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1 Uvod

Leptospiréza je horeCnaté onemocnéni, jehoz vyvolavatelem jsou patogenni
leptospiry. Vyskytuje se na celém svété (nejCastéji v tropech a subtropech, ale
rovnéz na uzemi Ceské republiky) a postihuje lidi i zvifata.

Rezervoarem leptospir jsou divoce Zijici zvifata (pfevazné hlodavci, néktefi
hmyzoZravci a drobni zemni savci) a domaci zvifata. Clovék se nakazi
nejCastéji vodou kontaminovanou moci zvifat, kontaktem s pudou, potravou a
nebo kontaktem s infikovanymi zvifaty. Infekce leptospirami jsou fazeny
z tohoto duvodu mezi zoondzy, tedy mezi onemocnéni pfenosné ze zvifat na
Clovéka.

Ve zvySené mife jsou nakaze vystaveni zemédélci, pracovnici na jatkach,
veterinafi, feznici a pracovnici v kanalizacich. Vstupni branou infekce je travici
trakt, dychaci trakt nebo poranéna klize a sliznice.

Vyskyt onemocnéni je spiSe sporadicky, epidemicky vyskyt u nas ovliviuji
hlavné dva pfirodni jevy a to pfemnozeni drobnych hlodavcl a zaplavy (1).
Prabéh onemocnéni mlze byt mirny s nespecifickymi pfiznaky, ale i zavazny.
Ke Kklinicky nejvyznamnégjSim projevim nemoci patfi hepatorenalni selhani
s celkovym metabolickym rozvratem, rovnéz meningitidy a asi v 10 procentech
sérovary L.icterohaemorrhagiae a tato infekce je nazyvana Weilovou nemoci.

K diagnostice patogennich leptospir se nejCastéji pouziva sérologickych metod
a v poslednich letech i pfimého prukazu metodou PCR.

NejvyznamnéjSi sérologickou metodou je MAT-mikroskopicky aglutinacni test
(rovnéz nazyvany mikroaglutinace-lyza — MAL). Tato metoda je uznavana jako
,zlaty standard v diagnostice leptospirézy. Své vyuziti ma i ELISA metoda,
ktera slouzi jako screeningova metoda, ale jeji vysledky musi byt dale ovéreny
a v Ceské republice neni vyuzivana (1). Dfive byla provadéna kultivace ve
vhodném meédiu. Vzhledem k pomalému mnozeni leptospir je nyni vyuzivana
predevS§im metoda PCR, ktera slouzi k prikazu specifickych sekvenci DNA
jednotlivych genetickych druhG patogennich leptospir. Citliva, specificka a

rychla PCR reakce umoziiuje pfimou identifikaci mikroba.



Hlavnim cilem pfredkladané prace je porovnani a popis metod MAL
(mikroaglutinace-lyza) a PCR u pacientl s pozitivni diagnézou od roku 2002 do
konce roku 2008.

2 Teoreticka cast

2.1 Morfologie leptospir

Leptospiry jsou pohyblivé, obligatné aerobni spirochety, které maji vlastnosti
gram-pozitivnich i gram-negativnich bakterii (2). Jejich délka se udava v
rozmezi 6 - 20 ym a Sitka 0,1-0,25 ym. Obvykle jsou rovné nebo jsou na
jednom nebo na obou koncich zahnuté. Charakteristicky je pro né velmi aktivni
Sroubovity pohyb. Z mista na misto se leptospiry pfemistuji klouzavé.

V tekutém médiu je jejich pohyb klikaty, v€éetné rotaci a flexi (3). Vzhledem
k tomu, Ze je primérna velikost leptospir mensi nez stfedni vinova délka svétla,
nejsou viditelné ve svételném mikroskopu. Proto se pro jejich pozorovani
vyuziva mikroskopie v zastinu (v temném poli).

Pro obarveni leptospir je nejvhodnéjSi impregnace stfibrem, Ize také vyuzit

imunofluorescencnich metod (4).

2.2 Rustové faktory

Leptospiry jsou obligatné aerobni mikroorganismy. Rostou v teploté 28-30°C,
pfi optimalnim pH 7,2- 7,6 (3). Jejich mnozeni je pomalé a rlst je zfetelny az
po dvou az tfech tydnech (5).

Ke kultivaci leptospir jsou nutné vitaminy B1 a B12, amoniové soli a dlouhé
fetézce mastnych kyselin. Mastné kyseliny slouZzi jako hlavni zdroj energie a
jsou také dulezité jako zdroj bunéénych lipidu, které leptospiry neuméji
syntetizovat. Amoniové soli jsou zdrojem dusiku (3). Selektivni pady jsou
vyrabény s pridavky raznych antibiotik (5-fluorouracil, neomycin sulfat,
rifampicin, vankomycin). Bézné se pouziva Ellinghausen-McCullough-Johnson-

Harris plda, ktera obsahuje 1% hovézi sérovy albumin a Tween 80, jenz slouzi



jako zdroj mastnych kyselin. Ke kultivaci leptospir jsou rovnéz pouzivany rtizné

polotuhé a tekuté kultivacni pady (Korthofovo médium) (2).

