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SOUHRN

V ramci studia doktorského studijniho programu byla navrzena, vypracovéana a do
klinického provozu laboratorni diagnostiky akutni formy leptospirdzy zavedena real-time
PCR metoda zalozend na detekci genu kodujiciho povrchovy lipoprotein LipL.32. Metoda
vykézala velmi dobrou pozitivni i negativni analytickou specificitu, kdy se ob¢ hodnoty
rovnaly 100,0 %. Na 230 laboratornich kmenech leptospir ze sbhirkovych kultur Royal
Tropical Institute v Holandsku byla real-time PCR testovina. Mez detekce byla stanovena
na 1 — 5 kopii genomu/ml tekutého biologického materidlu. Vysledek vySetieni je
k dispozici do 5 h, coz muze mit zasadni vliv na management infekce zpisobené
patogennimi leptospirami. V praxi byla metoda ovéfena na biologickych materialech 295
pacientll se suspektni leptospirézou, vySetienych v obdobi duben 2010 — duben 2013.
Devét osob (3,1 %) a jim ptinalezejicich 15 biologickych materialti bylo vyhodnoceno jako

LipL32 pozitivni.

Real-time PCR byla vyzkouSena pii analyze vzorkl z vngjsiho prostfedi na
pfitomnost leptospir. Z celkového poctu 680 vzorkl (povrchové vody, €istirny odpadnich
vod, vlhké substraty) bylo 5 real-time PCR reakci (0,7 %) vyhodnoceno jako hraniéni, u
kterych vysledek sekvenacni analyzy byl opakované ,,nekultivovatelné bakterie®. VSechny
vzorky byly vyhodnoceny jako negativni. Z vysledki Ize usuzovat, ze navrZzena metodika

neni dostatecné specificka a citliva pro detekci leptospir.

Multilokusova sekvenacni typizace detekujici 5 gend (adk, icdA, rrs2, lipl4l a
lipl32 gen) byla pouzita pro vytvofeni knihovny sekvenci pro 11 laboratornich kment
patogennich leptospir. S jeji pomoci mohlo byt nasledné stanoveno, o jaky infikujici

sérovar patogenni leptospiry se u pacientl se suspektni leptospirovou infekci jednalo.

V retrospektivni studii vyskytu leptospirdzy v Ceské republice v letech 2002 — 2013
bylo vySetieno celkem 5840 pacienti se suspektni leptospir6zou, znichz bylo
vyhodnoceno 101 osob (1,7 %) jako pozitivni. Onemocnéni bylo diagnostikovano Castéji
muza (n = 71; 70,3 %) nez zen (n = 30; 29,7 %). Nejvice pozitivnich pacienti u obou
skupin bylo ve vékovém rozmezi 26 - 45 let. Maximum incidence bylo zaznamenano
v roce 2002 (n = 21; 20,8 %) a 2005 (n =25; 24,8 %), kdy Ceskou republiku postihly jak
rozséhlé, tak lokalni povodné. NejvySsi pocet pozitivnich pacienti byl zaznamenan
v mésici listopadu (n = 20; 19,8 %). Nejfrekventovanéjsim infikujicim typem byl ve studii

sérovar Leptospira grippotyphosa (n = 41; 42,3 %).



Pro vyhodnoceni a konfirmaci vysledki real-time PCR analyzy byly porovnany
vysledky metody mikroaglutinaéniho a SERION ELISA classic Leptospira IgM/IgG testu.
Setfenim 1553 piislusniki Armady Ceské republiky bylo ELISA metodou na piitomnost
specifickych protilatek ve tfidé IgM a IgG urceno v piipadé IgM 292 (18,8 %) a u IgG 392
(25,5 %) pozitivnich osob. Naprosta vétsina pozitivnich krevnich sér byla s vyuZzitim 11
laboratornich kmenti patogennich leptospir pouzivanych v Ceské republice a nepatogenni
Leptospira biflexa vyhodnocena metodou mikroaglutina¢niho testu jako negativni. U 26
krevnich sér (1,7 %) byla zaznamenana slaba reakce v titrech 1:50 — 1:200. Z tohoto
divodu jsme se rozhodli otestovat diagnostickou senzitivitu a specificitu
mikroaglutinaéniho testu a ELISA soupravy. Ve studii bylo prokazano, ze metoda
mikroaglutina¢niho testu ma 100,0% diagnostickou senzitivitu i specificitu. Analyzované
diagnostické ELISA soupravy vykazovaly také diagnostickou senzitivitu 100,0 %, ale
diagnostickéd specificita pro detekci IgM protilatek cinila 88,6 % a pro detekci IgG
protilatek jen 54,3 %. Z tohoto divodu jsme se rozhodli ke konfirmaci vysledki real-time

PCR analyzy pouzivat metodu mikroaglutina¢niho testu.

Klicova slova: Leptospira, real-time PCR, LipL32, Multilokusova sekvenaéni typizace,
ELISA, Mikroaglutina¢ni test



SUMMARY

During Ph.D. study program real-time PCR method based on detection of gene
encoding surface lipoprotein LipL32 was designed, devised and introduced into clinical
laboratory practice of laboratory diagnosis of acute form of leptospirosis. Positive and
negative analytical specificity 100.0 % in both cases was defined and limit of detection in
range 1 — 5 copies of genome/ml of liquid biological material was determined. Real-time
PCR method was in clinical practice on biological materials gained in period April 2010 —
April 2013 from 295 patients suspicious on leptospirosis verified. Total number of 9 (3,1
%) persons from whom 15 biological materials originated were as LipL32 positive

evaluated.

Real-time PCR was tested during the analysis of environmental samples for the
presence of Leptospira. From 680 samples (surface water, waste water, wet substrates)
were 5 real-time PCR reactions (0.7 %) evaluated as borderline, results sequence analysis
were repeatedly "uncultivable bacteria.” All samples were as negative evaluated. The
results suggest that the proposed methodology is not sufficiently specific and sensitive for

the detection of Leptospira in environmental samples.

Multilocus sequence typing analysis detecting 5 genes (adk, icdA, rrs2, lipl41 and
lipl32 gene) was used to create the library of sequences of 11 laboratory strains of
pathogenic Leptospira. With its help could then be determined which infecting serovar of

pathogenic leptospires in patients with suspected leptospirosis infection was present.

In retrospective study of leptospirosis in the Czech Republic in the years 2002 -
2013 total of 5840 patients with suspected leptospirosis were examined, from whom 101
persons (1.7 %) were evaluated as positive. The disease was diagnosed more often in men
(n =71, 70.3 %) than in women (n = 30, 29.7 %). Maximum incidence of leptospirosis was
recorded in 2002 (n = 21, 20.8 %) and 2005 (n = 25, 24.8 %), when the Czech Republic
was affected both large and local flooding. The highest number of positive patients was
recorded in November (n = 20, 19.8 %). The most frequent infectious type in study was

serovar Leptospira grippotyphosa (n = 41, 42.3 %).

To confirm the results of real-time PCR analysis the results of microagglutination
test and ELISA were evaluated. Total of 1553 members of the Army of the Czech Republic
were using ELISA method for the presence of specific antibodies IgM and IgG examined.



In case of IgM 292 (18.8 %) and 1gG antibodies 392 (25.5 %) persons were as leptospira-
positive determined. The vast majority of positive blood serum was using
microagglutination test with 11 laboratory strains of pathogenic Leptospira used in the
Czech Republic and non- pathogenic Leptospira biflexa as negative evaluated. In 26 blood
sera (1.7 %) was recorded weak reactions in titers 1:50 - 1:200. For this reason, we decided
to test the diagnostic sensitivity and specificity of the microagglutination test and ELISA
kit. In study it was shown that the method of microagglutination test has 100.0 %
diagnostic sensitivity and specificity and therefore is suitable to confirm the results of real-
time PCR test. Analyzed diagnostic kits SERION ELISA classic Leptospira IgM/IgG
leptospira showed in both cases diagnostic sensitivity of 100.0 % and the diagnostic
specificity for detection of IgM antibodies was 88.6 % and in 1gG antibodies only 54.3 %.

Key words : Leptospira, real-time PCR, LipL32, Multilocus sequence typing, ELISA,

Microagglutination test
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1. UVOD

Leptospir6za je akutni hore¢naté onemocnéni rozSifené celosvétove, které se
vyskytuje u lidi i1 zvifat jak v méstskych, tak i venkovskych oblastech [1,2]. Infekce se
stava globdlnim zdravotnim problémem, vyskyt v rozvojovych, tak i v primyslové

rozvinutych zemich [3].

Vyrazné vyssi incidence této infekce je popisovana zejména v zemépisnych
oblastech s teplejSim a vlh¢im klimatem, kde se pohybuje v rozmezi 1 - 100/100 000
obyvatel [1,2,3,4]. Na evropském kontinentu je leptospirdza nejCastéji diagnostikovana
v mediteranni oblasti, napf. v Chorvatsku je incidence 1,73/100 000, v Portugalsku
0,68/100 000, ve Francii 0,39/100 000, v Ceské republice (CR) osciluje mezi 0,3 -
0,4/100 000 obyvatel [5]. Vyssi vyskyt leptospirozy je zpravidla zaznamenavan v letnich

mésicich (Cerven — zaii).

Jedna se o typickou zoondézu, pifenos infekce je zpravidla realizovan
prostiednictvim vody ¢i vlhkych substratl, jez jsou kontaminovany moci rezervoarovych
zvitat — hlodavct (potkan, krysa a dalsi) ¢i pfimym kontaktem s infikovanym zvifetem
samotnym [1,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13,14]. ZvySenému nebezpedi jsou vystaveni piedevsim
veterindrni 1ékafi, pracovnici ve stokdch a kanalizacich, v zemé&d¢€lstvi a masokombinatech
[2,6,7,10,15,16,17,18,19,20,21]. Leptospiry maji schopnost pronikat odérkami v kazi, pfi
del§im pobytu ve vodé& i neporusenou kizi a sliznicemi [15]. K rizikovym faktorim v CR
patii vodni sporty, konzumace vody z neoSetienych zdrojl, pohyb a pobyt v zaplavami
postizenych mistech. V téchto oblastech jsou kazdoro€n€ popisovany epidemie

leptospirdzy.

Laboratorni diagnostika tohoto infekéniho onemocnéni se odviji od typického
dvojfazového prubéhu onemocnéni. V prvnim tydnu nejsou produkovany specifickée
protilatky, a proto je pro laboratorni diagnostiku akutni faze leptospirdzy doporucovéana
metoda polymerazové tetézové reakce (PCR), méné cCasto kultivacni ¢i mikroskopické
vySetieni. Zlatym standardem sérologického vysetfeni je, od druhého tydne onemocnéni,

metoda mikroaglutina¢niho testu (MAT) [6,12,17,22,23,24,25,26,27,28, 29].

Leptospiry jsou citlivé k vétsiné antibiotickych preparatti kromé chloramfenikolu a
rifampicinu. Abychom zabranili rozvoji téZkych komplikaci leptospirozy, Weilovy
choroby, je esencidlni, aby antibiotickd 1écba byla zahajena co nejdiive

[22,23,28,29,30,31,32]. Ro¢né je celosvetove popisovano vice nez 500 000 piipadi tézké
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formy leptospirdzy s piiblizné 10% mortalitou. [26,33,34]. Je proto nesmirné dilezité, aby
byla k dispozici spolehliva, senzitivni, specifickd a piedev§im rychla metoda pro

laboratorni diagnostiku akutni formy leptospirozy.

Pfedmétem feSeni dizertatni prace bylo zpfesnéni a urychleni prikazu DNA
patogennich leptospir z biologického materialu osob se suspektni leptospirézou a ze
vzorkid ze zevniho prostfedi. Dale jsme se zaméfili na zavedeni laboratornich metodik do
rutinni  diagnostiky leptospirézy a pfipravu standardnich operacnich postupi pro
laboratorni ucely. Navrzend molekuldrné biologickd metodika byla ovéfena na pacientech
se suspektni leptospirézou, porovnana s vysledky ELISA metody a konfirmovana
mikroaglutinaénim testem. Z dtivodu, e v Ceské republice nejsou dlouhodobé k dispozici
7adna data mapujici a vyhodnocujici izemi z hlediska pFitomnosti leptospir v zevnim

prosttedi, pokusili jsme se v n¢kolika okresech o tento priikaz.

CIiLE DIZERTACNI PRACE

a) Zaveést do klinickeho provozu vhodnou PCR metodu pro laboratorni diagnostiku
akutni formy leptospirozy.

b) Ur¢it vhodnou metodiku pro sekvenaci DNA patogennich leptospir a pokusit se
vyhledat sekvenci typickou pro Weilovu chorobu a timto ji odliSit od jinych typi
leptospirozy.

c) Modifikace PCR metodiky pro detekci patogennich leptospir ve vzorcich ze
zevniho prostiedi.

d) Epidemiologické Setfeni vyskytu leptospirozy v Kralovéhradeckém, Pardubickém
kraji a casti kraje Vysocina v letech 2002 — 2013.

e) Stanoveni diagnostické specificity a senzitivity MAT a Serion ELISA classic

Leptospira IgM/IgG — konfirmace vysledkti PCR vysetieni.
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2. TEORETICKA CAST
2.1 Historické aspekty leptospirozy

oy ee

literature. Na uzemi dne$ni Ciny byly u farmait pracujicich na ryzovych polich,
pravdépodobné kontaminovanych moci infikovanych rezervoarovych zvitat (hlodavci),
popisovany klinické pfiznaky ptipominajici dnesni leptospirdzu.

Typicka klinicka definice leptospiroézy byla stanovena lékafem Adolfem Weilem
roku 1886. Weil popsal klinicky stav u c¢tyfech muzu, ktefi trpéli tézkym ikterem,
horeckou, hemoragiemi a ledvinovym poskozenim, na zékladé kterého ziskalo onemocnéni
své dnesni jméno — Weilova choroba. Piivodce potizi vSak nebyl jesté detekovan. To se
podafilo az o vice nez 20 let pozdéji Stimsonovi, ktery 1é€il pacienta se suspektni zlutou
zimnici, u kterého po specidlnim obarveni histologického preparatu ledvin byly patrné
spiralni mikroorganismy, nasledné pojmenované Spirocheta interrogans. Roku 1914 byla
prokazana ptitomnost saprofytickych leptospir (Spirocheta biflexa) ve vzorcich ze zevniho
prosttedi, vetné pitné vody.

V roce 1915 Inada a Ido jako prvni na svété izolovali plivodce Weilovy choroby,
v tomto piipadé se konkrétné jednalo o patogenni kmen leptospir Ictero No. 1, sérovar
Icterohaemorrhagiae (Spirocheta icterohaemorrhagiae japonica). Zanedlouho na to (1917)
byl jako hlavni rezervoar a zdroj patogennich leptospir urcen potkan

Jméno bakterie Leptospira (znamena tenka spirala) bylo navrzeno v roce 1918
japonskym védcem Noguchim.

Podrobnéjsi informace o bunécné struktuie a genetickém profilu leptospir byly
ziskany az po zavedeni elektronové mikroskopie a molekuldrné biologickych metod v 90.

letech 20. stoleti [22,30,35,36].

2.2 Morfologie leptospir
Ptivodcem onemocnéni jsou bakterie rodu Leptospira (L.), tenké, spirdlni,

specifickym zptisobem pohybujici se mikroorganismy. Jsou zpravidla zahnuté na jednom
¢1 obou koncich, vytvareji tedy typické hacky na okraji bunky. Vyskytuji se i rovné
varianty mikroorganismu, které jsou obvykle méné pohyblivé. V tekutém médiu vyvijeji
leptospiry charakteristicky rychly a vlnivy pohyb s ohyby a konstantnim rota¢nim
pohybem okolo své vlastni osy. Ve viskdznich mediich a na bunééném povrchu se vini
podobné¢ jako had [7,22,37,18].
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Jejich délka se obvykle uvadi mezi 10 - 20 um, Sroubovice je pravotoiva s
amplitudou 0,1 - 0,15 um a délkou viny 0,5 um, jak je vidét na obrazku (obr.) 1
[7,17,36,37].

Obr. 1 Leptospira sp.

http://aapredbook.aappublications.org/content/1/SEC131/SEC210/F1150.expansion.html

Maji vlastnosti podobné jako jsou u G™ a G* bakterii. Pokud se dle Grama obarvi,
jevi se jako G™ bakterie. Leptospiry se ve svételném mikroskopu Spatné pozoruji predevsim
proto, ze jsou ten¢i nez vlnova délka viditelné Casti svételného spektra. Nejlépe je lze

pozorovat v zastinu. Z barvicich technik lze pouzit stfibieni ¢i imunofluorescen¢ni barveni

[7,10,18,20,37].

Leptospiry jsou charakterizovany vysokym podilem lipid a neobvyklych mastnych
kyselin (MK). Urceni jednoznac¢ného slozeni lipidi bakteridlni bunky je komplikovano
tim, Ze pritomnost MK je vyZadovana v kultivaénim médiu. Tyto MK mohou nasledné
ovlivitovat a také ovliviiuji vyslednou skladbu lipidd. Celkovy podil lipidové komponenty
tvoii 14 - 26 % suSiny. Z tohoto mnozstvi jsou 50 - 70 % fosfolipidy, 5 - 10 %
fosfatidylglycerol, 1 - 5 % difosfatidylglycerol a 0 - 3 % fosfatidylethanolamin [37].
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Bakterialni bunka je slozena z vnitini membrany, peptidoglykanu,

periplazmatického prostoru a vnéj$i membrany (viz obr. 2) [36,37,38]

Obr. 2 Bunééna stavba leptospir [37]

Buné¢ény povrch — vnéj$i membrana

Vnéjsi membrana obsahuje proteinovou, lipidovou, lipoproteinovou a
lipopolysacharidovou komponentu. Jeji soucasti jsou vyznamné antigenni determinanty
leptospir — lipopolysacharid (LPS), lipoproteiny LipL32, LipL36, LipL41 &i protein vngjsi
membrany OmpL 1. Bunéény povrch je nabit zaporné. Pti kultivaci jsou leptospiry vzdy

pokryty adherentni vrstvou proteinu z kultiva¢niho média [10,37].
Peptidoglykan

Peptidoglykanova vrstva leptospir je podobna typické G™ bakterii. Bylo popsano,
ze peptidoglykan muze stimulovat fagocytozu a produkci cytokinu TNFa u lidskych
monocytll a rovnéz bylo prokazano, Ze penicilin vazajici proteiny jsou soucasti bunééného

komplexu vnitini membrany a peptidoglykanu [37,39,40,41].
Biciky
Leptospiry maji dva periplazmatické bic¢iky, jez jsou umistény na vnitinim

membrano-peptidoglykanovém komplexu a zasahuji az do periplazmatického prostoru

mezi peptidoglykanem a vnéjsi membranou. Bic¢iky obvykle dosahuji délky 15 - 18 um a
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svoji strukturou jsou podobné bi¢ikiim jinych G bakterii. Zodpovidaji za vysokou motilitu
leptospir a jsou tvofeny flagelinem FlaA a FlaB. Elektronovou mikroskopii bylo

prokazano, ze tzv. flaB mutant bi¢ik netvoii, je tedy nepohyblivy a méné virulentni

[10,37,42,43].

2.3 Energeticky metabolizmus
Bakterie rodu Leptospira jsou typicti zastupci chemoorganotrofii a jsou plné zavislé

na dostupnosti organickych latek a pfitomnosti kysliku. Hlavnim zdrojem energie a uhliku
jsou vyssi mastné kyseliny, které ve svém uhlikatém fetézci obsahuji vice nez 14 uhliki.

Cukry fermentovany nejsou [37].

2.3.1 Metabolizmus lipidi
Leptospiry zkracuji ¢i desaturuji esencialni MK a v¢lenuji je do své struktury, de

novo je ale syntetizovat nemohou. Tyto esencidlni MK, které bakterie potfebuji pro své
energetické pozadavky, mohou byt v nékterych piipadech i toxické, proto musi byt v
médiu pfitomen detoxikant, ktery je adsorbuje. Takovymto ¢inidlem mize byt bovinni

sérovy albumin (BSA), sklo, silikagel apod.

Nenasycené MK umoziiuji rist patogennich druhtl, jiné energetické zdroje, jako
glycerol, potencuji rist jen n€kterych leptospir, zatimco pfidavek pyruvatu a vyssi tenze

CO; podporuji rust leptospir v koloniich na pevnych kultiva¢nich médiich [37].

2.3.2 Metabolizmus purini a pyrimidini
Metabolizmus purini a pyrimidint leptospir vykazuje druhové rozdily. L. biflexa

syntetizuje puriny a pyrimidiny a roste v pritomnosti 2,6-diaminopurinu a 8-azaguaninu,
naproti tomu L. borgpetersenii, L. santarosai, a nékteré sérovary L. interrogans rostou v
jen pfitomnosti 2,6-diaminopurinu. 8-azaguanin inhibuje rist vSech patogennich druht této

bakterie [37].

2.4 Kultivace
2.4.1 Ristové pozadavky

Leptospiry jsou obligatni aerobni bakterie s optimalni kultiva¢ni teplotou
pohybujici se mezi 28 — 30 °C a rozmezim pH média od 7,2 — 7,6 [10,22,37]. Pomnozeni
leptospir muze byt urychleno michanim, tfepanim ¢i zvétSenim povrchu kultivaéniho
média. Rast bakterii v tekutém médiu je pomaly, v primarni kultufe miZze trvat az 13

tydnu, u subkultivace 2 tydny [7,18,36,37]. To je ddno pomérné dlouhou generaéni dobou

18



leptospir, ktera se u patogennich druht pohybuje mezi 6 - 8 h. U primarnich izolata se

muze generacni doba prodlouzit i na 24 h.

Vétsina kmend roste na pevném médiu jako podpovrchové kolonie, nékteré
sérovary nelze na pevnych médiich kultivovat vibec. Leptospiry jsou zavislé na
pritomnosti celé fad¢ sloucenin, jako jsou fosfaty, amonné, vapenaté, horecnaté a zelezité
soli, ale také vitamin B1,, B; nebo H [10,37]. Inkubace trva zpravidla 3 - 4 tydny, piidavek
pyruvatu nebo kralic¢iho séra (5 - 10 %) podporuje rust nékterych kmenu leptospir. [36,37].
V ptipad€ ptidani hemoglobinu vyristaji leptospiry v rizovych koloniich.

Kultury téchto bakterii ziistavaji na kultivaénim médiu viditelné po velmi dlouhou

dobu, na Korthoffové médiu pti 35 °C minimalné 10 let.

K pfedbéznému rozliSeni patogennich a saprofytickych leptospir se pouziva ristu
pii 13 °C a citlivosti k 8—azaguaninu. Saprofytické leptospiry se pii 13 °C mnozi a jsou

rezistentni k vySe zminéné chemické slouceniné [6,22,44].

2.4.2 Kultiva¢ni média
Leptospiry se obvykle kultivuji v tekutych mediich. Mezi tato kultivacni média

patii Ellinghausen — McCullogh — Johnson - Harris médium (EMJH), Korthoffovo,
Stuartovo ¢i Vervoostovo médium, setkavame se vSak i s médii polotekutymi —

Fletcherovo a Noguchiho a tuhymi — Coxovo médium [7,18,36,37].

2.4.2.1 Kultiva¢ni média se sérem
Do vétsiny médii se pfidava kralici sérum. Nejlépe je pouzit sérum lehce
hemolyzované, aby doslo k uvolnéni Zeleza a vitaminu B1, obsaZzené¢ho v erytrocytech do

okolniho prostiedi. Nejbéznéjsim tekutym médiem je Korthoffovo, které obsahuje 8 - 10 %

lehce hemolyzovaného krali¢iho séra [37,45].

2.4.2.2 Kultiva¢ni média bez séra
Kultivaéni média bez séra obsahuji kyselinu olejovou a TWEEN jako zdroje

vyS$$ich mastnych kyselin a bovinni sérovy albumin s funkci detoxikantu. Nejznaméj$im, a

take nejéastéji vyuzivanym médiem tohoto druhu, je EMJH médium [37].

2.4.2.3 Média bez proteinu
Jedna se o média, u nichz jsou podminky vyvazeny a ptisady voleny tak, abychom

se vyhnuli pfipadné toxicit¢ jednotlivych slozek média. Médium se pouziva pii vyvoji

vakcin, kdy se musime vyhnout kultivaci v médiu s bovinnim sérovym albuminem, protoze
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jeho pfitomnost je zcela nepfipustna z divodu rizika hypersenzitivity ¢i autoimunitni

reakce u ockovanych jedincti [37].

2.4.2.4 Pevna média
Piidavek agaru v rozmezi 0,8 - 1,0 % podporuje rust podpovrchovych kolonii,

povrchové kolonie miZzeme vidét na médiu, které obsahuje 1,2 — 2,0 % agaru. Kolonie
mohou byt vizualizovany jesté pied tim, nez zacnou byt pouhym okem viditelné na médiu.
K tomuto ucelu slouzi redox indikatory jako napi. 2-6 dichlorofenol-indofenol. Zo6na
bezbarvého az nartizovélého ohrani¢eni modrého indikatoru oznacuje misto, na némz se

kolonie leptospir béhem 1 - 2 dnti objevi [37].

2.4.2.5 Selektivni média
Soucasti selektivniho média jsou antimikrobidlni latky, které potlacuji rlst

nezadoucich bakterii. Nejcastéji se pouziva 5-fluorouracil s kombinaci nalidixové kyseliny,
vankomycinu a polymyxin B sulfatu ¢i kombinace aktidionu, bacitracinu, S-florouracilu,

neomycin sulfatu, polymyxinu B a rifampicinu.

Pro saprofytické leptospiry je selektivni médium s obsahem 8-azaguaninu, na
kterém tyto leptospiry spolehlivé vyrlstaji, rist patogennich leptospir uvedena latka
inhibuje [22,37,44].

2.4.3 Uchovavani leptospir
Pro dlouhodobé skladovani je nejvhodné&jsi leptospiry uchovavat v tekutém dusiku,

ktery zaruCuje zachovani viability, antigenicity a virulence [37]. Zakladni protokol
zahrnuje ptidavek 5 — 40 % dimethylsulfoxidu k bakteridlni kultufe v lag fazi ristu

kultivované v EMHJ médiu, poté nasleduje pomalé schlazeni az na —70 °C.

2.5 Taxonomie leptospir
Leptospiry patii dle taxonomického zatazeni do fadu Spirochaetales, celedi

Leptospiraceae, rodu Leptospira.

Pivodné c¢eled” Leptospiraceaec zahrnovala pouze jediny rod Leptospira a
leptospiry byly rozliSovany pouze sérologickymi metodami — L. interrogans zahrnovala
vSechny sérovary leptospir patogennich pro ¢lovéka, L. biflexa vSechny sérovary pro
¢lovéka nepatogenni. V roce 1979 byl navrzen Hovind-Hougenem druhy rod Leptonema.
O 2 roky pozdé&ji ten samy autor uré¢il druh Leptonema parva. V roce 1992 bylo Vyborem

pro taxonomii leptospir rozhodnuto, Ze Leptonema parva je geneticky rozdilna jak od rodu
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Leptospira, tak Leptonema. Byl tedy vytvofen novy, tfeti rod Turneria (T.) s jedinym
zastupcem T. parva [46].

2.5.1 Sérologicka Kklasifikace
Dle variability antigenniho slozeni lipopolysacharidu se leptospiry rozélenuji do

sérologickych skupin s pfislusnymi sérovary. U patogennich leptospir je zndmo vice nez

260 sérovart a vice nez 65 sérovarl se vyskytuje u leptospir nepatogennich.

Vysledky sérologické diagnostiky ale nekoreluji s vysledky ziskanymi molekularné

biologickymi metodami [6,30].

2.5.2 Geneticka klasifikace
Podle genetickych vlastnosti se Celed Leptospiraceae rozclenuje do celkem 21

genomospecies.

V ptipadé rodu Leptospira tato geneticka klasifikace, zalozena na homologii DNA,
rozdé€luje patogenni druhy do 13 genomospecies, do nichz se zaclenuje L. interrogans, L.
borgpetersenii, L. weilii, L. noguchii, L. sanatrosai, L. kirschneri, L. alexanderi, L.

alstonii, L. fainei, L. inadai, L. licerasiae, L. terpstrae a L. wolfii.

Mezi zastupce saprofytickych bakterii tohoto rodu patii L. biflexa, L. meyeri, L.
yanagawe, L. kmetyi, L. vanthielli a L. wolbachii [6,10,44].

U rodu Leptonema je jedinym genomospecies Leptomena illini, u rodu Turneria
rovnéz jediné genomospecies T. parva (diive L. parva), ktera je povazovana za

intermediarné patogenni [30,47].

2.6 Genomika

Chromozém leptospir je charakterizovan obsahem guaninu (G) + cytozinu (C)
v rozmezi 34 — 41 mol % v zavislosti na testovanem genomospecies. Velikost genomu
leptospir se pohybuje vrozmezi 3,9 — 4,6 Mb. Genomospecies L. interrogans a L.

borgpetersenii disponuji 2 cirkularnimi chromozomy.

Do dne$niho dne bylo popsano celkem 6 kompletné osekvenovanych genomu
leptospir: genomospecies L. interrogans (sérovary Lai a Copenhageni), genomospecies L.
borgpetersenii (2 laboratorni kmeny sérovaru Hardjo), genomospecies L. biflexa (2

laboratorni kmeny sérovaru Patoc), jak je naznaceno v tabulce (tab.) 1.
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Tab. 1 Charakteristika genomti 3 patogennich genomospecies leptospir [6]

Genomospecies Velikost genomu (kb) Pocet genti Pocet pseudogenti
L. interrogans 4627 3379 41
L. borgpetersenii 3931 2844 368
L. biflexa 3956 3590 33

Komparativni studie osekvenovanych genomi 2 patogennich genomospecies a 1
saprofytického gemospecies leptospir ukazala, ze celkem 2052 genii je spole¢nych pro
vSechna tfi genomospecies, zatimco 1348 bylo unikatnich pro L. biflexa, 627 pro L.
interrogans a 265 gent pro L. borgpetersenii.

Dale bylo zjisténo, ze z 627 gent specifickych pro genomospecies L. interrogans,
500 gent (vice nez 80 %) koéduje pouze hypotetické proteiny, podobné u genomospecies L.
borgepetersenii z 265 specifickych gentt 200 genti koduje proteiny neznamé funkce (viz
obr. 3) [6].

L. biflexa

L. borgpetersenii L. interrogans

Obr. 3 Komparativni genomika 3 osekvenovanych genomospecies leptospir [6]

2.7 Epidemiologie

Leptospirdza se stava globalnim zdravotnim problémem, vyskyt se zvySuje jak v
rozvojovych, tak 1 v primyslové rozvinutych zemich. Onemocnéni se predevs§im objevuje

v tropickych a subtropickych oblastech, ptilezitostné i v mirném pasu.

Incidence je vazéna na rizikové faktory a podminky jako jsou povodné ¢i thrn
destovych srazek. V rozvinutych zemich je leptospirdza nejcastéji spojovana s aktivitami,
které lidé provozuji ve svém volném case. Mezi rizikové Cinnosti patii plavani, vodni
sporty, loveni zvifat ¢i povolani (veterindrni lékafi, pracovnici v zeméedélstvi, rybari,

pracovnici ve stokach a kanalizacich), u kterych dochdzi ke zvySenému kontaktu s
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domacimi mazlicky, dobytkem ¢i hlodavci (viz obr. 4). Pocet hostitelskych zvitat, ktera
vylucuji leptospiry moci a tim kontaminuji zevni prostfedi, je zna¢ny [30]. Hlavnim a
prvnim identifikovanym rezervoarem leptospirdzy jsou hlodavci. Leptospiry jsou
vylu¢ovany jejich mo¢i do vnéjsiho prostiedi, v némz za vhodnych podminek mohou

ptezivat i po dlouhou dobu.

Pfenos onemocnéni mize byt piimy prostfednictvim tkani, télnich tekutin,
ojedinéle transplacentarn¢, hematogenné ¢i sanim matetského mléka. Pti tomto pfenosu se

onemocnéni ¢asto vyskytuje u fezniki, veterinafii ¢i chovatelti dobytka.

Nepiimy pienos se uskutecnuje z vnéjSiho prostiedi kontaktem s vodou, kterd je
kontaminovéana moci s leptospirami, nejcastéjsi vstupni branou je poranénd klize a sliznice.
Neptimo se leptospirdza miize také pienést konzumaci vody z chemicky neoSetfenych
vodnich zdroji (studanky) ¢i kontaminovanou potravou (nejcastéji zeleninou). Incidence

onemocnéni stoupa po zaplavach, cyklonech ¢i monzunech [14,30].
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Obr. 4 Mozné zplsoby pienosu leptospirozy
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2.7.1 Chroni¢ti prenaSeci leptospirozy
Kromé¢ jiz vySe zminénych hlodavch (pfedevSim potkani a krysy), jez jsou

povazovani za hlavni chronické nosice leptospirdzy (sérovary Icterohaemorrhagiae,
Copenhageni, Bataviae, Autumnalis, Australis a Zanoni) byla popsana kolonizace
leptospirami i u dalSich savcu [37].

Leptospirdza byla poprvé diagnostikovana u pst, ktefi mohou byt kolonizovani

sérovary Canicola a Icterohaemorrhagiae. Akutni leptospirdza u psi je oznacovana jako
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Stuttgartska choroba a manifestuje se hepatorendlnim selhdnim, horeckou, zvracenim a

krvavou stolici, i s fatalnim koncem [6,20,48,49,50].

Onemocnéni zpusobené leptospirami bylo u dobytka poprvé zjisténo v Rusku.
Nejcastéji se objevovala kolonizace sérovary Hardjobovis, Pomona, Grippotyphosa,
Icterohaemorrhagiae, Bratislava, Autumnalis, Sejroe, Canicola ¢i Bataviae. Pfiznaky
mohou byt u téchto zvifat od velmi mirnych, resp. inaparentnich az po rozvoj tézké

klinické manifestace [20,36,51,52].

Onemocnéni se také casto vyskytuje u prasat, u nichZ jsou diagnostikovany
sérovary Pomona, Tarassovi, Grippotyphosa, Bratislava, Sejroe, Icterohaemorrhagiae,
Canicola. Sporadicky se leptospiroza objevuje u ovci, netopyri a divokych prasat
[6,7,20,36,50,52,53,54,55,56].

Leptospiréza u zvifat zplisobuje velké ekonomické ztraty — vahovy Ubytek u
dobytka, snizeni produkce mléka, aborty, v tézkych pfipadech kon¢i i fatalné

[51,57,58,59,60,61,62].

2.7.2 Vyskyt leptospirozy ve svété
Mezi endemické oblasti vyskytu onemocnéni patii vétSina zemi jihovychodni Asie.

V nedavné dobé& byla popsana vzplanuti v Nikaragui, Salvadoru, Brazilii ¢i Indii. Vyskyt
infekce v celosvétovém méfitku je zobrazen na obr. 5. Roéné je diagnostikovano az 500

000 novych piipadi tézké formy leptospirdzy [26,63].
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Obr. 5 Vyskyt leptospirdzy ve svété
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2.7.3 Epidemiologicka situace v CR
V CR je vyskyt leptospirozy sporadicky, ke zvyseni incidence dochézi piedevsim

po povodnich ¢i pii pfemnozeni hlodavci. Incidence onemocnéni je udavéana 0,3/100 000
obyvatel. Po rozsahlych povodnich v roce 1997 se vyskyt v CR zvysil trojnasobné [64]. Je
poticba mit ale na paméti, Ze incidence tohoto onemocnéni mize byt znacné

podhodnocena a epidemiologicka data nemuseji byt presna.

