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SOUHRNNE SDELENiI

Moznosti laboratornej diagnostiky leptospiréz

Perzelova J., Jarekova J., Kotrbancova M., Spalekova M.

Ustav epidemioldgie Lekarskej fakulty Univerzity Komenského v Bratislave, Slovenska republika

Leptospirdzy su celosvetovo rozsirené zoondzy vyvolané
hydrofilnymi baktériami rodu Leptospira. Clovek sa moze
infikovat kontaktom s chorym zvieratom alebo nepriamo
pri pobyte v kontaminovanom prostredi (voda, vihka po-
da), v prirodnych ohniskach, pri praci alebo pri Sportovych
a volnocasovych aktivitach. Leptospirdzy mézu prebiehat
ako lahsie chripke podobné ochorenia alebo ako zavazné
febrilné stavy (meningitida, plticne hemoragie, hepato-renalny
syndrém, myokarditida). V praci sa uvadza prehlad labo-
ratornych diagnostickych metdd leptospirdz s poukazanim
na ich vyhody a nevyhody. V praxi sa prednostne vyuziva
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Possibilities for laboratory diagnosis of leptospiroses

Leptospiroses are worldwide spread zoonoses caused by
hydrophilic bacteria of the genus Leptospira. Humans can be
infected by contact with an infected animal or indirectly via
staying in a contaminated environment (water, wet soil), in
natural foci, while working outdoors, or while doing outdoor
sport and leisure activities. Leptospirosis may manifest as a
mild flu-like illness or in a severe febrile form (meningitis,
pulmonary haemorrhage, hepato-renal syndrome, or myo-
carditis). Presented are the laboratory diagnostic methods
for leptospiroses with their advantages and disadvantages.

uvob

Leptospirdzy st vyznamné celosvetovo rozsirené prirodne
ohniskové zoondzy. Primarne postihuji hospodarske
a volne zZijuce zvierata. Ochorenie vyvolavaju hydrofil-
né gramnegativne baktérie rodu Leptospira taxonomicky
zaradené medzi spirochéty.

Taxondémia leptospir

Rod Leptospira patri do ¢elade Leptospiraceae. Na zaklade an-
tigénnej pribuznosti (podla Struktary lipopolysacharidov)
st jednotlivé kmene leptospir zaradované do sérovarov,
pricom patogénne kmene leptospir boli zoskupené do
druhu Leptospira interrogans sensu lato a saprofytické kmene
do druhu L. biflexa sensu lato. Antigénne blizke sérovary
sa tradi¢ne spajaju do sérologickych skupin, ktoré vsak
nemaju taxonomicky vyznam. PouZivaja sa pri sérolo-
gickej diagnostike ochorenia a najma pri epidemiolo-
gickych $tiidiach na regionalnej alebo populacnej iirovni
[33, 23]. Tato starsia fenotypova klasifikacia bola doplne-
na genotypovou, ktord viedla k vytvoreniu 21 genomospe-
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sérologicka diagnostika, najma mikroaglutinacny test, ktory
tiez sluzi ako konfirmacny test, menej ¢asto enzymova imu-
noadsorbentna analyza. V priamej diagnostike sa pre rych-
lu diagnostiku leptospiréz zavddzaju metddy molekuldrnej
bioldgie, najma polymerazova retazova reakcia a jej modifika-
cie, ktoré dokazuju ochorenie uz v akitnom stadiu infekcie.
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enzymova imunoadsorbentna analyza - polymerazova
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In practice, serological diagnosis by the microscopic aggluti-
nation test, which is also a confirmatory test, and, less often,
the enzyme-linked immunosorbent assay are used. Methods
of molecular biology are being introduced for direct rapid
diagnosis of leptospiroses, in particular the polymerase chain
reaction and its modifications, which allow the detection of
Leptospira infection in acute phase.
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cies - druhov leptospir zahrnujicich vSetky kmene rodu
Leptospira (patogénne aj nepatogénne). S prihliadnutim
na ich fylogenézu a patogenitu sa druhy rodu Leptospira
dalej delia na 3 podskupiny: patogénne - 9 druhov,
nepatogénne -7 druhov a tzv. prechodné (intermediar-
ne) - 5 druhov. Popisané druhy v§ak nekoresponduju so
sérologickou Kklasifikaciou [23]. Dnes je znamych viac ako
300 sérovarov leptospir zoskupenych do 20 sérologickych
skupin, pri¢om kazdy novy izolovany kmerti by mal byt
identifikovany na trovni sérovaru a druhu [33, 34]. Na
Slovensku boli diagnostikované ochorenia ludi vyvolané
18 sérovarmi leptospir, ktoré st zaradené do 11 sérologic-
kych skupin [6].