2.3 Klasifikace leptospir

Rod Leptospira patfi spoleéné s rodem Leptonema do Celedi Leptospiraceae
zfadu Spirochaetales. Rad Spirochaetales obsahuje jesté c&eled
Spirochaetaceae, ktera zahrnuje rody Spirochaeta, Cristispira, Treponema,
Borrelia (6). Ke klasifikaci leptospir se vyuzZiva genotypicka a seérologicka

klasifikace.

2.3.1 Genotypicka klasifikace
Tato klasifikace je zalozena na pfibuznosti DNA rodu Leptospira.

Genomospecies nejsou shodné se sérologickou klasifikaci a v jednom species
se vyskytuji patogenni i nepatogenni sérovary (7).

V soucCasné dobé je sérologicky charakterizovano asi 330 sérotypl ( sérovaru)
rodu Leptospira a Leptonema, které se fadi do 23 pfibuznych séroskupin.
Kmeny byly rozdéleny do 17 DNA hybridizaCnich skupin pfedstavujici 12 jiz
popsanych species a 5 novych genomospecies. Nejvétsi skupiny tvofi druhy L.
interrogans (91 kmen( z 82 sérovar(), L. santarosai (65 kmen( z 59 sérovaru),
L. borgpetersenii (49 kmenl z 43 sérovarl), L. kirschneri (29 kmenl z 26
sérovari) a L. noguchi (20 kmenU z 20 sérovarl). Nové genomospecies
zahrnuji Leptospira genomospecies 1 az 5 a celkem obsahuji 11 sérovart (8).
V Ceské republice byly dosud izolovany tyto leptospirové sérovary:
L.icterohaemorrhagiae, L.grippotyphosa, L.copenhageni, L.sejroe,L.bratislava,
L.pomona, L.sorex-jalna, L.canicola, které patfi do druhd L.interrogans,
L.borgpetersenii a L.kirschneri (11).

Mezi metody, které slouzi k molekularni typizaci, patfi polymorfismus délky
restrikénich fragmentl, charakteristika DNA $tépl pro sérovary (Fingerprinting),
genove sekvence a sondy, DNA-DNA hybridizace (9).

Polymorfismus délky restrikénich fragmentd (RFLP) je metoda charakterizace
DNA pomoci jejiho Stépeni restrikCnimi endonukleazami na fragmenty.

Identifikace $tépnych produktd se pak provadi pomoci elektroforézy. Je znamo



velké mnozstvi restrikénich endonukleaz, které S$tépi sekvence nukleotidu
v rliznych restrikénich mistech na rizné dlouhé fragmenty podle individualniho
pofadi bazi a podle rozpoznavaci sekvence. Za danych podminek vznika
reprodukovatelny pocet restrik€nich fragmentl o reprodukovatelném poctu bazi.

Pocet a délka fragmentu je specificka (10).

Nedostatek fenotypovych charakteristik dostupnych pro genotypickou klasifikaci
leptospir je pfFiCinou toho, Ze se nejvice pouziva sérologicka diagnostika

zaloZzena na mikroskopickém aglutinaCnim testu. Tato metoda slouzi jak

k identifikaci, tak ke klasifikaci.

Prehled sérovaru zjisténych v CR a na Slovensku ukazuje tab.¢. 1

Tab. 1.
Sérovar Hlavni onemocnéni Hlavni hostitel
L.Icterohaemorrhagiae Weilova choroba Potkan, krysa
L.copenhageni Iktericka leptospiroza
L.grippotyphosa Polni, vodni hore¢ka Hrabos polni
L.sejroe Polni horeCka My$ domaci, mysice
L.pomona Nemoc pasaku vepriu Prase domaci, mysice
l.sorex-jalna Aniktericka leptospiréza rejsek
L.bratislava Aniktericka leptospirdza jezek
L.canicola Stuttgartska choroba pst | Pes, prase
L.arboreae Aniktericka leptospirdza Mys domaci, mysice
L.bataviae HorecCka ryZovych poli Myska drobna
L.jalna Aniktericka leptospirdza Mysice
L.tarassovi Nemoc pasaku vepru Prase domaci
L.hardjo | e Hovézi dobytek




2.4 Epidemiologie

Leptospirdza je zoondza vyskytujici se prakticky na celém svété. Vyskytuje se
v subtropickych, tropickych i mirnych pasmech (3). Leptospiréza se v mirnych
oblastech vyskytuje pfevazné v lété a na podzim a v tropech a subtropech
hlavné v obdobi destl. ZvySeny vyskyt onemocnéni muze byt ovlivnén napf.
migraci obyvatel a také zdokonalenim diagnostickych metod, které vedou
k zlepSeni detekce tohoto onemocnéni (14).