Nejvice piipadii leptospirdzy bylo v CR v letech 1990 — 2008 popisovano v obdobi
cervenec — fijen, s vyraznym vzestupem v mésici srpnu. Nejvyssi vyskyt byl zaznamenan
ve vékovém rozmezi 15 — 19 a 45 — 49 let, vétSinu pacientii tvorili muzi [16]. Prehled

hlavnich pfenaseét leptospirdzy na tizemi CR je uveden v tab. 2 [65].

Na nasem Uzemi nalezi patogenni leptospiry do 3 genomospecies : L. interrogans,
L. borgpetersenii a L. kirschneri, do téchto genomospecies patii nasledujicich 11 kment
patogennich leptospir: L. icterohaemorrhagiae FrySava, L. copenhageni Lebe, L.
grippotyphosa P125, L. grippotyphosa Z6, L. sejroe M64, L. istrica J20, L. bratislava Jez
Bratislava, L. pomona Simon, L. polonica Poland, L. canicola S392 a L. sorex-jalna
Sorexjalna. Podrobné zatazeni jednotlivych kmend patogennich leptospir do

genomospecies je uvedeno nize:

Genomospecies Leptospira kirschneri:

- L. grippotyphosa P125

L. grippotyphosa Z6

Genomospecies Leptospira borgpetersenii

- L. sejroe M64

- L. sorex-jalna Sorexjalna

- L. istrica J20

- L. polonica Poland
Genomospecies L. interrogans

- L. icterohaemorrhagiae FrySava

- L. copenhageni Lebe

- L. pomona Simon

- L. bratislava Jez Bratislava

- L. canicola S392
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Tab. 2 Piehled nékterych sérovarti leptospir a jejich hlavnich penaeci zjisténych v CR
[65]

Sérovar Onemocnéni Hlavni hostitel
Icterohaemorrhagiae Weilova choroba-
Copenhageni iktericka leptospirdza potkan, krysa
Grippotyphosa polni, vodni horecka hrabos§ polni
Sejroe polni horecka myS$ domadci, mysice
Pomona nemoc pasakl vepit prase domaci, mysice
Sorex-jalna aniktericka leptospiréza rejsek
Bratislava aniktericka leptospiréza jezek
Canicola Stuttgartska choroba pst pes, prase
Arborea aniktericka leptospiroza mys§ domaci, mySice
Bataviae horecka ryZovych poli myska drobna
Jalna aniktericka leptospiréza mysice
Tarassovi nemoc pasaki vepiu prase domaci
Hardjo - hovézi dobytek

Ve studii Statniho zdravotniho Gstavu (SZU) byly v CR nejéastéji diagnostikovany
infekéni sérovary L. grippotyphosa (66 %), L. icterohaemorrhagiae (21 %) a L. sejroe (10
%) [16].

Podrobnéjsi informace o vyskytu leptospirdzy v Pardubickém, Kralovehradecka
kraji a ¢asti kraje Vysoc€ina v letech 2002 — 2013 jsou uvedeny Vv nasi epidemiologické

studii, jejiz vystupy jsou popsany v ¢asti Vysledky.

K zamezeni Sifeni leptospirdzy je nutné mit povédomi, informace o tomto relativné
vzacném onemocnéni a dodrzovat epidemiologickd nafizeni. Zikladnim krokem je
pravidelné provadeéni dikladné deratizace na sidliStich, v hospodaiskych budovéch,
odchovnéch prasat, jatkach ¢i kanalizaci. Déle je tfeba se vyvarovat koupéani v podezielé
vod¢ (malé vodni zdroje), nepit vodu ze studanek, které se vyskytuji na polich ¢i v jejich
tésné blizkosti, ¢i pouZzivat v rizikovych oblastech (povodnova oblast, kanalizace, skladka,

zemédelstvi) ochranné pomticky [16,64,66].
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2.8 Patogeneze leptospirdzy
2.8.1 Antigenni determinanty a faktory virulence

Proteiny a lipopolysacharid (LPS) umisténé¢ ve vnéj$i membrané jsou hlavnimi
antigennimi determinantami, proti nimz dochézi k tvorbé specifickych protilatek. Proteiny
vnéj§i membrany maji tedy zasadni roli v interakci hostitel — patogen. Vyvolavaji
zanétlivou reakci vedouci k tubularnimu poskozeni prostiednictvim Toll-like receptort.
Nasledné jsou aktivovany nuklearni transkripéni faktor (NF-xB) a mitogen aktivujici
proteinové kinazy, coz ma za nasledek indukci sekrece chemokinti a cytokint, jez jsou také

odpovédné za rozvoj tubuldrniho zénétu.

Leptospiry rozeznavaji extracelularni matrix molekuly makroorganismu - laminin,
kolagen I, IV, fibronektin a adheruji na buiiky hostitele prostfednictvim proteind vnéjsi
membrany — imunoglobulinu podobnym proteinim leptospir (LigA, LigB), endostatinu

podobnym proteintim leptospir (LenA) a lipoproteinu LipL.32 [67].
Lipopolysacharid
LPS je hlavni antigenni determinantou leptospir, jeZ je spojovana s patogenitou

leptospir. Tento antigen tvoii specificky cil pro aglutinacni a opsonizujici protilatky.

Protilatky proti LPS poskytuji pasivni ochranu proti infekci.

LPS je strukturné a imunologicky podobny LPS G~ bakterii, ale vyznacuje se aZ 10%
mensi toxicitou. Redukovana toxicita miize byt zptisobena absenci p—hydroxy-myristové
kyseliny. Purifikovany LPS aktivuje makrofagy a ptisobi jako mitogen B lymfocyta. Jeho
pfesna struktura neni znama, ale je popisovana skutecnost, Ze stavebnimi kameny LPS jsou

hex6zy, aminohexdzy, pentdzy, xyl6za a arabin6za [6,10,22].

Predstavuje dulezity nastroj pro sérologickou typizaci leptospir, podle znacné
variability jeho antigenni struktury lze leptospiry rozc¢lenit do jednotlivych sérovart.

V soucasné dobé¢ je popsano vice nez 300 sérovart leptospir.
OmpL1

Jedna se o povrchové exponovany transmembranovy protein s porinovou aktivitou,

jehoz struktura je vysoce konzervativni u patogennich leptospir [68].

LipL32
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LipL32 je dalsi povrchovy lipoprotein o molekulové hmotnosti 32 kDa slozeny z
251 aminokyselin. Je pfitomen pouze u patogennich leptospir a jeho struktura je mezi nimi
vysoce konzervativni (aZ 98% shoda v priméarni sekvenci AMK). Jednd se o hlavni

proteinovou slozku vnéj$§i membrany leptospir (vice nez 75 % celkové hmotnosti proteintl).

Bylo také zjisténo, Ze tento lipoprotein plisobi jako adhezin, ktery se vaze na
proteiny hostitelskych bunék - kolagen I, kolagen IV, kolagen V, laminin a plazma
fibronektin. Vice nez 95 % pacientii s leptospir6zou mélo v krvi pfitomny specifické
protilatky proti této antigenni determinantg. LipL32 potencuje hemolyzu zprostfedkovanou
sfingomyelindzou H (SphH) a z toho divodu je oznafovan jako protein spojeny

s hemolyzou (Hap) Hap-1 [69,70,71,72].

LipL36

Lipoprotein vnéjsi membrany LipL36 je produkovan v logaritmické fazi ristu
bakterialni kultury, pak uz k jeho tvorbé nedochazi. In vivo jeho produkce prokézana
nebyla [73].

LipL41

Struktura tohoto lipoproteinu je obdobné jako u OmpLl a LipL32 vysoce
konzervativni u patogennich leptospir. LipL41 je exprimovan in vivo béhem aktivniho
infekéniho procesu. Rekombinantni LipL41 antigen je spolecné s proteinem vnéjsi

membrany OmpL1 pouZivan u subjednotkovych vakcin uréenych k vakcinaci zvitat [74].

LipL53

Novy povrchové exponovany lipoprotein, jenZ umoziluje navazani bakterie na
extracelularni matrix molekuly makroorganismu, v tomto ptipadé konkrétné na laminin.

Jeho exprese je regulovana osmolaritou a teplotou [67].

Lsa 27

Lsa27 je povrchovy adhezin leptospir o molekulové hmotnosti 27 kDa. Je
detekovatelny in vitro a in vivo se proti tomuto proteinu tvoii protilatky, jez byly zjistény u
pacientli s klinicky konfirmovanou leptospirézou. Z tohoto divodu je také zvazovana

mozna souvislost Lsa27 s patogenitou leptospir [75].

Lsa63
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Lsa63 (povrchovy adhezin leptospir o molekulové hmotnosti 63 kDa) je
rozpoznavan protilatkami v krevnim séru pacientll v konvalescentni fazi onemocnéni. Byla
také prokézana schopnost tohoto proteinu se siln¢ vazat na laminin a kolagen IV a mozna

spolutiCast na patogenité leptospir [76].

Loa22

Loa22 patii mezi adheziny vnéj$i membrany leptospir a je jednim z prvnim
geneticky identifikovanych faktort virulence. Slabé se vaze k extracelularnim matrix
proteinim. Jeho struktura je vysoce konzervativni u patogennich leptospir, coz potvrzuje

skutecnost, ze se opravdu jedna o jeden z faktord virulence [77,78].

LigA, LigB a LigC

Imunoglobulinu podobné proteiny leptospir (LigA, LigB a LigC) jsou povrchové
exponované proteiny. Vyskytuji se pouze u patogennich leptospir. Zprostiedkovavaji
vazbu bakterialni burniky s extracelularnimi matrix proteiny makroorganismu — predevs$im
fibrinogenem, dale elastinem, tropoelastinem, kolagenem I, kolagenem IV a lamininem
[10,34,77,78,79].

FlaA, FlaB proteiny

FlaA proteiny jsou pifitomné ve vnéjsi vrstvé biciku a jsou tvofeny dvéma
bilkovinnymi jednotkami. FlaB proteiny najdeme ve vrstvé korové a skladaji se ze Ctyf
proteinovych ¢asti. Tyto proteiny se vyskytuji pouze u patogennich leptospir. Bakterie jsou
schopné diky své vysoké motilité aktivné prostupovat kizi, pii dlouhodobém pobytu ve
vodnim prostfedi dokonce i kuzi neporusenou [43,80,81,82,83]. Z duvodu, Ze jsou tyto
proteiny piitomny pouze u patogennich leptospir, jsou povazovany za faktory virulence.
FlaB byl navrzen jako vhodny kandidat pro detekci patogennich leptospir molekularné

biologickymi metodami. [81].

Len A

Endostatinu podobny protein leptospir Len A se vaZze k plazminogenu hostitelské

buiiky, je schopny jeho pfemény na plazmin. Nasleduje degradace fibrinogenu a tim je

vvvvvv

Hemolyziny
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Pouzitim molekularné biologickych metod bylo prokazéano vice nez 7 gend, které
se podileji na produkci hemolyzinti — sfingomyelindz. Mezi nejcetnéji zminované zastupce
patii SphC, SphH a protein spojeny s hemolyzou Hap 1 vice znamy po zkratkou LipL32.
Hemolyziny jsou proto povazovany za vyznamny faktor v patogenezi leptospirdzy
[6,7,36,83,84].

Cytotoxiny

Nekteré sérovary leptospir - Pomona a Copenhageni produkuji také cytotoxin. In

VivO je tento toxin zodpovédny za typicky histopatologicky efekt s vyraznou infiltraci

makrofagt a polymorfonuklearnich leukocyti.

Z dalSich vyznamnych faktorG virulence leptospir je nutné zminit produkci

fosfolipazy, lipazy, hyaluronidazy, katalazy a inhibitoru tvorby Na*/K* ATPazy [36].

2.8.2 Patogeneze leptospirozy
Pomoci specifickych proteinovych a lipoproteinovych komponent vnéjsi membrany

(LipL32, Loa22, LigA, LigB, LigC, Len A) adheruji leptospiry na endotelialni a epitelialni
buiiky, fibroblasty, monocyty ¢i makrofagy. Leptospiry rychle pronikaji do krevniho ob¢hu
lovéka (fadové minuty) a jejich pocet se v krevnim fegisti pohybuje v rozmezi 10° — 10
mikroorganismi/ml [10,78].

Leptospiry jsou schopny pronikat odérkami v ktzi, v piipad¢ delsiho pobytu ve
vodé dokonce kiizi neporuSenou a sliznicemi. Do krevniho ¢i lymfatického systému mohou
také vstoupit pfimo pies spojivkovy vak, sliznici nasopharyngu, pfes lamina cribrosa
¢ichové kosti, ¢i pifimo do plic po inhalaci aerosolu kontaminovaného leptospirami
[2,22,85].

Za penetraci a nasledné Sifeni infekéniho procesu je zodpovédnd schopnost
leptospir pronikat za vyuziti Sroubovitého pohybu axialnich vlaken biciku do tkan¢,
infekce. Diseminace, proliferace a produkce toxickych enzymi vedou k rozvoji
systémového onemocnéni s Sirokym spektrem klinickych symptomii [10,78].

Velmi dulezitou skuteCnosti, ktera ma zasadni vliv na dalSi Sifeni infekéniho
procesu, je fakt, ze leptospiry jsou rezistentni k fagocytéze a ke komplementu. Béhem
septické faze onemocnéni jsou leptospiry rychle distribuovany makroorganismem
[6,17,78].
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Béhem imunitni faze onemocnéni dochéazi k tvorbé specifickych protilatek a k
pfipadnému uklddani imunokomplexti, jez mohou hrat vyznamnou roli pfi endotelidlnim
poskozeni [86].

Leptospiry jsou schopné perzistovat v nékterych anatomicky lokalizovanych a
imunologicky privilegovanych mistech i po tom, co po spolutiCasti specifickych protilatek
a fagocytarnich bunék doslo k jejich eliminaci z ostatnich mist makroorganismu. Nejcastéji

k tomuto procesu dochazi pti perzistentnim osidleni renalnich tubuli [22].

2.9 Klinicka a laboratorni diagnostika leptospirozy
2.9.1 Klinicka manifestace onemocnéni
Onemocnéni nejCastéji zpusobuje patogenni genomospecies L. interrogans a L.

borgpetersenii [33].

Inkubac¢ni doba je zpravidla 7 - 14 dnti, v n€kterych ptipadech i mésic [10,30]. Pro
jednoznacnou diagnostiku onemocnéni musi byt brany do tvahy symptomy, laboratorni

nalezy, ale i epidemiologické souvislosti a celkova anamnéza pacienta.

Pti diferencidlni diagnostice je zapotfebi mit na paméti, Ze leptospirdza se muize
manifestovat podobnymi klinickymi pfiznaky, jaké se vyskytuji u infekci zptisobenych
prvoky ¢i viry. Infekce vyvoland patogennimi leptospirami mize v nekterych piipadech
pfipominat onemocnéni, jeZ jsou charakteristickd pro tropy a subtropy (malérie a horecka

dengue) ¢i hepatitidy a infekce s chiipkovitymi symptomy [18,26,87,88,89].

Pribéh infekce zpisobené leptospirami se 1i8i v zavazZnosti podle typu sérovaru,

véku pacienta, jeho zdravotniho stavu a stravovacich navykua [10].

Leptospir6za muze probihat jako mirné chiipkovité onemocnéni spjaté s ndhlou
horeckou, bolestmi hlavy a myalgii. V 90 % se rozviji aniktericka forma nemoci, pro 10 %
pfipadll je charakteristicky te€zky iktericky pribéh infekce, dochazi k rozvoji Weilovy
choroby [22,87].

2.9.1.1 Aniktericka forma leptospirozy
U anikterického typu leptospirézy je infikujicim agens zpravidla sérovar

Grippotyphosa, mén¢ Casto sérovary Hardjo ¢i Pomona [37]. Infekce probiha vétSinou ve
dvou fazich, leptospiremické a imunitni.
Pro prvni fazi je typické akutni horeCnaté onemocnéni spojené s tiesavkou,

bolestmi hlavy, myalgii (oblast $ije, abdomindlni oblast), vyrazkou (transientni urtikarie,

31



makuly, makulopapuly, purpura), zvracenim ¢i konjuktivalni sufuzi. Béhem této faze jsou

leptospiry ptitomny v krevnim ob¢hu, likvoru ¢i tkanich.

Béhem imunitni faze dochazi k osidlovéani rendlnich tubulii leptospirami a k rozvoji
aseptické meningitidy spjaté s bolesti hlavy, fotofobii, strnutim §ije, rozmazanym vidénim,
alteraci mentélniho stavu, deliriem, halucinacemi az komatem; dal$i komplikace mohou

zahrnovat neuritis, uveitis ¢i iridocyclitis [18,22,36,78,86].

2.9.1.2 Iktericka forma leptospirézy
Pro ikterickou formu jsou typické také dvé faze. Pribéh onemocnéni je zpravidla

dramaticky, rozviji se hepatorenélni selh&ni, hemoragicka diatéza, petechie, krvaceni do
GIT, myokarditida a hemoragické postizeni plic — Weilova choroba. Tézk4 forma infekce
je spojovana se sérovary Icterohaemorrhagiae, Copenhageni, Lai ¢i dalSimi
[7,17,22,37,78,86]. Mortalita této tézké formy onemocnéni se pohybuje v rozmezi od 5 do
15 % [36]. Kazdoro¢né je popisovano vice nez 500 000 novych piipada té¢zké formy

leptospirdzy [33].
Hepatalni postiZeni

Pro jaterni insuficienci jsou typické degenerativni zmény hepatocytd, hypertrofie,
hyperplasie Kupferovych bunék, cholestdza, petechie ¢i nekrotickd loZiska. Ikterus se
zpravidla objevuje mezi 4. - 6. dnem. Pfitomna je mirna infiltrace mononukleary.
Leptospiry jsou také schopny indukovat apoptézu hepatocytl, snizuji zanétlivou odpoved’

a tim pfispivaji k snadnéjsi proliferaci mikrooragnismu. [17].

V nasi studii (2013) [90] jsme dospéli k zavéru, ze 58,3 % naSich pacientli s
prokdzanou leptospirozou vykazovalo znamky hepatdlntho poSkozeni (ikterus,
hepatosplenomegalie). Covic a kol. (2003) [8] v jejich odborném sdé€leni popisuji hepatalni
insuficienci u 83,3 %, Abguenguen a kol.(2008) [1] u 38,7 %, Mansour-Ghanaei a kol.
(2005) [91] u 68,9 % a Esen a kol. (2004) [92] u 36,1 % pacienti s leptospirdzou.

Renalni postiZeni

Postizeni ledvin se manifestuje jako difuzni tubulointersticidrni zanét spojeny s
infiltraci lymfocytt, polymorfonuklearnich lymfocyti a makrofigt. Casto se rozviji

tubularni nekroza, hyperplazie, hemoragické postizeni a akutni vaskulitida [17,30].
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V nasi studii (2013) [90] jsme zjistili, Ze 41,6 %, Esen a kol. (2004) [92] 38,0 %,
Covic a kol. (2003) [8] 100 % a Katz a kol. (2001) [93] 26,3 % pacienti infikovanych

patogennimi leptospirami vykazovalo znamky rendlniho poskozeni.
Respira¢ni postizeni

U infikovanych plic miizeme zaznamenat vyrazné piekrveni a hemoragické 1éze
postihujici alveoly. Leptospiry ni¢i endotelové buiiky, dochazi k profuznimu prosakovani
plazmy do intersticia. Nasledkem tohoto procesu byva hypovolemie. Déle se objevuje
teplota, bolesti hlavy, suchy kasel, pozdé¢ji s piimési krve. Pokud dojde az k rozvoji
akutniho respira¢niho syndromu dechové tisné (ARDS) miizeme se u nemocného jedince
setkat s respiraénim selhdnim, hemoptyzou, hypoxii a edémem. Tyto piiznaky jsou
doprovézeny problémy s dychanim, tachykardii, tachypnoi a hypertenzi. Mortalita muze
dosahovat 50 - 70 %. Respira¢ni postizeni vyzaduje okamzité ptipojeni pacienta na umélou

plicni ventilaci. [7,13,17,30,36,55,86,94].
Kardialni postiZeni

Srde¢ni postizeni je charakterizovano rozvojem myokarditidy, objevuji se
nespecifické abnormality na elektrokardiografu (EKG), arytmie — zpravidla fibrilace sini
[7,17,86].

Klinické ptiznaky postizeni myokardu zahrnuji abnormality v T vlnach pfi EKG
vySetfeni, jez byly zaznamenany u 10 % z 80 pacientd s téZkou formou leptospirézy v

Lousiané, USA [36].

Okularni postiZeni

Postizeni o¢i se miize rozvinout relativné brzy ¢i s odstupem az 18 mésici po
akutni fazi infekce [17]. Zmény jsou pozorovany jak v septické, tak v imunitni fazi
onemocneni.

V akutni fazi infekce se postizeni o¢i projevuje v rozmezi 2 — 90 %. Pro tuto fazi je
typickd konjunktivalni kongesce, chemoza, subkonjunktivalni hemoragie a zaZloutla
skléra.

V pozdni fazi klinickych symptomi dochdzi k rozvoji zékalu rohovky, katarakty,
retinalni vaskulitidy, optické neuritidy ¢i retinalnich hemoragii [7,36,95,96].
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2.9.2 Laboratorni nalezy
2.9.2.1 Hematologické parametry
Pacienti s anikterickou formou leptospirézy maji zvySenou hodnotu sedimentace

erytrocytil, pocet bilych krvinek je bud’ v normalu, nebo lehce zvysen [36].

U pacientl infikovanych patogennimi leptospirami je pfitomna mirnd anémie a
trombocytopenie. S hemolytickou anémii, diseminovou intravaskularni koagulopatii se
setkavame u tézkych ptipadt Weilovy choroby [13,18,36,86].

Mansour-Ghanaei a kol. (2005) [91] publikovali, Zze trombocytopenie (pocet
trombocyt < 150,000 mm3) byla zaznamenéana u 87,3 % pacientd, 15,5 % piipadi mélo
pocet trombocyti mensi nez 20,000/mm°. Katz a kol. (2001) [93] popsal trombocytopenii
u 58,0 % ptipada.

2.9.2.2 Hepatilni postiZeni
U jaterniho postizeni dominuje zvySend hodnota alkalické fosfatazy (ALP),

laktatdehydrogenazy (LD), alaninaminotrasferdzy (ALT) a bilirubinemie. Pfi t&zkém

prub&hu onemocnéni je popisovana hyperamylasemie. [30,36,86].

Hodnoty aspartataminotransferazy (AST) byly nad hornim limitem u 82,6 % a ALT
u 86,9 % pacienti. ALP byla zvySend u 95,5 % pacientt, 72,1 % osob vykazovalo ptiznaky
hyperbilirubinemie. Ve vétSiné ptipadi se jednalo o zvySenou koncentraci piimého
bilirubinu [91]. Déle byly publikovany zvy$ené hodnoty ALT a bilirubinu u 73,0 %, resp.
70,0 % infikovanych osob [93].

2.9.2.3 Renalni postiZeni
Pro ledvinnou insuficienci je typickd proteinurie, pyurie, hematurie, pfitomnost

hyalinnich valcd, zvySena koncentrace mocoviny a kreatininu (KREA) jak v séru, tak
v moc¢i. Neobvyklym nalezem je v pfipad¢ postizeni ledvin polyurie a z ni vyplyvajici

hypovolemie a hypokalemie [17,86].

Mansour-Ghanaei a kol. (2005) [91] publikovali, Ze zvySeni hodnoty sérového
KREA byly detekovany u 27,3 % ptipadi a vice nez 70,0 % pacientd vykazovalo
abnormality v moci, které spocivaly v mikroskopickém prikazu pfitomnosti erytrocytl a
proteind. Katz a kol. (2001) [93] popsali, Ze u 54,0 % postizenych osob byla zaznamenéana
zvySena hladina KREA, u 72,0 % pacientil byla pfitomna hematurie a v 54,0 % byla

zaznamenana proteinurie.
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2.9.2.4 Postizeni centralniho nervového systému
Pii rozvinuti aseptické meningitidy se muizeme setkat se zvySenou hodnotou

proteinti v cerebrospinalni tekutiné. Zajimava je také skutecnost, ze abnormality nalezu v
likvoru jsou zaznamenavany u vice nez 80 % pacientd s leptospirézou, ale pouze u

poloviny pacientl se rozvinou charakteristické symptomy onemocnéni. [86].

2.10 Laboratorni diagnostika leptospirozy
V laboratorni diagnostice leptospirdzy se uplatiiuji jak metody piimé (prukaz

antigenu), tak metody nepfimé zaloZzené na prikazu specifickych protilatek. Typ
vySetfovaného biologického materidlu by mél byt volen podle délky probihajiciho
infekéniho procesu [6,17,22,23]. V prvnim tydnu, kdy je$t€¢ nedochazi k tvorbé
specifickych protilatek, je vySetfovana krev ¢i likvor. Doporuc¢enou metodou je proto
metoda PCR. [24,25,27]. V druhém tydnu onemocnéni, kdy by jiz protilatky mély byt v
krvi pacienta pfitomny, vySetiujeme jejich titr metodou mikroaglutinac¢niho testu, pfipadné

za pouziti ELISA metody. Pro toto obdobi je také typicka leptospiurie [12,17,23,26].

2.10.1 Pfimé metody
2.10.1.1 Kultivace

Kultivace leptospir je obtiznd a béZné se neprovadi, jelikoz méa velmi nizkou
senzitivitu [16]. Rust bakterii v tekutém kultivaénim médiu je pomaly, u primarni kultury
se muze projevit az po 13 tydnech, u subkultivace trvd zpravidla 2 tydny. Kultivace
probiha pod kontrolou mikroskopického vySetieni vzorku v zéstinu jednou tydné, v ptipade

pozitivniho nalezu by méla byt provedena subkultivace.

Odbér krve se musi provést co nejdiive a pied zahajenim antibiotické terapie.
Standardizovana metoda kultivace leptospir z krve pacienta vyzaduje aplikaci 1 — 5 kapek
(100 - 200 pl) pIné krve do EMJH média, abychom se vyvarovali inhibice rtstu
patogennich leptospir diky pfitomnosti protilatek, antibiotik, hemoglobinu a ¢i jinych
krevnich komponent [97].

Likvor se zpracovava obdobné jako krev. Moc¢ je pro kultivaéni priikaz vyuZivana
vyjimec¢né, doporucuje se okamzitd kultivace na selektivni kultivaéni medium, abychom

zabranili degradaci leptospir piisobenim jinych bakterii ptitomnych v moci [7,22,37,86].

2.10.1.2 P¥imé pozorovani
Aby byl mikroskopicky prikaz ptitomnosti leptospir spolehlivy, v mikroskopickém

poli musi byt alespoi 10* leptospir/ml. K barveni leptospir se rutinné pouzivé stiibieni &
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imunofluoresce (viz obr. 6 a 7). Nejcastéji je vSak vyuzivano pozorovani leptospir

mikroskopickou technikou v zastinu [18,23,36,37].

Obr. 6 Leptospiry vizualizované metodou neptimé imunofluorescence
http://www.genoprice.com/leptospira.htm

Obr. 7 Leptospiry obarven¢ stiibifenim - biopsie jater

http://bestpractice.bmj.com/bestpractice/monograph/913/resources/image/bp/3.html

2.10.1.3 PCR
Metoda PCR ma v piimé laboratorni diagnostice, predevSim akutni formy

leptospirdzy, vyznamné postaveni. Z tohoto divodu jsou molekularné biologickym

metodam vénovany samostatné kapitoly v teoretické casti predkladané dizertacni prace
(viz kapitoly 2.12, 2.13, 2.14)
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2.10.2 Nepiimé metody

2.10.2.1 Mikroaglutinaéni test
Zlatym standardem pro prikaz protildtek proti leptospiram je MAT

Mikroaglutinaéni test (MAT), v jinych publikacich oznacovany jako Mikroaglutinace-lyza.

Jednd se o aglutinacni reakci zivych kment leptospir s krevnim sérem pacienta,
pozorovani se provadi v zastinovém mikroskopu (viz obr. 8). MAT je jeden z

nejcitlivéjsich a nejspecifictéjSich testi neptimé laboratorni diagnostiky leptospirdzy.

Vyznamnym diagnostickym kritériem je ¢tyfnadsobné zvySeni pocatecniho titru, titr

vyssi nez 1:400 sveédci pro po€inajici tvorbu specifickych protilatek [7,12,30,36].

Obr. 8 MAT

https://en.wikipedia.org/wiki/File:Leptospirosis darkfield.jpg

2.10.2.2 ELISA
ELISA diagnostické kity ¢asto vyuzivaji fixované celobunécné antigeny, zpravidla

nepatogenni L. biflexa [17,37,98]. Tyto imunoenzymatické metody vsak detekuji rodové
specifické protilatky proti leptospiram tiidy IgM a IgG [19,82]. VSeobecné je u téchto
souprav zndmo, v souladu s vysledky nasi studie, ze ¢astym problémem ELISA souprav je
zkiizend reaktivita protilatek sjinymi infekénimi agens, nejcastéji s boréliemi,

treponémami, cytomegalovirem, herpes virem, varicella zoster virem ¢i chlamydiemi.

Jiné druhy ELISA souprav vyuzivaji fixovanych antigennich determinant

patogennich leptospir LipL32, LipL41, OmpL1, LigA ¢i LigB [12,101,102,103,104].
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Mezi jiné testy, které jsou sporadicky pouzivany, ale nejsou doporucovany pro
rutinni nepfimou diagnostiku leptospirdzy, patii komplement fixacni reakce (KFR), pasivni

hemaglutinace ¢i sklickovy aglutinaéni test [12,80,82,104,105,106].

2.11 Terapie

Lécba leptospirdzy zalezi na zavaznosti onemocnéni a stavu pacienta. Na zakladé in
vitro citlivosti jsou leptospiry senzitivni k vétSin¢ antibiotik, kromé chloramfenikolu a

rifampicinu.

Mirny pribéh onemocnéni dovoluje pouze 1éCbu symptomatickou, popiipadé
doplnénou oralni aplikaci penicilinu, ampicilinu ¢i doxycyklinu (100 mg 2x denn¢ po dobu

7 dntt), doxycyklin byva také vyuzivan v profylaxi leptospirdzy.

Lékem volby v piipadée tézké formy leptospirdzy, Weilovy choroby, je intravendzni
penicilin v davce 6 milion U denné. Délka 1é¢by by se méla pohybovat mezi 10 - 14 dny.
Pii tézkém pribéhu je také mozno podévat amoxicilin ¢i erytromycin. Tetracyklin je
kontraindikovan u pacientll s rendlni insuficienci, déti a t€hotnych Zen. U déti lze vedle

penicilinu podavat také ampicilin [22,23,30].

2.12 PCR - konvenc¢ni zpisob provedeni
2.12.1 Historické souvislosti

PCR metoda byla vyvinuta roku 1985 védeckym pracovnikem Kary. B. Mullisem.
O pouhé 2 roky pozdé&ji spatfila svétlo svéta modifikace této metody, kterd umoznuje
kvantifikaci naloze nukleové kyseliny (NK) pfislusného mikroba — real-time PCR (rt
PCR). Od tohoto data je popisovan zna¢ny nariist odbornych publikaci zabyvajicich se
touto problematikou. Roku 1993 ziskal Mullis Nobelovu cenu za chemii za objev PCR. V
roce 1996 se rt PCR stala diky spole¢nosti Apllied Biosystems a zavedeni cykléru 7700
komer¢né dostupnou a byla povazovana za nejptesnéjsi a nejcitlivéjsi metodu detekce a

kvantifikace deoxyribonukleové kyseliny (DNA) [107,108].

2.12.2 PCR - prakticka aplikace v mikrobiologii
Metoda se stala neocenitelnym pomocnikem v mikrobiologii piedev§im pro

laboratorni diagnostiku téch infek¢nich agens, jez se obtizn€ kultivuji (viry nelze
kultivovat na bezbunécnych mediich, ke svému Zivotu pottebuji permisivni buiiku) nebo je

kultivovat nelze jako napi.- Treponema pallidum ¢i rickettsie.
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PCR neslouzi pouze k identifikaci infikujiciho agens, umoznuje také identifikovat
virulenéni faktory ¢i naptiklad specifické geny koduji rezistenci k antibiotikiim.
Vyznamnym ptikladem je detekce genu mecA, jeZ je zodpovédny za rezistenci bakterie
Staphylococcus (St.) aureus k meticilinu a oxacilinu. Ziskanim tohoto genu dochazi

k selekci nebezpecného patogenu MRSA (Meticilin rezistentni St. aureus).

2.12.3 Princip provedeni PCR konven¢ni metody
2.12.3.1 Izolace nukleovych kyselin

Spravna izolace NK je zakladnim krokem pro tspé$né provedeni PCR reakce.
K izolaci DNA je nejcastéji pouzivano silikagelovych kolonek, fenol - chloroformové
extrakce, pryskyftice ¢i magnetickych ¢astic. Pro nasledny spravny prubéh PCR je dilezité,
aby reak¢ni smés nebyla kontaminovana ribonukleovou kyselinou (RNA), z tohoto divodu
se pridava do smési RNaza [109,110].

Silikagelové kolonky

Nejprve dochazi k 1yze bunék za pouziti extrakéniho pufru. Poté nasleduje adsorpce
DNA na silikat v pfitomnosti chaotropnich soli (guanidinium thiokyanat). Chaotropni sole

denaturuji NK, jeZ se posléze navdzi na membranu silikagelové kolonky (viz obr. 9).

Opakovanym promyvanim chaotropnimi solemi dochazi k odstranéni nezddoucich
kontaminant. DNA ziistdva na silikatu adherovana az do té chvile, nez je aplikovéan eluc¢ni
pufr (roztok s nizkym ¢i zadnym obsahem soli - Tris pufr ¢i voda), jez adsorbovanou DNA
ze silikatu uvolni [110,111].

Obr. 9 Silikagelové kolonky

http://www.goffinmoleculartechnologies.com/genomic-and-plasmid-dna-isolation/
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Fenol — chloroformova extrakce

K lyzovanym buitkdm je pfidan fenol, jenz zpiisobi denaturaci proteinti a degradaci
lipidd. Nasleduje centrifugace, béhem niz dochédzi k oddéleni spodni organické faze,
mezifaze s denaturovanymi proteiny a vrchni faze s pritomnymi NK, ukazka je uvedena na
obr. 10. Poté dochazi k separaci horni faze a nasledné precipitaci NK etanolem. Po tomto

kroku mtze byt NK rozpusténa ve vhodném pufru ¢i vodé [109,111].

Obr. 10 Fenol- chloroformova extrakce

http://openwetware.org/wiki/Image:DNA extraction w phenol chloroform.jpg

Pryskyfice

Pryskyfice (anglicky resin) umoziuje izolace NK na zaklad¢ iontoméni¢ovych
vlastnosti (viz obr. 11). Principidln€¢ izolace DNA spocivd v navdzéni a nasledném
uvolnéni NK za vyuziti specifickych iontoménicii. Nejprve dochéazi k lyze bunky, poté k
navazani DNA na resinovy iontoméni¢ a nasledné je provedena filtrace ¢i separace. V

poslednim kroku je NK z pryskyfice uvolnéna a za vhodnych podminek uskladnéna [110].

Obr. 11 Resin

http://worldwide.promega.com/products/pm/genetic-identity/dna-ig/dna-ig/
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Magnetické ¢astice

Metoda pouziva magnetické Céstice, jejichz jadro je tvofeno magnetitem c¢i zlatem.
Povrch téchto Castic je specifickym zplisobem modifikovan tak, aby se na n¢ mohla
navazat NK. K vySetfované NK jsou pfidany magnetické Castice a ta se na né posléze
navaze. Poté se zkumavka umisti do blizkosti magnetu, magnetické cCastice jsou
separovany k povrchu zkumavky a zbyly roztok je odstranén. Nasledné jsou NK z vazby

na magnetické ¢astice uvolnény a eluovany do roztoku [110].