Pramene nakazy

Hostitel'skymi organizmami leptospir sii domace a volne
Zijuce zvierata. Z doteraz znamych viac ako 160 druhov
cicavcov [11] st najvyznamnej$imi rezervoarmi hlodavce,
hovadzi dobytok, osipané a psy [4]. Infekcia u zvierat pre-
bieha vacsinou asymptomaticky, moéze sa vsak klinicky
prejavit napr. abortami, spésobovat sterilitu hovadzieho



dobytka a osipanych [16]. Infikované zvierata moézu na za-
Kklade perzistencie leptospir v renalnych tubuloch vylucovat
tieto agensy mocom do prostredia mesiace alebo azZ roky
(resp. celoZivotne). V niektorych regiénoch sveta sa pozoruje
urcita selektivna viazanost niektorych sérovarov leptospir
na urcité druhy rezervoarov (hlavné rezervoarové zvierata).
Napriklad na Slovensku je hlavnym rezervoarovym zviera-
tom pre sérovar Grippotyphosa hrabos$ polny, pre sérovary
Icterohaemorrhagiae a Copenhageni najmai potkan. Dalsie
zvieracie druhy moézu byt potencidlne rezervoare, napr.
pre sérovar Grippotyphosa rySavky alebo hrdziaky [7]. Na
Slovensku boli izolované leptospiry zo 16 druhov zvierat [6].
K prenosu infekcie na ¢loveka dochddza bud priamym,
alebo castejsie nepriamym kontaktom s mocom infi-
kovanych zvierat v kontaminovanom prostredi (voda,
p6da), kde mézu leptospiry prezivat niekolko mesiacov
[14]. Vstupnou branou infekcie je predovsetkym po-
ruseny kozny kryt, sliznica astnej a nosovej dutiny,
spojovky, pripadne sliznica urogenitalneho traktu [24].
Prilezitostne sa moze Clovek nakazit aj poZitim konta-
minovanej vody alebo potravin, ¢i inhalaciou kvap6ciek
kontaminovaného mocu [7]. Clovek je velmi zriedkavo
pramenom nakazy [7, 34].

Klinicky obraz leptospir6z

Inkubac¢na doba ochoreni je v rozpati 4-20 dni, zvycajne
6-8 dni [11]. Leptospirdzy mozu prebiehat ako akiitna Zivot
ohrozujtica hepatitida s rendlnou insuficienciou, meningi-
tida aZ meningoencefalitida, s tvorbou plticnych hemoragii
az respiracnym zlyhanim, hepato-renalnym syndrémom
s hemoragiami, pripadne myokarditidou [40]. Iktericka
forma s taz$im priebehom ochorenia s febrilitami, sple-
nomegaliou a nefritidou sa vyskytuje asiv10 %, s letalitou
10-40 %. NajcastejsSie ju vyvolavaju leptospiry sérovarov
Icterohaemorrhagiae a Copenhageni, znama je ako Weilova
choroba [34]. LahSie formy leptospiréz pripominajt chrip-
ku, st sprevadzané hortackou, nevolnostou, bolestou hlavy
a svalov, hnackou, kaslom alebo prebiehajii inaparentne.
Tieto infekcie st velmi ¢asto vyvolané leptospirami sérova-
ru Grippotyphosa. Asiu 10 % pacientov si pritomné neskoré
nasledky ochorenia, nazyvané aj perzistentna humanna
leptospiréza [7]. Pre Siroké spektrum nespecifickych pri-
znakov sa leptospiréza v tropickych oblastiach zamieria
za iné ochorenia, napr. hemoragicka horacku dengue,
rickettsiézu alebo malariu [1].

Vyskyt

Odhaduje sa, Ze vo svete sa vyskytuje rocne viac ako
milién pripadov huméannych leptospiréz. St velkym
problémom najma v Latinskej Amerike, juhovychodnej
Azii a dal§ich tropickych a subtropickych oblastiach [9].
Dévodom st klimatické podmienky tychto regiénov,
teplé a vihké prostredie, ktoré umoznuju prezivanie lep-
tospir mimo hostitelského organizmu [34]. ZvySené riziko
infekcie predstavuju tieZ preludnené mestské oblasti,
tzv. slamy, zamorené synantropnymi hlodavcami, ob-
lasti po prirodnych katastrofach (povodne, cyklény, ob-
dobie dazdov) a zmena klimy (globalne oteplovanie) [11].
V tropickych oblastiach je hldsena incidencia leptospiréz
>10/100 000 obyvatelov, pricom sa vyskyt sezénne zvysu-
je vdazdivych ro¢nych obdobiach [33], v regiénoch s mier-
nym podnebim byva < 0,1-1/100 000 obyvatelov [15].

Na Slovensku nepresahovala incidencia leptospiréz
za ostatné roky hlaseny vyskyt 0,5/100 000 obyvatelov
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a ochorenia sa vyskytuju uz iba sporadicky [27]. Podobne
v Ceskej republike bola v rokoch 1990-2008 zaznamenana
priemerna ro¢na incidencia leptospiréz 0,4/100 000 [34].
Je to spdsobené najmad znizenim rizika profesionalnej
expozicie u pracovnikov v rastlinnej a Zivo¢isnej vyrobe,
mechanizaciou polnohospodarstva a celkovou zlepSenou
sanitaciou prevadzok a obydli (ochrana pred hlodavca-
mi). Na druhej strane volnocasové aktivity v prirode
a expozicia vode (rekreacné aktivity, vodné Sporty, pitie
zhorskych studniciek a iné), ¢i cestovatel'ské aktivity do
oblasti s vy$$im vyskytom leptospirdéz mézu predstavovat
riziko akvirovania infekcie [7].

Pocet hlasenych humannych leptospiréz pravdepodobne
neodraza ich redlny vyskyt. Mnohé, najma lahSie in-
fekcie ostavaju nerozpoznané. Pri¢inou podhodnotenia
moze byt aj uvadzanie leptospiréz pod inymi diagnézami
anezdujem o ich diagnostiku.