Zdrojem infekce u lidi je pfimy nebo nepfimy kontakt s mocCi infikovanych zvifat
(5). Leptospiry nejCastéji osidluji ledviny potkanud, krys, kocek, psu, prasat,
dobytka, veverek, jezkl a drobnych hlodavcu (6). Hlavnim rezervoarem
leptospir jsou mali savci, pfedevSim hlodavci (12). Rezervoarovi hostitelé
leptospir jsou definovani jako druhy, u kterych je infekce endemicka a je obvykle
pfenasena pfimym kontaktem ze zvifete na zvife. Infekci ziska zvife v mladi a
vylu€ovani leptospir moci roste az do jeho stafi. Jini zivo€ichové popf. ¢lovék se
mohou infikovat pfimym nebo nepfimym kontaktem s timto rezervoarovym
zvifetem (5). Jednotlivé druhy makroorganismd mohou pfenaset rizné sérovary
(6). Napfiklad L. pomona a L. interrogans se vyskytuji u dobytka a prasat,
L.grippotyphosa u dobytka, ovci, koz a hraboSd. L.ballum a L.
icterohaemorrhagiae se nachazi u potkand a mysi. L. canicola je spojovana se
psy (13). Leptospirbza se u rezervoarovych zvifat neprojevuje Kklinickymi
pfriznaky (6), ale u nékterych vnimavych druht mize probihat stejné dramaticky
jako u Clovéka. Infekce sérotypem L. icterohaemorrhagiae je pro domaciho psa
smrtelna. Leptospiry prezivaji v ledvinnych tubulech rezervoarovych zivocichu
v symbiotickém vztahu bez jakéhokoliv ledvinného poskozeni (13), ti je pak
mohou vylu€ovat mocCi po cely zivot (2). Infikovana moc¢ je hlavnim zdrojem
patogennich zarodku a tedy zdrojem infekce.

Pfimy kontakt s infikovanymi zvifaty se tyka prevazné farmaru, veterinary,
jateénich zaméstnancu, inspektorli masa a dalSich.

Nepfimy kontakt pfes kontaminovanou vodu nebo pudu je mnohem ¢astéjsi nez
pfimy kontakt (14). Je vyznamny zejména u pracovniku v kanalizacich a
stokach, u hornik(, vojakua, cisti€u jimek, farmarl, myslivel, pracovnikl na

ryzovych a bananovych polich (5). Tento pfenos je ovlivnén vnéjSim prostfedim



(teplotou a pH), ve kterém leptospiry prezivaji (5). Nejlépe prezivaji v Cerstve
vodé, vihké alkalické pudé, vegetaci a v bahné pfi teploté vy3Si nez 22°C (13).
Clovék se mlize nakazit leptospirami pfi zaméstnani, rekreaci nebo pfi jinych
venkovnich aktivitach (5). Zaméstnani je velmi rizikovym faktorem. Onemocnéni
bylo dfive spojovano zejména s lidmi, ktefi pracovali v hutnictvi, v zemédélstvi,
v pfirodé, na udrzbé stok a chovali dobytek. V dnesni dobé jsou rizika sniZzena
na minimum diky pouZzivani ochrannych pracovnich pomucek (2).

cestovani do tropickych oblasti, vodni sporty, pési turistika, myslivost, rybafeni
a dalSi venkovni sporty, pfi kterych je mozné pfijit do kontaktu
s kontaminovanou vodou nebo plidou (13).

Leptospiry vnikaji do organismu pfes ruzné odfeniny a poranéni kuze, pres
spojivku. Infekce se mulze do téla dostat i pfi dlouhodobém maceni kuze
v kontaminované vodé. Vstupni branou nakazy muaze byt i respiracni trakt (5) a
travici ustroji, pfedevSim dutina ustni a jicen. V Zaludku uz je pfili$ nizké pH, ve
kterém leptospiry hynou (13). Lidé jsou vétSinou poslednimi hostiteli

leptospirdzy (6).

2.5 Patogeneze

Po pruniku leptospir do organismu se leptospiry pomnozuji v krvi a krevnim
obéhem se dostavaji do celého organismu. K bakteriémii dochazi za 3-8 dni po
vniknuti infekce do organismu. V této dobé je mozné izolovat leptospiry z krve
popf. z mozkomiSniho moku (15). Pak nasleduje faze imunni, za kterou je
zodpovédny lipopolysacharid vnéj§i membrany leptospir, ktery je vysoce
imunogenni. Dale tento lipopolysacharid stimuluje pfilnavost neutrofild
k endotelovym burnkam a destickam, ¢imz dojde k agregaci a trombocytopenii
(5). Protilatky se objevuji v druhém tydnu onemocnéni (15).

Leptospiry poskozuji pfedevSim ledviny, jatra, srdce, o€i, plice a nervovy
systém. V téchto organech dochazi k vaskulitidé kapilar, projevuje se
endotelidlnim otokem, nekrézou s lymfocytarni infiltraci (6). Pro po$kozeni
ledvin je charakteristicka intersticialni nefritida s infiltraci neutrofil a monocytu.

Jaterni posSkozeni je provazeno cetrilobularni nekrézou s hyperplazii nebo
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hypertrofii Kupfferovych bunék (5). V dasledku dysfunkce jater se muze objevit i
Zloutenka. V plicich dochazi k posSkozeni alveolarnich kapilar a v misté
vaskularizace k otoku a ke krvaceni (6). Pfedni komora ocni je postizena
béhem akutni infekce (16). Leptospiry mohou proniknout i do komorové
tekutiny, ve které muizou prezivat nékolik mésict (6). PoSkozeni nervového
systému je pfevazné na imunologickém podkladé. Dochazi ke vzniku exudatd,

leptomeningealnim edémum a ke krvaceni (17).