2.12.3.2 PCR - reakéni komponenty
Spravna volba vhodnych reakénich komponent je nezbytnym piedpokladem pro

standardizaci a reprodukovatelnost PCR reakce. Mezi zakladni slozky potiebné k realizaci

této molekuldrné biologické metody patii:

- templatova DNA

- primery

- Mg* ionty

- volné deoxyribonukleotidtrifosfaty
- reakeni pufr

- DNA polymeraza
Templatova DNA

Pro spravné provedeni PCR reakce je nutné, aby DNA byla ,Cista™ (pfitomnost
RNA snizuje vytéZnost reakce) a v dostatecném mnoZstvi. Pro bakteridlni DNA je
doporuc¢ovano mnozstvi 1 — 10 ng (nckteré publikace uvadéji 1 50 pg), pro virovou NK
0,17 pg, pro plazmidovou 0,1 — 1 ng. Pokud bychom chtéli detekovat ptfitomnost RNA,
musi byt nejprve tato molekula ,,pfepsana‘ specifickym enzymem reverzni transktriptazou

do cDNA [112,113].
Primery

Primery jsou uméle syntetizované specifické sekvence DNA v délce 18 — 24 bp. Na
primery jsou kladeny specifické pozadavky. Nesmi byt k sob¢€ navzajem komplementarni,
pomér DNA bazi G : C by se mél pohybovat v rozmezi 40 — 60 % a mély by mit obdobnou
teplotu tani (Trm). Tm je specificka teplota, pii niZz je 50 % dvouvlaknové DNA (dsDNA)
denaturovano na jednovlaknovou DNA (ssDNA). Vzorec pro vypocet T, je nasledujici :
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Tm = ((poget G + C) x 4 °C + (poéet A + C) x 2 °C)

Koncentrace primert musi byt optimalizovana, zpravidla se pohybuje mezi 0,1 az
0,6 uM. Nizka koncentrace vede ke sniZeni vytéznosti PCR reakce, vysoka koncentrace

muZze mit za nasledek chybné nasedani primert béhem annealingu ¢i vznik nespecifickych

PCR amplikonii [109,112,114].
Mg?* ionty

Mg** ionty jsou dullezit¢ pro spravnou funkci DNA polymerazy, jelikoz tvofi
komplex s volnymi nukleotidy, ktery je pro enzym nesmirné ,atraktivni“. Pfesna
koncentrace Mg®* se ve v&t§ing piipadii stanovuje pouze experimentalng, jeji rozmezi by se

mélo pohybovat mezi 1,5 - 6 mM [109].
Volné deoxyribonukleotidtrifosfaty

PCR reakce vyzaduje ekvimolarni pomér vSech 4 deoxyribonukleotidtrifosfata
(dNTP). Zésobni roztoky maji zpravidla koncentraci dNTP v rozmezi 100 — 300 mM.
Optimalni pracovni koncentrace dNTP by se méla pohybovat mezi 50 — 250 puM [109,114].

Reak¢éni pufr

Hodnota pH reakéniho pufru by se méla byt t v rozmezi pH = 8,3 — 9,0, jeji udrzeni
je esencialni pro spravny prubéh PCR reakce. Pufr zpravidla obsahuje 100 mM Tris-HCI
(pH = 8,5), maximaln¢ 500 mM KCI (esencialni pro specifické nasednuti primeru na
templatovou DNA ve fazi annealingu), dalSimi komponentami mohou byt
dimethylsulfoxid (2 — 10% v/v - redukuje nespecifické vazby primeru), detergenty (Tween
20) apod. [112,114].

DNA polymeraza

Termostabilni enzym DNA polymeraza je ve vét$iné piipadl izolovana z termofilni
bakterie Thermus aquaticus. Enzym pomaha pfifazovat volné dNTP rychlosti 60 bp/s a
pomaha k syntéze komplementarniho vldkna. Optimalni mnozstvi DNA polymerazy by
méelo byt 0,5 - 0,25 U na 25 — 50 pl reakéni smési. Byla prokézana skute¢nost, Ze heparin,
porfyriny, methanol a detergenty inhibuji aktivitu tohoto enzymu [109,112].

2.12.3.3 Provedeni konven¢ni PCR reakce
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Jak je naznaCeno na obr. 12, PCR probiha v 3 zékladnich krocich:

- denaturace
- annealing
- extenze (viz obr. 12)

Denaturace

Béhem této faze dochazi pii teploté 92 — 95 °C k rozpleteni dvouvlaknové DNA a
vzniku 2 templatovych vlaken ssDNA. Pro kratké PCR amplikony (< 300 bp) je
doporucovana délka reakce 1 min pfi pouziti standardni DNA polymerazy, pfi pouziti Hot

start polymerazy (HS) je vyzadovano pro jeji aktivaci az 15 min [107].
Annealing

Ve fazi annealingu je reak¢ni teplota snizena na 55 — 60 °C. Béhem tohoto kroku
dochazi ke specifickému nasedani pouzitych primerd, které hybridizuji k templatove
ssDNA na zdkladé¢ komplementarity DNA bézi. Jeden primer nasedd na 1. templatové
vldkno ve sméru 5” — 3’, druhy primer na specificky usek 2. templatového vlakna také ve
sméru 5° — 3’. Timto krokem vznikne pfesné ohraniCeny tisek DNA, ktery chceme
amplifikovat. Optimalné zvolena teplota annealingu zévisi na Tp primert, spravné

koncentraci Mg?* a koncentraci reakéni smési tzv. master mixu (MM) [107,114].
Extenze

Ve tfetim kroku, extenzi, se reakcni teplota opét zvysi zpravidla na 72 °C a
termostabilni DNA polymeraza zacina na zaklad¢ komplementarity DNA bazi syntetizovat

novy fetézec DNA [108,115].
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Fig. Stages of PCR

Obr. 12 Princip PCR reakce

http://molecularhub.blogspot.cz/2011/01/pcr.html
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Pocet PCR cyKklii

Vsechny cykly se opakuji zpravidla 35 — 40%, pocet nové syntetizovanych kopii
roste geometrickou fadou dle funkce T, = To (E)", kde n znamena pocet realizovanych

PCR cyklu, To pocet templatd DNA v cyklu 0, T, pocet templatt v cyklu n [116].

2.12.3.4 Detekce PCR amplikoni
Molekuly DNA maji zaporny naboj diky pfitomnosti fosfatovych skupin a ve

stejnosmérném elektrickém poli tedy putuji k anodé. Detekce DNA amplikoni se u
konvenéni PCR reakce realizuje gelovou elektroforézou za vyuziti agar6zového c¢i

polyakrylamidového gelu.
Agarozové gely

Agardzové gely maji rozliSovaci schopnost, jez se pohybuje mezi 50 — 20 000 bp a
jejich ptiprava je velice jednoducha. Velikost port, tedy separacni schopnost agar6zového

gelu, je zavisla na koncentraci agarozy.
Polyakrylamidové gely

Polyakrylamidové gely maji vysokou rozliSovaci schopnost, jez se pohybuje v

rozmezi 5 - 500 bp, u té€chto geltt miizeme od sebe oddélit i DNA fragmenty liSici se o bp.

vvvvvv

Detekéni Cinidlem je v tomto piipadé interkalacni barvivo ethidium bromid, ktery
se integruje do velkého zlabku molekuly DNA. Po expozici barviva ulrafialovému zareni
(UV) o délce A= 260 - 300 nm dochazi k excitaci fluorescenéniho barviva a k jeho

nasledné vizualni detekci.

Pro zvySeni senzitivity vySetieni 1ze k detekci PCR amplikonli pouZzit 1 metoda
Southern — blotu, kdy je uskutec¢néna hybridizace amplikontl ke specificky zna¢ené sond¢
(angl. probe). Velikost PCR amplikonii je odeftena na zakladé porovnani pozice
amplifikacniho prouzku detekovaného PCR produktu s hmotnostnim markerem [109]. Na
obr. 13 je PCR zaznam na agar6zovem gelu pro genomospecies L. interrogans a L.
kirschneri: pozice 1 -, pozice 2 negativni pacient L. interrogans, pozice 3 pozitivni
kontrola L. interrogans, pozice 4 negativni kontrola L. interrogans, pozice 5 hmotnostni
marker, pozice 6 pozitivni pacient L. kirschneri , pozice 7 pozitivni kontrola L. kirschneri,

pozice 8 negativni kontrola L. kirschneri, pozice 9 a 10 -.
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Lepto 12.9.

L. interrogans L. kirschneri

Obr. 13 Elektroforeticka detekce PCR amplikont patogennich leptospir na agar6zovém

gelu

2.13 Rt PCR
Na rozdil od konvencniho provedeni PCR reakce, jsou data tykajici se detekce PCR

amplikonu K dispozici jiz béhem samotné PCR metody, ne az na konci amplifikace po
realizaci elektroforetické detekce. Jednd se o velice senzitivni a pruznou metodu

identifikace infek¢niho agens.

2.13.1 Vyuziti rt PCR v mikrobiologii
Rt PCR metoda byla védeckymi pracovniky vyvinuta pro on—line zdznam sledovani

syntézy DNA, pro potieby jeji kvantifikace, nepostradatelnym pomocnikem je také pro
urceni pocatecniho mnozstvi kopii DNA testovaného mikroorganismu. K detekci noveé
syntetizované¢ DNA se pouziva on-line zaznam fluorescence NK znacené fluorescenénim
barvivem na konci kazdého PCR cyklu. Pfiblizné 75 — 90 % detekci NK mikroorganismu
je realizovano rt PCR metodou [115,116].

2.13.2 Princip provedeni rt PCR metody

2.13.2.1 1zolace nukleovych kyselin
Princip izolace nukleovych kyselin je obdobny jako u konvencniho zpisobu

provedeni PCR reakce (viz kapitola 2.12.3.1), k izolaci DNA jsou nejéastéji vyuzivany
silikagelové kolonky.
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2.13.2.2 Reakéni komponenty
Reakéni komponenty jsou opét obdobné jako u konvenéniho PCR provedeni,

k fluorescen¢nimu znaceni DNA se pouzivaji nasledujici fluorescen¢ni sondy:
a) Nespecifické fluorescen¢ni sondy

V rt PCR reakci se vyuziva nespecifickych fluorescencnich sond - interkalac¢nich
barviv jako je SybrGreen I, Ethidium bromid, EvaGreen, ktera se zaclenuji do ,, malého

zlabku* dvouvlaknové DNA.

Fluorescenci lze u nespecifickych sond detekovat pouze u dvouvladknove DNA,
pokud jsou pfitomny samostatné¢ vroztoku, nefluoreskuji. V pribéhu PCR dochdzi pfi
denatura¢ni fazi (zvyseni teploty na 95 °C) k prudkému poklesu fluorescenéniho zareni z
vySe zminéného duvodu, ve fazi annealingu a v pribéhu syntézy komplementarniho
fetézce DNA polymerdzou exponenciondlné narasta intenzita fluorescence (viz obr. 14)
[107,109,115]. Vyhodou pouziti téchto nespecifickych fluorescenénich barviv je jejich
nizka pofizovaci cena, snadné vytvoieni PCR eseje a jejich vyuziti pro detekci riznych

mikroorganisma [107].

Nevyhodou nespecifickych sond je skuteCnost, Ze se mohou navéazat 1 na
nespecifické PCR produkty a také Ze u nich dochdzi k tvorbé tzv. dimerl primert. Tato
skutecnost nema zasadni vliv na vyhodnoceni Ty, ale pfi kvantitativnim vyhodnoceni

muze vést k nepiesnostem [109].
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Obr. 14 SybrGreenl

http://www.b2b.invitrogen.com/site/us/en/home/References/Molecular-Probes-The-

Handbook/Nucleic-Acid-Detection-and-Genomics-Technology/Nucleic-Acid-Detection-

and-Quantitation-in-Solution.html

46


http://www.b2b.invitrogen.com/site/us/en/home/References/Molecular-Probes-The-Handbook/Nucleic-Acid-Detection-and-Genomics-Technology/Nucleic-Acid-Detection-and-Quantitation-in-Solution.html
http://www.b2b.invitrogen.com/site/us/en/home/References/Molecular-Probes-The-Handbook/Nucleic-Acid-Detection-and-Genomics-Technology/Nucleic-Acid-Detection-and-Quantitation-in-Solution.html
http://www.b2b.invitrogen.com/site/us/en/home/References/Molecular-Probes-The-Handbook/Nucleic-Acid-Detection-and-Genomics-Technology/Nucleic-Acid-Detection-and-Quantitation-in-Solution.html

b) Specifické fluorescen¢ni sondy

Mezi specifické fluorescencni sondy patii — hybridizaéni sondy FRET,
hydrolyza¢ni sondy TagMan, Molecular beacons sondy a sondy Scorpions. Sondy jsou
specifické kvybranému Useku jednovlaknové DNA, se kterym v ramci principu

komplementarity DNA bazi specificky hybridizuji.

Specifické sondy pracuji na systému fluorescencné rezonancniho pienosu energie
(FRET) mezi molekulou fluorescen¢niho barviva a zhaSecem. Jedna se o interakci mezi 2
molekulami v excitovaném stavu, jezZ je zavisla na vzdalenosti, pti které je excitovany stav
prenesen z donoru na akceptor bez emise piebytecného zaieni. Podminkou pro uskutecnéni
této interakce je blizkost (10 — 100A) molekuly donoru a akceptoru. Ve vétsing piipadt
jsou molekuly odlisné a FRET je detekovan intenzitou fluorescence akceptoru, ne
relativni vzdalenosti mezi molekulou fluoroforu a zhéasece. Fluorochromy absorbuji UV

zateni, pfiCemz dochazi k excitaci elektronil a nasledné emisi piebytecné energie ve formé

viditelného svétla [109,114].
Hybridiza¢ni sondy FRET

Pti praktické aplikaci této metodiky, se vyuZivaji 2 sondy, jeZ na PCR produktu
hybridizuji tésn¢ vedle sebe v maximalni vzdalenosti 1 — 5 bp. Jedna sonda je znacena na
5" konci, druha na 3" konci. Pokud dojde k jejich hybridizaci na templatovou DNA, sondy
se dostanou do bezprostiedni blizkosti a nasledné dochazi po aplikaci svételného zareni

vhodné A k FRET (viz obr. 15).

U téchto hybridiza¢ni sond se ve vétSin€ piipadi nevyuziva molekuly zhasece, ale
je ptitomno sekundarni fluorescencni barvivo s vyssi A nez primarni fluorescencni barvivo.
Se zvySujicim se poctem amplifikované DNA vzristd 1 mnozstvi molekul
sekundarniho fluoroforu (akceptor). Nasledné dochazi k nardstu intenzity fluorescence

sekundarniho fluorescenc¢niho barviva, jez je detekovana ve fazi annealingu (viz obr. 15)

[107,109,116,117].
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Obr. 15 Hybridiza¢ni sondy FRET

http://www.ysinhhocphantu.com/training/ky-thuat-real-time-pcr/8/

Hydrolyzaéni sondy TagMan

Jak je naznaeno na obr. 16, princip pouZiti hydrolyza¢nich sond spociva v tom, Ze
jejich sekvence je komplementéarni k ssDNA a nasledné s ni ve fazi annealingu hybridizuiji.
TagMan sondy maji na jednom konci navazano fluorescen¢ni barvivo, na druhém konci

jiny typ fluorescen¢ni molekuly ¢i tzv. zhasec.

Vyuziva se tzv. 5" — 3’ exonukleazové aktivity enzymu DNA polymerazy, kterd
TagMan sondu ve fazi extenze hydrolyzuje a nasledné¢ dochdzi k odlouceni dvou
rozdilnych fluorescencnich barviv nebo fluorescenéni molekuly a zhaSece. Molekula
zhaSece zane po excitaci vydavat prebytecnou energii ve forme fluorescencniho zareni. Se
zvySujicim se mnozstvim nasyntetizovanych molekul DNA, dochazi i knaristu
oddélenych molekul fluorescenéniho barviva, coz mé za nasledek odpovidajici zvySeni

intenzity fluorescence [107,109,114].
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Obr. 16 Hydrolyza¢ni sonda

http://www.bio.davidson.edu/Courses/Molbio/Molstudents/spring2003/Pierce/realtimepcr.
htm

Beacon sondy

Zobr. 17 je patrné, ze beacon sonda se skladd se dvou casti, vnitini Cast je
komplementarni k templatové DNA a nasledné s ni hybridizuje, na obou koncich ma ale
navic kratké sekvence (5 - 8 bp), jez jsou k sobé navzajem komplementarni. ,,Volna“
beacon sonda ma tvar vlasenky a diky komplementarnimu spojeni obou jejich koncli (na
jednom je pfitomno fluorescen¢ni barvivo a na druhém molekula zhaSece) je pfitomen
intenzivni FRET. K emisi fluorescen¢niho zatfeni nedochazi, protoze molekula fluoroforu a

zhéSece jsou v tésné vzdalenosti.

Za situace, Ze je ptitomen specificky PCR produkt, beacon sonda k nému béhem
faze annealingu specificky hybridizuje. Po odstépeni molekuly fluoroforu a zhase¢e DNA
polymerazou, emituje beacon sonda po excitaci prebytecné mnozstvi energie ve forme

fluorescence [109,116,117].
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Obr. 17 Beacon sonda

http://www.atdbio.com/content/20/Sequencing-forensic-analysis-and-genetic-analysis

Fluorescenc¢ni barviva a zhaSece

Vpraxi se nejCastéji  pouzivaji  fluorescencni  barviva  fluorescein,
hexachlorfluorescein (HEX), cyaninova barviva Cy3 a Cy5 (vzorce fluoresceinu a Cy3 a

Cy5 jsou uvedeny na obr. 18 a 19).

Jako zhaSeCe se pouziva 6-karboxy—tetramethylrhodamin (TAMRA), 4-((4-
(dimethylamino)phenyl)azo) benzoové kyselina (DABCYL), 4-(dimethylamin)azobenzen—
4’ -sulfatyl chlorid (DABSYL) a nejéasté&ji tzv. ,,zhasece ¢erné diry” (BHQ) [107,109].

1 3\ HO

lll(lOC\ anine

COOH
R 5- ll]d()(\ anine R
Obr. 18 VVzorec Cy3 a Cy5 Obr. 19 Vzorec fluoresceinu

2.13.2.3 Provedeni rt PCR reakce
Samotny prubéh rt PCR je principidlné obdobny konvenéni PCR analyze. Nejprve

dochazi zpravidla pii teploté 95 °C k rozpleteni dvouvldknové DNA a k aktivaci DNA

polymerazy, nasleduje faze annealingu charakterizovana nasednutim specifickych primera
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na templatovou DNA a snizenim reak¢ni teploty na 55 — 60 °C. V zavérecné fazi PCR
reakce, extenzi, se teplota opét zvysuje nejcasteji na 72 °C. Celkovy pocet uskute¢nénych

amplifika¢nich cykla se pohybuje mezi 30 — 45 [115].

2.13.2.4 PCR cykléry
PCR cykléry prodé€laly v poslednich letech dynamicky rozvoj. Dtive se k regulaci

teploty béhem samotného provedeni PCR reakce pouzival olej proudici v dutinach
hlinikového bloku amplifika¢ni komory. Jiny typ PCR cykléri vyuzivad k ohfevu tzv.
Peltierova bloku, pii jeho pouziti se zkratila doba potfebna pro realizaci jednoho PCR

cyklu o jednu tfetinu. Pii téchto dvou variantaich PCR cykléru byly pouZzivany reak¢ni

zkumavky [118].
Rapid cykléry — LightCycler (Roche)

Rapid cykléry jiz nevyuZzivaji reakéni zkumavky, jsou nahrazeny reak¢énimi
kapilarami z kiemicitého skla. Teplotni zmény v cykléru jsou zaloZzeny na zméné teploty
proudiciho vzduchu, jenz je ohiivan halogenovou lampou. Teplotni ¢idlo se nachdzi na
sténé sklenéné kapilary, regulace teploty (ohfev a chlazeni) ma na starosti mikroprocesor.
Teplotni zmény jsou velmi rychlé, déji se rychlosti 20 °C za s, zvolené amplifikacni

teploty je dosahovano s piesnosti = 0,3 °C.

Doba potiebna k syntéze DNA se zkratila vice nez 15%, doba jednoho PCR cyklu se
zkratila na 30 s. Najednou je mozné zpracovat az 32 biologickych materialti. Po kazdém
provedeném PCR cyklu jsou kapilary ,, pfesunuty* z amplifika¢ni komory do pozice, v niz
je detekovéna intenzita fluorescence. LED dioda ozafi sklenénou kapilaru svételnym
zafenim o vlnové délce y = 470 nm, pii které dochazi k excitaci fluorescen¢niho barviva,
piebytecna energie je vyzafena ve formé fluorescencniho zéafeni. Emitované zafeni je dale
vedeno pies filtry, zrcadla az do méficich kanala - 530 nm, 640 nm a 710 nm (viz obr. 20 a
21) [118].
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Obr. 20 LightCycler 1.5 (Roche)

http://tuba-negin.com/product/5/

System regulace ohfewu
a chiazeni vzduchu
pro rychilé zmény teploty
v ampliikaéni komofe

Krokovy mechanismus
Pro posuv karusoeiu
= amplifikacnimi kapilarami

LED cicoda
- zdroj svalla

Amplifikacni kapilara
na 200l vzorkaus

I
3

Karusel se 32

Obr. 21 Schematické uspoiadani LightCycleru [118]
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2.13.2.5 Amplifikacni krivka

Pocate¢ni amplifikace - baseline

Pro typickou amplifikacni kiivku zavislosti intenzity flurorescence na poctu
realizovanych PCR cykla ziskanou v priibéhu rt PCR plati, Ze na pocatku amplifikace je
hodnota fluorescence velmi nizka, pod Urovni detekce [107]. Jak je naznaceno na obr. 22

kiivka se sklada z exponencionalni, linearni a plato faze.
Exponencionalni faze

Po nasyntetizovani dostatecného mnozstvi novych kopii DNA dochazi
k exponencionalnimu narustu intenzity fluorescence. V dal§im kroku dochazi k ptekonani
prahu detekce (angl. threshold), coz je hodnota fluorescence nastavend automaticky PCR
cyklérem ¢i samotnym uzivatelem. Pro ¢islo cyklu (Ct), ve kterém dochazi k prekroceni
genomu byl pfitomen na pocatku amplifikacniho procesu a naopak. Jak je uvedeno na obr.
22 nejvyssi pocet kopii genomu obsahoval vzorek s tyrkysovou barvou amplifikacni
kiivky. Délka této faze zavisi na koncentraci templatu a optimalné zvolenych parametrech
rt PCR, v idealnim piipadé jsou z 1 molekuly templatu syntetizovany 2 nové molekuly
DNA [107,115].

Linearni faze

Poté nasleduje faze linearniho nartistu intenzity fluorescencné znaceného PCR
produktu, kdy intenzita fluorescence rovnomérné stoupa s poctem uskutecnénych PCR

cyklu. [115].
Plato faze

Ve fazi plato jsou pln€ vyCerpany primery a volné dNTP, jez byly pro PCR reakci
k dispozici. Dochazi k zastaveni nartstu intenzity fluorescence, jeji hodnota a mnozstvi

syntetizované DNA zUstava konstantni [115].
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Obr. 22 Z&znam rt PCR analyzy

http://www.ijm.fr/ijm/plates-formes/genomique

2.13.2.6 Metody kvantifikace genové exprese
a) Absolutni metoda kvantifikace genové exprese

Absolutni metoda kvantifikace genové exprese vyuziva tzv. standardni kiivky
ziskané pro znamy standard. Ct vzorku muize poté byt porovnana se standardni kiivkou
pfipravenou pro rizné pocty kopii genomu a nasledné tedy miize byt podle vysledné

hodnoty Ct uréeno mnozstvi DNA ve vzorku [111,115].
Zakladni rovnice pro tvorbu produktu PCR reakce [115] :
Ch=Cox (1+E)"

Cn - aktualni pocet kopii genomu v cyklu n

Co - pocet kopii genomu v cyklu 0

E - efektivita amplifikace cilového genu

n - pocet uskutecnénych PCR cykla
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Z&kladni rovnice pro intenzitu fluorescence v pribéhu PCR reakce [115] :
Rn=Rox (1+E)"

R, - aktualni hodnota intenzity fluorescence v cyklu n

Ro - pocate¢ni hodnota intenzity fluorescence

E - efektivita amplifikace cilové genu

n — pocet uskutecnénych PCR cykla

Efektivita PCR amplifikace [117]

E = 10-Vslope

E — efektivita PCR amplifikace, Slope — smérnice standardni kiivky

Efektivita PCR amplifikace rovna 100 % sveéd¢i o robustnosti a reprodukovatelnosti
PCR analyzy. V praktickém provedeni se pohybuje mezi 90 — 105 %. Snizena efektivita
svédci o Spatném navrhu sekvenci pouZitych primeri a Spatné optimalizaci parametri PCR
reakce. Hodnoty nad 100 % poukazuji na chybu v pipetovani ¢i vzniku nespecifickych
PCR amplikond [117].

b) Relativni metoda kvantifikace genové exprese

Relativni metoda kvantifikace genové exprese spo¢iva v porovnani genoveé exprese
stanovovaného genu s kontrolou, jiz ve vétSiné piipadi byva housekeepingovy gen. Pii

pouziti této metody odpada tedy potieba ptipravy standardni kiivky [115,117].
Z&kladni rovnice pro vypocet relativni metody kvantifikace genové exprese [115]

EﬂL‘t {control - sample)

R — —tar
- Eﬂ Ct {control —samplel

ref

E:ar = efektivita PCR genoveé exprese cilové genu
Erer = efektivita PCR genové exprese referencniho genu
ACtar (control — sample) = rozdil v po¢tu C;mezi kontrolou a analyzovanym vzorkem

ACref (control — sample) = rozdil v po¢tu Cymezi referenéni kontrolou a vzorkem
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2.13.2.7 Analyza teploty tani
Po provedeni rt PCR analyzy se povaha PCR amplikonu zji§tuje provedenim tzv.

analyzy teploty tani. Princip spoc¢iva v postupném zvySovani reakéni teploty (maximalné
na 95 °C), tj. nad hodnotu, pfi niz je ocekavana T, analyzované DNA. T, je teplota, pii niz
DNA taje nejrychleji a pfi vyneseni zavislosti intenzity fluorescence na reakéni teploté a
jeji derivaci — dF/dT se jedna o nejvyssi reakéni pik, jenz je specificky pro nami sledovany
PCR produkt. Piky charakteristické pro specifické produkty PCR reakce maji vyssi teplotu

nez nespecifické reakéni produkty.

V piipadé, ze je detekovana pouze jedina Tp, a souhlasi s hodnotou experimentalné
vypocitanou pro konkrétni PCR produkt, mize byt dany vysledek Ty spolehlivé
vyhodnocen. Pokud jsou dale pfitomny nespecifické PCR produkty, mohou byt pfitomny
dalsi piky. V piipadé, ze jsou pfitomny pouze Tn odlisné od experimentdlné vypocitané
hodnoty, nelze povazovat vysledek analyzy teploty tani za dostate¢né prikazny. V horni
¢asti obr. 23 je typicky zaznam analyzy teploty tani — zavislosti intenzity fluorescence na
teplote, dolni ¢ast zachyceje prvni derivaci zdznamu. Pro DNA patogennich leptospir plati,

ze Tm=84,6 +0,13.
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Obr. 23 Zaznam Analyzy teploty tani

56



2.14 Praktickd aplikace PCR v laboratorni diagnostice patogennich
leptospir
Pro diagnostiku akutni formy leptospirdzy (1. tyden klinickych ptiznaki) je

nezbytné, aby PCR metoda pouzivana k detekci DNA patogennich leptospir v krvi ¢i moci
méla co nejvyssi detekéni limit. Dlivodem je skuteCnost, Ze na pocatku onemocnéni je
pocet kopii genomu patogennich leptospir v biologickém materidlu nizky. Pro molekularné
biologickou metodu je také charakteristickd skutecnost, ze ma vyrazné vyssi citlivost
detekce nez zlaty standard piimého pritkazu infekce — kultiva¢ni vySetfeni. Limit detekce u
vétsiny zavedenych PCR metod pouzivanych pro identifikaci DNA v klinickych vzorcich
se pohybuje v rozmezi 5 — 10 kopii genomu/ml.

Zavedenim rt PCR metod, kdy se detekuje fluorescenéné zna¢ena DNAv redlnem
Case, ne tedy pouze v ,,end point” bodu detekce a bez nasledné nutné elektroforézy PCR
amplikonll v agar6zovém gelu, lze zkratit dobu potifebnou pro detekci NK na pftiblizn€ 5 h.
Tato skute¢nost je dulezita pro zahajeni efektivni antibiotické terapie, jejiz v€asna iniciace
muze mit zasadni vliv na dal$i pribéh onemocnéni a mulze zabranit rozvoji tézkych
komplikaci Weilovy choroby — hepatorenalniho selhani, akutniho respira¢niho distress
syndromu, hemoragické diatézy. VCEasnym zahajenim efektivni 1é¢by antibiotickymi

preparaty se vyrazné sniZzuje mortalita leptospir6zy.

Idealni PCR metoda musi mit vysokou specificitu, rychlost detekce a umoznovat
simultanni provedeni co nejvyssiho poctu reakci. Vzorky biologickych materiala k prikazu
DNA ptivodce by mély byt odebrany co nejdiive od pocatku klinickych pfiznakt a jeste

pred zahdjenim antibiotické terapie nebo co nejdiive po jeji iniciaci (max. do 24 hodin).

Spravny odbér biologického materialu je limitujici pro vysledek laboratorniho
vySetfeni, nebot’ leptospiry se pii u¢inné antibiotické terapii rychle rozpadaji a PCR reakce
muze byt faleSn€ negativni, ackoliv v organismu leptospirdza probihd. Ke stejnému

fenoménu dochazi i pii produkei specifickych protilatek [90].

2.14.1 Cilové geny pro PCR detekci leptospir

Gen lipl32
Novou a perspektivni metodou v molekularni biologické diagnostice leptospir se

stavda prukaz genu kodujicich lipoprotein LipL32, vyznamny povrchovy antigen
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patogennich leptospir. Vyskytuje se u vSech patogennich leptospir, jeho struktura je vysoce
konzervativni a u nepatogennich leptospir jej nenachazime [44,69,119]

Gen flaB
Dalsim slibnym genem pro molekularné biologickou diagnostiku patogennich

leptospir je gen kodujiciho flagelin FlaB [37,119].
Gen rrs2

V mnoha odbornych publikacich se také setkdvdme s amplifikaci 16S rRNA,
konkrétn¢ genu rrs2. Cerqueira a kol. (2009) [44] ve své praci uvadéji, ze tato metoda
detekce DNA leptospir je schopna rozliSit patogenni, intermediarné patogenni a
saprofytické kmeny leptospir. V kontrastu je vSak tvrzeni autort JulianaVital-Brazil a kol.
(2010) [11] a Awviat a kol. (2009) [120], ktefi neshledali, ze by detekce 16S rRNA byla
schopna rozlisit patogenni a saprofytické leptospiry. Upfednostiuji detekci genu pro
LipL32, podobné jako Moreno a kol. (2010) [119].

Dalsi geny pouzivané k pritkazu DNA leptospir
Nadéjnymi kandidaty pro odliSeni patogennich leptospir od saprofytickych jsou

geny rpoB, gyrB, Ifbl a s-10-spc-a. [119].

2.14.2 Typy PCR reakci pouzivanych pro detekci patogennich leptospir
Pro detekci leptospirdzy bylo vyvinuto Siroké spektrum modifikaci PCR reakci, jez

se pouzivaji k laboratornimu priikkazu DNA patogennich leptospir.

Rt PCR
Jako optimalni modifikace konvenéni PCR se jevi rt PCR metoda, jeZ vynika

znac¢nou rychlosti, senzitivitou, velkym poétem simultanné zpracovanych vzorkd a
moznosti kvantifikace pocateCniho poctu kopii genomu patogennich leptospir. Spektrum
genu detekovanych za pouZiti této techniky je Siroké. V hojné mife se jednd predev§im o
kvalitativni a kvantitativni detekci genu kddujiciho povrchovy lipoprotein LipL32
[31,87,121,122,]. V jinych publikacich je také popsana rt PCR detekce 16S rRNA, gyrB,
secY, Ifbl, lipl41l a flaB genu [26,31,123,124,125,126].

Multiplex PCR
Krom¢ konvenéni PCR metody se vodborné literatufe mizeme setkat

s multiplexovou PCR reakci, kdy v 1 reakci je pouzito vice primert pro simultanni detekci
pozadovaného spektra genli. Metoda je schopné specificky rozliSovat mezi patogennimi a

nepatogennimi genomospecies leptospir.
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V publikaci Bedir a kol. (2010) [127] se autoifi pokouseli zavést multiplex PCR
metodu pro odliSeni patogennich leptospir od saprofytickych. Vyuzili PCR detekci oblasti
pro 16S rRNA, ligA/B geny pro identifikaci patogennich leptospir a oblast 23S rRNA
specifickou pro nepatogenni L. biflexa. Sugathan a kol. (2005) [25] zavedli multiplex PCR
vyuzivajici G1,G2 primery a B64 I, B64 1l primery pro detekci patogennich leptospir.
Prokazali, ze G1, G2 primery amplifikuji DNA genomospecies L. interrogans, L.
borgpetersenii, L. weilii, L. noguchii, L. santarosai a L. meyeri, B64-1 a B64-1l jsou

schopny amplifikovat pouze DNA genomospecies L. kirschneri.

Multiplex PCR nebyla vyvinuta pouze pro detekci DNA patogennich leptospir
v biologickych materidlech, své vyuziti také nachazi pti epidemiologickych studiich
zamétenych na vyskyt patogennich a saprofytickych leptospir ve vzorcich povrchovych
vod [11].
Nested PCR

Nested PCR vyuziva 2 setl primert, vnitini a vn&j$i primery. Tento krok vyrazné

zvySuje senzitivitu a specificitu detekce DNA patogennich leptospir.

Nassi a kol. (2003) [128] vyvinuli nested PCR metodu detekujici gen lipl32 pro
diagnostiku humanni leptospirdézy. Pfi konvenénim provedeni PCR detekce genu pro
LipL32 o velikosti 264 bp méla metoda vysokou specificitu, ale nizkou senzitivitu. K
odstranéni tohoto nedostatku byl pouzit druhy par primert, jenz detekoval produkt o
velikosti 183 bp z oblasti genu lipl32. Senzitivita nested PCR metody se tim zvysila vice
nez 20% az na 20 kopii DNA/ml.

2.14.3 DalSi metody molekularni biologie pro diagnostiku DNA patogennich leptospir
2.14.3.1 Sekvenac¢ni analyza

Pomoci sekvenaéni analyzy muzeme ziskat informace o primérni struktufe DNA,
tedy o specifickém potadi nukleotidi. Principialné existuji 2 metody sekvenace DNA -
prvni metoda je nazyvana Sangerova (enzymaticka), druhd Maxam - Gilbertova

(chemickd). Obé metody byly vyvinuty nezavisle na sobé v roce 1977.
Sangerova (enzymatickd) metoda

Sangerova metoda vyuzivda kromé tradicnich PCR  komponent tzv.
dideoxynukleotidli, jez maji funkci terminatord PCR. Tyto dideoxynukleotidy se od

tradi¢nich nukleotidu 1lisi tim, Ze i na 3” konci jsou deficitni v OH skupiné. Z tohoto
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divodu nemtize dojit ke vzniku fosfodiesterové vazby se sousednim nukleotidem a DNA

nemuze byt dale syntetizovana.