LABORATORNA DIAGNOSTIKA LEPTOSPIROZ

Laboratérna diagnostika leptospiréz a vyuzitie testov
sa odvijaju od dvojfazového priebehu choroby. Pocas
prvej, akiutnej septikemickej fazy (3-10 dni), sa lepto-
spiry nachéadzaja v krvi, v likvore a vo vacSine tkaniv
chorého. V druhej, imunnej faze, zacinajtcej obycajne
vdruhom tyZdni ochorenia, sa v krvi objavujua protilatky,
ktorych stipajuci titer koreluje s eliminaciou leptospir
[33]. V sticasnosti sa laboratérna diagnostika leptospiréz
opiera predovsetkym o nepriamu sérologicku diagnosti-
ku. V praxi sa vSak odporii¢a pouzivat kombinaciu aspon
dvoch odlisnych testov v zavislosti od fazy ochorenia.

Nepriame diagnostické metody

Nepriame diagnostické metédy, najcastejsie mikroaglu-
tinacny test (MAT) a enzymova imunoadsorbentna ana-
Iyza (ELISA) dokazuju pritomnost Specifickych protilatok
v krvi, vmoci a vlikvore pacienta od 5.-7. diia ochorenia.

Protilatky dosahuju maximum v 3.-4. tyZdni a v nizsich
titroch moézu pretrvavat aj roky [23].

Mikroaglutinacny test (MAT)

MAT je v stiCasnosti zdkladnym a referencnym testom
pre diagnostiku leptospirdz ludi a zvierat. Principom je
aglutinacna reakcia riedeného séra pacienta najcastejsie
so zivymi antigénmi réznych sérovarov leptospir vyhod-
nocovand mikroskopicky v tmavom poli [16]. V teste sa
sucasne dokazuju protilatky tried IgM aj IgG. Titer proti-
latok sa stanovuje ako najvyssie riedenie séra, v ktorom
aglutinovalo > 50 % leptospir [38]. MAT umoziuje urcit
vyvolavajliiceho patogéna na irovni séroskupiny.
Spektrum antigénov pouzitych v MAT by malo byt ¢o naj-
§irSie a malo by zahimat sérovary leptospir, ktoré cirkuluji
v danej geografickej oblasti [11]. Na zaklade zisteného
vyskytu sérovarov leptospir navrhol Kmety v roku 1957
standardizovany MAT pre podmienky Slovenska, neskor,
vrokoch 1978 21980 bol dalej doplneny [5, 18, 20]. Doplnenia
umoznili spresnenie sérovarovej diagnostiky pomocou
absorpc¢nych testov dblezitej pre ticely surveillance a opa-
treni v spolupraci s veterinarnou sluzbou [7].

Pre stanovenie diagnézy pomocou MAT je potrebné vyse-
trenie parovych vzoriek v rozpati 10 dni az 3 tyZdriov na
zachytenie dynamiky tvorby protilatok t. j. minimalne
Stvornasobného vzostupu titra protilatok v druhej vzorke
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(33, 34]. V pripade, Ze nie je pozorovany vzostup protila-
tok, moze ist o protilatky pretrvavajuce z davnej infekcie.
Pri vySetreni jednej vzorky pacienta nie je teda mozné
odhalit falo$ne pozitivny/negativny vysledok reakcie.
Pre dosiahnutie maximalnej objektivnosti hodnotenia
reakcie je tiez potrebna dlhoro¢na skiisenost hodnotiace-
ho [17]. Komplikaciou interpretacie vysledkov MAT moze
byt vyskyt tzv. spoluaglutinacii v akiitnej faze leptospi-
rézy [30]. Ide o fenomén, ked sérum pacienta reaguje
s kmenimi leptospir viacerych testovanych séroskupin.
Vcasna vzorka séra mozZe tieZ reagovat s kmerimi inych
séroskupin, kym protilatky proti kauzalnemu agensu sa
vytvoria aZ neskor. Ide o paradoxnu reakciu [19].
Nevyhodou MAT je, Ze kmene leptospir musia byt Zivé
a udrziavané preockovavanim v pravidelnych interva-
loch, ¢o je hlavnou prekazkou pre vykonavanie tohto
testu v beznych laboratéridch. Na Slovensku sa diagnos-
tika humannych infekcii pomocou MAT vykonava len na
jednom pracovisku.

Enzymovd imunoadsorbentnd analyza (ELISA)

ELISA je vhodny skriningovy test pre vySetrenie velkého
poctu sérv terénnych laboratériach. Test stanovuje Speci-
fické IgM protilatky casto s pouzitim rodovo Specifického
antigénu zo saprofytického kmena druhu L. biflexa alebo
sady antigénov z leptospir réznych patogénnych sérova-
rov. Jej senzitivnost a Specifickost variruje v zavislosti od
pouzitého kmernia leptospir, jeho opracovania a zasttpe-
nia leptospiréz podla vyvolavajiceho sérovaru v danom
regiéne [8, 12, 13, 33].