2.6 Klinickeé projevy

Pfiznaky leptospirdzy jsou Casto nespecifické (bolesti hlavy, svalu, horecka,
bolest bficha) pfipominajici chfipkové onemocnéni.

Popsany jsou dvé formy leptospirdzy, a to aniktericka mirna forma onemocnéni
a iktericka forma, oznaCovana jako Weilova choroba, ktera se projevuje
hepatorenalnim selhavanim (18).

Na Gzemi Ceské republiky vétsina leptospiréz probiha lehce, vyskytuji se jako
tzv. letni chfipky. Nemoc neni proto ¢asto diagnostikovana (19). Pribéhy infekci
maji rlznou podobu v zavislosti na sérotypu leptospir (20). U lidi jsou tézké
formy leptospirézy Casto zplUsobovany sérovary ze  séroskupiny
L.icterohaemorrhagiae. Inkubacni doba onemocnéni byva v priméru 10 dni
(21).

Onemocnéni ma typicky dvoufazovy pribéh. Pro prvni fazi, ktera trva 4-7 dni, je
charakteristicka leptospiremie a pritomnost horec¢ky, unavy, bolesti svall, zad,
bficha, nauzea a zvraceni. Leptospiry se daji vtéto fazi prokazat v krvi,
mozkomiSnim moku i v tkanich postizenych organu.

V druhé fazi dochazi ktvorbé protilatek, které slouzi k detekci onemocnéni,
popf. lze izolovat leptospiry z moci (5, 13). Imunni faze se nemusi vzdy
vyskytnout, je pro ni typicky zvySeny titr protilatek. Nasledné dochazi k infiltraci
napadenych organu bunikami charakteristickymi pro zanét (leukocyty, neutofily,
monocyty) (2).

Dalsi z pfiznaku této faze je dysfunkce ledvin a asepticka meningitida (6).

HoreCka a bolest svall mohou byt béhem imunni faze méné intenzivni nez
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v prvni fazi a trvaji nékolik dnt az tydnd (13). U ikterické formy se v téhle dobé

muZe objevit Zloutenka, postiZzeni plic, jater a hemoragické projevy (2).

2.6.1 Charakteristika anikterické a ikterické formy leptospirézy

90% onemocnéni probihd v mirné anikterické formé. Pacienti Casto ani
nevyhledavaji lékafskou pomoc a nemoc tak neni diagnostikovana (5). Pro
zaCatek onemocnéni je typicka bolest hlavy, horecka, bolest svalli, nevolnost,
zvraceni a bolest bficha (14), mUze se objevit i horeCka. Velmi intenzivni je
bolest zad, stehna a lytka (5). K dalS§imu poskozeni organd muze dojit b&éhem
imunni faze (6). NejduleZitéjSim syndromem anikterické leptospirdzy je
asepticka meningitida, ktera trva vétSinou nékolik dni a doprovazi ji bolest hlavy
(13, 5).

Iktericka forma leptospirdzy je velmi zavazné onemocnéni vyskytujici se asi
v 10% pfipadd. Ma velmi rychly klinicky prabéh, ktery je doprovazen trvalou
vysokou horegkou, Zloutenkou a azotémii (5, 14). Zloutenka neni spojena
s nekrézou jaternich bunék. Po uzdraveni dochazi k obnové funkce jater. V této
dobé jsou zvySené hodnoty bilirubinu, kreatinkinaz, mirné jsou zvySené hladiny
transaminaz a alkalické fosfatazy (5). Casto se mohou vyskytnout i komplikace
ve formé bolesti bficha, zvraceni a také se muze objevit krvaceni do
gastrointestinalniho traktu (13). Leptospiréza také zpusobuje akutni selhani
ledvin, které se projevuje oligurii nebo polyurii (6). Oligurie je spojovana s velmi
zavaznym stavem s vysokym rizikem umrtnosti. Jednim z typickych symptoma
pro ikterickou formu leptospirézy je trombocytopenie (2). Casto dochazi také
k poSkozeni o€i. Nejbéznéjsi je subkonjuktivalni krvaceni a uveitida, ktera vede
k reverzibilni nebo ireverzibilni sleposti (13, 22).

Postizeni plic je spojovano s vysokou nemocnosti a umrtnosti (23). Plicni
poskozeni se manifestuje kaslem, hemoptyzou, dudnosti a pneumonii a mize
se rozvinout syndrom akutniho respiracniho selhani (6).

U onemocnéni leptospir6zou muizeme vysledovat i srde¢ni nedostateCnost (5).
Vznikaji myokarditidy a jiné srde¢ni poruchy. VétSina pacientu s leptospir6zou

trpi  téZkou myalgii a také mirnou svalovou nekrézou. Myalgie mize trvat tfi az

12



Ctyfi tydny. Také se muze vyskytnout krvaceni do svalu hlavné v bfidni sténé a
dolnich koncetinach (2). Krvaceni se mize manifestovat v rozsahu epistaxe
nebo az po hematurii, hemoptyzu a plicni krvaceni. V dusledku krvaceni vznika
anémie (6).

Mezi vzacné komplikace patfi mozkové a cévni pfihody, tromboticka
trombocytopenicka purpura, akutni cholecystitida, aortalni stendza,

epididymitida a muzsky hypogonadismus (5).