Reakce se dfive provadéla ve 4 oddélenych zkumavkach, jez obsahovaly
templatovou DNA, volné deoxynukleotidy, DNA polymerdzu a jeden =ze Ctyf
dideoxynukleotida — dideoxyadenintrifosfat (ddATP), dideoxycytosintrifosfat (ddCTP),
dideoxyguanintrifosfat (ddGTP) nebo dideoxythymintrifosfat (ddTTP), jez jsou
fluorescencné znaceny.

Pomér deoxynukleotidii k dideoxynukleotidim je volen 1:100, aby mohla PCR
reakce probihat standardng. Vyslednymi produkty PCR reakce jsou amplikony rizné délky
vzdy zakoncené specifickym dideoxynukleotidem. Amplifika¢ni produkty jsou nasledné
separovany na polyakrylamidovém gelu. Po ozéfeni UV svétlem vhodné vinové délky
dochazi k excitaci fluorescencniho barviva a piebytecnd energie je vyzéafena ve formé
fluorescence. Na polyakrylamidovém gelu poté vznikaji charakteristické prouzky (700 -
800 bp), z jejichz polohy Ize uréit primarni sekvenci DNA.

V dne$ni dobé je tato metoda sekvenace jiz modifikovana. K detekci specifické
DNA sekvence se vyuziva kapilarni elektroforéza. Ve vétSiné piipadd je kazdy
dideoxynukleotid znacen jinym fluorescenénim barvivem a sekvenacni reakce probiha
pouze Vjedné kapilate. Ze specifické barvy fluorescencniho zareni lze urcit potfadi
nukleotidi v primarni sekvenci DNA — A zeleny, G ¢erny, C modry a T ¢erveny pik (viz
obr. 24) [129,130].

Maxam — Gilbertova (chemicka) metoda

Principem této sekvenacni metody je, Ze molekuly DNA jsou chemicky Stépeny za
pouziti specifickych enzymu v bazich ur¢it¢ého typu. Molekula ssDNA je znaCena
radioaktivnim P* na 5 konci.

Sekvenacni analyza probihd ve 4 samostatnych reakcich ve 4 reakénich
zkumavkdch s G, G + A, T, T + C. Poté néasleduje elektroforetickd separace na
polyakrylamidovém gelu. Podle specifické polohy amplifika¢nich prouzkd, 1ze po aplikaci
ur¢ité vlnové délky svétla urcit, o jakou nukleotidovou bazi se jednd a nasledné urcit

primarni sekvenci DNA [129,130].
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Obr. 24 Zaznam Sangerovy sekvenace s vyuzitim kapilarni elektroforézy

2.14.3.2 Multilokusova sekvenaéni analyza

Multilokusovd sekvena¢ni analyza (MLST) je jednoducha modifikace PCR
techniky. Béhem jejiho provedeni se zaznamenavaji a charakterizuji alely ptfitomné
v rozdilnych cilovych genech.

Mezi zvolené cilové lokusy vSeobecné patii tzv. housekeepingové geny, které se
v ramci evoluéniho procesu vyvijeji velmi pozvolna. Ve studii autorského kolektivu
Romero a kol. (2011) [131] se setkdme s vyuzitim nasledujicich housekeepingovych genti:
mreA, pfkB, pntA, sucA, tpiA, fadD a gImU. Rettinger a kol. (2012) [132] se pti praktickém
provedeni MLST analyzy zaméfili na prikaz nasledujicich gent: secY, rrs2 (16S rRNA),
adk, lipL32 a lipL41.

Ahmed a kol. (2011) [133] ve své praci popisuji dva typy MLST analyzy: detekci
gent adk, icdA, lipL32, lipL41, rrs, secY a gend pntA, sucA, pfkB, tpiA, mreA, gimU a
fadD.

MLST analyza se stala alternativni molekularné biologickou metodou pro
identifikaci mikroorganism na wrovni druhu, dokonce se miZeme vice dozv&dét i o

charakteristice jednotlivych kmend.
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2.14.3.3 DNA - DNA hybridizace

NK, kterd obsahuje specifickou sekvenci, je izolovana, naStépena a specificky
oznalena radioaktivng (P*?), biotinem, digoxinem ¢&i fluorescenénim barvivem. Jak je vidst
na obr. 25, znacena ssDNA specificky hybridizuje k denaturované ssDNA ve tkani (in situ
hybridizace), na ,,blotovacim papiie“ (Southern blot hybridizace) ¢i v roztoku (hybridizace

Vv roztoku).

Pokud jsou sekvence DNA sondy komplementarni k sekvencim ve vysetfovaném
vzorku, dochazi k hybridizaci a vysledek tohoto procesu je detekovan autoradiograficky

(P*), kalorimetricky (znadeni biotinem, digoxinem) &i je detekovéna fluorescence [22].

Hybridizacni metoda je zlatym standardem pro identifikaci leptospir na urovni

druhu. Na zikladé hybridizacnich reakei bylo identifikovano 20 genomospecies leptospir

[44].

I
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Obr. 25 DNA — DNA hybridizace

http://www.rothamsted.ac.uk/notebook/blot.htm

2.14.3.4 DNA fingerprinting

Pii metodé ,,otisku®“ DNA nejprve dochdzi za pouziti restrikénich endonukledz
k nastépeni molekuly DNA ve specifickych oblastech a ke vzniku fragmenti DNA, jez se
lisi svoji velikosti. Po nasledném provedeni gelové elektroforézy lze z pozice PCR

amplikont urcit specificky ,,otisk“ DNA (viz obr. 26), ktery je charakteristicky pro

62


http://www.rothamsted.ac.uk/notebook/blot.htm

konkrétni genom [109]. Metoda umoziiuje rychlou identifikaci Cerstvé vyizolovanych
kment leptospir [36].

Obr. 26 DNA fingerprinting

http://www.cropgeninternational.com/DrKoebner.html

2.14.3.5 Analyza vyuZivajici restrikénich endonukleaz

Analyza vyuzivajici restrik¢ni endonukleazy (REA) byla poprvé pro identifikaci
leptospir popsana autory Marshall a kol. v roce 1981 [22].

Jedna se o molekularné biologickou metodu, jeZ neni zaloZena na sekvenacnich
reakcich. Za pouziti specifickych enzymi, tzv. restrikénich endonukledz, dochazi k
,»hastépeni molekuly DNA na specifickych mistech a ke vzniku DNA fragmentl rizné
délky (viz obr. 27). Tyto specifické DNA ,Stépy*“ jsou nasledné detekovany na
agarézovém c¢i polyakrylamidovém gelu. Identifikace leptospir za pouziti REA metody je
zalozena na restrikénim $té€peni PCR produkti z oblasti 16S rRNA a 23S rRNA. Prvnimi
identifikovanymi sérovary leptospir analyzovanymi touto metodou byly Hardjobovis a
Hardjoprajitno [37].

Omezeni této metody spoc¢iva v jeji praconosti, nebot’ pro restrikéni analyzu je
zapotiebi pomérné velké mnozstvi bakterialni kultury a velky pocet PCR amplikonli na

agarozovém gelu znesnadiuje jejich presnou identifikaci [44].
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Obr. 27 Stépeni DNA restrikéni endonukleazou EcoRl

http://www.scg.ubc.ca/restriction-endonucleases-molecular-scissors-for-specifically-

cutting-dna/

2.14.3.6 Elektroforéza v gelu vyuZivajici pulzujiciho elektrického pole

Jak je uvedeno na obr. 28, pii elektroforéze v gelu vyuZivajici pulzujiciho
elektrického pole (PFGE) nejprve dochazi ke smichéni bakterialni suspenze s agar6zou,
k 1lyze bun¢k chemickymi Cinidly, promyti a nasledné k restrikénimu $tépeni genomu za
pouziti specifickych restrikénich endonukledz, Notl ¢i SgrAl. Poté je uskutecnéna samotna
pulzni gelovéa elektroforéza. Tato metoda je vhodnd pro typizaci jednotlivych kment
leptospir a vyhodnoceni jejich ptibuznosti. PFGE analyza je mnohem rychlej§i nez
sérologické vySetfeni a je povaZovana za uziteného pomocnika pii epidemiologickych
studiich [22].

Herrman a kol. (1992) [134] publikovali, ze vysledky PFGE analyzy se shoduji
s vysledky sérotypizace, avSak na tuto skutecnost nelze absolutné spoléhat. Galloway a
kol. (2008) [135] popsali, ze PGFE analyza neni schopna rozliSit mezi sérovary
Icterohaemorrhagiae a Copenhageni genomospecies L. interrogans. I pfes tento zminény
fakt je metoda povaZovana za zlaty standard molekuldrni typizace leptospir na Uroveil

prislusného sérovaru [37,44].

64


http://www.scq.ubc.ca/restriction-endonucleases-molecular-scissors-for-specifically-cutting-dna/
http://www.scq.ubc.ca/restriction-endonucleases-molecular-scissors-for-specifically-cutting-dna/

+ Iz with Agarese

Plug Meld
* Chemical Lysis and Washing
|_| 17 1 DHA in Pluigs
+ Restriction Enzym e

L E \“f Electrophoresis (PFGE]

4+ Documentation (capture gel image)

- Data Analysis

Obr. 28 Praktické provedeni PGFE analyzy

http://www.cdc.gov/pulsenet/whatis.htm

2.14.3.7 Analyza polymorfismu délky fluorescenéné znacenych amplifikaénich

fragmenti

Jedna se o velice oblibenou genotypizacni metodu, ktera kombinuje metodu
analyzy délky restrikénich fragmentd (RFLP) s flexibilnim vyuzitim PCR [136]. Tato
molekularné biologicka metoda je efektivné vyuzivana pro epidemiologické studie a pro

porozuméni evoluci patogend.

Principem metody je, ze molekula DNA je restrikénimi endonukledzami nastépena
na malé fragmenty a poté navazana k fluorescenéné znacené sondé, jez je komplementarni

k pouzitym PCR primerim. Nasledné dochazi k amplifikaci fragmenti (viz obr. 29) [44].

Viyajachari a kol. (2004) [136] vyuzili analyzu polymorfismu délky fluorescencné
znaenych amplifikacnich fragmenti (FAFLP) pro fylogenetickou analyzu ptibuznosti
izolatl leptospir ziskanych b&hem 3 hlavnich wvzplanuti leptospirézy a nékolika
jednotlivych piipadi leptospirézy na Andamanskych ostrovech. Uelem bylo piedeviim
porozumét distribuci a evoluci patogennich leptospir a sledovat asociace mezi genetickymi

vlastnostmi infikujicich kment a klinickou manifestaci u pacientd.
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Obr. 29 Princip provedeni FAFLP analyzy

http://www.solgent.com/english/pages/content/technology/sequencing/sequencingl.html

2.14.3.8 Analyza variabilniho poctu tandemovych repetic

Variabilni pocty tandemovych repetic (VNTR) jsou DNA polymorfizmy, jez se
vyskytuji v minisatelitnich oblastech DNA. Jedna se o opakujici se sekvence, jejichz délka
se pohybuje mezi 20 - 100 bp. Odlisnost piislusnych alel spoc¢iva v poctu opakovani se
ur¢ité¢ho genetického motivu, coz se nasledné projevi ve vysledné délce alely. Vyuziva se
restrikénich enzymt k ziskani specifickych DNA fragmentt, jeZ jsou nésledné detekovany
na agarozovém gelu metodou Southern blotu (viz obr. 30). Podminkou pro vySetieni NK
touto metodou je skuteCnost, ze vySetfovand DNA musi byt nepoSkozend, jelikoz slouzi
jako templat.

K detekci VNTR polymorfizmli se pouziva gelova elektroforéza na agar6zovém
gelu, PCR amplikony je mozné na tomto typu gelu relativné dobie identifikovat [109].
Jedna se o velice spolehlivou metodu umoziujici studium struktury bakterialni populace a
slouzici i k charakterizaci monomorfni bakterialni populace [137]. Tato metoda byla
pivodné navrzena pro patogenni genomospecies L. interrogans, protoze dovoluje

identifikaci leptospir az na uroven sérovaru.

66


http://www.solgent.com/english/pages/content/technology/sequencing/sequencing1.html

Restriction enzyme 2

& 2 kb

Restriction enzyme 1

NN/ i\ R NONNINININNININNNININ attete 1

<

J

4
Allele 2
3kb J

v v
AN/ R R R NN alele 3
| |

v

35kb @

Allele 4
DNA size (kb) Southern Blotting

Tandem repeats

Variable Number
Tandem Repeat (VNTR)
Analysis

35 - [=cozeac] [=cozeac] e
3.0 = e o s )
2.5 = o o Em—

2.0 == s

Allele combinations 11 12 13 14 22 23 24 33 34 44

Obr. 30 Princip provedeni VNTR analyzy
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3. MATERIAL A METODY
3.1 MATERIAL

3.1.1 Laboratorni kmeny
3.1.1.1 Laboratorni kmeny Leptospira a dalSich bakterii

Pro urceni pozitivni analytické specificity rt PCR metody detekce genu pro
lipoprotein LipL32 bylo pouzito 11 laboratornich kment patogennich leptospir, jez se
vyskytuji na Gzemi Ceské republiky (L. icterohaemorrhagiae Frysava, L. copenhageni
Lebe, L. grippotyphosa P125, L. grippotyphosa Z6, L. sejroe M84, L. istrica J20, L.
bratislava Jez Bratislava, L. Pomona Simon, L. canicola Hond Utrecht 1V, L. polonica
Poland, L. sorex-jalna Sorexjalna). VSechny kmeny byly kultivovany a pasazovany Vv
Korthoffové médiu s krali¢im sérem pii teploté 28 °C (Testline, Brno, CR). Tyto
laboratorni kmeny byly déle pouzity pfi multilokusové sekvenacni analyze k vytvofeni
referenéni knihovny DNA sekvenci patogennich leptospir izolovanych na tizemi Ceské

republiky a pfi praktickém provedeni mikroaglutina¢niho testu.

Pro stanoveni negativni analytické specificity rt PCR metody byly pouzity:
Escherichia coli referenéni kmen ATCC 11775, Streptococcus pneumoniae referencni
kmen ATCC 49619, Borrelia (B.) burgdorferi (klinicky izolat), CMV (klinicky izolat) a L.

biflexa kmen Patoc Patoc I.

3.1.1.2 Referen¢ni kmeny Leptospira, Royal Tropical Institute, Holandsko
Soubor 11 laboratornich kmenti patogennich leptospir detekovanych na tizemi CR

byl doplnén o 230 certifikovanych laboratornich kmenii leptospir (218 patogenni, 7
nepatogenni, u 5 nebylo genomospecies uréené), které byly ziskany ze sbirky Kralovského
tropického institutu (Royal tropical Institute) v Holandsku. Byly pouzity nasledujici

laboratorni kmeny:
a) Genomospecies patogennich leptospir

Genomospecies L. interrogans

Serogroup Australis: Australis Ballico, Bratislava Jez Bratislava, Fugis LT 62-68, Jalna
Jalna, Lora Lora, Muenchen Miinchen C 90;Serogroup Autumnalis: Autumnalis Akiyami
A, Bangkinang Bangkinang I, Carlos C 3, Mooris Mores, Rachmati Rachat, Weerasinghe

Weerasinghe; Serogroup Batviae: Bataviae Swart, Losbanos LT 101-69, Paidjan Paidjan,
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Santarosa LT 21-74; Serogroup Canicola: Benjamini Benjamin, Bindjei Bindjei, Broomi
Patane, Jonsis Jones, Kuwait 136/2/2, Portlandvere MY 1039, Schueffneri Vleermuis 90 C

Serogroup Djasiman: Buenos Aires Aires, Djasiman Djasiman, Gurungi Gurung, Sentot
Sentot; Serogroup Grippotyphosa: Muelleri RM 2, Valbuzzi Valbuzzi; Serogroup
Hebdomadis: Hebdomadis Hebdomadis, Kremastos Kremastos; Serogroup
Icterohaemorrhagiae: Birkini Bikin, Copenhageni M 20, Gem Simon, Honghe H2,
Icterohaemorrhagiae Ictero I, Icterohaemorrhagiae RGA, Lai 56601, Lai Lai, Lai type
Langkawi Langkawi, Mankarso Mankarso, Nalam Naam, Smithi Smith, Lanka R 740;
Serogroup Mini: Perameles Bandicoot 343, Szwajizak Szwajizak; Serogroup Pomona:
Pomona Pomona; Serogroup Pyrogenes: Abramis Abraham, Biggis Biggs, Camlo LT 64-
67, Guarataba An 7705, Manilae LT 398, Pyrogenes Salinem, Robinsoni Robinson, Zanoni
Zanoni; Serogroup Ranarum: Evansi 267-1348; Serogroup Sarmin: Waskurin LT 63-
68; Serogroup Sejroe: Geyaweera Geyaweera, Haemolytica Marsh, Hardjo type Prajitno
Hardjoprajitno, Medanensis Hond HC, Recreo 380, Richardi Richardson, Roumanica LM
294, Saxkoebing Mus 24, Wolfi 3705

Genomospecies L. kirschneri

Serogroup Australis: Ramisi Musa; Serogroup Autumnalis: Bim 1051, Bulgarica
Nicolaevo, Butembo Butembo, Erinaceiauriti Erinaceus auritus 670, Lambwe Lambwe ,
Mujunkumi Yeszsh 237; Serogroup Bataviae: Djatzi HS 26; Serogroup Canicola: Bafani
Bafani, Galtoni LT 1014, Kamituga Kamituga, Sumneri Sumner; Serogroup Cynopteri:
Cynopteri 3522 C; Serogroup Grippotyphosa: Grippotyphosa type Moskva Moskva V,
Grippotyphosa type Duyster Duyster, Ratnapura Wumalasena, Valderhoedeni Kipod 179;
Serogroup Icterohaemorrhagiae: Bogvere LT 60-69, Dakota Grand River, Mwogolo
Mwogolo, Ndambari Ndambari, Ndahambukuje Ndahambukuje, Sokoine RM 1;
Serogroup Hebdomadis.: Kabura Kabura, Kambale Kambale; Serogroup Pomona:
Kunming K 5, Mozdok 5621, Tsaratsovo B 81/7

Genomospecies L. borgpetersenii

Serogroup Australis: Pina LT 932; Serogroup Autumnalis: Srebarna 1409/69;
Serogroup Ballum: Arborea Arborea,BallumMus 127, Castellonis Castellon 3,
Guangdong 1853, KenyaNjenga; Serogroup Celledoni: Anhoa LT 90-68, Whitcombi
Whitcomb; Serogroup Hebdomadis: Jules Jules, Nona Nona, Worsfoldi Worsfold,
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Serogroup Icterohaemorrhagiae: Tonkini LT 96-98; Serogroup Javanica: Ceylonica
Piyasena, Dehong De 10, Javanica Vedrat Batavia 46, Menoni Kerala, Poi Poi, Sofia Sofia
874, Yaan 80-27, Zhenkang L 82; Serogroup Mini: Mini Sari, Mini Mini; Serogroup
Pyrogenes: Hamptoni Hampton, Kwake Julu; Serogroup Sejroe: Balcanica 1627 Burgas,
Dikkeni Mannuthi, Hardjo type bovis JB197, Hardjo type Bovis L550, Hardjo type Bovis
Sponselee, Istrica Bratislava, Nyanza Kibos, Sejroe M 84; Serogroup Tarassovi: Gengma
M 48, Guidae RP 29, Kanana Kanana, Kisuba Kisuba, Tarassovi Perepelitsin, Tunis P
2/65, Yunxian L100

Genomospecies L. noguchii

Serogroup Australis: Bajan Toad 60, Nicaragua 1011, Peruviana V 42, Rushan 507;
Serogroup Autumnalis: Fortbragg Fort Bragg; Serogroup Bataviae: Argentiniensis
Peludo, Claytoni 1348 U; Serogroup Djasiman: Huallaga M 7; Serogroup Louisiana:
Louisiana LSU 1945, Orleans LSU 2580; Serogroup Panama: Cristobali 1996 K, Panama
CZ 214; Serogroup Pomona: Proechimys 1161 U; Serogroup Pyrogenes: Myocastoris
LSU 1551; Serogroup Shermani: Carimagua 9160

Genomospecies L. santarosai

Serogroup Ballum: Peru MW 10; Serogroup Bataviae: Balboa 735 U, Brasiliensis An
776, Kobbe CZ 320, RiojaMR 12; Serogroup Cynopteri: Tingomaria M 13; Serogroup
Djasiman: Agogo Agogo; Serogroup Grippotyphosa: Canalzonae CZ 188, Huanuco M
4,

Serogroup Hebdomadis: Borincana HS 622, Goiano Bovino 131, Maru CZ 285,
Sanmartini CT 63; Serogroup Javanica: Arenal MAVJ 401, Fluminense Aa 3, VVargonicas
24; Serogroup Mini: Beye 1537 U, Georgia LT 117, Ruparupae M 3, Tabaquite TRVL
3214; Serogroup Pomona: Tropica CZ 299; Serogroup Pyrogenes: Alexi HS 616,
Princestown TRVL 112499, Varela 1019; Serogroup Sarmin: Weaweri CZ 390;
Serogroup Sejroe: Caribe TRVL 61866, Gorgas 1413 U, Guaricura Bov.G., Trinidad
TRVL 34056; Serogroup Shermani: Babudieri Shermani, Luis M 6; Serogroup
Tarrasovi: Atchafalaya LSU 1013, Bakeri LT 79, Bravo Bravo, Chagres 193 K, Darien
637 K, Gatuni 1473 K, Navet TRVL 109873, Sulzerae LT 82
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Genomospecies L. inadai

Serogroup Canicola: Malaya H 6; Serogroup Manhao: Lichuan Li 130, Lincang L14;
Serogroup Panama: Mangus TRVL/CAREC 137774; Serogroup Sherman: Aguaruna
MW 4;Serogroup Tarrasovi: Kaup LT 64-68

Genomospesies L.weilii

Serogroup Celledoni: Celledoni Celledoni, Hainan 6712, Mengding M 6906; Serogroup
Javanica: Coxi Cox, Mengma S 590, Mengrun A 102; Serogroup Manhao: Quinshui L
105; Serogroup Mini: Hekou H 27; Serogroup Pyrogenes: MenglianS 621; Serogroup
Sarmin: Machiguenga MMD 3, Sarmin Sarmin; Serogroup Tarrasovi: Moden Compton
746, Langati M 39090, Topaz 94-79970/3, Vughia LT 89-68

Genomospecies L.alexanderi

Serogroup Hebdomadis: Manzhuang A 23; Serogroup Javanica: Mengla A 85;
Serogroup Manhao: Manhao 3 L 60; Serogroup Mini: Yunnan A 10

Genomospecies L.licerasiae

Serogroup Hurstbridge: Varillal VAR 010"
Genomospecies L.fainei

Serogroup Hurstbridge: Hurstbridge BUT 6"
Genomospecies L.terpstrae

Serogroup Icterohaemorrhagiae: Hualin LT 11-33"
Genomospecies L.broomi

Serogroup Undesignated: Undesignated 5399"
Genomospecies L.wolfii

Serogroup Undesignated: Korta Korat-H2"
Genomospecies L.alstonii

Serogroup Ranarum: Pinchang 80-412
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b) Genomospecies nepatogennich a intermedidrné patogennich leptospir
Genomospecies L.biflexa

Serogroup Andaman: AndamanaCH 11; Serogroup Semaranga: Patoc Patoc |
Genomospecies L.meyeri

Serogroup Ranarum: Ranarum ICF

Genomospecies L.vanthielii

Serogroup Holland: Holland Holland;

Genomospecies L.kmetyi

Serogroup Tarrasovi: Malaysia Bejo-Iso”

Genomospecies Turneria parva

Serogroup Turneria: Parva H'

Genomospecies L.yanagawae

Serogroup Semaranga: SaoPaulo SaoPaulo

¢) Nedefinované genomospecies leptospir:

Serogroup Australis: Soterpolitana R 93; Serogroup Icterohaemorrhagiae: Hongchon
18 R, Yeonchon HM 3; Serogroup Pyrogenes: Nigeria Vom; Serogroup Tarrasovi:
Banna A 31

3.1.2 Biologické materialy od pacientu se suspektni leptospirézou
Od dubna 2010 — do dubna 2013 bylo na pracovisti Ustavu klinické mikrobiologie

Lékai'ské Fakulty a Fakultni nemocnice Hradec Kralové (UKM LF a FN HK) a Ustavu
klinické biochemie a diagnostiky (UKBD) LF a FN HK vysetieno celkem 455
biologickych materiali, zaslanych zriznych klinickych pracovist, od 295 pacienti
suspektnich na leptospirozu pomoci rt PCR metody detekujici gen kddujici povrchovy
lipoprotein LipL32. Z tohoto poctu bylo 202 (68,5 %) muzu a 93 (31,5 %) zen. Primérny
vek osob byl 44,3 £+ 19,76, z toho u muzt ¢inil 43,9 + 19,56, u zen 44,8 + 19,96. Pacient se
suspektni leptospir6zou splitoval nasledujici kritéria: klinicky obraz - bolest hlavy, svald,

kloubti, horecka, hepatalni ptiznaky, renalni postizeni, hepatorendlni insuficience, akutni
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respiracni distress syndrom, pneumonie, srdecni insuficience, petechie, hemoragicka
diatéza, aseptickd meningitida, v anamnéze - pobyt anebo koupani ve vodé v piirod¢,

kontakt s hlodavci, prace v zemédé€lstvi, veterinarni 1ékar.

3.1.3 Vzorky z vnéjsiho prostredi
V ramci epidemiologického Setieni byly odebirany také vzorky ze zevniho prostredi

v mistech, kde byla v minulosti opakované prokazana leptospirdza (Kralovéhradecky,
Pardubicky kraj a ¢ast kraje Vysocina) a z oblasti postizenych povodnémi v roce 2010
(Liberecky kraj).

Celkem bylo odebrano 680 vzorkll vod (tekouci, stojaté vody), natokii na Cistirny
odpadnich vod (COV) a odtokii, rovnéz bylo na tizemi Jizni Moravy odebrano 35 vzorki
Z rybnikt a ptfepoustécich kanall, kde se hojné vyskytuji hlavni pfenase¢i patogennich

leptospir — potkani, krysy, mySoviti hlodavci ¢i bobfi.

3.1.4 Epidemiologické Setieni vyskytu leptospirozy v Kralovéhradeckém,
Pardubickém Kkraji a ¢asti kraje Vysocina
V epidemiologické studii zaméfené na vyskyt leptospirdzy na ¢asti izemi nasi

republiky (Pardubicky, Kralovéhradecky kraj a ¢ast kraje Vysocina) bylo v letech 2002 —
2013 vysetieno 5840 pacientl a celkové hodnoceno 6553 biologickych materialii (viz graf
1). Z 5610 krevnich vzorkt bylo 4690 (83,6 %) analyzovano sérologickou metodou MAT
a zbyvajicich 920 (16,4 %) metodou PCR. Ostatni biologické materidly zaznamenané

v grafu €. 1 byly rovnéz vySetteny metodou PCR.

6000 5610
5000 ‘x

4000 {

Potet vysetfenych materiald

Graf 1 Pocty vysetfenych biologickych materiala v letech 2002 -2013
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3.1.5 Krevni séra
3.1.5.1 Krevni séra analyzovana soupravou ELISA classic Leptospira IgM/1gG

Celkem bylo vySetieno diagnostickym kitem ELISA classic Leptospira IgM/1gG
(Serion, Wiirzburg, Némecko) 1553 krevnich sér, z nichz 279 (18,0 %) bylo odebrano pied
vyjezdem a 279 (18,0 %) po navratu ze zahrani¢nich misi. VSechna krevni séra pochdzela
ze sérové banky ACR. Dalgich 995 (64,0 %) krevnich sér bylo nové ziskano od ptislusniki
ACR, ktefi byli po navratu ze zahrani¢ni mise ihned vySetieni, popf. byli kratkodobé
v karanténé v Centru biologické ochrany (CBO) Téchonin. Soubor tvotilo 1507 (97,0 %)
muzi a 48 (3,0 %) zen, pramérny vék u muzd byl 35,2 + 6,14 (vékové rozmezi 24 —59), u
zen 36,9 + 6,76 (vékové rozmezi 26 — 56), prumérny veék muzi + zeny 35,3 + 6,18 (vékové

rozmezi 24 — 59).

Sou¢asné s odbérem krevniho séra byl viemi piislusniky ACR podepsan
informovany souhlas a byl vyplnén kratky dotaznik tykajici se moznych klinickych
pfiznaki onemocnéni béhem pobytu v zahrani¢i. Stejny postup byl uplatnén u krevnich sér
ziskanych z krevni banky ACR. Vsechny dotazniky a informované souhlasy jsou ulozeny

v CBO Téchonin.

3.1.5.2 Krevni séra pro stanoveni diagnostické specificity a senzitivity soupravy
ELISA soupravy
Do studie bylo celkem zatfazeno 45 krevnich sér od 45 pacienti, 30 (66,6 %)

krevnich sér pochazelo od muzi a 15 (33,4 %) od Zen, primérny veék analyzovaného
souboru byl 44,2 + 15,56 a vékové rozmezi 19 — 82 let.

Byla analyzovana krevni séra (n = 10; 22,2 %) ziskana od pacientti s laboratorné a
klinicky konfirmovanou leptospirdzou. Dalsi krevni séra (n = 10; 22,2 %) byla od pacientt
vySetienych metodou MAT, u nichz byl vysledek tohoto sérologického vySetieni
opakovan¢ negativni a nebyly u nich zjistény zadné protilatky, u kterych bylo jiz diive
prokazano, ze mohou v ELISA testu zptsobovat zkiizené reakce. Zbyvajici krevni séra (n
= 25; 55,6 %) bylo ziskano od pacientl, u nichz byly sérologicky prokazany protilatky
proti jinym spirochétdm a infekénim agens (n = 10 borélie, n = 5 treponémy, a v deseti
krevnich sérech byly prokazany protilatky proti chlamydiim, CMV, herpes simplex viru,
viru hepatitidy A, viru klistové encefalitidy, australskému antigenu a dva pacienti méli
jesté diagnostikovanou roztrousenou sklerdzu (RS) viz. tab. 18.

Vsechny vzorky byly popsany, anonymizovany ptidélenim potadovych cisel a od

pacientl byl ziskan informovany souhlas.
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3.1.5.3 Krevni séra vySetifena mikroaglutina¢nim testem
Konfirma¢né byla mikroaglutinacnim testem na pfitomnost specifickych protilatek

vysetiena krevni séra pacientii se suspektni leptospirézou, jez byla analyzovdna rt PCR
metodou (3.1.2) a vSechna krevni séra vySetfend ELISA testem (viz. 3.1.5.1). Pro detekci

protilatek byly pouzity zivé laboratorni kmeny patogennich leptospir (viz 3.1.1.1.).

3.1.6 Laboratorni pomiicky a vybaveni

3.1.6.1 Rt PCR

- Lightcycler 1.5, Roche diagnostic, Stratagene, USA

- Sklenéné kapilary Light cycler capillaries — Roche, Penzberg, Némecko

- Centrifuga — ABBOTT LABS 3531 Centrifuge, Excellent, North Chicago, USA

- Chladni¢ka s mrazni¢kou - Electrolux ERB 34003 W38 Intuition, Stockholm, Svédsko

- Laminarni box — Sterile Laminar-Flow-Box Herasafe; Heraeus-Christ, Hanau, Némecko
- Elektromagnetické michadlo - S46720 Barnstead/Thermolyne corporation, Dubuque,
USA

- Digitalni vaha — FA2000 A&D Instruments, Frankfurt/Main, Némecko

- Osobni pocita¢ - Hawlett Hawlett packard, Palo Alto, USA

- Automatickeé mikropipety - Finnpipette, Helsinky, Finsko

- Zkumavky typu Eppendorf — Eppendorf, Ri¢any u Prahy, Ceska republika

- Laboratorni sklo a pomticky

3.1.6.2 MLST
- Cyklér 2720 Thermal Cycler — Life Technologies, Carlsbad, USA

- Elektroforetickd vana — Owl D2 Wide Gel System, Thermo Scientific Owl Separation
Systems, Waltham, USA

- Zdroj napéti pro elektroforézu — Mini Pro 300V Power Supply, Major Science, Saratoga,
USA

- UV transiluminator — TVC-312A/F, Spectronics corp., New York, USA

- Sekvenator 3130 - Life technologies , Carlsbad, USA

- Centrifuga — ABBOTT LABS 3531 Centrifuge, Excellent, North Chicago, USA

- Chladni¢ka s mraznickou — Electrolux ERB 34003 W8 Intuition, Stockholm, Svédsko

- Laminarni box — typ Sterile Laminar-Flow-Box Herasafe; Heraeus-Christ, Hanau,

Neémecko
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- Elektromagnetické michadlo — S46720 Barnstead/Thermolyne corporation, Dubuque,
USA

- Digitalni vaha - FA2000 A&D Instruments, Frankfurt/Main, Némecko

- Osobni pocita¢ — Hawlett packard, Palo Alto, USA

- Automatické mikropipety pro riizné objemy - Finnpipette, Helsinky, Finsko

- Zkumavky typu Eppendorf - Eppendorf, Ri¢any u Prahy, Ceska republika

- Laboratorni sklo a pomiicky

3.1.6.3 Serion ELISA classic Leptospira IgM/1gG
- kit SERION ELISA classic Leptospira IgM/IgG leptospira- Serion GmbH, Wirzburg,

Némecko

- Mikropipety a $picky na mikropipety - Finnpipette, Helsinky, Finsko

- Reader na ELISA desticky MRX 3200 - Dynatech Laboratories, Houston, USA

- Vlhké komurka

- Vodni lazeti EL 20 R, Lab — Met, Brno, CR

- Termostat nastaveny na 37 °C - Biological thermostat, Laboratorni pfistroje, Praha, CR
- Chladni¢ka s mraznickou - Electrolux ERB 34003 W8 Intuition, Stockholm, Svédsko

- Drobné laboratorni sklo

3.1.6.4 MAT
- Laminarni box — MSC Advantage — biohazard — Thermo Scientific, Trigon, Ri¢any u
Prahy, CR

- Zastinovy mikroskop - Darkfield Microscope B-500TDK, Optika Microscopes,
Ponteranica, Italie

- Termostat nastaveny na 37°C - Biological thermostat, Laboratorni p¥istroje, Praha, CR
- Vodni lazeti - EL 20 R, Lab — Met, Brno, CR
- Poloautomaticka osmikanalova mikropipeta — Finnpipette, Helsinky, Finsko

- Plastikové panely na ptfedfedéni krevnich sér
- Sterilni pipety, kahan, gumovy balonek

- Mikrotitracni desticka

- Podlozni sklicka

3.1.7 Pouzité chemikalie

3.1.7.1 Rt PCR
Izolace DNA
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QlAamp® DNA Mini Kit (250) (Qiagen, Roche, Penzberg, Némecko):
- izola¢ni kolonky (750 ks)

- sbérné tuby (750 ks)

- AL pufr (54 ml)

- ATL pufr (50 ml)

- AW1 pufr koncentréat (95 ml)

- AW?2 pufr koncentrat (66 ml)

- AE pufr (110 ml)

- QIAGEN proteinaza K (6 ml)

PCR smés

LightCycler FastStart DNA Master SybrGreen | (Roche, Penzberg, Némecko):

- PCR - grade H,0O

- 10 x LC FastStart DNA Master SYBRGreen | (1a+1b)

- LC FastStart Enzyme (1a) — ,,Faststart™ Taqg DNA polymeraza

- LC FastStart Reaction Mix SYBRGreen 1, 10x conc.(1b) - reakéni pufr, smés dNTP
(dUTP misto dTTP), SybrGreenl, 10 mM MgCl,

- Zasobni roztok MgCl,(25 mM)

Primery

- Z&sobni roztok primeru LipL32-270F (10 pmol/ul), Generi-Biotech, s.r.0., Hradec
Kralové, CR

- Zasobni roztok primeru LipL32-692R(10 pmol/ul), Generi-Biotech, s.r.0., Hradec
Kralové, CR

3.1.7.2 Multilokusova sekvena¢ni typizace
Izolace DNA

—Viz kapitola 3.1.7.1
PCR smés

- PCR - grade H,0 - Roche, Penzberg, Némecko

- Pufr TAKARA 10 x (10 mM Tris - HCI, 50 mM KCI, pH 8,3), TAKARA Bio Inc.,
Japonsko

- Smés ANTP (2,5 mM dATP, dTTP, dCTP, dGTP), TAKARA Bio Inc., Japonsko
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- HS TAKARA polymeréza (5 U/ul), TAKARA Bio Inc., Japonsko

- Zasobni roztok MgCl; (25 mM) - Roche, Penzberg, Némecko

- Zasobni roztok primeru lipl32-F, adk — F, icdA — F, lipL41 - F, rrs2 — F (10 pmol/ul),
Generi-Biotech, s.r.o., Hradec Kralové, CR

- Zasobni roztok primeru lipl32-R, adk — R, icdA- R, lipL41 - R, rrs2 — R (10 pmol/ul),
Generi-Biotech, s.r.o., Hradec Kralové, CR

Elektroforéza

- Destilovana voda — pfipravena v destilaénim piistroji typ I-DPE 10 Simax, Praha, CR

- Agaroza — firma Serva electrophoresis, Heidelberg, Némecko

- PCR ethidium bromid — Sigma- Aldrich, St. Louis, USA

- PCR vkladaci pufr - Sigma- Aldrich, St. Louis, USA

- Markery molekulové hmotnosti MXIII - Roche, Penzberg, Némecko

PieciSténi produkti PCR amplifikace
InnuPREP PCRpure Kit (Analytik Jena, Jena, Némecko):

- Vazny pufr (250 ml)
- Elu¢ni pufr (30 ml)

- Kolonky — 250 ks.