NaSe prvé skiisenosti s komerénym testom Serion ELISA
classic IgM pri vySetreni sér od 64 pacientov s akitnou
leptospirdézou dokazali 76,6% citlivost a 95% Specifickost
testu (tab. 1). Citlivost kolisala v zavislosti od typu lep-
tospirézy, od 100 % pri infekciach vyvolanych leptospira-
mi skupiny Pomona a pri Weilovej chorobe, 70 % a 80 %
pri leptospiréze australis a paradoxnej reakcii a 55 %,
resp. 58 % pri leptospirdze grippotyphosa, resp. sejroe.
Pri zohladneni proporcii typov leptospiréz u ludi v SR
v rokoch 2003-2012 méZeme predpokladat, Ze citlivost
ELISA v nasich podmienkach by bola asi 80%. Potvrdili
sme aj pozorovania inych autorov, Ze v ELISA sa dokazuju
protilatky skér ako v MAT [32]. DalSou vyhodou ELISA
je jej rychla a jednoducha realizovatelnost v teréne. Jej
nevyhodou je, Ze neumoznuje sérovarovii/séroskupinovii
diagnostiku ochorenia a nema dostatocnt diagnosticka
hodnotu pre potvrdenie leptospirdzy. Preto sa vysledky
ELISA konfirmuju najcastejSie v MAT, pripadne polyme-
razovou retazovou reakciou (PCR) alebo kultivaciou [33].

Tabulka 1. Citlivost testu Serion ELISA classic [32]
Table 1. Sensitivity of the Serion ELISA classic test [32]

Leptospiréza Pozitivne/vySetrené  Citlivost v %

Icterohaemorrhagiae/ 10/10 100,0
Copenhageni

Grippotyphosa 6/M 54,6

Sejroe 7/12 58,3

Pomona /M 100,0
Australis 7/10 70,0

Paradoxna reakcia 8/10 80,0

Spolu 49/64 76,6
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Iné testy nepriamej diagnostiky leptospiroz

DalSie testy na sérologicku diagnostiku leptospiréz, napr.
makroaglutinacny test, testy nepriamej hemaglutina-
cie, hemolytické testy, nepriama imunofluorescencia,
komplement fixacna reakcia a ich rézne modifikacie
sa vyuzivaju ako rychle, orientacné testy v terénnych
laboratériach, najmad v krajinach s endemickym vysky-
tom leptospiréz. Ich nedostatkom je nizsia citlivost a/
alebo $pecifickost oproti MAT, preto sa v praxi pouzivaju
zriedkavejsie [33]. Napriklad v makroaglutina¢nom teste
sa volnym okom hodnoti miera aglutinacie, pricom ako
antigény slazia tepelne a formaldehydom opracované
leptospiry najcastejSie saprofytického druhu L. biflexa.
Tento test je v porovnani s MAT rychlejsi, menej tech-
nicky narocny, ale je menej Specificky ako MAT, a preto
musia byt jeho vysledky konfirmované [33].

Priame diagnostické metody

Priame diagnostické metédy dokazuji pévodcu ochorenia
v krvi, sére, moci a tkanivach. Vyuzivaja sa v prvych
dnioch ochorenia, pred zacatim antibiotickej terapie,
ktora moze ovplyvnit citlivost tychto metdd lyzou lep-
tospir [23, 36]. Klasické mikrobiologické testy na dékaz
po6vodcu v biologickom materiali (kultivacia, biologicky
pokus na zvierati) sa pre technickd a ¢asovii narocnost
vyuZzivaji malo a nahradzaju ich metédy molekularnej
biolégie [10, 16, 21, 22, 30, 35, 37].

Mikroskopicky dokaz

Leptospiry sa tazko farbia beznymi farbiacimi postupmi,
osvedcila sa metéda striebrenia. Pri mikroskopickom vy-
Setreni sa CastejSie vyuziva vySetrenie v tmavom poli/vo
fazovom kontraste. V nativnom preparate (krv, moc, lik-
vor, suspenzia tkaniva) sa leptospiry javia ako pohybuju-
cesasvetlé, tenké, dlhé, Spiralovité vlakna so zahnutymi
koncovymi ¢astami. Pre zachyt aspori jednej leptospiry
v zornom poli musi byt hustota zdrodkov minimalne
10*/ml. Problémom pri od¢itani mo6zu byt faloSne pozitiv-
ne vysledky (pseudoleptospiry - fibrinézne vlakna) ako
aj falo$na negativita [11]. Mikroskopicky dokaz leptospir
ako jediny test pre diagnostiku leptospiréz nestaci pre
nizku citlivost a $pecifickost testu [31].

Kultivacny dokaz

Kultivacia leptospir z krvi, mocu alebo likvoru je narocna
a pre rutinnu diagnostiku sa malo pouziva. Vzorky je
nutné odobrat v akutnom $tadiu ochorenia a kultivovat
1-3 mesiace v tekutom alebo polotuhom médiu pri teplote
28-30 °C. Pouziva sa komerc¢na péda EMJH (Ellinghausen,
McCullough, Johnson, Harris) alebo Korthofova péda
obohatena o Cerstvé kralicie sérum (8-10 % v/v). Hodnoti
sarast po 3-7 dnoch a po 14 a 21 diioch, resp. 3 mesiacoch.
Na potlacenie rastu inych baktérii sa do média pridavaja
rifampicin, neomycin, actidione alebo 5-fluorouracil [11].