2.6.2 Weilova choroba

Leptospira icterohaemorrhagiae. Rezervoarem leptospir jsou pfredevSim
potkani, mySi a hraboSi. Inkubacni doba je 1 az 3 tydny. Pfevazné onemocni
mladi lidé. V prvnich tfech az sedmi dnech dochazi ke vzniku septického stavu,
manifestuje se horecka, tfesavka a dochazi k rozvoji meningealnich pfiznakd,
k bolestem hlavy a svall. Jiz prvnim tydnu onemocnéni se objevuji v moci
proteiny, krev a cylindrické valce. Na konci prvniho tydne onemocnéni se
pridruzuje nefritida, hepatalni léze, krvacivé projevy a renalni nedostateCnost.
Vznika tézky ikterus s extrémnimi hodnotami bilirubinu v séru. V konecCnych
fazich onemocnéni dochazi k celkovému metabolickému rozvratu, k selhani
ledvin, k téZkym krvacivym stavim, k poSkozeni jater. Pokud je onemocnéni
diagnostikovano v€as a je zahajena spravna lécba, je prognéza dobra. Neni-li
ale v€as diagnostikovano a vhodné IéCeno, neni vyjimkou ani letalni prubéh
nemoci (24, 25).

2.6.3 Znova horeéka
Tato forma leptospirézy ma leh&i prabéh. Vyskytuje se mnohem cCastéji nez

Weilova choroba. Zriova horegka neni vétsinou diagnostikovana vzhledem ke
svému lehkému prubéhu. Vyskytuje se sezéné od jara do podzimu ve formé tzv.
letnich chfipek. Nékdy se mohou objevit lehké meningealni pfiznaky. Plvodce
znové horeCky je Leptospira grippotyphosa. Zdrojem nakazy jsou mysSoviti
hlodavci. K nakaze dochazi rlznymi cestami, napf. pozitim kontaminované

vody.
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Inkubaéni doba onemocnéni se pohybuje v rozmezi od 2 do 14 dni. Typicky je
rychly nastup nemoci. K charakteristickym symptomdm patfi horecka, bolest
hlavy, myalgie a pocity unavy a vyCerpanosti. MlzZe se objevit i vyrazka, kasel,
zanéty zlucniku.

Onemocnéni ma kratky prabéh. Hore¢ky a myalgie klesaji i bez 1éEby. Obvykle

je nutna jaterni dieta. Prognéza je dobra (24).

2.6.4 Stuttgartska choroba
Plavodcem této nakazy je Leptospira canicola. Hlavnim zdrojem nakazy jsou psi

(24). U Clovéka byva onemocnéni stfedné tézké a Zloutenka se vyskytuje velmi
vzacné.

U psa muUze byt prdbéh onemocnéni velmi vazny az smrtelny, zvlasté u starych
vylu€uji ale leptospiry moci, a to po dobu nékolika mésicl nebo i déle nez rok.
Nemocni psi jsou schvaceni, maji vysokou horecku, maji stale zizen, nepfijimaji
potravu, zvraci, maji ¢asto uporny krvavy prujem, pachne jim z tlamy, ve které
se tvofi viedy. Objevuje se Zloutenka, jez je dobfe patrna na bélmu oka. Velmi
téZce byvaji postizeny ledviny, jejichZz selhavani je nej¢astéjSi pfi€inou umrti
psa. Letalita je 10-80%. Klécbé onemocnéni jsou pouZzivana antibiotika.
Jestlize jsou nasazena vcas, je léCba uspésSna. Pokud dojde k jejich nasazeni
pozdé, je léCba neuCinna. Nemocny pes je zdrojem nakazy pro jiné psy, pro
domaci zvifata, ale i pro Clovéka. Nakazou jsou ohrozeni pfevazné chovatelé
psU, psovodi a veterinafi. V souCasné dobé se v nasem staté a dalSich
evropskych zemich nakaza psu Leptospirou canicola nevyskytuje. Je ale stale
Casta v rozvojovych zemich a také na jihu a jihovychodé Evropy. U nas je
mozné psy ockovat, vSechny dostupné vakciny jsou uéinné (26) a bézné

obsahuji sérovary L.canicola a L.icterohaemorrhagiae.

2.7 Laboratorni diagnostika leptospir

Diagnostika leptospir je vzhledem k nespecifickym klinickym pfiznakdm

zaloZzena pfevazné na laboratorni diagnostice.
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Leptospiry jsou prokazovany pomoci mikroskopickych, sérologickych,

kultivaénich a molekularné biologickych metod.

2.7.1 Mikroskopie
Pro pozorovani leptospir se vyuziva mikroskopie v zastinu. Timto zpusobem lze

pozorovat pohyblivost leptospir v klinickém vzorku (krev, mo¢€, mozkomisni
mok). V pfitomnosti malého poctu bakterii mizeme ziskat faleSné negativni
vysledky a naopak v pfitomnosti riznych artefaktt mizeme dostat falesné

pozitivni vysledek.

