrupés kamieno, kuris sukélé daugumg IML atvejy regione (89). Duomenys, surinkti i$
dvylika mety trukusiy tyrimy Norvegijoje parodé, jog neSiojamo cc32 paplitimas per visg
laikotarpi buvo nedidelis (5%), taciau 1991 m. Sis cc sukele 70% IML atvejy, o 2003 m. 15%
atvejy (2). Kitaip tariant, hiperinvazyviy kamieny neSiojimo paplitimas negali buti tiesiogiai
siejamas su IML sergamumu. Taigi, labiausiai paplitusio invazyvaus B serogrupés cc32, kurio
PorA variantas yra 1.19,15, o FetA yra F4-28, siame meningokoko nesiojimo tyrime neaptikta.

Dauguma IML atvejy S. Amerikoje ir Europoje sukelia tam tikros serogrupés ir klono
komplekso kamienai, tokie kaip B serogrupés cc32, cc41/44, cc269, ir C serogrupés ccll ir cc8.
Serogrupés Y kamienai, kaip IML sukéléjai, Europoje pasirodé apie 2000 metus (90). Taciau
pastaruosius deSimtmecius IML atvejy, sukelty Y serogrupés kamieny daznai priklausanciy cc23,
skai¢ius Zymiai padidéjo daugelyje Saliy, jskaitant Europa ir S. Amerika, o daugiausia Y
serogrupés sukelty IML atvejy aptinkama Svedijoje (88,91). N. meningitidis nesiojimo jaunuoliy
tarpe tyrimuose, atliktuose 2008-2009 m. Jungtingje Karalystéje, nustatytas Zzymus Y serogrupés
padidéjimas palyginus su 1997-1998 m. (90). Lietuvoje Y serogrupés kamienai, atsakingi uz IML
atvejus, pasirodé 2017 m. (10). Du Y serogrupés kamienai, siejami su IML Lietuvoje, taip pat

priklausé cc23 (www.pubmlst.org/neisseria, prieiga 2023 m. balandzio mén.). Faktas, jog tarp 15

neSiojamy izoliaty du priklauso Y serogrupei rodo, jog Y serogrupés sukeliamy IML atvejy

greiciausiai daugés ir Lietuvoje.
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3.5 Vakcinacijos poveikis N. meningitidis neSiojimui

Vakcinos, naudojamos apsisaugoti nuo IML, taip pat sumaZzina neSiojimo paplitimg tarp
vakcinuoty individy. Mazesnis N. meningitidis neSiojimas tarp vakcinuoty zmoniy, mazina
bakterijos perdavimg nevakcinuotiems Zzmonéms ir tuo btidu suteikiamas ,,bandos* imunitetas
(angl. herd protection). N. meningitidis neSiotojy skai¢iaus sumazinimas nulemia sumazéjusj
infekcijos platinimo daznj ir naujy infekcijos zidiniy atsiradimg. Kadangi didziausias
meningokoko neSiojimas industrinése valstybése aptinkamas 16-18 m. amziaus grupéje (11),
daugelyje Saliy vakcinacijos programos skirtos 1-18 m. ar 12-18 m. individams (79), o ne tik
naujagimiams ar vaikams iki 5 m. amziaus. Kadangi vakcinos prie§ C, A, Y ir W serogrupés
meningokokus pasaulyje registruotos daug ankséiau nei prie§ B serogrupés, yra atlikta nemazai
tyrimy patvirtinan¢iy, jog skiepijant paauglius vakcina, nukreipta pries C serogrupés
meningokokus, zymiai sumazinamas nesiojimas ir sergamumas IML sukuriant ,,bandos* imunitetg
Salyse (JK ir Pranciizijoje), kuriose paplitgs Sios serogrupés meningokokas (3,92,93). Panasis
rezultatai gauti ir panaudojus vakcinas prie§s A, W ir Y serogrupes (1).

Kitokie rezultatai gauti apie vakcinacijos jtakg B serogrupés neSiojimui: tyrimai
Australijoje parodé, jog 15-18 m. amziaus individy vakcinacija 4CMenB vakcina netur¢jo
pastebimo poveikio N. meningitidis (jskaitant ir B serogrupés) nesiojimui Sioje amziaus grupéje
(89). Panasiis rezultatai gauti ir JAV (94). Kadangi $alys naudoja skirtingas B serogrupés vakcinas
— vienos dviejy komponenty (MenB-Fhbp), kitos keturiy komponenty (4CMenB), tad gauty
rezultaty negalima vertinti vienareik§miskai.