Biologicky pokus na zvierati

Biologicky pokus na zvierati patri spolu s kultivaciou
medzi najstarsie laboratérne metdédy dokazu leptospir.
Morcatam alebo §kre¢kom sa intraperitonedlne inokuluje
krv alebo moc¢ pacienta. Pri manifestnej infekcii zvierata
sa odoberd peritonealna tekutina, krv, pecen alebo ob-
licky a vySetruju sa mikroskopicky v tmavom poli a kul-
tivacne. Biologicky pokus sa odporii¢a vykonat najma
v pripade kontaminovanych vzoriek alebo pri vzorkach



s nizkou koncentraciou leptospir [38]. V sti¢asnosti sa pre
svoju financnu a ¢asovi narocnost takmer nepouziva.

Diagnostika pomocou metéd molekuldrnej biologie
Techniky molekuldrnej biolégie vyuzivajice amplifi-
kaciu DNA umoznuju dékaz infekcie uz v prvych dnioch
ochorenia, a tym cielent a véasnu terapiu pacienta [36].
Najpouzivanejsou je PCR a jej modifikacie (real-time PCR
ainé), ktoré umoziuju dokazat DNA leptospir v biologic-
kom materidli a odlisit DNA patogénnych leptospir od
nepatogénnych sérovarov [26]. Tieto metddy deteguju
DNA leptospir v prvych 5-10 diioch ochorenia v krvi a li-
kvore [2], po tyzdni aj v moci, v obli¢kach a peceni, este
pred vytvorenim Specifickych protilatok [16, 25].

Pre diagnostiku pomocou PCR je dolezity vyber génov a pri-
merov patogénnych leptospir. Najcastejsie pouzivanymi si
gény lig, lipL32/hap1, lipL21,lipL32a lipL41. Citlivost PCR variruje.
V §tadii Browna et al. [10] bola PCR senzitivnejsia ako kul-
tivacia (68 % oproti 48 %), v inych Stidiach bola PCR menej
citlivd ako MAT [2]. Zlyhanie diagnostiky pomocou PCR
moze byt spésobené slabou alebo kratko trvajicou leptospi-
rémiou v prvej fize ochorenia, odberom vzoriek v neskorom
obdobi infekcie alebo po zacati antibiotickej terapie, ktora
vedie k rychlemu poklesu poctu leptospir v krvi.
Real-time PCR dosahuje vyssiu citlivost ako konvencna
PCR a nie je natolko ovplyvnena inhibi¢nymi faktor-
mi. Jej detek¢ny limit sa pohybuje na trovni 10-100
buniek/ml krvi alebo mocu [33]. Cielovymi génmi st
napr. gény lipL32, secY alebo gény pre 16S rRNA a 23S
TRNA. Najcastejsie je cielovym génom lipL32, kédujici
lipoprotein vonkajsej membrany buniek, ktory je takmer
identicky pre najvyznamnejsie patogénne sérovary lepto-
spir [29]. Real-time PCR sa zatial vyuziva najmad vo vete-
rindrnej praxi na odhalenie vylucovania alebo nosicstva
leptospir u zvierat, pricom sa Standardne (preventivne
a pri reprodukénych stratach) vySetruje moc hovadzieho
dobytka a obli¢ky oSipanych [38]. Nevyhodou tejto met6-
dy je, ze nedokazuje sérovary [11, 33].

Dalsimi metédami zaloZenymi na amplifikicii Gseku
DNA s izotermické metédy, ktoré mozu byt alternati-
vou ku PCR [2]. Izotermick4 amplifikacia prebieha pri
konstantnej teplote 60-65 °C a vyhodnocuje sa od¢ita-
nim miery zdkalu alebo fluorescencie vzorky. Cielovymi
génmi st lipL41 alebo rrs. Detekény limit tejto metddy je
2-100 buniek/reakénd zmes, Specifickost tejto metdédy
je relativne nizka [33]. Tieto met6dy nie st naro¢né na
technické vybavenie, a tak sa vyuZzivaji najma v rozvo-
jovych krajinach.

SOUHRNNE SDELENiI

Malo vyuzivanou je aj metdda in situ hybridizacie so
znacenim celého genému radioaktivnym izotopom alebo
biotinom alebo Specifickych segmentov DNA ako sond
na dokaz infekcie z vitdlnych ako aj post mortem tkaniv
[2]. Pre vacsie diagnostické vyuZzitie by bola vhodna Spe-
cificka rekombinantna sonda (préba) na dékaz infekcii
vyvolanych celym rodom Leptospira.

V tabulke 2 st uvedené vyhody a nevyhody najbeznejsie
pouzivanych metdd v diagnostike leptospiroz.

Identifikdcia leptospir sérologickymi

a molekuldrno-biologickymi metédami

Identifikdcia sa vykonava pomocou absorpcie s immu-
nymi sérami, monoklénovymi protilatkami na zaklade
reakcii s povrchovymi lipopolysacharidovymi antigénmi
alebo novs§imi molekularno-biologickymi metédami.
Hybridiza¢né metédy, ktoré na zdklade homolégie DNA-
-DNA urcovali leptospiry, st dnes uz nahradené sekvenc-
nymi analyzami [2].

Pre epidemiologické ticely sa osvedcila typizacia leptospir
pomocou metddy DNA analyz, resp. DNA fragmentov
ziskanych Stiepenim restrikénou endonukleazou (me-
téda BRENDA) [2]. Podobne ako tato metdéda aj metéda
southern blot hybridizicia a aj ribotypizacia potvrdili
divergenciu molekuldrnych a sérologickych metéd pri
typizacii leptospir.