Barveni leptospir se provadi na zakladé stfibfeni nebo imunofluorescence.
Barveni stfibrem se vyuziva na tkafnove fezy a na tekutiny na sklickach. Princip
metody je, Zze se stfibro vyredukuje na povrchu leptospir. V kvalitné obarvenych
preparatech jsou vidét Cerné spirochety ve svétle Zlutych ¢i hnédych tkanich.
Imunofluoroscencni barveni je vyhodnéjSi nez barveni stfibrem. Tato metoda
zachyti i malé mnozstvi leptospir ve vzorku a leptospiry jsou mnohem lépe
vidét. Pokud se vyuzije vhodna kombinace fluorochromu, muze se ve stejném

preparatu prokazat vice leptospirovych sérovaru (16).

2.7.2 Kultivace leptospir
Kultivace se provadi na selektivnich pudach obohacenych neomycinem nebo 5-

fluorouracilem (6). Leptospiry také rostou na Fletcherové pGdé nebo na
komeréné dodavané Ellinghausen — McCullough — Johnson - Harris pudé (14).
K pomnozeni leptospir se vyuziva i Korthofovo médium. Mo¢ se kultivuje na
alkalickych pudach (27). Pudy kultivujeme pfi teploté 28-30°C po dobu nékolika
tydnu (5, 2).

2.7.3 Sérologicky prukaz
Sérologické metody maji v diagnostice leptospir nejvétsi vyznam. Jsou

zalozeny na prUkazu protilatek v séru. Protilatky jsou v krvi prokazatelné

pfiblizné 5. az 7. den po nastupu symptomu nemoci (5).
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NejvyuzivanéjSi metodou v humanni i veterinarni mediciné je mikroaglutinace-
lyza (MAL), ktera je specificka a citliva (2, 28). Sérum se vySetfuje v akutni fazi
onemocnéni (po 1-2 tydnech) a v obdobi rekonvalescence (3 az 4 tydny od
zaCatku onemocnéni) (19). K MAL je zapotiebi suspenze Zivych kultur leptospir
nebo kultur inaktivovanych (16). Séra pacientd aglutinuji v pfitomnosti
specifické protilatky kultury pfisluSnych leptospirovych sérovard. MAL je
vyhodnocovana mikroskopicky, v zastinu. Jako kone€¢na hodnota se odecita
nejvice zfedéné sérum, ve kterém se jesté vyskytuje 50% aglutinace (5). MAL
je pozitivni tehdy, dojde-li ke ¢tyfnasobnému zvyseni titru protilatek, nebo pokud

se titr z nulové hodnoty zvySi na titr 1:100 a vétsi (2).

Enzymova imunoanalyza (EIA) je metoda, ktera slouzi k prikazu genové
specifickych protilatek IgM a 1gG. Testy detekujici IgM jsou citlivéjSi nez MAL a
pozitivni vysledky jsou jiz v akutni fazi onemocnéni (7). EIA umozniuje detekovat
protilatky dfive nez MAL, vétSinou okolo 5 dni po zaCatku klinickych projevu
(29).

Makroskopicky aglutinacni test je rychla makroskopicka sklickova metoda. Je
provadéna s hustou suspenzi leptospir, které se aglutinuji v pfitomnosti
specifické protilatky. Aglutinace je viditelna pouhym okem (16).

Ze sérologickych metod Ize dale vyuzit komplement fixaéni rekci, mikrokapslovy
aglutinaéni test, latex aglutinaéni test, metody se senzibilovanymi erytrocyty,

povrchové leptospirové proteiny.

2.7.4 Molekularné biologicka identifikace leptospir
V dnedni dobé se stale vice vyuziva k diagnostice leptospir polymerazova

fetézova reakce (PCR). Tato metoda neni zavisla na Zzivotaschopnosti,
nutricnich narocich, na délce zivotniho cyklu detekovanych mikroorganismd,
nezavisi ani na typu vySetfovaného materialu. Umoziuje velmi citlivy prikaz
leptospir v jakémkoliv biologickém materialu a vysledky vySetfeni jsou
k dispozici za nékolik hodin (30).

Princip metody je zalozen na replikaci specifickych pozadovanych sekvenci

DNA in vitro v cyklické reakci ve tfech teplotnich fazich.
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Pro zahajeni PCR je nutné pfipravit syntetické primery, coz jsou sekvence 15-
20 nukleotidll, které odpovidaji sekvencim na koncich DNA segmentu, ktery ma
byt namnoZzen. DalSi dulezitou souc€asti PCR metody je DNA polymeraza, ktera
katalyzuje vznik novych vldken. DNA polymeraza je izolovana z termofilni
bakterie Thermus aquaticus. Jeji optimailni teplota pro katalyzu reakce je 72°C.
Tento enzym snasi i teplotu 95°C, proto nemusi byt po kazdém reakénim cyklu
opét do reakce pfidavan. Pro prubéh reakce jsou nezbytné i
deoxynukleotidtrifosfaty, Mg®>* a PCR pufr obsahujici 10- 50umol/l Tris-HCI,
maximalné 50y mol/l KCI, pfipadné acetamid, albumin, Zelatinu nebo Tween-
20.