- Sbérné tuby — 250 ks.
- Eluéni tuby — 250 ks

Sekvenace

BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biotechnologies, Foster City,
USA):
1)Pripraveny reakéni mix DNA terminatori

- A V3 Dye 2 verze v3.1 — zelena barva

- C V3 Dye 4 verze v3.1 — Cervend barva

- G V3 Dye 1 verze v3.1 — modra barva

- T V3 Dye 3 verze v3.1 — 7lut4 barva

-dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dUTP)

— AmpliTag DNA Polymeréza, FS

— MgCl,

— Tris-HCI buffer, pH 9.0

2) pPGEM®-3Zf(+) dvouvlakenny templat kontrolni DNA — koncentrace 0.2 pg/ulL
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3) — 21 M13 Control Primer (F) — koncentrace 0.8 pmol/uL
PieciSténi produktii sekvenacnich reakei

InnuPREP DYEpure Kit (Analytik Jena, Jena, Némecko):

- Pufr odstrafujici nenavazané Dye terminatory (125 ml)

- PCR grade H,O (10 ml)

- Kolonky — 250 ks

- Sbérné tuby- 250 ks

- Eluéni tuby — 250 ks

3.1.7.3 Serion ELISA classic IgM/1gG
SERION ELISA classic Leptospira IgM/IgG (Serion -GmbH, Wiirzburg, Némecko):

- Standardni sérum (2x2 ml)

- Negativni kontrolni sérum (2 ml)

- Anti-human- IgG, IgA, IgM konjugat (13 ml)
- Promyvaci roztok koncentrat (33,3 ml)

- Redici pufr (2 x 50 ml)

- Zastavovaci roztok 1,2 M NaOH (15 ml)

- Substrat p- nitrofenylfosfat (13 ml)

- Certifikat kvality se standardni kiivkou a vyhodnocovaci tabulkou

3.1.7.4 MAT
Kultivaéni medium

- Korthoffovo médium - TestLine, Brno, CR

Pufr

- Fosfatovy pufr (PBS) - Nemocniéni Iékarna Fakultni nemocnice Hradec Kralové, Hradec
Krélové, CR

3.2 METODY

3.2.1 Rt PCR pro detekcii genu kddujici lipoprotein Lipl32

3.2.1.1 Princip metody

Pro detekci DNA patogennich leptospir byla pouzita metoda rt PCR, v jejimz
prub¢hu byly vyuzity primery z oblasti genu lipL32, jenz koduje pfislusny povrchovy
lipoprotein LipL32. PCR amplifikace byla realizovana na pfistroji LightCycler 1.5.
K detekci vznikajici fluorescencniho zatreni bylo pro samotné provedeni rt PCR pouzito

fluorescencni interkalacni barvivo SYBRGreen I, které se nespecificky vaze na veSkerou
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vznikajici dvouvlaknovou DNA. Identifikace DNA patogennich leptospir byla realizovana
vyuzitim analyzy teploty tani a on-line zdznamu fluorescence pfi vinové délce A = 530 nm

na fluorescenénim kanalu F1.

Aby bylo zabranéno vzniku falesné negativnich vysledkti vySetfeni, byla do
kazdého experimentu integrovana kontrola inhibice DNA polymerazy, jez byla nejprve
realizovana ve vedlejsi reakci amplifikaci lidského beta globinového genu metodou PCR
s naslednou elektroforetickou detekci. Pti modifikaci metody byla detekce inhibice DNA

polymerazy nasledné uskuteénéna v jedné reakci v ramci provedeni rt PCR analyzy.

3.2.1.2 VySetfovany material, doporucenad mnozZstvi biologického materialu,
podminky transportu a uchovavani biologickych materiali
Béhem prvniho tydne klinickych ptiznak byla PCR detekce provadéna v krevni

plazmé (mnoZstvi 2 — 5 ml) popt. v likvoru (mnoZstvi minimalné€ 1 ml), v druhém tydnu je
doporuc¢enym materialem mo¢ (mnozstvi 10 — 15 ml). Z dalsich biologickych material
byly vysetieny podle moznosti bronchoalveolarni lavaz, sputum, vzorky tkané ¢i vyplach

Z mocového méchyte.

Biologicky materidl ur¢eny pro detekci DNA patogennich leptospir by mél byt do
pfislusné laboratofe transportovan pii 4 °C nejlépe do 12 h od odbéru, maximalné do 48 h

a musi byt zpracovat do 48 h, nejlépe vSak do 24 h po odbéru.

3.2.1.3 Pracovni protokol pro pripravu vzorki
a) Mo¢
Mo¢ je nutno zpracovat do 48 h po odbéru — nejlépe do 24 h a uchovavat

Vv chladnicce pti 4 °C.

1. Mnozstvi 10 — 15 ml moce bylo centrifugovano 10 min pii 2 500 ota¢kach za min
(rpm), supernatant byl odsat tak, aby ziistalo ve zkumavce piiblizn¢ 1,4 ml moce.

2. Piiblizné¢ 1,4 ml moce bylo napipetovano do zkumavky o objemu 15 ml a
centrifugovano 10 min p#i 13 000 rpm; supernatant byl poté odsat.

3. Kpeleté bylo ptipipetovanol80 ul ATL pufru a 20 ul QIAGEN proteinazy K, vse
bylo dikladn¢ promichano pomoci vortexu.

4. Inkubace byla realizovdna minimaln¢ 3 h, nebo 1épe pies noc, pii 56 °C.

5. Po uplynuti inkubac¢ni doby bylo pfipipetovano 200 ul AL pufru, vse bylo

promichano na vortexu po dobu 15 s.
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6. Poté byla uskuteCnéna inkubace v délce 10 min, pfi teploté¢ 70 °C, po skonceni
inkubace byla smés kratce odstiedéna v centrifuze.

7. Bylo pfipipetovano 200 pl 96% etanolu, vse bylo dikladné promichano pomoci
vortexu v pulsech 15 s a kratce ptito¢eno v centrifuze.

8. Mix z kroku 7 byl pielit do kolony se sbérnou tubou.

9. Centrifugace byla provedena po dobu 1 min pt#i 8 000 rpm. Kolona byla umisténa na
novou sbérnou tubu — pouzitd sbérnd tuba byla odstranéna.

10. Do kolony bylo ptipipetovano 500 ul AW1 pufru, poté byla uskute¢néna centrifugace
I min pfi 8 000 rpm; kolona byla umisténa na novou sbérnou tubu, pouzita sbérna
tuba byla odstranéna.

11. Do kolony bylo pfipipetovano 500 ul AW?2 pufru, vSe bylo centrifugovano 3 min pii
13 000 rpm, sbérna tuba byla odstranéna.

12. Kolona byla nasazena na zkumavku o objemu 1,5 ml a bylo pfipipetovano 200 ul AE
pufru nebo sterilni vody.

13. Vse bylo inkubovano 5 min pii laboratorni teploté a centrifugovano 1 min pii 8 000
rpm.

14. DNA byla uchovavana v chladu do samotného provedeni PCR metody.

Pro dlouhodobé skladovani byly vzorky DNA uchovavany pfi teploté —20 °C.
b) Plazma, Likvor

Vzorky krevni plazmy a likvoru bylo nutné zpracovat do 48 h po odbéru a

uchovavat v chladu.

1. 0,5 - 1,5 ml plazmy nebo likvoru bylo centrifugovdno 15 min p#i 13 000 rpm
v chlazené centrifuze.

2. Vznikla peleta byla minimaln¢ 1x promyta 200 ul sterilni vody.

3. Opét byla provedena centrifugace v délce 8 min pii 13 000 rpm, nejlépe pii 4 °C;
supernatant byl odstranén.

4. K peleté bylo pripipetovanol80 pl ATL pufru a 20 ul QIAGEN proteinazy K, smés
byla promichana pomoci vortexu.

5. Inkubace byla uskute¢néna v délce minimaln¢ 3 h nebo pies noc piti 56 °C.

6. Bylo pfipipetovano 200 ul AL pufru, vSe bylo dikladné promichano pomoci vortexu
po dobu 15 s.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

Nésledovala inkubace 10 min pii 70 °C, po skonceni byla smés kratce odstiedéna
v centrifuze.

Dale bylo pfipipetovano 200 ul 96% etanolu, vse bylo promichano na vortexu
v pulsech 15 s a kratce odstiedéno v centrifuze.

Mix z kroku 8 byl pielit na kolonu se sbérnou tubou.

Byla provedena centrifugace po dobu 1 min pti 8 000 rpm. Kolona byla umisténa na
novou sbérnou tubu, pouzita sbérna tuba byla odstranéna.

Dale bylo na kolonu pfipipetovano 500 ul AW1, vse bylo centrifugovano 1 min pii 8
000 otackach, kolona byla umisténa na novou sbérnou tubu, pouzitd sbérna tuba byla
odstranéna.

Na kolonu bylo ptipipetovano 500 ul AW2, byla provedena centrifugace 3 min pfi 13
000 rpm, sbérna tuba byla odstranéna.

Kolona byla nasazena na zkumavku o objemu 1,5 ml a bylo pfipipetovano 200 ul AE
nebo sterilni vody.

Inkubace byla realizovana po dobu 5 min pfi laboratorni teploté a centrifugace 1 min
pii 8 000 rpm.

VyizolovanA DNA byla uchovavana vchladu do samotného provedeni PCR

amplifikace.

Pro dlouhodobé skladovani byly vyizolované vzorky DNA uchovavany pii teploté —20 °C.

¢) Tkanovy protokol

1.
2.
3.

Mnozstvi 1 az 1,5 ml biologického materialu bylo odstiedéno 10 min pti 13 000 rpm.
Supernatant byl odsat a k 30 — 50 ul sedimentu bylo pfipipetovano 180 ul ATL pufru.
Dale bylo piipipetovano 20 ul QIAGEN proteindzy K, vse bylo dikladné promichano
na vortexu.

Inkubace byla realizovana po dobu 3 h, popt. pies noc pii 56 °C, v pribéhu inkubace
byla smés prilezitostné promichana, po skoneni inkubace kratce odstfedéna
v centrifuze.

Dale bylo pfipipetovano 200 ul AL pufru, vse bylo promichano vortexem v pulsech 15
S.

Byla uskutecnéna inkubace po dobu 10 min pii 70 °C, po skonceni inkubace bylo vse

kratce odstfedéno v centrifuze.
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7. Dale bylo ptipipetovano 200 ul 96% etanolu, smés byla promichdna na vortexu
v pulsech 15 s a kratce odstiedéna v centrifuze.

8. Mix z kroku 6 byl pfelit na kolonu se sbérnou tubou.

9. Byla provedena centrifugace po dobu 1 min p#i 8 000 rpm. Kolona byla umisténa na
novou sbérnou tubu, pouzita sbérna tuba byla odstranéna.

10. Na kolonu bylo pfipipetovano 500 ul AW1 pufru, byla uskute¢néna centrifugace 1 min
pii 8 000 rpm, kolona byla umisténa na novou sbérnou tubu, pouzitd sbérna tuba byla
odstranéna.

11. Na kolonu bylo pfipipetovano 500 ul AW2 pufru, centrifugace 3 min pii 13 000 rpm,
sbérna tuba byla odstranéna.

12. Kolona byla nasazena na zkumavku o objemu 1,5 ml a bylo pfipipetovano 200 ul AE
pufru.

13. Inkubace byla uskute¢néna po dobu 5 min pfi laboratorni teploté, nasledné byla
provedena centrifugace 1 min pii 8 000 rpm.

14. Pro dlouhodobé skladovani vzorkl byla vyizolovana DNA uchovavana pfi teploté —
20°C.

3.2.1.4 1zolace DNA
Izolace DNA patogennich leptospir v moci, séru a likvoru byla provedena pomoci

komeréniho kitu QIAamp® DNA Mini Kit (250) (Qiagen, Roche, Penzberg, Némecko).
Pied izolaci DNA byl Gpraven biologicky materidl, aby se zvysil detek¢ni limit na 1 — 5
kopii genomu/ml tekutého biologického materialu.

3.2.1.5 Amplifikace genu kddujiciho povrchovy lipoprotein LipL32 metodou rt PCR

a) Rt metoda bez zavedeni vnitini kontroly v jedné reakci

Pro detekci DNA patogennich leptospir byla pouzita metoda rt PCR (format
SYBREGreen) dle metodiky autorti Levett a kol. (2005) [138]. Specifické primery byly
vybrany z oblasti genu lipL32 a amplifikace byla uskuteénéna na piistroji LightCycler 1.5.
Do kazdého experimentu byla integrovana kontrola inhibice DNA polymerdzy, jez byla
uskutecnéna ve vedlejsi reakci amplifikaci lidského beta globinového genu metodou PCR

s naslednou elektroforetickou detekci
Sekvence pouzitych primeru:

LipL32-270F (25 bp) 5 CGCTGAAATGGGAGTTCGTATGATTS’
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LipL32-692R (26 bp) 5" CCAACAGATGCAACGAAAGATCCTTTS

Tab. 3 Rozpis amplifika¢nich smési (,,master mixu‘):

6 pl smési + 14 pl templatové DNA
s 1 vzorek
(pozitivni kontroly nebo vody)
voda 0,4 ul
LC FastStart DNA Master SYBR Green | (1a+1b)(10x) 1x 2,0 pl
Mg** (25 mmol/l) 3 mmol/l 2,4 nl
primerLipL32-270F (10 pmol/ul) 0,3 umol/l 0,6 pl
primerLipL32-692R (10 pmol/ul) 0,3 umol/l 0,6 pl

Alikvotace

Nejprve byla rozmrazena pti laboratorni teploté 1 zkumavka LC FastStart Reaction
Mix SYBRGreen I, 10x conc. 1b, a poté bylo 18 pl rozplnéno do tii zkumavek. Dvé
zkumavky byly ulozeny pii teploté — 20 °C a tfeti byla pouzita pro pfipravu mixu la+1b.
Kompletni rozpis reagencii a jejich mnozstvi pouzitych pii provedeni rt PCR analyzy je
uveden v tab. 3.

Mix la+tlb byl pfipraven pfiddinim LC FastStart Enzyme la k LC FastStart
Reaction Mix SYBRGreen I, 10x conc. 1b v takovém mnozstvi, které bylo potiebné pro

ptipravu PCR smési dle nésledujici tab. 4:

Tab. 4 Piiprava mixu la + 1b

pocet | LC FastStart Enzyme LC FastStart Reaction Mix SYBR celkem

vzorku la Green I, 10x conc. 1b mixu la+1lb
1 0,31 pul 1,69 ul 2 ul
3 0,93 ul 5,07 ul 6 ul
5 1,55 ul 8,45 ul 10 pl
6 1,86 pul 10,14 pl 12 ul
7 2,17 ul 11,83 pl 14 pl
8 2,48 ul 13,52 pl 16 pl
9 2,79 ul 15,21 pl 18 ul
10 3,10 pl 16,90 ul 20 pl
12 3,72 ul 20,28 ul 24 ul
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Zvoleny teplotni profil:
1. amplifikace

a) pocateéni denaturace: 95 °C 10 min
b) denaturace: 95 °C 10 s
c) annealing: 67 °C 10 s Celkem 45x

d) extenze: 72°C 20 s

2. analyza teploty tani

95°C 0s; 65 °C 155; 95 °C 0 s s nastavenim vzestupu teploty (Temperature

Transition Rate) na 0,1 °C/s a s kontinualnim sbérem dat

40°C 20 s, teplotni rozsah analyzy teploty tani 65 — 95 °C

b) rt PCR metoda s inhibi¢ni kontrolou v jedné reakci

Pro detekci DNA patogennich leptospir byla pouZita metoda rt PCR (format
SYBREGreen). Specifické primery byly vybrany zoblasti genu lipL32 a samotna
amplifikace probihala na pfistroji LightCycler 1.5. Kontrola inhibice (IC z angl. Inhibition
control) DNA polymerazy byla integrovana do jedné reakce. Kompletni rozpis reagencii a

jejich mnozstvi je uveden v tab. 5.

Sekvence pouzitych primeru
LipL32-270F (25 bp) 5 CGCTGAAATGGGAGTTCGTATGATTS’

LipL32-692R (26 bp) 5 CCAACAGATGCAACGAAAGATCCTTTS’

Pracovni koncentrace primerd pro IC 838 (0,02 pmol/l) byla nafedéna na
koncentraci primert (10 pmol/ ul), tato koncentrace byla dale nafedéna 2,5x na vyslednou

koncentraci 4 pmol/pl.
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Tab. 5 Rozpis amplifika¢nich smési s IC (,,master mixu®)

6 pl smési + 0,2 pl 1C + 14 pl templatové DNA

(pozitivni kontroly nebo vody) 1 vzorek
voda 0,2 ul
LC FastStart DNA Master SYBRGreen | (1a+1b) (10x) 1x 2,0
Mg?*(25 mmol/l) 3 mmol/l 2,4 pl
primer Lepto F (10 pmol/ul) 0,3 umol/l 0,6 pl
primer Lepto R (10 pmol/ul) 0,3 umol/Il 0,6 pl
Primer 1C-838 —1 (4 pmol/ul) 0,02 umol/ 1 0,1 pl
Primer 1C-838 —2 (4 pmol/ul) 0,02 umol/ 1 0,1 pl

Pracovni koncentrace primerti pro IC 838 (0,02 umol/l) byla nafedéna na

koncentraci primert (10 pmol/ ul), tato koncentrace byla dale nafedéna 2,5x na vyslednou

koncentraci 4 pmol/pl.

Alikvotace

Dale byla rozmrazena pti laboratorni teploté 1 zkumavka LC FastStart Reaction

Mix SYBRGreen I, 10x conc. 1b, a poté bylo rozplnéno 18 ul do tfi zkumavek. Dvé

zkumavky byly zamraZeny a tieti byla pouZita pro ptipravu mixu la+1b.

Mix latlb byl pfipraven piiddnim LC FastStart Enzyme la k LC FastStart

Reaction Mix SYBRGreen I, 10x conc. 1b v takovém mnozstvi, které bylo potiebné pro

pfipravovanou PCR smés dle tab. 4 zminéné vyse.

Samotna amplifikace byla uskute¢néna v termocykléru LightCycler 1.5 uréeném

pro rt PCR.
Zvoleny teplotni profil:

1. amplifikace

a) Poc¢ate¢ni denaturace: 95 °C 10 min
b) denaturace: 95 °C 10 s
c) annaeling: 67 °C 10 s Celkem 45x

d) extenze: 72 °C 20 s
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2. analyza teploty tani

95°C 0s; 65 °C 155; 95 °C 0 s s nastavenim Temperature Transition Rate na 0,1

°C/s a s kontinualnim sbérem dat
40 °C 20 s, rozmezi teplot 65 — 95 °C

3.2.1.6 Detekce
Fluorescence byla zaznamenana na konci kazdého amplifika¢niho cyklu pii reakéni

teploté 72 °C. Intenzita fluorescence byla detekovana pii vinové délce A = 530 nm s on-line
zaznamem na pocitaci. Nejprve bylo nutné provést analyzu teploty tani. Standardizace

odectu byla zajisténa navolenim parametru Noise Band na 2. ¢arku nad 0,1.
3.2.1.7 Optimalizace rt PCR metody
Koncentrace Mg*" ionti

Jako pocate¢ni pomér reak¢éni smési (MM z angl. Master mix): templatova DNA
byl zvolen 18 pl: 2 pl, jenz byl nasledné pouzit pro optimalizaci koncentrace Mg2+ ionti.
Byly zvoleny nésledujici koncentrace 6 mM, 5 mM, 4 mM, 3mM, 25 mM, 2 mM a 1,5
mM. Podrobny postup je popsan v tab. 6.

Tab. 6 Optimalizace koncentrace Mg”* ionti - priprava master mixu (V = 18 pl)

2+
Koncentrace Mg™ | g M | s5mM | 4mM | 3mM | 25mM | 2mM | 1.5mM

ionti
LC FastStart
SybrGreen 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 pl 2 pl
Mg (25 mM) 48ul | 4pl | 32ul | 244l 2 ul 1.6p | 1,2pl

F primer (0,3 uM) 0,6l | 06l | 0,6l 0,6 ul 0,6 pl 0,6 ul 0,6 pl

R primer (0,9 uM) 1,8ul | 1,8ul | 1,8pl 1,8 ul 1,8 ul 1,8 ul 1,8 ul

PCR voda 88ul | 96u | 104pul | 12,2ul | 116 | 120pul | 12,4 pl

Celkem MM 18 ul 18 ul 18 ul 18 ul 18 ul 18 ul 18 ul

Koncentrace primeru

Pro optimalizaci byly pouzity nasledné koncentrace primert: F 0,3 uM : R 0,9 uM, F 0,3
UM : 0,3 puM aF 0,9 uM : R 0,9 uM (viz tab. 7)
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Tab. 7 Optimalizace koncentraci primert

K‘;r;‘i:f;‘:rrgce FO3uUM:RO9UM | FO,3uM:03uM | F0,9 uM: R 0,9 UM
SybrGreen 10x 2 2 24
Mg?* (25 mM) 2,4 ul 2,4 ul 2,4 ul
F primer 0,6 pl 0,6 ul 1,8 pl
R primer 1,8 ul 0,6 ul 1,8 ul
PCR voda 11,2 pl 12,4 pl 10 pl
Celkem MM 18 ul 18 ul 18 pul

Pomér Master Mix: mnozZstvi templatové DNA

Pro optimalizaci rt PCR metody byly pouzity nasledujici poméry MM: mnozstvi
templatové DNA : 18: 2, 15:5,10: 10a 6 : 14 (viz tab. 8)

Tab. 8 Optimalizace poméru MM : mnozstvi templatové DNA

Pomér MM : DNA 18:2 15:5 10:10 6: 14
Mg (25 mM) 2,4 ul 2,4 ul 2,4 ul 2,4l
F primer (0,3 uM) 0,6 pl 0,6 ul 0,6 pl 0,6 pl
R primer (0,3 uM) 0,6 pl 0,6 ul 0,6 pl 0,6 pl
PCR voda 12,4 pl 9,4 ul 4.4 ul 0,4 ul
Celkem MM 18,0 pl 15 ul 10 ul 6 ul

Volba inhibi¢ni kontroly

Pro provedeni rt PCR metody detekce genu pro LipL32 a IC v jedneé reakci, byly
pouzity nasledujici inhibi¢ni kontroly: IC 309, HLADQ, IC 487 a IC 838.

MnoZzstvi inhibi¢ni kontroly

Byla provedena optimalizace mnozstvi IC pouzitim nasledujicich objema v reakci:
1 pul, 0,5 pl, 0,4 pl a0,2 pl, dle vysledkt rt PCR reakce bylo vyhodnoceno jeji optimalni

mnozstvi.
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Koncentrace primert inhibi¢ni kontroly

Pro optimalizaci koncentrace primert IC byly pouzity nasledujici hodnoty 0,1 mM,

0,05 mM, 0,025 mM a 0,01 mM.

3.2.1.8 Stanoveni analytickych parametri metody rt PCR
Detekéni prah

Pro otestovani meze detekce nové zavedené rt PCR byla piipravena fedici fada pro
patogenni kmen L. icterohaemorrhagiae Copenhageni Lebe, kterd obsahovala nasledujici
fedéni: 10° 10°, 10%, 5x10%, 1x10°, 102 10, 5, 2, a7 1 kopie DNA patogennich leptospir v 1
ml tekuté¢ho biologického materialu. Pro vSechna fedéni laboratorniho kmene byla

duplicitné provedena rt PCR.
Redéni laboratorniho kmene leptospir:
1) Do 12 zkumavek byl rozplnén pufrovany fyziologicky roztok v mnozstvi 9 ml.

2) Do prvni zkumavky bylo nakapano n&kolik kapek kultury laboratorniho kmene leptospir
kultivovaného pfti 28 °C po dobu tii tydnt v tekutém Korthoffové médiu, obsah zkumavky

byl promichan sklenénou pipetou za pouziti gumového balonku.
3) Leptospiry byly nafedény titraci (pfenasenim 1 ml).

4) Pocitani leptospir bylo opakované (5%) provedeno v temném poli mikroskopu vzdy v

5ul fyziologickém roztoku pii celkovém zvétSeni 100 — 200x.

5) Pocet bakterii zjistény v celém zorném poli s Sul fyziologického roztoku byl vynéasoben

200x a tim ziskan pfiblizny pocet v 1 ml.

6) Pocitani bakterialnich bunék bylo provadéno nejdiive ve zkumavce s nejvysSSim

fedénim.

7) Pocty leptospir ve zkumavkach s niz§im fedénim véEtsi hustotou leptospir, kde nelze

bakterie jiz pocitat, byly dopocitany podle titrace (tj. vzdy o fad vyssi).
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Stanoveni specificity metody

Specificita primerti byla ovéfena pomoci programu Basic Local Alignment Search
Tool (BLAST), jenz je dostupny na internetové adrese

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi. Realna analyticka pozitivni specificita a

negativita byla dale ovéfena provedenim rt PCR s 11 laboratornimi kmeny patogennich
leptospir (viz kapitola 3.1.1.1). Experimentalné byla ovétena rovnéz analytickd negativni
specificita se zavérem, ze metoda nedetekuje podobné druhy mikroorganizmii a

nepatogenni leptospiry.
Reprodukovatelnost a mezilehla piesnost

Pro stanoveni reprodukovatelnosti metody bylo provedeno 8 méteni vzorku na 3
Urovnich (1000 kopii genomu/ml, 10 kopii genomu/ml a smésna kontrola - 1000 kopii
genomu/ml + 10 kopii genomu/ml). Vypocet priméru, smérodatné odchylky a varia¢niho

koeficientu (CV) byl proveden ze ziskanych Cycle of threshold hodnot (Ct).

Pro stanoveni mezilehlé piesnosti metody bylo provedeno deset po sobé jdoucich
méfeni smésné pozitivni kontroly. Vypocet priméru, smérodatné odchylky a CV byl opét

realizovan ze ziskanych Ct hodnot.

3.2.1.9 Kontrola kvality
Interni kontrola kvality

Aby byl vysledek detekce rt PCR validni, byla do reakce zatazena pozitivni a negativni

kontrola a IC.
Pozitivni kontrola

Pozitivni kontrola umoZzni kontrolovat fadny prib¢h amplifikacni reakce (citlivost

reakce), nezarucuje vSak spravnost izolace.
Negativni kontrola

Negativni kontrola umozni zjistit, zda nedoslo ke kontaminaci templatu ¢i
amplifikacni smési PCR produktem. V piipad€ vétsiho poctu vzorkl je vhodné pouzit dvé

az ti'i negativni kontroly.
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Inhibi¢ni kontrola

IC umoziuje odhalit, zda nedo$lo k inhibici PCR (resp. DNA polymerazy), tj.
zabranuje vzniku faleSn¢€ negativnich vysledkti. Kontrola inhibice DNA polymerdzy byla
nejprve zajistovana ve vedlejsi reakci amplifikaci lidského beta globinového genu
metodou PCR s naslednou elektroforetickou detekci., poté byla integrovana do jedné

reakce pfi praktickém provedeni rt PCR detekce.

3.2.1.10 Metodika pro zpracovani vzorku ze zevniho prostiedi
Pfi odbéru vzorki ze zevniho prostiedi bylo celkem odebirano 5% 200 ml z jednoho

mista, vzdy s odstupem cca 2 - 3 minut. Pokud to bylo mozné, byly rovnéz odebrany
vzorky bahna z okraju toku nebo nadrze do vzdalenosti jednoho metru v objemu 10 - 20

ml.

Kontrolni vzorky byly vytvofeny z riznych vodnich zdroji a zeminy smichané
s vodou. Nasledné byly arteficialné inokulovany dvéma laboratornimi patogennimi kmeny
leptospir L. copenhageni Lebe a L. grippotyphosa P125 ve dvou koncentracich 10°
CFU/ml a 10? CFU/ ml. Uméle pfipravené vzorky vody byly nejprve prefiltrovany pies
gazu, nasledné pies hruby filtr a nakonec ptres mikrofiltr. Vzorky ziskané ptefiltrovanim
ptes gazu — filtrace gdza (FG), supernatantu ziskaného volnou sedimentaci filtratu FG,
filtratu FG nafedéného destilovanou vodou v poméru 1:1, eluatd z hrubého filtru, eluath
z mikrofiltru a filtratu FG zamraZzeného pii —70 °C po dobu tydne byly rt PCR metodou
analyzovany. VSechny vzorky byly pfed analyzou diikladné promichany pomoci vortexu.

Vsechny vySe zminé€né materidly byly vyhodnoceny a zptisob upravy, u n€hoz bylo
dosaZzeno nejvyssi vytéznosti reakce (nejvyssi citlivost PCR detekce), byl pouzit pro
nasledné zpracovani vzorkli povrchovych vod a vzorkl vlhkych substrati.

Po odzkouSeni rt PCR metody detekujici gen pro LipL32 na arteficidlné
pfipravenych vzorcich ze zevniho prostiedi, byly zamraZzené vzorky urcené k analyze
postupné rozmrazeny, vzorky vod ze zevniho prostfedi byly nejprve piefiltrovany pies
gazu, abychom odstranili hrubé castice, byla izolovdna DNA a duplicitné provedena rt
PCR reakce.

Na zéklad¢ vysledkl rt analyzy pro arteficidlné inokulované vzorky vod
patogennimi leptospirami byla pouzita filtrace pouze pies hruby filtr (viz tab. 11 v ¢asti
vysledky).
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Vzorky bahna byly nejprve nafedény destilovanou vodou, aby mohly byt filtrovany
ptes hruby filtr, filtrat byl odstfedén pii 2000 rpm po dobu 10 min.

Vzorky vody ziskané piefiltrovanim pies gazu FG a hrubé filtry byly zamrazeny a
uchovavany do dalSiho zpracovani pii teploté¢ -22 °C. Analyzované materidly byly
postupné rozmrazeny, pomoci izolacnich kolonek byla vyizolovana DNA a provedena rt

PCR reakce paralelné ve dvojicich.

3.2.2 MLST analyza
MLST analyza byla provedena podle metodiky navrhnuté autory Ahmed a kol.

(2006) [139]. Bylo vybrano 5 cilovych gent: adk gen (amplifika¢ni produkt o velikosti 531
bp), icdA gen (amplifika¢ni produkt o velikosti 674 bp), lipl41 gen (amplifikaéni produkt
o velikosti 520 bp, rrs2 gen (16S rRNA - amplifika¢ni produkt o velikosti 541 bp) a lipl32
gen (amplifikacni produkt o velikosti 474 bp).

Sekvence pro geny rrs2, lipl32 a lipl41 jsou dostupné v Genové bance, na zakladé
kterych byly navrzeny amplifikatni PCR primery pro tyto geny. PCR primery pro adk,
idcA geny byly syntetizovany na zakladé sekvenci laboratornich kment Fiocruz L1-130 a
Lai 56601. The Primer 3 software byl pouzit pro navrzeni PCR primera pro amplifikaci

vytipovanych lokusa [139].

3.2.2.1 Sekvence pouzitych primeri
adk gen (velikost genu 564 bp, velikost amplifika¢niho produktu 531 bp)

F -5 GGGCTGGAAAAGGTACACAAY
R -5 ACGCAAGCTCCTTTTGAATCY

icdA gen (velikost genu 1197 bp, velikost amplifikaéniho produktu 674 bp)
F-5GGGACGAGATGACCAGGATY
R-5TTTTTTGAGATCCGCAGCTTT?3’

lipL41 gen (velikost genu 1068 bp, velikost amplifika¢niho produktu 520 bp)
F-5TAGGAAATTGCGCAGCTACAY
R -5 GCATCGAGAGGAATTAACATCAY

rrs2 gen (velikost genu 1512bp, velikost amplifika¢niho produktu 541 bp)
F -5 CATGCAAGTCAAGCGGAGTAY
R-5AGTTGAGCCCGCAGTTTTC3
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lipL32 gen (velikost genu 819 bp, velikost amplifikaéniho produktu 474 bp)
F-5ATCTCCGTTGCACTCTTTGCY3
R -5 ACCATCATCATCATCGTCCA3 [139]

3.2.2.2 PCR amplifikace
PCR amplifikace 5 rozlicnych cilovych geni byla uskute¢néna v 5 oddélenych

reakcich za pouziti nasledujici reakéni smési (viz. tab. 9) na cykléru 2720 Thermal Cycler

(Applied Biosystems, Foster City, USA):

Tab. 9 Piiprava PCR reakéni smési pro MLST analyzu

20 pl smési + 5 pl templatové DNA 1 vzorek
Voda PCR - grade 7,8 ul
Pufr TAKARA 10 x 1x 2,5 ul
dNTPs 2,5 mM 0,2mM 2,0 ul
Primer F (10 pmol/l) 0,5 umol/Il 1,25 pl
Primer R (10 pmol/l) 0,5 umol/Il 1,25 pl
HS TAKARA polymeraza 5 Ul / pl 1U 0,2 ul

Zvoleny teplotni profil:
a) Pocatecni denaturace: 95 °C
b) Denaturace: 94 °C 30 s
c) Annealing: 58 °C 30 s Celkem 40x
d) Extenze: 72 °C 1 min

e) Konec¢na extenze: 72 °C 7 min

3.2.2.3 Detekce PCR amplikonu
Detekce na agar6zovém gelu

Vsechny PCR amplikony 5 detekovanych cilovych genid byly oddélené
identifikovany za pouziti gelové elektroforézy, jez byla provedena na agardézovém gelu
(koncentrace agarozy 2 %) s integrovanym interkalacnim fluorescen¢nim barvivem
Ethidium bromid, ktery po excitaci UV svétlem emitoval zafeni z viditelné ¢asti svételného

spektra a umoznoval tedy vizualni detekci PCR amplikontl.
3.2.2.4 PreciSténi PCR amplikont

InNnuPREP PCRpure Kit (Analytik Jena, Jena, Némecko)
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Postup samotného precisténi:

1. Do sbérné zkumavky byl vlozen filtr.

2. Daéle bylo napipetovano 500 ul vazebného pufru.

3. Nasledné¢ bylo na kolonku ptidano 20 pl PCR produktu (max. mnozstvi je 50 ul) a vSe
bylo promichéno pipetou.

4. Byla uskute¢néna centrifugace 2 min pii 12 000 rpm.

5. Kolonka byla vloZzena do elu¢ni zkumavky a bylo ptidano 15 pl elu¢niho pufru.

6. Poté byla provedena inkubace 4 min pii pokojové teploté.

7. Dale byla smés centrifugovana 1 min pfi 8 000 rpm a uchovavéana pii chladni¢kové
teploté (4 - 8 °C) do zpracovani. Do sekvena¢ni PCR byly pipetovany 2 pl reakéni smési.