Néra pakankamai duomeny apie vyresnio mokyklinio amziaus zmoniy poreikj skiepijimui
vakcina prie§ N. meningitidis Lietuvoje. Sis N. meningitidis neSiojimo tyrimas yra kol kas
vienintelis ir jame dalyvavo nedidelé 18 m. amziaus zmoniy dalis, todél nesiojimo paplitimas gali

biti daug didesnis.
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4 ISVADOS

1. Molekuliniais metodais charakterizuoti 2020-2022 m. surinkti invaziniai N. meningitidis
kamienai: vyravo B serogrupés klono kompleksui 32 priklausantys kamienai, kaip ir 2009-2019
metais.

2. Nustatytas 5% meningokoko neSiojimo paplitimas tarp 18-25 m. amziaus studenty.

3. [I8skirta penkiolika nesiojamy N. meningitidis kamieny.

4. Nekapsuliuoty nesiojamy N. meningitidis izoliaty buvo nustatyta beveik pusé (46,7%), B
genogrupés aptikta 26,7%, Y genogrupés 13,3%.

5. Apie 30% neSiojamy N. meningitidis kamieny turi invazinj potencialg. Tarp neSiojamy
neaptikta klono komplekso 32 kamieny, kurie 2009-2022 m. sukélé didzigja dalj IML atvejy
Lietuvoje.
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5 REKOMENDACIJOS

1. Meningokoko neSiojimo paplitimas (5%) tarp 18-25m. amziaus Vilniaus apskrityje
gyvenanciy ir vienoje Vilniaus auks$tojoje mokykloje besimokanciy studenty yra nedidelis, taciau
tyrime dalyvavo nedaug (iki 5%) 18-19 m. amziaus individy, tarp kuriy neSiojimas turéty
didziausias. Gauti rezultatai gali nepilnai atspindéti tikrajj N. meningitidis neSiojimo paplitimo
masta amziaus grupéje. Batina jvertinti ne§iojimo paplitima tarp 16-18 m. amZiaus Zmoniy. Siuo
tikslu atsakingos Lietuvos institucijos turéty pakeisti esama ydinga nuostata, nustatan¢ig zmoniy
iki 18 m. dalyvavimo biomedicininiuose tyrimuose tvarka, atsisakant abiejy tévy sutikimo, o
paliekant tik vieno i§ tévy sutikimg. Tik vieno i$ tévy sutikimas taikomas daugelyje ES $aliy arba
abiejy tévy sutikimas reikalaujamas vaikams iki 16 m. amziaus. Pakeitimas, be abejonés, atliepty
vieSgjj interesg ne tik infekciniy, bet ir kity ligy stebésenos, kontrolés ir profilaktikos, vaisty
tyrimuose.

2. Aptikti neSiojami Y genogrupés izoliatai parodo, jog IML sergamumas, sukeliamas §ios
genogrupés kamieny, gali iSaugti. Reikalinga pastovi neSiojamy ir invaziniy N. meningitidis
kamieny stebésena, siekiant numatyti vakcinacijos strategijas.

3. Nustatytas nedidelis N. meningitidis nesiojimas gali buti ir Covid-19 pandemijos ribojimy
pasekmé: nors didzioji éminiy dalis surinkta 2022 m., Zzmoniy socialinio gyvenimo ribojimas buvo
taikomas iki 2021 m. pavasario. Reikia pakartoti nesiojimo tyrima, praéjus, pvz.: 5 metams nuo

Covid-19 pandemijos ribojimy pabaigos ir palyginti gautus rezultatus.
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SANTRAUKA