Zavedenie technik zaloZenych na sekvenovani prispelo
ku poznaniu fylogenézy a evolicie leptospir na zdklade
urcitych charakteristik rRNA kédujuicich génov, pricom
najviac sa vyuziva rrs gén.

Pulzna gélova elektroforéza (PFGE) s databazou referenc-
nych DNA fragmentov je vhodna pre urcenie velkych
fragmentov DNA a §tidium velkych a malych replikénov
genému leptospir. Dobra rozliSovacia schopnost predur-
Cuje PFGE ako dopliiujicu metédu ku sérotypizacii [2].
Vzhladom na to, Ze nerozliSuje vSetky sérovary leptospir,
nemoze Uplne nahradit sérologicku identifikaciu.
Typizacné metddy vyuZzivajuce techniky zalozené na
PCR zahinajua jednak techniky len na identifikdciu lep-
tospir (vyuzivaju napr. repetitivne a inzer¢né elementy,
fragmenty DNA po aplikacii restrinkéného enzymu na
amplifikaciu a iné) alebo na ich detekciu a aj typizaciu
[2]. Murgia et al. [28] a Woo et al. [39] pouzili PCR cielent
na rrs a rrl sekvencie na rozliSenie patogénnych a sapro-
fytarnych leptospir a dalsie Stadie boli vykonané s PCR
zaloZzenou na dokaze rrs sekvencii a detekcii leptospir
na drovni rodu a species [2]. PCR produkty s dékazom
leptospir v klinickych vzorkach st nasledne podrobené

Tabulka 2. Vyhody a nevyhody diagnostickych testov pouzivanych na detekciu leptospir
Table 2. Advantages and disadvantages of the diagnostic tests for the detection of Leptospira spp.

Test Vyhody

Mikroskopia v tmavom poli vizualizdcia leptospir

Nevyhody

nedostatocne senzitivna a Specifickd; na zachyt 1 bunky
v zornom poli je nutnd koncentracia 104 buniek/mi

ELISA IgM najrozsirenejsie falosna pozitivita; IgM protildtky mozu v krvi pretrvavat
pouzivanie roky
MAT »zlaty Standard” nizsia citlivost v pociatocnej faze ochorenia; technicka

narocnost kvoli udrziavaniu zivych leptospir

PCR a jej modifikacie

detekcia DNA leptospir v sére a moci pacientov

finan¢ne naro¢né reagencie; nemozna sérovarova
identifikacia

(upravené podla [11])
(adapted by [11])
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SOUHRNNE SDELENI

sekvendcii alebo dal$im metédam, napr. analyze MRSP
(mapped restriction site polymorphism) alebo PCR-RFLP
(restrinction fragment lenght polymorphism), PCR-SSCP
(single strand conformation polymorphism analysis)
a PCR-LSSP (low stringency single primer). Obe posledné
typiza¢né metddy st schopné identifikovat sérovary, ale
st velmi komplikované a pracne, a tak nemaju SirSie
pouzitie.

DalSou metédou vyuzivajicou PCR je MLVA (multiple-
-locus variable number of tandem repeats analysis).
Pre vykonanie MLVA je potrebné vediet VNTR (variabile
number of tandem repeats) pritomnych v genéme lep-
tospir. Doteraz v§ak bol sekvenovany geném len Styroch
patogénnych kmeriov L. interrogans a L. borgpetersenii, o
limituje pouzitie metédy. Ukazuje sa, Ze metdéda by
bola vhodna pre epidemiologické vySetrovania najma
v oblastiach s vysokou endemicitou nakolko dobre rozli-
Suje sérovary a séroskupiny leptospir, o je potrebné na
hodnotenie cirkulacie patogénov a vyznamu ich klonov
pri vzniku epidémii.

Multilokusova sekvencna typizacia (MLST) je genotypi-
zacna metéda na identifikaciu pévodu leptospir, u kto-
rych sa pozoruje pomerne ¢asty horizontalny prenos
DNA, a tak typizacia pomocou viacerych lokusov ge-
nému leptospir je presnejsia. Niekolko schém vyuZitia
viacerych lokusov réznych génov bolo podkladom pre
vytvorenie identifika¢nych databaz. Prva z nich vyuzila
Sest lokusov troch génov (dva z nich kédujtce proteiny
vonkajsej membrany a rrs) na identifikaciu vSetkych
patogénnych leptospir a bola podkladom databazy so
sekvenciami takmer 300 kmertiov [3].

Metdéda MLST sa ukazuje pre prax ako uzitocny nastroj
pre zachytenie diverzity kmertiov leptospir, ako aj na
poznanie ich evoltcie a geografickej distribacie. Tato
metdda sa v sucasnosti javi ako najdolezitejsia metdda
v genotypizacii tychto baktérii.

Pocas ostatnej dekady boli analyzované sekvencie celého
genému vybranych druhov rodu Leptospira. Porovnavacia
genomika odhalila jednak velki odli$nost gendému lep-
tospir od inych patogénnych spirochét, ale aj jeho velki
plasticitu [2].