3.2.2.5 Sekvena¢ni reakce
Precisténé PCR produkty 5 detekovanych gent v reakénich zkumavkach byly

nejprve osekvenovany Sangerovou enzymatickou metodou za pouziti specifickych
terminatori PCR reakce — dideoxynukleotidli ve sméru 5'— 3 * F vlakna a poté i R vlakna
DNA. Samotna sekvenacni reakce byla realizovana za pouziti kitu BigDye® Terminator
v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster City, USA) na ABI 3130 DNA
sekvenatoru (Applied Biosystems, Foster City, USA). Postupovalo se dle instrukci
uvedenych v navodu tohoto diagnostického kitu [140].

Teplotni profil sekvenacni reakce

a) pocate¢ni denaturace — 96 °C 3 min

b) denaturace- 96 °C 10 s;

c¢) annealing—50°C5s Celkem 30x

d) extenze — 60 °C 2 min

e) zavérecna extenze — 72 °C 7 min.

4 °C do vyhodnoceni

¥ Wew

3.2.2.6 Precisténi produkti sekvenacni reakce
InnuPREP DYEpure Kit (Analytik Jena, Jena, Némecko)

Postup samotného preciSténi:
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1. V PCR zkumavce o objemu 0,5 ml bylo smichano 300 ul DYE Removal Buffer a 20 pl

produktu po sekvenacni PCR, v§e bylo promichano pomoci vortexu.

2. Smes byla pfenesena pipetou na kolonku (filtr vlozeny v jimaci tubg).

3. Byla provedena centrifugace 3 min pii 12 000 rpm.

4. Kolonka byla nasledné vlozena do elu¢ni zkumavky a bylo ptidano10 pl vody (do stiedu

filtru).

5. Byla uskute¢néna inkubace 4 min pfi pokojové teploté a centrifugace 1 min pii 8 000

rpm.

6. Smés byla piepipetovana do PCR zkumavek o objemu 0,2 ml.

8. Nasledné bylo ptidano 30 ul HIDI, tésn¢ pted pouzitim bylo v§e promichéno na vortexu.

9. Denaturace byla realizovana po dobu 5 min pii 95 °C (v cykléru P-E 24 00).

10. Pted sekvenaci byla precisténa smes ulozena do chladnicky (5 — 8 °C).

3.2.2.7 Detekce produkti sekvenacni reakce
K identifikaci povahy DNA sekvenci, tedy zda se jedna o sekvenci patogennich

leptospir, byl pouzit program Blast (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi). Pro

ureni konkrétniho sérovaru patogennich leptospir byl pouzit program Clustal 2.0.12
multiple sequence alignment, ktery umoziuje porovnani DNA sekvenci neznamého
sérovaru patogennich leptospir s referencnimi laboratornimi kmeny uloZzenymi v knihovné

DNA sekvenci.

3.2.2.8 Optimalizace reak¢énich komponent PCR detekce 5 cilovych gent
Vsechny kroky k ziskani specifickych DNA sekvenci byly provedeny dle publikace

Ahmed a kol (2006) [139]. Bylo ovéfeno, Ze vysledky tohoto postupu pro praktické
provedeni sekvenac¢nich reakci jsou dostate¢né uspokojujici. Pro nasledné zvySeni citlivosti
sekvenaCnich reakci, byla optimalizovana volba reakéniho pufru, mnozstvi MM:
templatové DNA a pocet reak¢nich cyklt PCR vySetieni.

Volba reakéniho pufru
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Pro provedeni PCR amplifikace byl nejprve pouzit reakéni pufr TAKARA, poté
byla reakce provedena s reakénim pufrem MOLZYME. Vysledky optimaliza¢niho procesu

jsou uvedeny v ¢asti vysledky.

MnozZstvi MasterMix : mnoZstvi templatové DNA

Pro néslednou optimalizaci mnozstvi MM : mnozstvi templatové DNA byly
zvoleny nasledujici poméry: 15 ul : 10 pul a 20 pl : 5 pl. Vysledky optimalizace jsou
popsany v ¢asti vysledky.
Pocet PCR cyklu

Jako pocatecni pocet cyklt bylo zvoleno 35 cykli doporuc¢ovanych v publikaci
Ahmed a kol. (2006) [139]. Dale bylo provedeno 40 cyklu, jelikoz jsme se domnivali, ze

tento krok bude mit kladny vliv na zvySeni citlivosti sekvenacnich reakci.

3.2.3 Epidemiologické  Setieni vyskytu leptospirozy v Kralovéhradeckém,
Pardubickém kraji a ¢asti kraje Vysocina

Biologické materidly byly vySetiovany dle pozadavka klinickych 1ékaitt metodou
MAT a PCR. Pro zpracovani souboru byl jako po¢atecni zvolen rok 2002, protoze v tomto
roce byla zavedena PCR metoda detekce DNA patogennich leptospir za vyuziti primerii
B64l, II a G1, G2. V analyzovaném souboru byly spocitany vSechny potvrzené piipady
leptospirdzy diagnostikované jak pomoci MAT, tak PCR metodou ¢i jejich kombinaci.
Informace byly dale doplnény o vékové rozmezi pacientt s leptospir6zou, o incidenci

leptospirozy a pocet piipadl leptospirdzy v jednotlivych letech.

3.2.4 Serion ELISA classic Leptospira IgM/1gG
Pro detekei specifickych protilatek proti patogennim leptospiram tiidy IgM a 1gG

byl zkousen diagnosticky kit SERION ELISA classic Leptospira IgM/IgG (Serion,
Wiirzburg, Némecko). V ELISA testu jsou pouzity antigeny nepatogenni L. biflexa, a proto

vyhledava rodové specifické protilatky.

3.2.4.1 Stanoveni IgM protilatek
Piiprava krevnich vzorki

Vzorky krevnich sér vySetfovanych na pfitomnost IgM protilatek byly nejprve
upraveny absorbentem revmatoidniho faktoru (Rf), ktery miize odpovidat za faleSné

pozitivni vysledky, zejména ve tfid¢ nespecifickych protilatek IgM.
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Pfed samotnym provedenim reakce, byl absorbent Rf (V1) nafedén Etyrmi dily
fediciho pufru (V2) nasledujicim zptisobem: V1 + V2 = 1 + 4. Pii praktické aplikaci bylo
200 pl Rf-absorbentu piidano k 800 ul fediciho pufru.

Vzorky krevnich sér (V3) byly nafedény fedicim pufrem (V4) v nésledujicim
poméru : V3 + V4 =1 + 100 (prakticky bylo k 10 pl krevniho séra pfidano 1000 pl Rf

tediciho pufru).

Pfed samotnou aplikaci nafedénych vzorkli krevnich sér do jamek mikrotitracni

desti¢ky byly krevni vzorky dikladné promichany pomoci vortexu.

3.2.4.2 Stanoveni IgG protilatek
Priprava vzorki krevnich sér

Pted vlastnim provedenim imunoenzymatické metody, byly vySetfované vzorky
krevnich sér (V1) nafedény fedicim pufrem (V2) v poméru V1 + V2= 1 + 100 (10 pl
vzorku séra k 1000 pl fediciho pufru).

Pted samotnou aplikaci nafedénych vzorktl krevnich sér do jamek mikrotitra¢ni
desticky byly krevni vzorky opét dikladné promichany vortexem.
Uchovani krevnich vzorku

Takto pfipravené a peclivé uzaviené vzorky analyzovanych krevnich sér byly
uchovavany pii teploté 2 — 8 °C v chladni¢ce po dobu 7 dnti. Dlouhodobé byly tyto vzorky

uchovavany v mraznicce pii teploté -20 °C.

3.2.4.3 Provedeni imunoenzymatické metody
Natfedéné vzorky krevnich sér byly v mnoZstvi 100 pl pipetovany do mikrotitracni

desticky, stejnym zplisobem bylo aplikovano 100 pl kontrolniho a standardniho krevniho
séra. Desticka byla vlozena do igelitového sacku a umisténa do termostatu nastaveného
na teplotu 37 °C po dobu 60 min. Po uplynuti inkubac¢ni doby byla mikrotitracni desticka
4x promyta 300 pl promyvaciho roztoku v pracovnim fedéni. Na zavér byl obsah

mikrotitracni desti¢ky vyklepnut do pfipravené bunicité vaty.

Do kazdé jamky desticky bylo napipetovano 100 ul konjugatu — specifickée
protilatky znacené alkalickou fosfatdzou. Desticka byla inkubovana v termostatu
nastaveném pii 37 °C po dobu 60 min a nasledné opét 4x promyta 300 pl promyvaciho
roztoku v pracovnim fedéni. Na zavér byl obsah mikrotitraéni desticky vyklepnut do

piipravené bunicité vaty.
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Do kazdé jamky mikrotitra¢ni desti¢ky bylo napipetovano 100 pl roztoku substratu
a byla provedena inkubace pti 37 °C v délce 30 min.

Po uplynuti stanovené¢ doby bylo do kazdé jamky mikrotitracni desticky
napipetovano 100 ul zastavovaciho roztoku (STOP). Nakonec byla do 60 min po zastaveni
reakce odectena extinkce vzorkd, pozitivni a negativni kontroly pii vinové délce 405 nm a
zvolené referencni vinové délce 650 nm na ELISA readeru MRX 3200 (Dynatech
Laboratories, St. Louis, USA).

3.2.4.4 Vypocet koncentrace IgM a IgG
Pro vyhodnoceni testu byla konstruovana standardni kiivka a vyhodnocovaci

tabulka, aby bylo moZzné namécfené hodnoty extinkce prepocitat na odpovidajici
koncentraci specifickych Ab proti leptospirdm.
Stanoveni cut-off hodnot pro 1gG

Nejprve byla vyndsobena primérna hodnota naméfené standardni extinkce

MW(STD) s ¢iselnymi tdaji z osvéd€eni o kontrole kvality.

Ehh =0,631 x MW (STD) ....... Horni hranice normalnich hodnot IgG
Edh =0,406 x MW (STD) ....... Dolni hranice normdlnich hodnot IgG

Vzorec pro vypocet odpovidajici koncentrace (c) 1gG protilatek

In E:?F(ST} -1

B
A, B, C, D ... parametry standardni kiivky

A =0,004,B=0,984,C=3,064,D=1,721
RF (STD) referen¢ni hodnota standardu

cexp|C — 7]

MW (VZ) pramérnd hodnota extinkce vzorku
MW (STD) primérna hodnota extinkce standardu
Vyhodnoceni vysledku

Za pozitivni vysledek vySetteni specifickych IgG protilatek proti leptospiram byly
povazovany koncentrace vyssi nez 9 IU/ml, za mezni 5 - 9 IU/ml a za negativni nizsi nez 5
IU/ml.
Stanoveni cut-off hodnot pro IgM

Pramérné hodnoty naméiené standardni extinkce MW (STD) byly vynasobeny s

¢iselnymi tdaji z osvédceni o kontrole kvality.
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Ehh = 1,252 x MW (STD) ... horni hranice normalnich hodnot IgM
Edh =1,026 x MW (STD) ... dolni hranice normélnich hodnot IgM

Vzorec pro vypocet odpovidajici koncentrace (c) IgM protilate

D -1
RF(ST) + A )
MW (ST)

B

A, B, C, D ... parametry standardni kiivky
A=0,023,B=0,838,C =4,578, D =5,100
RF (STD) referen¢ni hodnota standardu

In
MW(VZ)

cexp|C — 7]

MW (VZ)  primérna hodnota extinkce vzorku

MW (STD) primérna hodnota extinkce standardu

Vyhodnoceni vysledki
Za pozitivni vysledek vySetteni specifickych IgM protilatek proti leptospirdm byly
povazovany koncentrace vyssi nez 20 IU/ml, za mezni 15 - 20 IU/ml a za negativni niz$i

nez 15 IU/ml.

3.25 MAT
MAT byl proveden standardné pouzivanou metodikou, kterd je doporucovana

Svétovou zdravotnickou organizaci (WHO) [141]. Pro praktické provedeni
mikroaglutinacni reakce bylo pouzito 11 laboratornich kmeni patogennich leptospir, jez

byly izolovanyna tizemi CR (viz 3.1.1.1).

3.2.5.2 Screeningové vySetieni
Redéni krevniho séra

VySetfovand krevni séra byla nafedéna v poméru 1:50, tj. pfiblizn¢ 20 pl séra a 1
ml fosfatového pufru (PBS) v pfipraveném plastikovém panelu.
Pracovni postup — Screeningové vySetieni

Testovani bylo provadéno v box-biohazard bez nucené cirkulace vzduchu.
Screeningova mikroaglutinacni reakce byla testovana v mikrotitraénich destickach. Do
prvni fady byla napipetovana negativni kontrola kmene, tj. do jamek byla nakapano 50 pl
PBS misto natedéného séra. Do vSech ostatnich jamek mikrotitra¢ni desticky bylo pfidano
50 pl séra natfedéného v plastikovém panelu nebo ve zkumavkéch 1:50 (tzn. 20 pl krevniho
séra + 1000 pl PBS). Krevni séra byla aplikovana do vodorovnych fad; vzdy krevni sérum

od jednoho pacienta do 11 jamek. Svisle, ve sloupcich bylo do kazdé jamky mikrotitra¢ni
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desticky napipetovano 50 pl ptislusného antigenu. Desticka byla poté inkubovéana 1 h pfi
37 °C v termostatu nebo 2 h pii laboratorni teploté.
Hodnoceni screeningového vySetieni:

Pomoci poloautomatické osmikanalové mikrotitracni pipety byly po inkubaci
nanaSeny 10 pl kapky krevnich sér smiSenych s pfisluSnym antigennim kmenem na sterilni
podlozni skli¢ko. Na horni polovinu podlozniho sklicka bylo naneseno celkem 8 kapek, na
dolni polovinu zbyvajici 3 kapky reak¢ni smési. Mikroaglutinacni reakce byla odecitana
technikou mikroskopie v zastinu pii zvétSeni 100 - 400x. Za pozitivni vysledek
mikroaglutinaéniho screeningového testu byla povazovana mikroaglutinace anebo lyza

vice nez 30 % zivych laboratornich kmeni patogennich leptospir.

3.2.5.3 Titrace krevniho séra
Krevni séra, kterd byla pozitivni ve screeningovém zdkladnim fedéni v titru 1:50,

byla dale vySetfena titracni reakci geometrickou fadou (1:100, 1:200, az 1:51 200) se
vSemi laboratornimi kmeny patogennich leptospir, u nichZ byla prokdzana pozitivni reakce
popt. i s dalSimi sérovary téze sérologické skupiny az do kone¢ného titru.
Redéni krevnich sér

Bylo pfipraveno nové fedéni krevniho séra 1:50, déale bylo provedeno fedéni
geometrickou fadou (0,5 ml fedéného krevniho séra + 0,5 ml PBS) v plastikovém panelu
Provedeni mikroaglutinacni reakce

Bylo pfipraveno nové fedéni krevniho séra 1:50 a dale bylo fedéno geometrickou
fadou (0,5 ml fedéného krevniho séra + 0,5 ml PBS) v plastikovém panelu. VySetfovana
krevni séra byla titrovana ve vodorovnych fadach v pfislusnych fedénich (1:50 - 1:51 200)
v mnoZzstvi 50 pl. K vytitrovanému krevnimu séru ve vodorovné fadé byl aplikovan jeden
zivy laboratorni kmen vzdy v mnozstvi 50 pl. Inkubace byla realizovana za stejnych

podminek jako u ptedchoziho screeningového vysetieni.

Hodnoceni

Absence aglutinace byla vyhodnocena jako negativni reakce. Reakce, v niz byla
naprostd vétSina leptospir aglutinovéana, a ptipadné i lyzovana, byla vyhodnocena na +++,
v reakci, kde pfiblizné asi 30 % leptospir bylo aglutinovano na ++, a reakce, kde bylo
pfitomno jen malé mnozstvi aglutinaci na +. Za pozitivni byla povazovana aglutinace na
++. Za konecny titr bylo oznaceno to fedéni, ve které byla pfitomna reakce na ++. Za
pozitivni vysledek mikroaglutina¢niho testu byl povazovan titr 1:400 a vice, za hrani¢ni titr

1:200.
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4. VYSLEDKY
4.1 Rt PCR metoda detekce genu kodujiciho lipoprotein LipL32

4.1.1 Ovéreni pozitivni analytické specificity
U viech 11 laboratornich kment patogennich leptospir izolovanych na tzemi CR

(L. icterohaemorrhagiae FrySava, L. copenhageni Lebe, L. grippotyphosa P125, L.
grippotyphosa Z6, L. sejroe M84, L. istrica J20, L. bratislava Jez Bratislava, L. Pomona
Simon, L. canicola Hond Utrecht IV, L. polonica Poland, L. sorex jalna Sorexjalna)
vykazovaly vysledky rt PCR metody dobrou pozitivni analytickou specificitu. U vSech
laboratornich kmeni byl detekovan gen lipl32 (viz obr. 31).

4.1.2 Ovéreni negativni analytické specificity
Pii stanoveni negativni analytické specificity u laboratornich kmenti E. coli

referen¢ni kmen ATCC 11775, Str. pneumonie referencni kmen ATCC 49619, B.
burgdorferi (klinicky izolat), CMV (klinicky izolat) a L. biflexa strain Patoc Patoc | byl
vysledek rt PCR vysetieni vzdy negativni, tj. u zadného z nich nebyl detekovan gen lipl32
(viz obr. 31)
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8  pomona fimon 1
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11 polonica 133
—— 12 ecoli+ S
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14 8B+ §"1,1—-
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Obr. 31 Oveteni pozitivni a negativni analytické specificity

4.1.3 Ovéreni detekéniho limitu
Detekéni limit zavedené rt PCR metody byl stanoven na 1 - 5 kopii genomu

patogennich leptospir v ml tekutého biologického materialu. U fedéni 2 kopii genomu/ml
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byl vysledek vySetfeni jesté pozitivni a u fedéni 1 kopie genomu/ml byl vysledek hrani¢ni.

Zéaznamy jsou uvedeny na obr. 32 a 33.
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Obr. 32 Testovani meze detekce rt PCR metody pro jednotliva fedéni laboratorniho
kmene L. icterohaemorrhagiae Copenhageni (fedéni 10° — 10" kopii genomu/ml

tekutého biologického materialu
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Obr. 33 Testovani meze detekce rt PCR metody pro jednotliva fedéni laboratorniho
kmene L. icterohaemorrhagiae Copenhageni (fedéni 5 — 1 kopii genomu/ml

tekutého biologického materialu
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4.1.4 Vysledky rt PCR detekce genu pro LipL32 u 230 sbirkovych kmenii leptospir
Vysledky vysetfeni u 230 laboratornich kmenti ziskanych z Royal Tropical Institute

v Holandsku byly nasledujici: u 218 (94,8 %) laboratornich kment patogennich leptospir
byl vysledek rt PCR vySetfeni vzdy pozitivni, u 7 (3,0 %) nepatogennich vzdy negativni. U
leptospir, u nichz neni genomospecies determinovan (n = 5; 2,2 %), bylo zjisténo
nasledujici: u L. serogroup Australis Soterpolitana R 93, L. serogroup Icterohaemorrhagiae
Hongchon 18 R, L. serogroup Icterohaemorrhagiae Yeonchon HM a L. serogroup
Tarrasovi Banna A 31 byl vysledek vySetieni pozitivni, u L. serogroup Pyrogenes Nigeria
Vom negativni. Ukazka rt PCR zaznamu 24 laboratornich kmeni leptospir je uvedena na
obr. 34.

—r= =
— 1 leptod T

| P e S W S U Y [/ P ——

&
Temperature [C]

WEE [ (] W

Obr. 34 Vyhodnoceni procesu analyzy teploty tani u prvnich 24 sbirkovych

laboratornich kmenti leptospir + pozitivni a negativni kontrola

4.1.5 Vysledky rt PCR vySetreni u pacientii suspektnich na leptospirézu
Z 295 pacientt se suspektni leptospirdzou bylo 9 osob (3,1 %) LipL32 pozitivni, od

nichZz pochazelo 15 (3,3 %) pozitivnich biologickych materiald (10x mo¢, 4% krevni
plazma, 1x likvor). Veskeré vysledky rt PCR detekce s konfirmaci MAT metodou jsou
uvedeny v tab. 10.

Jak bylo ovéfeno u klinickych pracovnikl, vSechny rt PCR pozitivni biologické
materialy byly odebrany v prvnim tydnu onemocnéni a pted zahajenim antibiotické terapie.

Zéaznam rt PCR detekce moce LipL32 pozitivniho pacienta je uveden na obr. 35
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Obr. 35 Vysledky rt PCR vySetieni u pacienti suspektnich na leptospirézu
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Tab. 10 Vysledky vyseteni it PCR a MAT metody u PCR pozitivnich pacienti

Vysledky

vySetieni

1.vySetieni

2.vySetieni

3.vySetieni

4.vySetieni

5.vySetieni

Pacient ¢.1

PCR 21.6.2010
krev — poz, moc¢ — poz

Pacient ¢.2

MAT 29.6.2010
L. sorex-jalna 1:50

PCR 29.6.2010
krev — poz, mo¢ — poz

MAT 7.7.2010

L. grippotyphosa Z6
1:200

L MAT 28.7.2010 PCR 28.7.2010 PCR 11.8.2010
Pacient ¢.3 . . ) . . - -
L .bratislava Jez Bratislava 1:200 | krev — poz, mo¢ — poz moc¢ — neg
L PCR 4.8.2010 MAT 5.8.2010
Pacient ¢.4 . . - - -
krev —poz, mo¢— poz,likvor — neg. | neg
MAT 23.8. 2010 PCR 23.8.2010
Pacient &.5 | L. icterohaemorrhagiae Frysava | Krev —neg, mo¢ — poz - - -
1:50 sputum — neg
MAT 3. 9. 2010 MAT 1.10. 2010
Pacient ¢.6 5 o L. copenhageni Lebe 1:50 y 1:400 1:800
krev — poz, mo¢ - hrani¢ni moc¢ — neg.

L. sorex-jalna 1:50

L. grippotyphosa P125

1:200

L. grippotyphosa P125

1:400

Pacient ¢.7

PCR 25.11.2010

krev — poz, mo¢ — poz

MAT 14.1.2011

L. grippotyphosa P125 1:200
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Vysledky

vySetieni

1.vySetieni

2.vySetieni

3.vySetieni

4.vySetieni

5.vySetieni

Patient ¢.8

PCR 12.9. 2011
krev - neg, mo¢- poz

MAT 12.9.2011

L. grippotyphosa P Z6 1:50
L. grippotyphosa P125 1:50
L. sejroe M64 1:50

Pacient ¢.9

PCR 21.9. 2012
krev- neg, mo¢ poz

MAT 3.10.2012
L. grippotyphosa Z6 1:200

Patient ¢.10

PCR 9.9.2010
krev - neg, mo¢ - neg

MAT 29.9.2010

L. copenhageni Lebe 1:400
L. grippotyphosa Z6 1:100
L. sejroe M 64 1:100

Pacient ¢.11

PCR 23.9.2011
krev - neg, mo¢ - neg

MAT 21.10.2011

L. sejroe M64 1:800

L. istrica J20 1:1600

L. polonica Poland 1:6400

Legenda: poz — pozitivni vysledek vySetieni, neg- negativni vysledek vySetieni
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4.1.6 Optimalizace rt PCR metody
4.1.6.1 Koncentrace Mg*" ionti

Jako optimalni koncentrace Mg®* ionti byla diky ziskanym vysledkim
optimalizaéniho procesu zvolena hodnota 3 mM (viz obr. 36). P¥i této koncentraci Mg?* iontd
byly zaznamenavany nejmensi nespecifity pii provedeni analyzy teploty tani. Vysledky

optimalizace jsou zaznamenany v piilohach (pfil.) 1 - 4.

e —————— |

02— -/ \

= . _ \

0-
02 ORI S T O T O B I ' | ' | '
68 70 72 74 7% 80 86 88 90 82 94
Temperature ('C)
L] ar | M=o

Obr. 36 Koncentrace Mg?* iontéi 3 mM

4.1.6.2 Koncentrace primeru
Pro praktické provedeni rt PCR analyzy byla zvolena koncentrace primerti 0,3 mM F

primeru a 0,3 mM R primeru (viz obr. 37), pfi této ekvimolarni koncentraci F a R primert
bylo dosazeno nejvysSi hodnoty meze detekce rt PCR analyzy. Zaznamy pro dalsi

koncentrace jsou uvedeny v piil. 5 a 6.
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Obr. 37 Koncentrace primert 0,3 uM F primer a 0,3 uM R primer
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4.1.6.3 Poméru MasterMix : templatova DNA
Jako nevhodnéjsi pomér MM : templatova DNA byl zvolen 4 : 16, s nimz byly ziskény
velmi dobré vysledky citlivosti rt PCR metody (zdznam analyzy je na obr. 38). Vysledky

optimalizace jsou uvedeny v pril. 7, 8.
T

80
Temperature (°C)

] ar i WD

Obr. 38 Optimaliazace mnozstvi MM : templatova DNA 4 ul : 16 pl

4.1.6.4 Volba inhibi¢ni kontroly
Jako optimalni IC byla zvolena IC 838, jejiz pik pfi provedeni analyzy teploty tani

neinterferoval se ziskanym pikem teploty tani pro DNA patogennich leptospir a pii jejimz
pouziti nebyla ovlivnéna citlivost rt PCR analyzy (viz obr. 39). Zaznamy dalSich rt PCR
detekci jsou uvedeny v piilohach pfil. 9 - 11. Zac¢lenéni IC do jedné reakce nemélo zasadni

vliv na citlivost rt PCR detekce (viz. obr. 40)

— 1 BA487 1000x

78 80 82
K ¥ Temperature (°C)

Obr. 39 Inhibi¢ni kontrola IC 838
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Obr. 40 Citlivost rt PCR detekce bez IC as IC

4.1.6.5 Mnozstvi inhibi¢ni kontroly
Z testovanych mnozstvi IC byly nejlepsi vysledky ziskany pii pouziti objemu 0,2 pl

(viz obr. 41). U objemu 0,4 pul byla pfitomna vysoka nespecificita, byl amplifikovan pik o Tp,
=78 °C. (viz ptil. 12)
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Obr. 41 Objem inhibi¢ni kontroly 0,2 ul
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4.1.6.6 Koncentrace primeri inhibi¢ni kontroly
Po optimalizaci koncentrace pouzitych primerd pro IC 838 byla jako nejlepsi zvolena

pracovni koncentrace 0,02 uM (viz obr. 42), pfi této koncentraci nebyla ovlivnéna citlivost rt
PCR analyzy. Pro koncentraci 0,05 uM byl ziskan pfili§ vysoky pik IC 838. Z tohoto diivodu

byla nasledné snizena koncentrace pouzitych primert.

—— 1 pacient mo¢

—— 2 ko+smes nova
—— 3 ko+smes nova
—— 4 Kko+smes nova
— 5 ke
—— 6 1C838 4pmol 100x
—— 7 1000x

8 lepto plazma

95 100

Obr. 42 Koncentrace primert IC 0,02 pM

4.1.7 Validace rt PCR metody
Vysledky pozitivni a negativni analyticke specificity a meze detekce zavedené rt PCR

metody jsou uvedeny v oddile 4.1.1, 4.1.2 a 4.1.3.

4.1.7.1 Reprodukovatelnost a mezilehla presnost
Reprodukovatelnost

Pro stanoveni reprodukovatelnosti metody bylo provedeno 8 méfeni vzorku na 3
urovnich (1000 kopii/ml, 10 kopii/ml a smésnad kontrola). U vzorku 1000 kopii/ml byl
stanoven CV 0,3 %, u vzorku 10 kopii/ml CV 3,3 % a u smésné pozitivni kontroly CV 0,6 %.
Vypocet priméru, smeérodatné odchylky a nasledné CV byl proveden ze ziskanych Ct hodnot.

Mezilehla presnost

Pro stanoveni mezilehlé piesnosti metody bylo provedeno 10 po sobé¢ jdoucich méteni
smésné pozitivni kontroly s vysledkem CV 0,5 %. Vypocet priméru, smérodatné odchylky a

nasledn¢é CV byl proveden ze ziskanych Ct hodnot.
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4.1.8 Vysledky rt PCR vySetreni vzorku ziskanych ze zevniho prostredi
4.1.8.1 Volba vhodného materialu pro rt PCR vySetieni

Vysledky rt vySetfeni vzorkli ziskanych pouhym prefiltrovanim ptes gazu (FG),
supernatantu ziskaného volnou sedimentaci filtratu FG, filtraitu FG natfedéného destilovanou
vodou v poméru 1:1, eluatt z hrubého filtru, eluatt z mikrofiltru, filtratu FG zamrazeného pii
teploté —70 °C byly vyhodnoceny a jako optimalni material pro naslednou rt PCR analyzu
vzorkd povrchovych vod a vlhkych substratti byl vyhodnocen eluat ziskany z hrubého filtru.
Vysledky jsou uvedeny v tab. 11.

Tab. 11 Volba optimalniho materialu pro rt PCR vySetfeni pro naslednou detekci DNA
patogennich leptospir ve vzorcich povrchovych a vlhkych substrati

FG- | G tedéns , FG

Arteficidlng | pg | supernatant | popneey | HIUDY Tyttt | Z70 oc
inokulované volna 11 filtr vortex
vzorky vod sedimentace

Ct Ct Ct Ct Ct Ct
Lepto ¢.1 29,93 neg neg 26,41 28,35 33,34
Lepto ¢.2 neg neg neg 30,53 35,68 35,04
Lepto ¢.3 31,59 neg neg 24,85 30,77 34,71
Lepto ¢.4 27,29 neg neg 26,60 neg 30,63
Lepto ¢.5 27,02 neg neg 26,48 28,99 neg
Lepto ¢.6 29,97 neg neg 31,14 33,05 35,29
Lepto ¢.7 neg 30,3 neg 28,74 30,08 neg
Lepto ¢.8 39,41 neg neg neg 35,04 35,92
Lepto ¢.9 27,73 29,62 28,62 28,72 26,77 neg
Lepto ¢.10 26,99 28,26 26,64 28,60 neg neg

4.1.8.2 Vysledky rt PCR vySetieni pro povrchové vody a vlhké substraty
Z celkového poctu 680 provedenych vysetieni bylo 5 (0,7 %) reakeci hrani¢nich.

Vysledky rt PCR vysetfeni téchto vzorkd ze zevniho prostiedi byly dale konfirmovany na
pracovisti UKBD LF a FN HK s negativnim vysledkem. Poté byla provedena sekvenaéni
analyza pro konecné dourceni vysledkli vySetfeni. V sekvenacni analyze byl opakované
prokazan vysledek ,,nekultivovatelné bakterie”. VSechny vzorky byly tedy vyhodnoceny jako

negativni.
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4.2 MLST analyza

4.2.1 MLST analyza u 11 laboratornich kmenu patogennich leptospir vyskytujicich se
na tizemi CR

Pro ptesnou identifikaci 11 laboratornich kment patogennich leptospir vyskytujicich
se uzemi CR naleZejicich do 3 genomospecies (L. interrogans, L. kirschneri a L.
borgpetersenii) byla pouzita metoda MLST.

Nejprve byla u vSech 11 kment provedena izolace DNA a rt PCR reakce detekce genu
pro LipL32 spolu sinhibi¢ni kontrolou. Zadny zizolath DNA nevykazoval zndmku
pfitomnosti inhibitordh DNA polymerdzy a vSechny laboratorni kmeny byly vyhodnoceny jako
LipL32 pozitivni.

Pii provedeni MLST analyzy byly detekovany nasledujici geny: adk, icdA, lipl41, rrs2
(16S ribosomal RNA) a lipl32 gen.

Vysledky sekvenacni analyzy byly poté analyzovany pomoci riiznych internetovych
patogennich leptospir.

Elektroforeticky zdznam PCR amplikont gent lipl41, rrs2, adk, icdA a lipl32
ziskanych pfi provedeni MLST analyzy na agar6zovém gelu je uveden na nasledujicim obr.

43.

LEPTO MLST B

LipL41 1rs2
C— o S — e— a—
—_—
1 2 3 ko- 1 2 3 ko-
X111
sl icdA LipL32
-
S e—mun ‘ -
T e—
——
1 2 3 ko- 1 > 3 lkko- 1 2 3 ko-
X111

Obr. 43 Ukéazka elektroforetického zdznamu PCR reakci v rdamci MLST
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Dale byla zjisténa skuteCnost, ze gen adk umoznuje detekci DNA pouze L.
interrogans, gen icdA detekci L. interrogans a L. kirschneri, zbyvajici tfi geny (lipl41, rrs2 a

lipl32) umoziiuji detekei viech 3 genomospecies piitomnych v CR (viz tab. 12)

Tab. 12 Vysledky MLST 11 patogennich kmenti leptospir vyskytujicich se v CR

) ) PCR vysledky pro jednotlivé geny
Laboratorni kmen leptospir Genomospecies - - -
adk | icdA | lipL41 | rrs2 | lipL32

L. icterohaemorrhagiae Frysava | L. interrogans + + + + +
L. copenhageni Lebe L. interrogans + + + + +
L. canicola S392 L. interrogans + + + + +
L. bratislava Jez Bratislava L. interrogans + + + + +
L. pomona Simon L. interrogans + + + + +
L. grippotyphosa P125 L. kirschneri - + + + +
L. grippotyphosa Z6 L. kirschneri - + + + +
L. sejroe M84 L. borgpetersenii - - + + +
L. istrica J20 L. borgpetersenii - - + + +
L. sorex-jalna Sorexjalna L. borgpetersenii - - + + +
L. polonica Poland L. borgpetersenii - - + + +

Pozn.: + pozitivni vysledek, - negativni vysledek

Nasledné byla u vSech kment provedena PCR reakce v ramci MLST. Ukézka
zaznamu sekvenace jednoho laboratorniho kmene leptospir pro geny lipl41 a rrs2 je uvedena
v piil. 13 a 14.

4.2.2 Vyhodnoceni sekvence DNA patogennich leptospir a urceni infikujiciho sérovaru u
pacienta s konfirmovanou leptospirézou

DNA sekvence neznameho sérovaru leptospir ziskana z krve pacienta byla porovnana
se zaznamy DNA referencnich sekvenci vSech laboratornich kmenl patogennich leptospir
vyskytujicich se na izemi CR. Na piil. 15 je naznaGeno uréeni neznamého sérovaru leptospir,
dle porovnéni ziskanych DNA sekvenci se sekvencemi referen¢nimi. Z tohoto obrdzku je
patrné, Ze Cervené preskrtnuté nazvy leptospir maji sekvence, které se lisi alespon v jedné bazi
od zjisténé sekvence pacientského vzorku. Vysledkem je tedy pfitomnost DNA

genomospecies L. kirschneri, laboratorniho kmene L. grippotyphosa Z6 nebo P125, nebot
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jejich sekvence se s pacientskou plné¢ shoduje. Leptospiry ostatnich genomospecies (L.
interrogans a L. borgpetersenii) se 1isi alespon v jedné bazi.