Bakterija Neisseria meningitidis yra atsakinga uz gyvybei pavojingos invazinés
meningokokinés ligos (IML), dazniausiai siejamos su dviejy klinikiniy iSraiSky — sepsio arba
meningito pasireiSkimu, sukeliamus atvejus pasaulyje. IML atvejy skaicius Lietuvoje 2009-2019
m. buvo vienas didziausiy Europoje. IML siejama su SeSiomis meningokoko serogrupémis.
Meningokokas gali besimptomiai reziduoti zmogaus burnos ir ryklés gleivinéje. N. meningitidis
nesiojimas siejamas su zmoniy amziumi ir socialiniu elgesiu — daznu lankymasis
klubuose/baruose, ruokymu, gyvenimu glaudziose bendruomenése (kareivinése, studenty
bendrabuciuose). Industrinése valstybése didziausias neSiojimas yra 16-25 m. amziaus Zmoniy
grupéje. Didelis nesiojimo daZnis siejamas su didesniu N. meningitidis perneSimu. Siekiant stebéti
naujy serogrupiy ir potencialiai patogeniniy kamieny atsiradima, svarbu vykdyti meningokoko
nesiojimo tyrimus bendroje populiacijoje. Meningokoko neSiojimas Lietuvoje iki Siol nebuvo
tirtas. Siame darbe molekuliniais metodais charakterizuoti invaziniai N. meningitidis kamienai,
surinkti 2020-2022 metais, siekiant geriau suprasti neSiojimg Lietuvoje cirkuliuojanciy invazyviy
meningokoko kamieny kontekste. Nustatytas meningokoko nesiojimo paplitimas tarp 18-25 m.
amziaus zmoniy (n=401), gyvenanciy Vilniaus apskrityje ir besimokanciy vienoje Vilniaus
auksStojoje mokykloje, ir genotipuoti neSiojami N. meningitidis kamienai. Tikro laiko PGR metodu
nustatytas 5% N. meningitidis neSiojimo paplitimas, tafiau gautas rezultatas gali nepilnai
atspindeti tikraji N. meningitidis neSiojimo paplitimo masta amziaus grupé¢je, nes 18-19 m.
amziaus zmoniy tyrime dalyvavo ne daugiau 5%. Beveik pusé neSiojamy N. meningitidis kamieny
netur¢jo kapsulés. B serogrupés kamienai atsakingi uz dauguma IML atvejy Lietuvoje 2009-2022
m. ir §ios genogrupés nesiojamy kamieny aptikta 26,7%. Y serogrupés kamienai sudare apie 1%
nuo visy 2009-2019 m. surinkty invaziniy kamieny, o tarp nesiojamy kamieny jy buvo 13,3%. Si
tendencija rodo, jog Y serogrup¢ gali tapti vyraujancia IML priezastimi Lietuvoje. B serogrupés
klono komplekso 32 kamienai, kurie 2009-2022 m. buvo atsakingi didzigja dalj IML atvejy
Lietuvoje, neaptikti tarp neSiojamy kamieny, nes Sie kamienai greiciausiai yra prasti kolonistai ir

sudaro trumpalaikj santykj su Seimininku.
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SUMMARY

The bacteria Neisseria meningitidis is responsible for the worldwide cases of life-
threatening invasive meningococcal disease (IMD), the most commonly associated with clinical
manifestations such as sepsis or meningitis. The incidence of IMD in Lithuania was among the
highest in Europe from 2009 to 2019. IMD is associated with six meningococcal serogroups.
Meningococci is often carried asymptomatically by humans in their oropharyngeal mucosa. M.
meningitidis carriage is associated with age and social behavior such as frequent attendance at
clubs/bars, smoking, living in close communities (military barracks, student dormitories). In
industrialized countries, the highest carriage rate of N. meningitidis was found among 16-25-year-
olds. A high frequency of carriage is associated with a greater transmission of N. meningitidis. In
order to observe the novel emergence of serogroups and potentially pathogenic strains, it is
important to carry out studies on meningococcal carriage among the general population. No studies
on N. meningitidis carriage have been conducted in Lithuania among the general population. In
this study, invasive strains of N. meningitidis collected in 2020-2022 were characterized by
molecular methods, to better understand the meningococcal carriage in the context of prevailing
invasive meningococcal strains in Lithuania. The prevalence of meningococcal carriage was
detected among 18-25-year-old (n=401) university students living in Vilnius County and the
carried N. meningitidis strains were genotyped. The real-time PCR method determined a 5%
carriage prevalence of N. meningitidis. A small proportion of 18-19-year-olds were included in the
study, which could potentially cause underestimated results of the incidence rate of carriage in the
overall study population. Almost half of the carried N. meningitidis strains were without a capsule.
Serogroup B strains were responsible for the majority of IMD cases in Lithuania from 2009 to
2022, and strains of this genogroup accounted for 26,7% of all carriage isolates. Y serogroup
strains constituted about 1% of all invasive strains recovered in 2009-2019, but this serogroup was
detected in 13,3% carriage isolates. This trend demonstrates that serogroup Y may increase IMD
incidents in Lithuania. The serogroup B strains which belong to clonal complex 32 and accounted
for most of meningococcal isolates recovered from 2009 to 2022 were not detected among carriage
isolates. It is presumed that these strains are poor colonists and form a short-term relationship with

the host.
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