ZAVER

Diagnostika leptospiréz klasickymi metédami vyuziva
najma sérologické metdédy, mikroaglutinaény test,
pripadne ELISA, zriedka kultivaciu. Dékaz Specifickych
protilatok a kultivacné vySetrenie neumoziujui stanovit
diagnoézu vcas eSte pocas akutnej fazy ochorenia, ked je
manazment lieCby rozhodujici. Velkym prinosom st
preto rychle testy molekuldrnej biolégie na dokaz DNA
leptospir, najma tie, ktoré vyuzivaju PCR a jej modifi-
kacie. Identifikacia leptospir je d6lezitd pre epidemio-
logické analyzy, urCenie prameriov ndkazy, stanovenie
rizika infekcie a naslednych opatreni. Identifikacia lep-
tospir v nasich podmienkach sa vykonava fenotypovou
sérotypizaciou pomocou skupinovych sér a krizovymi
absorpcnymi testami. Metédy MLST a analyza sekvencie
celého genému leptospir sa v stiCasnosti javia ako naj-
dolezitej§ie metddy na genotypizaciu tychto baktérii,
vyzaduju si vSak Specializované laboratéria. Vsetky
tieto vysetrenia st podkladom pre preciznu surveillance
leptospiréz.

EPIDEMIOLOGIE, MIKROBIOLOGIE, IMUNOLOGIE 2017, 66, ¢. 3

LITERATURA

1. Ahmed A, Engelberts MF, Boer KR, et al. Development and validation
of a real-time PCR for detection of pathogenic leptospira species in
clinical materials. PLoS One, 2009; 4(9): e7093.

2. Ahmed A, Grobusch MP, Klatser PR, et al. Molecular Approaches in
the Detection and Characterization of Leptospira. J Bacteriol Parasitol,
2012;3(2):1-12.

3. Ahmed N, Devi SM, Valverde ML, et al. Multilocus sequence typing
method for identification and genotypic classification of pathogenic
Leptospira species. Ann Clin Microbiol Antimicrob, 2006;5: 28.

4. Azizi S, Tajbakhsh E, Hajimirzaei MR, et al. Evaluation of ,white-
-spotted kidneys” associated with leptospirosis by polymerase chain
reaction based LipL32 gene in slaughtered cows. J S Afr Vet Assoc,
2012; 83(1): 69.

5. Bakoss P, Kmety E. K vyznamu vysycovacich testov v sérotypovej
diagnostike leptospirovych ochoreni u ludi. Cs. epidemiologie, mikro-
biologie, imunologie, 1980; 29(3): 165-170.

6. Bakoss P, Machacova E, Jarekova J. Vysledky surveillance human-
nych leptospirdz, Slovensko 1986-2005. Epidemiol Mikrobiol Imunol,
2007; 56(3): 140-149.

7. Bakoss P. Leptospirdzy. In: Bazovskd S, et al. Specidlna epidemio-
|6gia. Bratislava: Vydavatelstvo UK, prvé vydanie; 2007. s. 340, ISBN
978-80-223-2301-70.

8. Blacksell SD, Smythe L, Phetsouvanh R, et al. Limited diagnostic ca-
pacities of two commercial assays for the detection of Leptospira im-
munoglobulin M antibodies in Laos. Clin Vaccine Immunol, 2006;13(10):
166-1169.

9. Boonsilp S, Thaipadungpanit J, Amornchai P, et al. Molecular de-
tection and speciation of pathogenic Leptospira spp. in blood from
patients with culture-negative leptospirosis. BMC Infect Dis, 2011;
11: 338.

10. Brown PD, Gravekamp C, Carrington DG, et al. Evaluation of po-
lymerase chain reaction for early diagnosis of leptospirosis. J Med
Microbiol, 1995;43(2): N0-114.

1. Budihal SV, Perwez K. Leptospirosis diagnosis: competancy of va-
rious laboratory tests. J Clin Diagn Res, 2014;8(1): 199-202.

12. Desakorn V, Wuthiekanun V, Thanachartwet V, et al. Accuracy of
a commercial IgM ELISA for the diagnosis of human leptospirosis in
Thailand. Am J Trop Med Hyg, 2012; 86(3): 524-527.

13. Effler PV, Bogard AK, Domen HY, et al. Evaluation of eight rapid
screening tests for acute leptospirosis in Hawaii. J Clin Microbiol,
2002;40(4):1464-1469.

14. Esfandiari B, Pourshafie MR, Gouya MM, et al. An epidemiological
comparative study on diagnosis of rodent leptospirosis in Mazandaran
Province, northern Iran. Epidemiol Health, 2015;37: €2015012.

15. European Centre for Disease Prevention and Control. Annual epi-
demiological report 2015. Leptospirosis. Stockholm: ECDC; 2076.

16. Fearnley C, Wakeley PR, Gallego-Beltran J, et al. The development
of a real-time PCR to detect pathogenic Leptospira species in kidney
tissue. Res Vet Sci, 2008;85(1): 8-16.

17. Honarmand HR, Abdollahpour G, Eshraghi SS. Comparison of Two
ELISA Methods for the Laboratory Diagnosis of Acute Leptospirosis.
Iran J Med Sci, 2010;35(2): 116-121.

18. Kmety E, Bakoss P. K otdzke volby antigénov do mikroaglutinacnej
reakcie pri leptospirdzach. Cs. Epidemiol Mikrobiol Imunol, 1978:27(5):
247-252.