Ve studii se oproti pivodnimu cili, uréeni specifické sekvence DNA patogennich
leptospir, jez by byla charakteristicka pro Weilovu chorobu a timto zptsobem bychom ji
mohli rychle a jednozna¢né odliSit od jinych druht leptospirdz, se nam toto specifické potadi

nukleotidi nepodatilo odhalit.

4.2.3 Optimalizace reakénich komponent MLST analyzy
4.2.3.1 Volba reak¢niho pufru

Optimélni vysledky PCR byly ziskany za pouziti reakéniho pufru TAKARA
predevsim s ohledem na citlivost detekce PCR, pii pouziti pufru MOLZYME doslo
k vyraznému snizeni senzitivity detekce DNA patogennich leptospir. Vysledky PCR detekce

amplikont jsou uvedeny v pfil. 16 a 17.

4.2.3.2 Optimalizace mnoZstvi MasterMix : mnoZstvi templatové DNA
Pomér mnozstvi MM : mnozstvi templatové DNA byl zvolen 20 pl : 5 pl, pomér 15 pl

: 10 nl mél za nasledek snizeni citlivosti reakce.

4.2.3.3 Volba poctu reakénich cykli PCR amplifikace

Nejprve byl testovan pocet 35 cyklli, jenz je doporuovan ve zdrojové publikaci
(Ahmed a kol. 2006) [139]. Navysenim poctu reakénich cykli na 40 se zvysila citlivost
MLST analyzy.

4.3 VVyhodnoceni vyskytu leptospirdzy v Pardubickém, Kralovéhradeckem
kraji a ¢asti kraje Vyso€ina

Z uvedeného poctu 5840 pacientl suspektnich na leptospirozu bylo jako pozitivni
vyhodnoceno 101 osob (1,7 %). Onemocnéni bylo diagnostikovano u 71 muzt (70,3 %) a 30
zen (29,7 %), pramérny vék u muza 42,6 = 18,45 a u Zen 46,5 £ 18,12, prumérny vék muzi +
zeny 44,6 £ 18,3, vékové rozmezi 3 - 78 let. Celkem 53 (52,5 %) pozitivnich pacientli bylo
vySetieno pouze sérologicky, 44 (43,5 %) pozitivnich pacientli bylo diagnostikovano
kombinaci PCR a MAT vysetieni a 4 pacienti (4,0 %) pouze PCR metodou. Jak je patrné
z grafu 2, nejvice pozitivnich pacientll - muzi (n = 34; 47,9 %) bylo ve vékovém rozmezi 26 -
45 let, u zen (n = 12; 40,0 %) se dostavdme k obdobnym zavérim. Z grafu 3 je zfejmé, ze
nejvice leptospira-pozitivnich osob jsme zaznamenali v roce 2002 (n = 21; 20,8 %) a 2005 (n

= 25; 24,8 %), incidence leptospirdzy v téchto letech Cinila 1,83 a 2,17/100 000 obyvatel (viz
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tab. 13). V roce 2002 zasahly tizemi celé CR rozsahlé povodné a pro rok 2005 jsme si
dotazem v Ceském hydrometeorologickém ustavu ovéfili, Ze v Pardubickém a
Kralovéhradeckém kraji byly popisovany lokalni povodné. Nejvétsi pocet pozitivnich

pacientt byl zaznamenan v listopadu (n = 20; 19,8 %, viz graf 4).

Nejfrekventovangjsim infikujicim typem byl v nasi studii sérovar L. grippotyphosa (n
= 41, 42,3 %), nasleduje L. icterohaemorrhagiae nebo L. copenhageni (n = 27; 27,8 %), L.
istrica (n = 14; 14,4 %), L. sejroe (n = 10; 10,3 %), L. bratislava (n = 3; 3,1 %) a L. pomona
(n=2;2,1%).
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Tab. 13 Pocet vysetienych pacientl a incidence leptospirdzy v letech 2002-2013

Incidence (pocet
Rok Pocet vySetienych Pocet pozitivnich pacienti pripadi na 100 000
pacienti obyvatel)
2002 1012 21 1,83
2003 773 11 0,96
2004 681 9 0,78
2005 763 25 2,17
2006 523 6 0,52
2007 408 9 0,78
2008 285 2 0,17
2009 368 6 0,52
2010 326 8 0,70
2011 298 3 0,26
2012 314 1 0,09
2013 89 0 0,00
celkem 5840 101 -
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4.4 Serion ELISA classic Leptospira IgM/1gG

4.4.1 Vysledky ELISA vySetfeni krevnich sér pfislusniki ACR na piitomnost
specifickych 1gM/1gG protilatek proti leptospiram

V rdmci studie byla otestovana ELISA souprava firmy Serion pro detekci protilatek
proti patogennim leptospiram a vysledky byly nasledné porovnany s metodou MAT, ktera je

povazovana za zlaty standard sérologickych vysetieni leptospirozy.

Celkem bylo ELISA metodou vysetieno 1553 krevnich sér piislusniki ACR na
pritomnost specifickych protilatek proti leptospiram. Rozpis vySetfovanych krevnich sér je
uveden v kapitole 3.1.5.1. Vysledky sérologického vySetfeni jsou uvedeny nasledujicich tab.
14 - 17. Pii detekei IgM protilatek bylo jako pozitivni urceno 292 (18,8 %) a jako hrani¢ni
148 (9,5 %) krevnich sér, u tfidy IgG se stkavame s 396 (25,5 %) pozitivni a 392 (25,2 %)

hrani¢nimi reakcemi.

Tab. 14 Vysledky vySetfeni krevnich sér piislusniki ACR ze sérové banky ACR na

ptitomnost IgM protilatek proti patogennim leptospirdam metodou ELISA

Vyjezd na zahrani¢ni misi | Navrat ze zahrani¢ni mise
VySetieni IgM protilatek | poget krevnich Pocet krevnich
. % , %
ser ser

IgM pozitivni 88 31,5 88 31,5
IgM hranic¢ni 46 16,5 42 15,1
IgM negativni 145 52,0 149 53,4
Celkem 279 100,0 279 100,0

Tab. 15 Vysledky vysetieni krevnich sér piislugniki ACR ze sérové banky ACR na

ptitomnost IgG protilatek proti patogennim leptospirdm metodou ELISA

Vyjezd na zahrani¢ni misi | Navrat ze zahrani¢ni mise
Vysetieni IgG protilitek | poget krevnich Pocet krevnich
, % . %
Sér sér

19G pozitivni 73 26,2 58 20,8
IgG hranié¢ni 55 19,7 67 24,0
19gG negativni 151 54,1 154 55,2
Celkem 279 100,0 279 100,0
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Tab. 16 Vysledky vysetieni krevnich sér piislusnikit ACR, ktefi se v nedavné dobé vratili ze
zahrani¢ni mise na ptitomnost IgM a IgG protilatek proti patogennim leptospirdam metodou
ELISA

Nedavny navrat IgM 19G
piisludnikii ze zahrani¢ni | poget krevnich o Pocet krevnich o
mise Sér Yo sér Yo
Pozitivni 116 11,7 265 26,6
Hraniéni 60 6,0 270 27,1
Negativni 819 82,3 460 42,3
Celkem 995 100,0 995 100,0

Tab. 17 Souhrnné vysledky vySetfeni krevnich sér na pfitomnost IgM a IgG protilatek proti

patogennim leptospiram metodou ELISA

o IgM 19G
Souhrnné vysledky . - » -
vySetieni Pocet k/revmch % Pocet k,revnlch %
ser sér
Pozitivni 292 18,8 396 25,5
Hranic¢ni 148 9,5 392 25,2
Negativni 1113 71,7 765 49,3
Celkem 1153 100,0 1153 100,0

Vsechna pozitivni krevni séra od piislusnikit ACR byla konfirma¢né vysetfena s 11

laboratornimi kmeny patogennich leptospir pouzivanymi v CR (L. icterohaemorrhagiae

Frysava, L. copenhageni Lebe, L. grippotyphosa P125, L. grippotyphosa Z6, L. sejroe M84,

L. pomona, L. sorex-jalna, L. bratislava Jez Bratislava, L. canicola S 392, L. polonica, L.

istrica) a rovnéz nepatogenni L. biflexa, protoze dotazem u vyrobce byla ovéfena skutecnost,

Ze souprava je zalozena na detekci rodové specifickych protilatek proti nepatogenni L. biflexa.

Dle tdaji uvedenych v dotaznicich piislusnikii ACR, ktefi souhlasili s odbérem krve

pro testovani protilatek proti patogennim leptospirdm, k infekci uvedenymi patogeny u téchto

osob nedoslo.

Naprosta vétSina krevnich sér konfirmovanych vySe uvedenymi laboratornimi kmeny

leptospir byla vyhodnocena metodou MAT jako negativni, véetn¢ nepatogenni L.biflexa. U 26
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(1,7 %) krevnich sér byla zaznamenéna slaba reakce v titrech 1:50 — 1:200 s laboratornimi
kmeny L. grippotyphosa P125 (n = 8; 30,8 %), L. grippotyphosa Z6 (n = 7; 26,9 %), L.
icterohaemorrhagiae FrySava (n = 3; 11,5 %), L. sorex — jalna Sorexjalna (n = 3; 11,5 %). L.
copenhageni Lebe (n = 2; 7,6 %) L. istrica J20 (n = 1; 3,9 %), L. bratislava Jez Bratislava (n
=1; 3,9 %), L. canicola S392 (n = 1; 3,9 %).

Vzhledem ke skuteCnosti, ze ELISA souprava vykazovala nedostate¢nou
diagnostickou specificitu, bylo provedeno jeji dalsi testovani na souboru sérologicky a

klinicky konfirmovanych sér pacienti.

4.4.2 Stanoveni diagnostické senzitivity a specificity soupravy Serion ELISA classic
leptospira IgM/1gG
Jak je uvedeno v tab. 18, u deviti z deseti pozitivnich leptospirovych sér byl prokazan

pozitivni vysledek mikroaglutina¢niho testu, u jednoho pacienta byl stanoven hraniéni titr.

U pacientt s prokdzanou leptospir6zou se titr protilatek stanoveny metodou MAT
pohyboval v rozmezi 1:400 - 1:51 200. U v8ech pacientl, u kterych nebyla prokazana infekce
patogennimi leptospirami a rovnéz klinické hodnoceni bylo ,,leptospirdéza neprokazana®, byl

vysledek mikroaglutinacniho testu negativni.

U vSech 10 krevnich sér pozitivnich na pfitomnost protilatek proti leptospiram byl
prokdzan pozitivni vysledek testu pfi vySetfeni IgM specifickych imunoglobulind metodou
ELISA. Diagnosticka senzitivita této soupravy ¢ini 100,0 %. Pti vySetfeni zbyvajicich 35 sér
metodou ELISA detekujici IgM protilatky proti patogennim leptospirdm byly odhaleny
celkem 4 fale$né pozitivni reakce (tab. 18). Diagnosticka specificita ELISA soupravy byla
stanovena 88,6%, pozitivni prediktivni hodnota (PPV) 71,4% a negativni prediktivni hodnota
(NPV) 100%. U diagnostické soupravy pro detekci IgG specifickych protilatek byla
prokazana podstatné nizsi specificita. U vSech pozitivnich leptospirovych sér byl sice touto
soupravou prokéazan pozitivni vysledek testu, diagnosticka senzitivita je rovna 100,0 %, ale ze
zbyvajicich 35 krevnich sér negativnich na pfitomnost protilatek proti patogennim
leptospiram byly nalezeny falesné pozitivni vysledky testu u 16 (17,8 %) analyzovanych
krevnich sér. Nejcastéji byly prokazany falesné€ pozitivni reakce u krevnich sér pozitivnich na
pfitomnost protilatek proti boréliim (viz. tab. 18). Diagnosticka specificita tohoto ELISA kitu
detekujiciho 1gG protilatky proti patogennim leptospiram byla vyhodnocena pouze 54,3%,
PPV 38,5% a NPV 100%.
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Tab. 18 Vysledky vysetfeni krevnich ser metodou ELISA a MAT

Cislo

pacienta v o, | Vysledky Klinicke sér(lJ)Ig:;Silcky YMAT | Visledek MAT Vysledek Vysledek
souboru | Pohlavi | Vek aksoer:?ilrongm;:cie prokazané patogennf L. biflexa Patoc ELISA IgM ELISA IgG
infekce leptospiry

1. 3 40 Leptospira + - Pozitivni Pozitivni Pozitivni Pozitivni

2. ) 28 Leptospira + - Pozitivni Hrani¢ni Pozitivni Pozitivni

3 3 62 Leptospira + - Pozitivni Hrani¢ni Pozitivni Pozitivni

4. ) 66 Leptospira + - Pozitivni Pozitivni Pozitivni Pozitivni

5. 3 48 Leptospira + - Pozitivni Pozitivni Pozitivni Pozitivni

6. 3 50 Leptospira + CMV + Pozitivni Pozitivni Pozitivni Pozitivni

7. ) 60 Leptospira + HBS AB + Pozitivni Pozitivni Pozitivni Pozitivni

8. 3 25 Leptospira + - Pozitivni Hrani¢ni Pozitivni Pozitivni

9. 3 53 Leptospira + - Hrani¢ni Hraniéni Pozitivni Pozitivni
10. &) 32 Leptospira + - Pozitivni Pozitivni Pozitivni Pozitivni
11. 3 56 Leptospira - - Negativni Negativni Negativni Pozitivni
12. 3 22 Leptospira - - Negativni Nd Negativni Negativni
13. 3 21 Leptospira - CMV + Negativni Nd Negativni Negativni
14. 3 37 Leptospira - - Negativni Nd Negativni Negativni
15. 3 43 Leptospira - - Negativni Nd Negativni Negativni
16. Q 35 Leptospira - - Negativni Negativni Negativni Pozitivni
17. Q 19 Leptospira - - Negativni Negativni Negativni Pozitivni
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p;(j:liselr(l)ta Pohlavi | Vé&k VySI:grlgoI;Iilcnklgke | Dal;lr(sfl:(?zl;ﬁ(léCky Vy;[:g%t%?-r VS/S_Iedek MAT L. | Vysledek ELISA Vysledek

v souboru konfirmace infekee leptospiry iflexa Patoc IgM ELISA IgG
18. 3 75 Leptospira - - Negativni Negativni Negativni Pozitivni
19. Q 50 Leptospira - - Negativni Nd Negativni Negativni
20. Q 54 Leptospira - - Negativni Negativni Pozitivni Negativni
21 3 25 Tr. pallidum + - Negativni Negativni Negativni Pozitivni
22. 3 28 Tr. pallidum + - Negativni Hraniéni Negativni Pozitivni
23 3 45 Tr. pallidum + - Negativni Nd Negativni Negativni
24, 3 32 Tr. pallidum + - Negativni Negativni Negativni Pozitivni
25. 3 36 Tr. pallidum + - Negativni Nd Negativni Negativni
26. 3 82 Borellia + - Negativni Negativni Negativni Pozitivni
217. ) 45 Borellia + - Negativni Negativni Negativni Pozitivni
28. Q 40 Borellia + - Negativni Negativni Negativni Pozitivni
29. ) 66 Borellia + Negativni Negativni Negativni Pozitivni
30. ) 48 Borellia + KEG + Negativni Nd Negativni Negativni
31. Q 41 Borellia + - Negativni Nd Negativni Negativni
32. Q 50 Borellia + - Negativni Nd Negativni Negativni
33. 3 44 Borellia + - Negativni Hrani¢ni Negativni Pozitivni
34. Q 50 Borellia + HAVG Negativni Negativni Negativni Pozitivni
35. Q 66 Borellia + - Negativni Negativni Negativni Pozitivni
36. 3 61 CMV +, HSV + VCAG, VZVG Negativni Nd Negativni Negativni
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islo Vysledky ~ Dalii Vysledek Vysledek
acientay Pohlavi Vik klinické a sérologicky MAT MAT Vysledek Vysledek
P sérologické prokazane patogenni L. biflexa ELISA IgM | ELISA IgG
souboru . . .
konfirmace infekce leptospiry Patoc
37. Q 59 RS + - Negativni Nd Negativni Negativni
38. 3 44 CMV + Chlamydia + Negativni Nd Negativni Negativni
39. Q 42 RS + - Negativni 1:100 Pozitivni Negativni
40. Q 35 CMV + HSVG Negativni Nd Pozitivni Negativni
41. 3 21 HSV+, VZV+ Negativni Nd Negativni Negativni
42. 3 28 Chlamydia + VCAG Negativni Nd Negativni Negativni
43. Q 18 CMV + VCAG Negativni Negativni Pozitivni Negativni
44, Q 59 Chlamydia+ | BBG Negativni Negativni Negativni Pozitivni
45, Q 50 Chlamydia + BBG Negativni Negativni Negativni Pozitivni
Vysvétlivky:

BBG - 1gG protilatky proti borréliim
CMV - cytomegalovirus

HAVG - IgG protilatky proti viru hepatitidy A
HBS Ab - protilatky proti australskému antigenu
HSVG - IgG protilétky proti herpes simplex viru

KEG - IgG protilatky proti viru klistové encefalitidy

RS - roztrousena skleroza
VCAG- IgG protilatky proti viru varicelly

VVZVG- IgG protilatky proti varicella zoster viru

Nd - nevysetifeno
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5. DISKUZE

Leptospirdza je typickd zoondza s celosvétovou distribuci a stale se zvysujici incidenci
jak v rozvojovych, tak v primyslové rozvinutych zemich. Kazdoro¢né je popisovano vice nez
500 000 pripadt tézké formy leptospirézy s vice nez 10% mortalitou. V odbornych
publikacich je uvadéno, Ze na uzemi CR se incidence leptospirdzy pohybuje v rozmezi 0,3 —
0,4/100 000 obyvatel, infekce na naSem tizemi je nejcastéji spojovana s povodiovymi stavy,

volnoc¢asovymi aktivitami ¢1 mén¢ Casto s profesionalni nakazou.

V Ceské republice se pro laboratorni diagnostiku leptospirézy standardné pouziva
pouze metoda MAT. Toto vysetieni ma od druhého tydne onemocnéni, kdy jiz dochazi
k produkci specifickych protilatek, vysokou diagnostickou senzitivitu a specificitu. Omezeni
metody miZzeme spatfovat v naro¢nosti provedeni a pozadavku odectu vysledkd vySetfeni
zkuSenym laboratornim pracovnikem. NejvétSi nevyhodou této sérologické metody je
skute€nost, Ze v prvnim tydnu onemocnéni nemiiZze byt pouzita pro laboratorni diagnostiku

leptospirozy.

Pro zamezeni téZkych komplikaci leptospirozy je dilezité, aby infekéni agens bylo
determinovano co nejdiive a nasledné mohla byt zahajena efektivni antibioticka terapie.
Z tohoto diivodu je zapotiebi zabyvat se rozvojem laboratornich diagnostickych metod, které
jsou schopné patogenni leptospiry detekovat jiz v akutni fazi onemocnéni. Metoda PCR
vykazuje v prvnim tydnu vysokou specificitu a citlivost detekce, coz dilezité predev§im na
pocatku infekéniho procesu, kdy pocet kopii genomu leptospir nemusi byt v makroorganimsu
jesté vysoky. Béhem feSeni dizertaéni prace se do rutinniho klinického provozu laboratorni
diagnostiky leptospirdzy podafilo zavést rt PCR metodu detekce genu lipl32, kterd se stala

dilezitym diagnostickym prostfedkem pro laboratorni dignostiku akutni formy leptospirdzy.

Rt PCR metoda detekujici gen kodujici povrchovy lipoprotein LipL32

V ramci zavadéni rt PCR do klinického provozu jsme se zaméfili na stanoveni
zakladnich charakteristik metody. Vypracovana rt PCR metoda detekujici gen kddujici
povrchovy lipoprotein LipL32 je spolehlivd a rychld metoda detekce ptitomnosti DNA
patogennich leptospir. Metoda se vyznacuje vysokou analytickou specificitou jak pozitivni
(ovéfena u 11 laboratornich kment patogennich leptospir vyskytujicich se na uzemi CR), tak

negativni (ovéfena u E. coli, Str. pneumoniae, B. burgdorferi, CMV, L. biflexa Patoc Patoc I).
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Stanoveny detek¢ni limit 1 — 5 kopii genomu/ml tekutého biologického materialu
svédci o vysoké citlivosti metody, kterd je dulezitd v klinickém vyuziti pfi diagnostice akutni
formy leptospirdzy, kdy na zacatku onemocnéni nemusi byt vzhledem k relativné dlouhé

generacni dob¢ leptospir jeste pocet pritomnych kopii DNA vysoky.

VS8echny laboratorni kmeny ziskané z Royal Tropical Institute v Holandsku
patogennich leptospir (n = 218; 94,8 %) byly urceny jako LipL32 pozitivni, nepatogenni (n =
7; 30,4 %) jako LipL32 negativni. Uvedend skutecnost svéd¢i o vysoké pozitivni a negativni
analytické specificit¢ zavedené rt PCR metody, tedy o spolehlivosti detekce DNA

patogennich leptospir.

Ve studii Bourhyho a kol. (2011) [31] byly testovany parametry ¢tyt Kvantitativnich rt
PCR metod, jez detekovaly 3 riizné cilové geny Ifbl, secY a lipl32 gen. Ve shodé¢ s nasi studii
byly nejlepsi vysledky detekce DNA patogennich leptospir ziskany pii detekci genu lipl32.
Obdobné jako v nasi praci byl limit detekce stanoven na 1 kopii genomu/ml. Stejné jako
vnasi studii autofi u vSech testovanych patogennich genomospecies (L. interrogans, L.
kirschneri, L. kmetyi, L. borgpetersenii, L. santarosai, L. noguchii, L. weilii, L. alexanderi a
L.alstoni) prokézali gen pro LipL32, u bakterii B. burgdorferi, B. hermesii, E. coli,
Treponema (T.) denticola, Plesiomonas shigelloides jeho ptitomnost prokazana nebyla.

Levett a kol. (2005) [139] ve studii stanovili obdobné jako my limit detekce rt PCR
metody detekujici gen lipl32 pro krevni plazmu na 3 kopie genomu/ml, na rozdil od nasi
prace byl limit detekce pro mo¢ 10 kopii genomu/ml. Negativni analytickd specificita byla
ovéfena pro Acinetobacter calcoaceticus, Bacillus subtilis, Bacillus thuringiensis,
Bifidobacterium longum, Bordetella bronchiseptica, Bordetella pertussis, B. burgdorferi,
Brucella melitensis, Burkholderia cepacia, Campylobacter jejuni (2 kmeny),
Corynebacterium  diphtheriae, = Corynebacterium  xerosis,  Enterobacteraerogenes,
Enterococcus faecalis (4 kmeny), Enterococcus faecium (3 kmeny), E.coli, Helicobacter
pylori (2 kmeny), Klebsiella pneumoniae, Lactobacillus plantarum, Listeria monocytogenes,
Neisseria canis, Pasteurella multocida, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, St.
aureus, Str. pneumoniae, Str. pyogenes, Str. sanguis, Candida albicans (2 kmeny), Candida
dubliniensis (2 kmeny), Candida glabrata, Candida krusei, Candida parapsilosis, Candida
tropicalis, T. denticola, T. pallidum Nichols kmen, T. phagedenis a T. refringensa. Negativni
a pozitivni analyticka specificita je stejné jako v nasi praci rovna 100,0 %.

V odborné studii autort Stoddard a kol. (2009) [87] byla mez PCR detekce stanovena

u moci obdobné jako u néas na 1 kopii genomu/ml a u krve se vSak oproti nasi studii
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setkdvame s 10 kopiemi genomu/ml. Negativni analyticka specificita byla determinovéana pro
Actinomyces naeslundii, Bartonella henselae, B. burgdorferi, Brucella melitensis,
Burkholderia pseudomallei, Chaetomiumglobosum, Chlamydia pneumoniae,
Chromobacterium violaceum, Coxiella burnetii, Enterococcus faecalis, E. coli, Francisella
tularensis, Legionella pneumophila, Listeria monocytogenes, Neisseria meningitidis,
Rickettsia felis, Rickettsia rickettsii, Rickettsia typhi, Salmonella enterica sérovar Typhi, T.
pallidum, Yersinia pestis, Candida albicans, Coccidioides immitis, Mycobacterium
tuberculosis, Giardia lamblia, Leishmania donovani, Plasmodium vivax, Toxoplasma gondii,
Trypanosoma cruzi a virus hepatitidy B a pozitivni analytickd specificita pro vSechny
genomospecies patogennich leptospir. V obou piipadech byla souhlasné s nasim vyzkumem
stanovena specificita rovna 100,0 %.

Z 295 pacientl suspektnich na leptospirdézu bylo jako LipL32 pozitivni vyhodnoceno 9
osob (3,1 %), od nichz pochazelo 15 pozitivnich biologickych materialt (10x mo¢, 4x krevni
plazma, 1x likvor). VSechny rt PCR pozitivni biologické materialy byly odebrany v prvnim
tydnu onemocnéni, tedy v dobé, kdy jesté neni vytvoren dostatecny titr specifickych protilatek
proti infekénimu agens, a pfed zahajenim ucinné antibiotické terapie (chloramfenikol,
tetracykliny, penicilinové preparaty) ¢i maximalné do 24 h po jeji iniciaci. Leptospiry totiZ
rychle vytvoii s pfitomnymi protilatkami, pokud jsou v dostateCném titru, komplex antigen-
protilatka, ktery je posléze degradovan imunitnim systémem. Ke stejné skute¢nosti dochazi
ucinkem antibiotického preparatu, leptospiry jsou jeho plsobenim rychle degradovany a
rovnéz se stavaji snadnym terem pro imunitni systém. V obou pfipadech tak mize byt

vysledek rt PCR faleSné€ negativni.

Nové€ zavedend metoda ma oproti piredeslé PCR metodé (vyuzivajici B I, Il a G1 a G2
primery) hned nékolik vyhod, které spoc¢ivaji hlavné v jeji rychlosti (vysledek vySetfeni je
dispozici jiz za 5 h), finan¢ni naklady jsou podstatn€¢ nizsi nez u ptredeslé PCR metody (je
pouzivan pouze jeden set primert a polovicni mnozstvi reagencii v porovnani s piedchozi
PCR metodou) a stanoveny detekéni limit 1 — 5 kopii genomu/ml tekutého biologického
materialu svéd¢i o vysoké citlivosti zavedené metody. Potencionalni nevyhodou rt PCR
metody je skuteCnost, ze vysledek vysetfeni je pouze DNA patogennich leptospir ano-ne bez
upfesiiujici informace o infikujicim genomospecies. Tento nedostatek vSak lze odstranit

sekvenacni reakci.

ProtoZze nami vypracovand metoda rt PCR spliluje kritéria pro v¢asnou laboratorni

diagnostiku akutni formy leptospirdzy, pouzili jsme ji k porovnani vysledkl vySetfeni vSech
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pacienti s pozitivnim PCR vySetfenim s osobami s kombinaci MAT pozitivniho a PCR
negativniho vysledku vySetfeni. Podrobny rozbor 11 pacienti a biologickcych materiali

splitujicich vyS$e zminéna kritéria je uveden v nasledujicich odstavcich (viz. tab. 10).

Biologické materialy od pacientti €. 2, 3, 4, 5, 6 a 8 byly odebrany pro PCR vysetieni a
MAT vysSetfeni ve stejny den ¢i v intervalu maximalné 24 h. Tato skutecnost podporuje
vyznam PCR metody pro laboratorni diagnostiku akutni formy leptospirozy, jelikoz detekce
protilatek u pacientd s pozitivnim vysledkem vySetfeni byla pfi pouziti MAT metodiky ve
stejny Cas negativni u 3 pacientl a hrani¢ni také u stejného poctu osob. Sérologické
laboratorni metody nemohly v daném okamziku odhalit probihajici akutni formu leptospirdzy

u zadného z uvedenych 6 pacientd.

U pacienta €. 7, u kterého byla prokazana PCR pozitivita v krevni plazmé a moci, byly
biologické materialy odeslany na klinické pracovisté na MAT vySetieni po vice nez 2

mésicich pozd¢ji. Vysledek MAT vysetieni byl hrani¢ni, byl prokézan titr 1:200.

Abychom mohli zhodnotit pfinos PCR metody pro diagnostiku akutni formy
leptospirézy, byly také, jak je uvedeno v nasledujich odstavcich, posuzovany biologické

materialy od pacientd s negativnim vysledkem PCR detekce a sérologickou pozitivitou.

Prikladem faleSné¢ negativni PCR reakce vlivem antibiotické terapie je negativni
vysledek vysetfeni krevni plazmy a moce od pacienta ¢. 10. Po méné nez 3 tydnech byl
zaznamenan pozitivni vysledek MAT vySetieni — 1:400. U oSettujiciho 1ékatfe byla ovétena
skutecnost, ze 2 dny pted odebranim biologickych materialti pro PCR vysetfeni, byla zahajena
antibioticka terapie. Tento fakt mize vysvétlovat negativni vysledek PCR vysetieni.

Biologické materidly od pacienta ¢. 11 (krevni plazma a moc¢) byly vyhodnoceny PCR
metodou jako LipL32 negativni. Po méné neZ mésici byl zaznamenan pozitivni vysledek
MAT vysetieni u 3 laboratornich kmenti patogennich leptospir (nejvyssi titr 1:6400). Podle
osetfujiciho lékafe nebyla u tohoto pacienta zahdjena antibiotickd terapie v dobé& pied
odebranim biologickych materidli pro PCR vySetfeni. Z tohoto diivodu jsme uvazovali o
priciné negativniho vysledku. Pfedpokladame, Zze v krvi pacienta jiz byla dostate¢na hladina
protilatek, jez lyzovaly leptospiry a bakterie tedy nemohly byt v krvi detekovany. Kolonizace
renalnich tubull se zac¢ind objevovat zpravidla po prvnim tydnu klinickych symptomd, tudiz
Ize v tomto obdobi ocekavat PCR pozitivitu moce. Negativni vysledek PCR vysetfeni moce
nas vedl k dalSimu patrani na klinickém pracovisti a bylo odhaleno, Ze mo¢ odebrana 23. zati

byla zpracovéana az 26. zafi.
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Pii zavadéni a validaci rt PCR jsme zkoumali nepfiznivy vliv délky a teploty
skladovéani popf. transportu na vysledek vySetfeni, aby bylo zamezeno degradaci DNA v
nevhodném tekutém materidlu a naslednému snizeni sensitivity PCR. Vzorky moce zdravé
osoby byly arteficialné inokulovany 250 zivymi leptospirami/ml biologického materidlu a
nasledné byla provedena PCR reakce. Vzorky byly uchovavany pii chladnickové teploté a
opakované testovany kazdych 24 h. V moci uchovavané 24 a 48 h byla DNA patogennich
leptospir prokéazana, ve vzorku skladovaném vice nez 72 h byl vysledek detekce opakované
negativni. PCR negativni moc¢ pacienta ¢. 10 byla zpracovana za vice nez 72 h, a proto lze
predpokladat, ze DNA patogennich leptospir byla v tomto agresivnim prostiedi, velmi ¢asto
kontaminovaném dal$imi bakteriemi, pravdépodobné jiz degradovana.

V¢asna diagnostika infekce zpisobené patogennimi leptospirami je diilezita predevSim
ze dvou divodl: pro iniciaci efektivni antibiotické terapie a prevenci rozvoje tézkych
komplikaci leptospir6zy — hepatorenalniho, srde¢niho a respira¢niho selhéni, aseptické
meningitidy ¢i hemoragické diatézy. V odborné literatuie je celosvétoveé popisovan stale se
zvySujici pocet ptipadi tézké formy leptospirdzy — Weilovy choroby, s mortalitou pievysujici
10 %.

Detekce ptitomnosti DNA patogennich leptospir v krevni plazmé by u suspektnich
pacientdi méla byt realizovana v prvnim tydnu infekce, kdy v krvi pacienta jesté nejsou
ptfitomny specifické protilatky, jeZ by mohly lyzovat leptospiry.

Od druhého tydne klinickych symptomi je mozné vyuzit pro detekci DNA mo¢, avSak
za podminek, které zajist'uji jeji rychlé zpracovani a ptipadné alespon izolaci DNA. V piipadé
meningealnich symptomu je vysetfovan likvor, protoze leptospiry maji také vysokou afinitu k
nervove tkani.

S ohledem na dodrzovani standardi spravné laboratorni praxe v preanalytické fazi
vySetieni a prevence faleSné negativnich vysledkli vysetfeni by biologické materidly mély byt
odebrany pted zahdjenim antibiotické terapie ¢1 maximalné do 24 h po jeji iniciaci. Leptospiry
jsou citlivé k vétsin€ antibiotik, jsou rychle degradovany a likvidovany imunitnim systémem.
Vysledek vySetfeni mlzZe byt faleSné negativni i v ptipad¢, Ze se u pacienta klinické ptiznaky
leptospirdzy stale rozviji.

Rt PCR metoda bylo vyuzita pouze pro laboratorni diagnostiku akutni formy
leptospirdzy u suspektnich pacienti, byla odzkouSena i pii detekci DNA patogennich
leptospir v povrchovych vodach a vihkych substratech. Z celkového poétu 680 odebranych
vzorkii ze zevniho prostiedi (povrchové vody, vihké substraty, COV) bylo 5 (0,7 %) reakci

vyhodnoceno jako hrani¢ni, vysledek sekvena¢ni analyzy byl opakované ,,nekultivovatelné
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bakterie®. VSechny vzorky byly tedy vyhodnoceny jako negativni. Z uvedené skutecnosti je
zcela ziejmé, ze metoda neni vhodna pro testovani takto narocnych materiali — vzorky vod a
zeminy obsahuji patrné velké mnozstvi DNA rozlicnych druht mikroorganismi ze zevniho
prostiedi, a pokud byly patogenni leptospiry pfitomné pouze v limitnim mnozstvi, patrn¢ je

nebylo mozné detekovat.

MLST analyza

Pro pfesnou identifikaci 11 laboratornich kment patogennich leptospir vyskytujicich
se na tizemi CR, jeZ jsou fazeny do 3 genomospecies (L. interrogans, L. kirschneri a L.
borgpetersenii), byla pouzita metoda MLST dle autord Ahmed a kol. (2011). Princip této
MLST anlyzy spocival v prvotni izolaci DNA a nasledné detekci 5 genti: adk, icdA, rrs2,
lipl4l a lipl32. Bylo zjisténo, ze gen adk umoziuje pouze detekci DNA genomospecies L.
interrogans, gen icdA detekci L. interrogans a L. kirschneri, zbyvajici tii geny (lipl41, rrs2 a
lipl32) umoziiuji detekci viech 3 genomospecies v CR (viz tab. 12)

Produkty PCR 11 laboratornich kment byly po purifikaci néasledné podrobeny
sekvenacnim reakcim. Po pfeciSténi sekvenacnich produktl byla provedena kapilarni
elektroforéza za Ucelem =ziskani specifického elektroforegramu k identifikaci potadi
nukleotidi v DNA patogennich leptospir. Vysledkem je vytvofeni knihovny referencnich
sekvenci pro urCeni neznamého sérovaru (kmene) patogennich leptospir vyskytujicich se v
CR.

V naSi studii se nepodafilo odhalit sekvenci nukleotidii specifickou pro Weilovu
chorobu a timto ji jednozna¢né odlisit od jinych druht leptospirdéz (polni horecka, nemoc
pasakll vepit, horecka ryzovych poli). Jednim z dlivodii mize byt volba nevhodnych cilovych
genl. V dal§im obdobi bychom se chtéli zamétit na detekei a sekvenaci genli pntA, SUCA,
pfkB, tpiA, mreA, glmU and fadD, jez jsou popsany v odborné publikaci autori
Thaipadungpanit a kol. (2007) [142]. Domnivame se, Ze vyS$i pocet cilovych genl zvysi
moznost odhaleni pozadované sekvence DNA patogennich leptospir typické pro Weilovu

chorobu.