V prvni fazi reakce dochazi k zahfati smési na 95°C, aby se denaturovala DNA
na jednoretézcové molekuly. V druhé fazi dojde k ochlazeni smési na 50°C, aby
se navazaly primery na komplementarni sekvence DNA. Ve tfeti teplotni fazi
dochazi ke zvyseni teploty na 72°C a Taq polymeraza zacne syntetizovat
pozadovany usek DNA. Reakcni smés se pak opét zahfeje na teplotu 95°C a
cykly se opakuji. Jeden cyklus trva asi 5 minut, pfi pozadovanych 20 cyklech
trva reakce nékolik hodin. Po skonéeni PCR reakce nasleduje elektroforetické
rozdéleni DNA fragmentd podle jejich molekulové hmotnosti a naboje. Poté
nasleduje detekce nukleovych kyselin pomoci enzymatického nebo chemického

znaceni (10, 31).

2.8 Lécba leptospirézovych onemocnéni

Leptospiry jsou citlivé ke vSem antibiotikim kromé chloramfenikolu a
rifampicinu (16). S lécbou by se mélo zacit co nejdfive po nastupu prvnich
pfiznaki onemocnéni. Mirné formy jsou Ié€eny doxycyklinem, ampicilinem nebo
amoxicilinem. Tézké formy jsou IéCeny penicilinem G nebo ampicilinem,
amoxycilinem, erytromycinem (13).

Zadné antibiotikum ale nezabrani leptospiram v poskozeni tkani a organt (16).
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2.9 Prevence

NejlepSi ochranou pfed onemocnénim leptospir6zami je vyvarovat se kontaktu
s infikovanymi zvifaty a oblastem, které by mohly byt kontaminované jejich
moci. Nebezpeci infekce hrozi i pfi plavani v fekach a rybnicich, ve kterych je
podezieni na kontaminaci (16).

Vyznamna opatfeni pro prevenci nemoci je zabranéni vniknuti mocCi
infikovanych zvifat do vod, se kterymi €lovék pfichazi do styku. Velmi dulezita je
desinfekce znecisténych ploch, osobni hygiena a pouzivani ochrannych
pracovnich pomucek a monitorovani poctu hlodavcl (13). Po kontaktu
s infikovanymi zvifaty nebo s jakymkoliv jinym infekénim materidlem, je
nezbytna desinfekce rukou. Mezi ochranné pracovni pomucky patfi vodéodolné
kalhoty, boty, rukavice, masky, zastéry.

Leptospiry usmrcuje pusobeni teploty 50-60°C po dobu 10 minut. Jsou citlivé na
vyschnuti, k chlorovym dezinfek&nim prostfedkim a na pH, na neprovzdusné a
chemicky znecisténé vody (4).

Nebezpeci pfinasi i domaci chov potkanlt a mysi. Zvlasté by se mélo zabranit,
aby chovany potkan pfiSel do styku sdivoce Zzijicimi potkany nebo
s kontaminovanym prostifedim (32).

K ochrané pred infekci pfispiva i oCkovani. Ockovani dobytka se provadi
s vakcinami, které obsahuji mrtvé leptospiry (20). Stejné tak lidské vakciny tvori
mrtvé leptospiry a jsou dostupné pouze v nékolika zemich (2). Lidské vakciny
jsou sérovar specifické a jejich aplikace se musi provadét kazdy rok. VétSinou
jsou aplikovany subkutanné dvé davky po 3 az 4 tydnech. K dispozici jsou také

vakciny,  které  obsahuji nékolik leptospirovych  sérovari  (16).
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3 Prakticka cast

V praktické ¢asti jsme se zabyvaly statistickym zpracovanim dat od 30. 9. 2002
do 20. 12. 2008. Zaméfily jsme se specialné na sérologickou a PCR diagnostiku
leptospirovych infekcich vzhledem k véku a pohlavi.

Za uvedené obdobi bylo vySetieno celkem 770 pacientl, z toho muzl bylo 449
(58,3%) a zen bylo 321 (41,7%).

Vékovy primér vSech pacientd &inil 41, 9 let. Vypocitany vékovy median mél
pak hodnotu 40.

V nize uvedeném grafu jsou zafazeni testovani pacienti dle véku do skupin. Vék

jsme meély k dispozici u 638 pacientt. U 132 nebyla rodna c¢isla dostupna.

Z grafu ¢€.1 je patrné, Ze nejvic vySetfovanych osob je v rozmezi od 11 do 80 let.
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3.1.1 Sérologie
Tato metoda se vyuziva k prukazu protilatek proti leptospiram.

Pozitivni vysledky u sérologického vySetfeni (titr 1:200 a vysSi) vysly u 43
pacientl, coz je z celkového poctu pacientl 5,6%. Muzi tvofili 4,2% a Zeny
1,4% z celku. Do titru 1:50 a 1:100, ktery je$té neni povazovan za pozitivni, se
zaradilo 46 testovanych osob.

NejCastéji stanovované sérotypy byly L.grippotyphosa P 125 a L.
grippotyphosa Z 6.