19. Kmety E. Betrachtungen zum Problem der paradoxen Reaktion
und deren Bedeutung in der Serodiagnostik einiger Leptospirosen. I.
Orig., Zbl. Bakt. Hyg, 1957 b;170(4): 597-608.

20. Kmety E. Navrh na Standardnu metodu aglutinolyzinovej reak-
cie pri leptospirézach. Cs. epidemiologie, mikrobiologie, imunologie,
1957,6(6): 372-377.

21. Levett PN, Morey RE, Galloway RL, et al. Detection of pathogenic




leptospires by real-time quantitative PCR. J Med Microbiol, 2005;54(Pt
1): 45-49.

22. Levett PN. Leptospirosis. Clin Microbiol Rev, 2001;14(2): 296-326.
23. Levett PN. Systematics of Leptospiraceae. In: Adler B, et al.
Leptospira and Leptospirosis. Current Topics in Microbiology and
Imunology. Berlin Heidelberg, Springer-Verlag, Vol. 387; 2015. s. 11-20,
ISBN 978-3-662-45058-1.

24. Luchini D, Meacci F, Oggioni MR, et al. Molecular detection of
Leptospira interrogans in human tissues and environmental samples
in a lethal case of leptospirosis. Int J Legal Med, 2008;122(3): 229-233.
25. Marvanova T, Kodym P. Laboratorni diagnostika leptospirdzy.
Zpravy centra epidemiologie @ mikrobiologie (SZU, Praha), 2013;22(6):
204-205.

26. Merien F, Portnoi D, Bourhy P, et al. A rapid and quantitative me-
thod for the detection of Leptospira species in human leptospirosis.
FEMS Microbiol Lett, 2005;249(1): 139-147.

27. Ministerstvo pdédohospodarstva a rozvoja vidieka SR. Leptospira
spp. In: Sprava o zoondzach, alimentarnych ndkazach a ndkazach
z vody v Slovenskej republike za rok 2015. vydalo Ministerstvo po-
dohospodarstva a rozvoja vidieka SR; 2016, s. 50-53. ISBN 978-80-
89738-08-3.

28. Murgia R, Riguelme N, Baranton G, et al. Oligonucleotides specific
for pathogenic and saprophytic Leptospira occurring in water. FEMS
Microbiol Lett, 1997;148: 27-34.

29. Murray GL. The lipoprotein LipL32, an enigma of leptospiral biolo-
gy. Vet Microbiol, 2013;162(2-4): 305-314.

30. Ooteman MC, Vago AR, Koury MC. Evaluation of MAT, IgM ELISA
and PCR methods for the diagnosis of human leptospirosis. J Microbiol
Methods, 2006;65(2): 247-257.

31. Palmer SR, Soulsby L, Torgerson PR, et al. Oxford textbook of
Zoonoses. New York: Oxford University Press, Inc.; 2011.

32. Perzelova J, Jarekovd J, Spalekovd M. Vyuzitie komeréného testu
ELISA na skrining akutnych leptospiréz. XX. Cervenkove dni preven-
tivnej mediciny, Tale, 27. - 29. 4. 2015, zbornik abstraktov vydany on-
line, s. 22, ISBN 978-80-971836-8-4.

33. Picardeau M. Diagnosis and epidemiology of leptospirosis. Med Mal
Infect, 2013;43(1): 1-9.

SOUHRNNE SDELENiI

34. Smetana J, Cermakova Z, Bostikova V, et al. Leptospirdza v Ceské
republice a moznosti laboratorni diagnostiky. Epidemiol Mikrobiol
Imunol, 2010;59(4): 159-167.

35.Smythe LD, Smith IL, Smith GA, et al. A quantitative PCR (TagMan)
assay for pathogenic Leptospira spp. BMC Infect. Dis, 2002; 2:13.

36. Villumsen S, Pedersen R, Borre MB, et al. Novel TagMan® PCR for
detection of Leptospira species in urine and blood: pit-falls of in silico
validation. J Microbiol Methods, 2012;91(1): 184-190.

37. Wangroongsarb P, Yaseang S, Petkanjanapong W, et al. Appli-
cability of Polymerase Chain Reaction to Diagnosis of Leptospirosis.
J Trop Med Parasitol, 2005;28: 43-47.

38. WHO, ILS. Human leptospirosis: Guidance for diagnosis, surveillan-
ce and control. Malta: World Health Organization; 2003. s. 109, ISBN
92-4-154589-5.

39. Woo TH, Smythe LD, Symonds ML, et al. Rapid distinction between
Leptospira interrogans and Leptospira biflexa by PCR amplification of
23S ribosomal DNA. FEMS Microbiol Lett, 1997;150(1): 9-18.

40. Yasouri SR, Moghadam RG, Ghane M. Identification of Pathogenic
and Saprophytic Leptospira spp. from the Rice Fields of Tonekabon
Township Using PCR Technique. Advanced Studies in Biology,
2013;5(10): 437-445.

Do redakce doslo dne 28. 9. 2016.

Adresa pro korespondenci:

RNDr. Jana Perzelova
Ustav epidemioldgie

Lekarska fakulta Univerzity Komenského
Spitalska 24

813 72 Bratislava

Slovenska republika

e-mail: jana.perzelova@fmed.uniba.sk

201766,¢.3  EPIDEMIOLOGIE, MIKROBIOLOGIE, IMUNOLOGIE

145