Vyskyt leptospirézy na &asti uizemi CR v letech 2002 — 2013

Z celkového poctu 5840 pacientli suspektnich na leptospirézu bylo pozitivnich 101
0sob (1,7 %), onemocnéni ptevazovalo u muzu (70,3 %), pramérny vék obojiho pohlavi se
signifikantné¢ neliSil. Ve shodé¢ s vétSinou odbornych publikaci zaméfenych na

epidemiologickou charakteristiku souboru pacientti s leptospirézou jsme dosli k zavéru, Ze
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infekce patogennimi leptospirami se vyskytuje Castéji u muzl nez u zen - 71 muzi (70,3 %) a
30 Zen (29,7 %). V pracich autorit Nardone a kol. (2004) [15], Covi¢ a kol.(2003) [8], Peri¢ a
kol. (2005) [2] a Esen a kol. (2004) [92] tvofili analyzovany soubor pacientu s leptospirézou
muzi v 93,0 %, 91,4 %, 85,0 %, resp. v 81,9 %. V literatufe je tento fenomén vysvétlovan tim,
Ze muzi jsou pifi vykonu povolani a vzhledem k jeho druhu vystaveni vys$simi riziku expozice

patogennim leptospiram nez Zeny.

V nasi studii jsme zjistili skutenost, ze nejvice pacientd (jak muzl, tak zen)
s laboratorné potvrzenou diagn6zou leptospirdza bylo ve veéku mezi 26 - 45 lety. Tento jev si
vysvétlujeme tim, Ze tato vékova skupina lidi je nejvice fyzicky aktivni a pfichdzi do kontaktu

s rizikovymi faktory.

V roce 2002 (n = 21, ;20,8 %) a 2005 (n = 25; 24,8 %) jsme zaznamenali nejvice
leptospira-pozitivnich osob. Roku 2002 zasahly uzemi celé CR rozsahlé povodné, v roce 2005

byly popisovany lokalni povodné v Pardubickém a Kralovéhradeckém kraji.

Nejvyssi pocet pozitivnich pacientii byl zaznamenan v listopadu. V CR je popisovana
vyrazna sezonnost leptospirdzy s nejvyssim poétem piipadii v obdobi od ¢ervna do fijna a
maximem vyskytu vsrpnu [16]. V piedkladané studii byl zaznamenan nejvyssi pocet
pozitivnich osob v mésici listopadu, kdy obvykle kulminuje pocet hlodavct. Domnivame se,
7e ¢lovek prichazi do kontaktu s patogennimi leptospirami nejen v ptirodé a ve vodé, ale také
napf. pfi podzimnim tklidu sklept, pfi praci v zemé&délstvi, kdy 1ze pfedpokladat kontaminaci
vlhkych substratd moc¢i hlodavct. Tomu odpovidéji nase zjisténi. Napf. v anamnestickych
udajich 2 pacientli byl uveden uklid sklepa a uklid po lokdlnich povodnich. Ve 28 piipadech
jsme dotazovanim zjistili ¢asové delsi kontakt s pfirodni vodou (vodacky kurz, loveni ryb
v Norsku, pobyt na Balkané, pad do feky, pad do lesni ting, piti vody ze studanky, jeden
pacient uvadeél, ze se pfi praci v potoce poranil o hiebik a soucasné vidél v potoce potkany)
apod. Castym anamnestickym tdajem byl rovndZ pobyt v piirodé bez piimého kontaktu
s vodou, ¢ast dotazovanych uvadéla také kontakt s hlodavci a jinymi zvifaty pii praci

v zemédé@lstvi, uklidu po lokalnich zéplavach a podobné.

Jak je patrné z tab. 13, incidence leptospirdzy v Pardubickém a Kralovehradeckém
kraji v letech 2002 - 2013 (krom¢& roku 2008, 2011, 2012 a 2013) kazdoroéné pievysuje
vSeobecné uvadénou hodnotu 0,4/100 000 obyvatel, v roce 2005 vice nez pétinasobné.
Uvedenou skutecnost si vysvétlujeme tim, Ze mezi infekcionisty v uvedenych krajich panuje

velmi dobré povédomi o vyskytu leptospirdzy, a proto toto infekéni onemocnéni Casto
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zahrnuji do primarni diferencialni diagnostiky. Nemalou ¢asti k témto vysledkiim pfispiva i
fakt, ze zavedend metodika prikazu DNA patogennich leptospir odhali pivodce infekce jiz
vV prvnim tydnu onemocnéni, kdy by jest¢ vysledek sérologického vySetfeni mohl byt

negativni.

V praci jsme prokazali, ze mezi nejcastéji detekované sérovary patogennich leptospir v
Pardubickém a Kralovéhradeckém kraji patii L. grippotyphosa (n = 41; 42,3 %), L.
icterohaemorrhagiae nebo L. copenhageni copenhageni (n = 27; 27,8 %). Ve studii Esena a
kol. (2004) autofi zjistili, Ze v Turecku nejcastéji byl u 43 pacientd s laboratorné potvrzenou
leptospirézou diagnostikovan sérovar L. icterohaemorrhagiae (n =13; 30,2 %), L.
grippotyphosa (n = 5; 11,6 %) a L. bratislava (n = 5; 11,6 %). Chorvatsti autofi Peri¢ a kol.
(2005) popisuji v retrospektivni studii v letech 1969 — 2003 ve vychodnim Chorvatsku, ze
mezi nejéastéji detekované sérovary patogennich leptospir patfily L. sejroe, L. pomona, L.
autumnalis a L. icterohaemorrhagiae. Ve sdéleni Levett a kol. (2003) autofi u 105 pacienti
S potvrzenou leptospir6zou na Barbadosu diagnostikovali nejcastéji séroskupinu Australis (n

= 43 pacientu; 41,0 %), Icterohaemorrhagiae (n = 26; 24,8 %) a Ballum (n = 14; 13,3 %).

Definitivni ur€eni infikujiciho sérovaru je dulezité nejen z hlediska klinického, ale
také z hlediska epidemiologického. Hygienicka sluzba muze na zakladé laboratornich
vysledkli provést G¢innd opatfeni k ochran¢ obyvatelstva, aby se zamezilo dalSimu Sifeni
infekce. Mezi uvedend opatieni patii deratizace ¢i uZivani protektivnich pomticek pfi praci

v rizikovych oblastech.

MAT a ELISA - konfirmace vysledku PCR analyzy

V CR se pii sérologickém priikazu infekce patogennimi leptospirami pouziva metoda
MAT detekujici v krvi pacienta protilatky proti jednotlivym 11 laboratornich kmeniim
patogennich leptospir. V nasi studii jsme se zamé¢fili na otestovani diagnostické senzitivity a
specificity metody MAT a ELISA, abychom si ovéfili skutecnost, ze uvedené laboratorni

metody budeme pomoci pouzit ke konfirmaci vysledkt rt PCR vySetieni.

Jak bylo prokazano, MAT ma 100,0% diagnostickou senzitivitu i specificitu. Limitem
tohoto sérologického vySetieni je vSak skutecnost, Ze protilatky proti patogennim leptospiram
jsou v Krvi pacienta detekovatelné az od druhého tydne onemocnéni. Do této doby muze byt

vysledek vySetieni faleSn€¢ negativni, a proto se doporucuje provést vySetfeni
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mikroaglutinaénim testem znovu s ¢asovym odstupem dvou tydnl, kdy by jiz mély byt
specifické protilatky v krvi pacienta prokazatelné. Nutné je vSak ptihlizet, zda mezitim nebyla
zahajena ATB terapie.

Analyzované diagnostické soupravy SERION ELISA classic Leptospira IgM/IgG
vykazovaly diagnostickou senzitivitu 100,0 %. Diagnosticka specificita soupravy pro detekci
IgM protilatek cinila 88,6 % a soupravy pro detekci IgG protilatek 54,3 %. Vzhledem ke
skute¢nosti, ze u souprav SERION ELISA classic Leptospira IgM byly zaznamenany celkem
4 fale$né pozitivni reakce a u soupravy SERION ELISA Leptospira classic IgG falesné
pozitivnich reakci celkem 16, nelze povazovat tyto diagnostické kity za vhodné a piedevsim
za spolehlivé pro rutinni diagnostiku leptospirézy zejména ve tfidé¢ IgG. Diagnosticka
specificity soupravy vhodné pro pouziti v rutinnim provozu by méla prevysovat hodnotu 95,0
%. Z uvedenych skuteCnosti vyplyva, ze diagnosticka specificita je nedostatecnd. ELISA
soupravu povazujeme ztohoto hlediska za nevhodnou pro diagnostiku akutni formy
leptospirozy, ani jako konfirmaéni metodu vysledk zavedené rt PCR metody detekujici gen

pro povrchovy lipoprotein LipL32.

Diagnostickéa senzitivita soupravy SERION ELISA classic Leptospira IgM vychazi ve
shodé s ndmi ve studii Honarmanda a kol (2010) [19] a Panwala a kol. (2011) [100] 100,0 %
resp. 96,2 %. Effler a kol. (2002) [143] vSak zaznamenali diagnostickou senzitivitou pouhych
43,0 %. Naproti tomu Panwala a kol (2011) [100] souhlasné s nami dosli k téméf identické
hodnot¢ diagnostické specificity vySe uvedené soupravy 88,1 %. Vzhledem ke skutec¢nosti, Ze
vétSina autorti se zabyvala detekei specifickych IgM protilatek, existuje pouze limitovany
pocet publikaci, ve kterych byly urceny hodnoty diagnostické senzitivity a specificity
soupravy SERION ELISA classic Leptospira IgG. Ve studii Honarmanda a kol. (2010) byla
diagnosticka senzitivita a specificita soupravy detekujici IgG rovna 84,0 % resp. 77,0 %
(v nasi studii 100,0 % resp. 54,3 %). Na druhou stranu, jak je patrné z tab. 19, testovana
ELISA souprava vykazovala vysokou NPV, krom¢ studie Efflera a kol. se pohybovala
v rozmezi 94,0 — 100,0 % [143]. Zminény fakt je z diagnostického hlediska velice dulezity
pro vylouceni infekce zplisobené patogennimi leptospirami. Konfirmace naSich vysledki

s ostatnimi autory je uvedena v tab. 19.

131



Tab. 19 Porovnani vysledkd diagnostické senzitivity, specificity, PPV, NPV soupravy
SERION ELISA classic IgM/IgG s dalsimi studiemi

Kucderova a kol. Honarmand a kol. | Panwala a kol. Effler a kol.
Vysledky (2011) [99] (2010) [19] (2011) [100] (2002) [143]
IgM (%) | 19G (%) | IgM (%) | 19G (%) IgM (%) IgM (%)
Senzitivita 100,0 100,0 100 84,0 96,2 43,0
Specificita 88,6 54,3 43,0 77,0 88,1 98,0
PPV 71,4 38,5 37,0 55,0 88,4 86,0
NPV 100,0 100,0 100,0 94,0 96,7 85,0

V téchto ctyfech studiich byly pouzity rozdilné sady leptospirovych antigenli. Ve

vSech sdélenich byly testovany sérovary L. canicola, L. grippotyphosa a L.
icterohaemorrhagiae. V nasem odborném sdéleni (2011) [99] jsme jak ve tiidé IgM, tak v
IgG prokazali diagnostickou senzitivitu 100,0 %, dale byly ve studii pouZity sérovary L.
copenhageni, L. sejroe, L. istrica, L. bratislava, L. pomona, L. polonica a L. sorex - jalna. V
préci Efflera a kol (2002) [143] byla ve tfidé IgM diagnostikovana pouze 43,0% diagnosticka
senzitivita a dale byly vySetfeny i sérovary L. ballum, L. bataviae, L. pyogenes, L. autumnalis,
L. pomona, L. wolfii, L. australis a L. minigeorgia. Zajimavou skute¢nosti je fakt, ze pfi
pouziti stejného spektra antigenll tito autofi publikovali nejvys$i hodnotu diagnosstické
specificity (98,0 %) ze vSech Ctyfech studii. Nejniz§i hodnoty diagnostické specificity (43,0
%) bylo dosazeno ve sdéleni Honarmanda a kol (2010) [19], ve kterém byly pozity i sérovary
L. austrais, L. autumnalis, L. castellonis, L. bataviae, L. cynopteri, L. hebdomadis, L.
copemhageni, L. javaniica, L. pomona, L. hardjo, L. sejroe, L. wolfii a L. tarrasovi. Z této
skutecnosti vyplyva, ze spektrum a kvantita pouzitych antigenli pohou vyznamné ovlivnit

vyslednou hodnotu diagnosticke senzitivity a specificity.

Je zapotiebi také respektovat skuteCnost, ze soupravy SERION ELISA classic
Leptospira IgM/IgG jsou dle sdéleni vyrobce zalozeny na prukazu rodové specifickych
protilatek proti celobunéénému antigenu nepatogenni L. biflexa, nebot’ pfi velkém mnozstvi
sérovard patogennich leptospir je obtizné pfipravit soupravy zahrnujici siroké spektrum
antigent [38,100,144]. Nepatogenni L. biflexa je podle naSich ptedchozich zkuSenosti
s testovanim studniéni vody patrné na Gizemi CR dosti rozsifena a lze predpokladat, Ze ¢ast

populace ma protilatky i proti tomuto sérovaru. Ve studii Cermékové a kol (2004) [145] byla
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testovana séra od 90 pacientl s klinicky konfirmovanou boreliézou a byla ovétena piitomnost
Cetnych falesné pozitivnich reakci u osob s diagndézou RS, CMV, Epstein-Barr viru,
herpetickych virti, revmatické artritidy a dal$imi. Zkiizené reakce mezi spirochétami jsou
v sérologickych testech obecné znamé, stejné tak vySe uvedené faleSné pozitivni reakce.

Otazkou je, jestli mize byt takto postavena souprava ptinosem pro laboratorni diagnostiku.

Detekce specifickych protilatek proti patogennim leptospirdm metodou MAT je
zlatym standardem diagnostiky onemocnéni, ktery se pouziva ve vétSiné specializovanych
klinickych pracovist’. Je zapotiebi zdiraznit skutecnost, ze v celosvétovém métitku dochézi
K nartstu pocétu ptipadi tézké formy leptospirdézy, v mnoha piipadech s velmi rychlou
progresi onemocnéni [33]. Abychom zabranili rozvoji tézkych komplikaci tohoto infekéniho
onemocnéni je nezbytné, aby antibiotickd terapie byla zahdjena co nejdiive [52,146].
Vzhledem ke skutecnosti, Ze protilatky proti patogennim leptospirdm jsou ve vétSin€ piipadi
detekovatelné metodou MAT od druhého tydne onemocnéni, miizeme polemizovat o tom,
zda-li je sérologicka diagnostika vhodnou metodou pro prikaz akutni formy leptospirozy
[25,52]. Piiklanime se k nazoru vétsiny autort, ktetfi povazuji za nejlepsi metodu diagnostiky
leptospirdzy v prvnim tydnu onemocnéni identifikaci DNA PCR [24,25,29,147]. Musi byt
samoziejm¢ dodrzena doporucena pravidla pro odbér biologického materialu. Detekce
pfitomnosti DNA patogennich leptospir by méla byt provedena v prvnim tydnu onemocnéni,
kdy jesté nedochazi k tvorbé specifickych protilatek. Je nezbytné, aby biologicky material byl
odebran pted zahajenim U¢inné antibiotické terapie (peniciliny, tetracykliny, chloramfenikol a
dalsi). Leptospiry jsou k antibiotikim vysoce citlivé, rychle se rozpadaji a jsou nasledné
likvidovany imunitnim systémem. Vysledek prikazu DNA metodou PCR muze byt po 24 - 48
h od zapoceti G¢inné antibiotické terapie negativni a z klinického hlediska tedy fale$né

negativni.
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6. ZAVER

V CR je v laboratoratorni diagnostice leptospirdzy pouzivana pouze sérologicka
metoda mikroaglutina¢niho testu, kterd ma vSak v prvnim tydnu onemocnéni nizkou
diagnostickou senzitivitu. Z tohoto ditvodu jsme se v piredkladané dizertacni praci zaméfili na
zavedeni molekularné biologickych metod do klinického provozu, abychom byli schopni
diagnostikovat infekci vyvolanou patogennimi leptospirami jiz v akutni fazi onemocnéni.
V soudasné dobé jsme v CR jedinym pracovistém, které k diagnostice leptospirdzy pouziva rt
PCR metodu. Déle jsme se zaméfili na stanoveni vhodné metody pro konfirmaci vysledka
PCR vysetfeni, krom€ metody MAT byla testovdna i ELISA souprava pro detekci protilatek
proti leptospiram, jez zadné pracovisté v CR v laboratorni diagnostice této infekce nepouZiva.
V neposledni fadé jsme se pokusili o vyhodnoceni rizikovosti nékolika okresti CR s ohledem
na moznou infekci patogenni leptospirami ptfedevSim z didvodu, ze dlouhodobé nejsou
k dispozici aktudlni informace o incidenci leptospir6zy. V nasledujicich odstavcich jsou

zminény vysledky vSech stanovenych cill této dizertaéni prace.

a) Zaveést do klinického provozu vhodnou PCR metodu pro laboratorni diagnostiku

akutni formy leptospirozy.

Byla navrzena a vypracovana rt PCR metoda detekce genu kodujiciho povrchovy
lipoprotein LipL32, ktery je typicky pro patogenni leptospiry. Metoda vynika vysokou
pozitivni 1 negativni analytickou specificitou, ob¢ hodnoty jsou rovny 100,0 %. Metoda byla
ovéfena na 230 laboratornich kmenech leptospir, jez byly ziskany z Royal Tropical Institute
v Holandsku. Mez detekce byla stanovena na 1 — 5 kopii genomu/ml tekutého biologického
materialu. Jednou z nejvétSich vyhod je skutecnost, Ze vysledek vysetfeni je k dispozici do 5
h, coz mlize mit zasadni vliv za dal§i vyvoj infekce zplisobené patogennimi leptospirami.
Z 295 pacientl suspektnich na leptospirdézu vySetienych o obdobi duben 2010 — duben 2013
bylo jako LipL32 pozitivni vyhodnoceno 9 (3,1 %) osob, od nichz pochézelo 15 pozitivnich
biologickych materialti. Pro laboratorni diagnostiku akutni formy leptospirdzy je esencialni,
aby byly biologické materialy odebrany v prvnim tydnu onemocnéni a pied zahajenim

antibiotické terapie.

b) Urcit vhodnou metodiku pro sekvenaci DNA patogennich leptospir a pokusit se
vyhledat sekvenci typickou pro Weilovu chorobu a timto ji odliSit od jinych tipta

leptospirdzy
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Byla navrzena metodika MLST anylyzy detekujici 5 gend ( adk, icdA, rrs2, lipl4l a
lipl32 gen) pro vytvoreni knihovny DNA sekvenci 11 laboratornich kmenti patogennich
leptospir izolovanych na tizemi CR. Amplifikované cilové geny byly nasledné podrobeny
sekvenacni analyze. Pomoci této knihovny mohlo byt nasledné¢ urceno, o jaky sérovar
patogennich leptospir se jednalo u suspektniho pacienta. Touto MLST analyzou jsme vSak
nebyli schopni determinovat sekvenci DNA typickou pro Weilovu chorobu, pravdépodobné

Z davodu volby nevhodnych cilovych gend.

¢) Modifikace PCR metodiky pro detekci patogennich leptospir ve vzorcich ze zevniho

prostredi

Z celkového poctu 680 provedenych vysetfeni bylo 5 (0,7 %) reakci vyhodnoceno
jako hrani¢ni, vysledek sekvenacni analyzy byl opakované ,nekultivovatelné bakterie®.
Vsechny vzorky byly vyhodnoceny jako negativni. Z uvedené skutecnosti je zcela ziejmé, ze
metoda neni vhodna pro testovani takto naro¢nych materialti — vzorky vod a zeminy obsahuji
patrn¢ velké mnozstvi DNA rozliénych druht mikroorganismil ze zevniho prostiedi, a pokud
byly patogenni leptospiry pfitomné pouze v limitnim mnoZstvi, patrn€ je nebylo mozné

detekovat.

d) Epidemiologické Setfeni vyskytu leptospirozy v Kralovéhradeckém, Pardubickém

Kkraji a ¢asti kraje Vysocina v letech 2002 - 2013

Z celkového poctu 5840 pacientli suspektnich na leptospiréozu bylo jako pozitivni
vyhodnoceno 101 (1,7 %). Onemocnéni bylo diagnostikovano u 71 muza (70,3 %) a 30 zen
(29,7 %). Nejvice pozitivnich pacient - muzi (n = 34; 47,9 %) bylo ve vékovém rozmezi 26
- 45 let, u Zen (n = 12; 40,0 %) se dostavdme k obdobnym zavérim. Nejvetsi pocet
leptospira-pozitivnich osob byl zaznamenan v roce 2002 (n = 21; 20,8 %) a 2005 (n = 25;
24,8 %), incidence leptospirdzy v téchto letech ¢inila 1,83 a 2,17/100 000 obyvatel. V roce
2002 zasahly uzemi celé CR rozsahlé povodné, v roce 2005 jsme si dotazem v Ceském
hydrometeorologickém ustavu ovéfili, ze v Pardubickém a Kréalovéhradeckém byly
popisovany lokalni povodné. Nejvyssi pocet pozitivnich pacientll byl zaznamenan v listopadu
(n = 20; 19,8 %). Nejfrekventovan¢j§im infikujicim typem byl v nasi studii sérovar

L.grippotyphosa (n = 41; 42,3 %).

e) Stanoveni diagnostické specificity a senzitivity MAT a Serion ELISA classic

Leptospira IgM/1gG - konfirmace vysledka pCR vySetieni
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Z celkového mmozstvi 1553 prislusniki ACR vysetienych ELISA metodou na
pfitomnost protilatek proti leptospiram bylo jako IgM pozitivni urc¢eno 292 (18,8 %) osob,
jako IgG pozitivni 392 (25,5 %) piislusniki ACR. Vsechna pozitivni krevni séra od
piislusniktt ACR byla konfirmaéné vysetiena s 11 laboratornimi kmeny patogennich leptospir
pouzivanymi v CR pii metodé MAT a nepatogenni L. biflexa. Naprosta vétsina krevnich sér
konfirmovanych vyse uvedenymi laboratornimi kmeny leptospir byla vyhodnocena metodou
MAT jako negativni, v€etné nepatogenni L.biflexa. U 26 krevnich sér byla zaznamenana slaba
reakce v titrech 1:50 — 1:200 s laboratornimi kmeny L. grippotyphosa P125 (n = 8; 30,8 %),
L. grippotyphosa Z6 (n = 7; 26,9 %), L. icterohaemorrhagiae Fry$ava (n = 3; 11,5 %), L.
sorex — jalna Sorexjalna (n = 3; 11,5 %). L. copenhageni Lebe (n = 2; 7,6 %) L. istrica J20 (n
=1; 3,9 %), L. bratislava Jez Bratislava (n = 1; 3,9 %), L. canicola S392 (n = 1; 3,9 %).

V nasi studii bylo prokazano, Ze metoda MAT ma 100,0% diagnostickou senzitivitu i
specificitu. Analyzované diagnostické soupravy SERION ELISA classic Leptospira IgM/1gG
vykazovaly shodné diagnostickou senzitivitu 100,0 %. Diagnosticka specificita soupravy pro
detekci IgM protilatek cinila 88,6 % a soupravy pro detekci IgG protilatek 54,3 %.
Diagnosticka senzitivita soupravy vhodné pro pouziti v rutinnim provozu by méla pievySovat
hodnotu 95,0 %. Z tohoto diivodu jednoznaéné doporucujeme ke konfirmaci vysledkid rt PCR

vySetieni MAT metodu.
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Piil. 14 Ukazka sekvenacnich dat a elektroferogramu Leptospira copenhageni Lebe

pro gen lipL41
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CLUSTAL 2.8.12 multiple sequence alignment

seq1l.copenhageniLEBE
seq3L.grippotyphosalé
seq?L .polonica
seq5L.istricaJz?a
seq6l.canicola

seq2L .grippotyphosaP125
seqll .sejroelgs
seqBL.sorex

seq?pacient

seqiL.copenhageniLEBE
seq3L .grippotyphosazé
olonj
seqblL.canicola
seq?L .grippotyphosaP125
sejr

seqiL.copenhageniLEBE
seq3L.grippotyphosalé

olo
TistFi a

seq6l .canicola
seq2L.gripputuphusaP125

sej
SoF

Seqopacien

seqilL.copenhageniLEBE
seq3dL.grippotyphosazé
seq7L.polonica
seq5L.istricaJ?a

seq6l .canicola

seq2L .qrippotyphosaP125
seqil .sejroeMss
seqBlL.sorex

seq?pacient

seqil.copenhageniLEBE
seq3L .grippotyphosazé
seq?L .polonica
seq5L.istricaJz?a
seqblL.canicola
seq2L.qrippotyphosaP12%
seqil .sejroeM8y

seqllL .sorex
seq?pacient

seq1L.copenhageniLEBE
seq3L .grippotyphosazé

1o
fistric
seqbl.canicola

seq?L .grippotyphosaP125
B ejroehs

————— TTGCACCATACGTATTACCGCGGCTGCTGGYACGTAGTTAGCCGG
——-CGCTTGCACCATACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGECGG
——-CGCTTGCACCATACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGECGG
——-GCTTGCACCATACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGECGG
——————— GCACCATACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGG
AACGCTTGCACCATACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGECGG
—————————————————————————————————————————— TTAGCCGG
————————————————————————————————————— CGTAGTTAGCCGG

TGCTTTAGGCAGGTACCATCATCACATTGCTGCTTATTTTTCCCTGETTA
TGCTTTAGGCAGGTACCATCATCACATTGCTGCTTATTTTTCCCTGETTA
TGCTTTAGGCAGGTACCATCATCACATEGCTGCTTATTTTTCCCTGETTA
TGCTTTAGGCAGGTACCATCATCACATEGCTGCTTATTTTTCCCTGETTA
TGCTTTAGGCAGGTACCATCATCACATTGCTGCTTATTTTTCCCTGETTA
TGCTTTAGGCAGGTACCATCATCACATTGCTGCTTATTTTTCCCTGETTA
TGCTTTAGGCAGGTACCATCATCMCATRGCTGCTTATTTTTCCCTGETTA
TGCTTTAGGCAGGTACCATCATCACATOGCTGCTTATTTTTCCCTGETTA
—~GCTTTAGGCAGGTACCATCATCACATTGCTGCTTATTTTTCCCTGETTA

363 ¥

CTGAACTTTACAATCCGAAGACCTTCATCGTTCACGCGGCGTCGCTGETT
CTGAACTTTACAATCCGAAGACCTTCATCGTTCACGCGGCGTCGCTGETT
@TGHHCTTTHCHHTBEGHHGHCBTTCHTEGTTEHBGBGGEGTBGBTGETT
TGAACTTTACAATCCGAAGACCTTCATCGTTCACGCGGCGTCGETGETT
CTGAACTTTACAATCCGAAGACCTTCATCGTTCACGCGGCGTCGCTGETT
CTGAACTTTACAATCCGAAGACCTTCATCGTTCACGCGGCGTCGCTGETT
GAACTTTACAATCCGAAGACCTTCATCGTTCACGCGGCGTCGETRETT
GHHCTTTFICFIFIT[:[.‘-GFIHGFI[:[:TT[:HTEGTTEHBGEGGEGTBGETGETT
CTGAACTTTACAATCCGAAGACCTTCATCGTTCACGCGGCGTCGCTGETT

CAGGGTTCCCCCCATTGAGCAAGATTCTTAACTGECTGCCTCCCGTAGGAG
CAGGGTTCCCCCCATTGAGCAAGATTCTTARCTGCTGCCTCCCGTAGGAG
CAGGGTTCCCCCCATTGAGCAAGATTCTTAACTGCTGCCTCCCGTAGGAG
CAGGGTTCCCCCCATTGAGCAAGATTCTTAACTGCTGCCTCCCGTAGGAG
CAGGGTTCCCCCCATTGAGCAAGATTCTTAACTGECTGCCTCCCGTAGGAG
CAGGGTTCCCCCCATTGAGCAAGATTCTTAACTGECTGCCTCCCGTAGGAG
CAGGGTTCCCCCCATTGAGCAAGATTCTTARCTGCTGCCTCCCGTAGGAG
CAGGGTTCCCCCCATTGAGCAAGATTCTTAACTGCTGCCTCCCGTAGGAG
CAGGGTTCCCCCCATTGAGCAAGATTCTTAACTGCTGCCTCCCGTAGGAG

TATGGACCGTGTCTCAGTTCCATTGTGGCCGAACACCCTCTCAGGCCGGE
TATGGACCGTGTCTCAGTTCCATTGTGGCCGAACACCCTCTCAGGCCGLE
TATGGACCGTGTCTCAGTTCCATTGTGGCCGAACACCCTCTCAGGCCGLE
TATGGACCGTGTCTCAGTTCCATTGTGGCCGAACACCCTCTCAGGCEGGE
TATGGACCGTGTCTCAGTTCCATTGTGGCCGAACACCCTCTCAGGCCGGE
TATGGACCGKGTCTHAGTTCCATKGTGGCCGAACACCCTCTCAGGCCGGE
TATGGACCGTGTCTCAGTTCCATTGTGGCCGAACACCCTCTCAGGCCGLE
TATGGACCGTGTCTCAGTTCCATTGTGGCCGAACACCCTCTCAGGCCGLE
TATGGACCGTGTCTCAGTTCCATTGTGGCCGAACACCCTCTCAGGCEGGE

333 W

TACCGATCGYCGCCTTGGTGAGCCTTTACCTCACCAACTAGCTAATCGGA
TACCGATCGTCGCCTTGGTGAGCCTTTACCTCACCAACTAGCTAATCGGA
TﬂEBGHTBGTEGBBTTGGTGHGB3@TTHBBTBHBBHHBTRGBTHHTBGGG
TACCGATCGTCGCCTTGGTGAGCCATTACCTCACCAACTAGCTAATEGGG
TACCGATCGTCGCCTTGGTGAGCCTTTACCTCACCAACTAGCTAATEGGA
TACCGATCGTCGCCTTGGTGAGCCTTTACCTCACCAACTAGCTAATCGGA
TACCGATCGTCGCCTTGGTGAGCCATTACCTCACCAACTAGCTAATEGGG
TACCGATCGTCGCCTTGGTGAGCCHT TACCTCHCCAAMTAGCTAAWCGGG
TACCGATCGTCGCCTTGGTGAGCCTTTACCTCACCAACTAGCTAATECGGA

WRINEE WHHXNNNENE HHX

145
148
148
147
143
158
168
113
99

195
198
198
197
193
208
158
163
149

245
248
248
247
243
258
208
213
199

295
298
298
297
293
aae
258
263
249
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seqiL.copenhageniLEBE
seq3L.grippotyphosaZzé
0loni

1stric
seqilb-eanicsla
seq?L .gqrippotyphosaP125

se
-Sare

seqil.copenhageniLEBE
seq3L.grippotyphosazé
oloni
seq6lL .canicola
seq?L .grippotyphosaP125
i ejroehs

seq9pacient

seqHcopenhagenitEBE—
seq3L.grippotyphosalé6
seq?L.polonica
seq5L.istricaJ2e

<Logfl canicola

seq?L .qrippotyphosaP125
seqil .sejroek8s

seq8L .sorex

seqipacien

seqiL.copenhageniLEBE
seq3L.grippotyphosazé
seq?L.polonica
seq5L.istricaJ2e
seq6l.canicola

seq2L .grippotyphosaP125
seqil .sejroeHssy
seq8L.sorex

CGCGGGCTCATCTCCGAGCAATAAATCTTTACCCGAAAAATCTTATGATE
CGCGGGCTCATCTCCGAGCAATAAATCTTTACCCGAAARATCTTATGATE
CGCGGGCTCATCTCCGAGCAATAAATCTTTACCCGAAAAATCCTATGAGE
CGCKGGCTCATCTCCGAGCAATAAATCTTTACCCGAAAAATE TRTGREB
CGCRGGCTCATCTCCGAGCAATARATCTTTACCCGARARATCTTETGATE
CGCGGGCTCATCTCCGAGCAATAAATCTTTACCCGAAAAATCTTATGATE
CGCGGGCTCATCTCCGAGCAATAAATCTTTACCCGAAAAAT ATGAGE
CGCGGGCTCATCTCCGAGCAAYAAATCTTTACCCGAAAAAVCLTATGAGE
CGCGGGCTCATCTCCGAGCAATAAATCTTTACCCGAAAAATCTTATGATE

€33 ¥ ¥ ENHX X

TCTCGGGACCATCCAGTATTAGCTTCCCTTTCGGAAAGTTATCCCAGACT
TCTCGGGACCATCCAGTATTAGCTTCCCTTTCGGAAAGTTATCCCAGACT
TCTCGGGAC TEEﬂGTHTTﬂGETEEEETTTEGGHHHGTTHTEEEHGHET
TCTCGGGACDATCCAGTATTAGCTECCCTTTCGGAAAGTTATCCCAGACT
TCTCGGGACCATCCAGTATTAGCTTCCCTTTCGGAAAGTTATCCCAGACT
TCTCGGGACCATCCAGTATTAGCTTCCCTTTCGGAAAGTTATCCCAGACT
TCTCGGGA HTBBHGTHTTHGBTEBBBTTTBGGHRHGTTRTBBBHGRBT
TCTCGGGACGTATCCAGTATTAGCTRCCCTYTCSGAAAGTTATCCCAGACT
TCTCGGGACCATCCAGTATTAGCTTCCCTTTCGGAAAGTTATCCCAGACT

WX HW

CAGAGGAAGATTACCCACETGTTACTCACCCETTCGCCGCTGAGTATTGE
CGEAGGAAGATTACCCACGTGTTACTCACCCGTTCGCCGCTGAGTATTGE
CGEAGGAAGATTACCCACGTGTTACTCACCCGTTCGCCGCTGAGTATTGE
CGEAGGAAGATTACCCACGTGTTACTCACCCGTTCGCCGCTGAGTATTGE
CAGAGEAAGATTACCCACGTETTACTCACCCGTTCECCGCTEAGTATTRE
CGEAGGAAGATTACCCACGTGTTACTCACCCGTTCGCCGCTGAGTATTGE
CGEAGGAAGATTACCCACGTGTTACTCACCCGTTCGCCGCTGAGTATTGE
CGEAGGAAGATTACCCACGTGTTACTCACCCGTTCGCCGCTGAGTATTGE
CGEAGGAAGATTACCCACGTGTTACTCACCCGTTCGCCGCTGAGTATTGE

*

TACTCCGCTT- 455
TACTGGGC--- 456
TACTCCGC——- 456
TACTCCGC--- 455
TACTCCGC--- 451
TACTC-———-- 455
TACTGCGCT-- 817
TACTCCGCTTG 424
TACTCCGCTTG 418

€ 36 363

345
348
348
347
343
358
3o8
313
299

395
398
398
397
393
Lae
358
363
349

445
Lug
448
huy
443
458
La8
413
399

Pril. 15 Ukazka urceni sérovaru (genomospecies) prokdzané leptospiry u

konkrétniho pacienta.
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LEPTO MLST B
Tapl.41 1rs2
(D e I — c— am—
—
1 2 3 lkko- 1 2 3 lkco-
X111
il icdA LipL32
—
e e — e
- S e— .
—
1 2 3 lco- 3 lco- 1 2 3 lo-
X1l
Pril. 16 Pufr TAKARA
LipL41 1rs2
e e — _——
—
1 2 3  ko- 182 3 ko-
X1l
skl icdA LipL32
"_
P—
1 2 3 ko- 1 2 ko- 1 2 3 ko-
X111

Pril. 17 Pufr MOLZYME
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