Testované leptospirové sérovary a jejich vyskyt v jednotlivych titrech ukazuje
tabulka ¢.2

Tab.cC. 2
Sérovar Pocet pozitivnich vysledkl v daném titru
1:200 | 1:400 | 1:800 | 1:1600 | 1:3200 | 1:6400 | 1:12800 | 1:25000

L.icterohaemorrha-

_ 3 5 1 3 1 1
giae FrySava
L. copanhageni Lebe | 3 1 2 1 2
L. grippotyphosa

JrPPOYP 7 12 4 8 5 2 1
P 125
L. grippotyphosa Z6 | 3 10 |8 2 6 1
L. sejroe M 84 1
L. istrica J 20 2 1
L.bratislava Jez
_ 1 1

Bratislava
L. pomona Simon
L. polonica Poland 7 1
L. sorex-jalna 1
L. canicola S 392 1 1 1
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3.1.2 Metoda PCR
Slouzi k pfimému stanoveni mikroba.

U 752 pacienti bylo provedeno celkem 1 252 reakci pomoci PCR. U 18
pacientl tato metoda nebyla vyZadovana, provedena byla pouze sérologie na
prukaz protilatek.

K diagnostice leptospir byl vyuzit tento biologicky material: krev (plazma), mog,
mozkomiSni mok (CSF), bronchoalveolarni lavaz (BAL) a vjednom pfipadé

také uzlina.

Konkrétni poCty a procentualni zastoupeni vySetfovaného biologického

materialu je shrnuto v tab. €. 3.

Tab.¢. 3
Biologicky Pocet Procentualni
material vysetreni zastoupeni
Krev 588 47%
Moc 378 30,2%
CSF 273 21,8%
BAL 12 1%
Uzlina 1 0,01%

Z celkového poctu 1252 reakci jich vykazovalo pozitivitu 28 u 19 pacientl (u 5
Zzen a 14 muz). PFi poc¢tu 770 vySetfovanych osob tvofi 19 pozitivnich vysledki
2,5%.

Obéma metodami byla leptospir6za diagnostikovana v 7 pfipadech (v5
pfipadech u muzi a ve 2 pfipadech u Zen), coz je necelé jedno procento

z celkoveho pocCtu nemocnych.

Pro pfehlednost, uvadim jesté vysledky ve dvou tabulkach:
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Souhrn vysledku - pocty osob tab.¢. 4

Tab.C. 4
Metoda | Muzi Zeny
Pozitivni Negativni Pozitivni Negativni
Sérologie | 32 417 11 310
PCR 14 435 5 316
Souhrn vysledkUl v procentech tab. €. 5
Tab €. 5
Metoda | Muzi Zeny
Pozitivni Negativni Pozitivni Negativni
Sérologie | 7,1% 92,9% 3,4% 96,6%
PCR 3,1% 96,9% 1,6% 98,4%

Pocet pozitivnich vysledku v jednotlivych letech (od 30.9.2002 do 29.12.2008):
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Vyrazny narGst vroce 2005 mulze byt zpusoben napf. zaplavami nebo

zvySenym zajmem lékaru o tato vySetieni.
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4 Diskuze

Ze 770 testovanych osob bylo pozitivnich na leptospir6zu metodou PCR 19
osob. Sérologické vysSetfeni vykazovalo pozitivitu u 43 pacientl. Z celkového
po¢tu pozitivnich jedincd bylo 46 muzi a 16 Zen. ZvySeny vyskyt nakazy
u muzU je spojovan s jejich CastéjSim pobytem v pfirodé napf. pfi praci
(zemédélci, pracovnici kanalizaci, veterinafi, pracovnici na jatkach atd.) nebo
pfi sportovnich aktivitach. Mikroby se mohou vyskytovat v kontaminované pudé,
vodé nebo mohou infikovat zvirata, ktera jsou pak zdrojem onemocnéni.

Pro diagnostiku leptospir polymerazovou fetézovou reakci je velmi dullezity
odbér vzorku pfed zahajenim antibiotikové IéCby. Pokud se tak nestane, pfi
nasazeni ucinné antibiotikové terapie se patogenni leptospiry rychle rozpadaji a
jsou imunitnim systémem odstrafiovany z organismu. Z tohoto divodu je patrné
vice séropozitivit nez pozitivnich PCR vysledkd. Pouze u sedmi pacientu
vykazovaly obé& metody pozitivitu, coz je odrazem odebrani vzorku v nevhodné
dobé (napf. odbér na PCR pfi ATB lécbé).

Sérologické vySetfeni je nutno provadét pro konfirmaci vysledkd a z davodu
epidemiologickych. Také se provadi proto, aby se mohla uskuteénit pfislusna
opatfeni v oblastech s pfemnozenymi rezervoarovymi hlodavci (pfedevsSim
s potkany). Do téchto mist se pak posila deratizacni sluzba, aby tato zvifata
zahubila a zajistila tak ochranu lidi pfed nakazou.

Nejcastéji pouzivanym biologickym materidlem pro sérologickou diagnostiku

byla krev, mo¢ a mozkomisSni mok.
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5 Pouzité zkratky:

PCR - polymerazova fetézova reakce
MAT - mikroskopicky aglutinacni test
MAL - mikroaglutinace-lyza

EIA - enzymova imunoanalyza

IgM - imunoglobulin M

IgG - imunoglubulin G

DNA - deoxyribonukleova kyselina
Tag - Thermus aquaticus

L. - leptospira

CSF - mozkomisSni mok

BAL - bronchoalveolarni lavaz
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