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2. SOUHRN

V ramci studia doktorského studijniho programu byla navrzena, vypracovédna a do
klinického provozu laboratorni diagnostiky akutni formy leptospir6zy zavedena real-time PCR
metoda zalozend na detekci genu kodujiciho povrchovy lipoprotein LipL32. Metoda vykazala
velmi dobrou analytickou pozitivni i negativni specificitu, kdy se ob&é hodnoty rovnaly 100 %. Na
230 laboratornich kmenech leptospir ze sbirkovych kultur Royal Tropical Institute v Holandsku
byla real-time PCR odzkouSena. Mez detekce byla stanovena na 1 — 5 kopii genomu / ml tekutého
biologického materidlu. V praxi byla metoda ovéfena na biologickych materialech 295 pacientti se
suspektni leptospirdzou, vysetienych v obdobi duben 2010 — duben 2013. Devét osob (3,1 %) a
jim pfinaleZejicich 15 (3,2 %) biologickych materialii bylo vyhodnoceno jako LipL.32 pozitivni.

Real-time PCR byla pouzita pfi analyze vzorkll z vnéjSiho prostiedi na pfitomnost
leptospir. Z celkového poctu 680 vzorkti (povrchové vody, Cistirny odpadnich vod, vlhké
substraty) bylo 5 real-time PCR reakci (0,7 %) vyhodnoceno jako hrani¢ni, ovSem vysledek jejich
sekvenacni analyzy byl opakované ,nekultivovatelné bakterie. VSechny vzorky byly
vyhodnoceny jako negativni. Z uvedené skuteCnosti je zifejmé, ze metoda neni vhodna pro
testovani takto naro¢nych materiala

Multilokusova sekvenacni typizace detekujici 5 genti (adk, icdA, rrs2, lipl41 a lipl32 gen)
byla pouzita pro vytvoieni 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 leptospirozy v Ceské republice v letech 2002 — 2013 bylo
vysetieno celkem 5840 pacientii se suspektni leptospirézou, z nichz bylo vyhodnoceno 101 osob
(1,7%) jako pozitivni. Onemocnéni bylo diagnostikovano castéji u muzt (n = 71; 70,3 %) nez u
zen (n = 30; 29,7 %). Maximum incidence bylo zaznamenano v roce 2002 (celkem 21 osob) a
2005 (celkem 25 osob), kdy Ceskou republiku postihly jak rozsahlé, tak lokélni povodné.
Nejvyssi pocet pozitivnich pacienti byl zaznamendn v mésici listopadu (celkem 20 ptipada).
NejfrekventovangjSim infikujicim typem byl v nasi studii sérovar Leptospira grippotyphosa
(n=43; 42,6 %).

Pro konfirmaci vysledkil real-time PCR analyzy byly vyuZity metody mikroaglutinacniho
a ELISA testu. Vysetienim 1553 piislugnikii Armady Ceské republiky bylo ELISA metodou na
ptitomnost specifickych protilatek urceno ve tiidé IgM 292 (18,8 %) a v IgG 392 (25,5 %)
pozitivnich osob. Naprosta vétSina pozitivnich krevnich sér byla s vyuzitim 11 laboratornich
kmenti patogennich leptospir pouzivanych v Ceské republice a nepatogenni Leptospira biflexa
vyhodnocena metodou mikroaglutinaéniho testu jako negativni. U 26 krevnich sér (1,7 %) byla
zaznamenana slaba reakce v titrech 1:50 — 1:200



3. SUMMMARY

Title: ,,Molecular biological methods in laboratory diagnosis of pathogenic leptospires*

During Ph.D. study programe real-time PCR method based on detection of gene encoding
surface lipoprotein LipL.32 was designed, devised and introduced into clinical laboratory practice
of laboratory diagnosis of acute form of leptospirosis. Positive and negative analytical specificity
100 % 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 persons from whom 15 biological materials originated as
LipL32 positive were 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. From mention is clear that this
method is not suitable for testing these materials.

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 LipL32 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 (total
21 persons) and 2005 (total 25 persons), when the Czech Republic was affected both large and
local flooding. The most frequent infectious type in our study was serovar Leptospira
grippotyphosa (n =43; 42,6 %).

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 IgG antibodies 392 (25.5%) persons as leptospira-positive were determined. The vast
majority of these 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.



4. UVOD DO PROBLEMATIKY

Leptospirdza je akutni hore¢naté onemocnéni rozsifené celosvétove, které se vyskytuje u
lidi 1 zvitat jak v méstskych, tak i venkovskych oblastech [1,2]. Infekce se stava globalnim
zdravotnim problémem, vyskyt se zvySuje v rozvojovych 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 az 100/100 000 obyvatel [1,2,3,4].
Na evropském kontinentu je leptospirdza nejcasteji diagnostikovana v mediteranni oblasti, napt. 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].

Jedna se o typickou zoondzu, ptenos infekce je zpravidla realizovan prostfednictvim vody
¢1 vlhkych substratii, jez jsou kontaminovany moci rezervoarovych zvifat — hlodavca (potkan,
krysa a dalsi) ¢ pfimym  kontaktem s infikovanym  zvifetem = samotnym
[1,4,5,6,7,8,9,10,11,12,13,14]. ZvySenému nebezpeci jsou vystaveni piedevsim veterinarni 1ékaii,
pracovnici  ve  stokdch ~a  kanalizacich, v  zemédé¢lstvi ~a  masokombinatech
[2,6,7,10,15,16,17,18,19,20,21].

Laboratorni diagnostika tohoto infekéniho onemocnéni se odviji od jeho typického
dvojfazového prabéhu. V prvnim tydnu nejsou produkovany specifické protilatky, a proto je pro
laboratorni diagnostiku akutni faze leptospir6zy doporucovana metoda polymerazové tetézové
reakce (PCR), méné¢ casto 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].

Pfedmétem feSeni dizertacni prace bylo zptesnéni a urychleni prikazu DNA patogennich
leptospir z biologického materidlu osob se suspektni leptospirézou a ze vzorkii ze zevniho
prostiedi. Dale jsme se zaméfili na zavedeni laboratornich metodik do rutinni diagnostiky
leptospirdézy a piipravu standardnich operacnich postupti pro laboratorni ucely. NavrZena
molekularné biologickd metodika byla ovéfena na pacientech se suspektni leptospirézou a
vysledky byly porovnany s metodou ELISA a konfirmovany mikroaglutinacnim testem.
Z divvodu, ze v Ceské republice nejsou dlouhodobé k dispozici zadnd data mapujici a
vyhodnocujici izemi z hlediska pfitomnosti leptospir v zevnim prostfedi, pokusili jsme se
v nékolika okresech o tento prikaz.



5. CILE DIZERTACNI PRACE

a)

b)

Zavést do klinického provozu vhodnou PCR metodu pro laboratorni diagnostiku akutni
formy leptospirozy.

Ur¢it vhodnou metodiku pro sekvenaci patogennich leptospir a pokusit se vyhledat
sekvenci typickou pro Weilovu chorobu a timto ji odliSit od jinych typt leptospirdzy.
Modifikace PCR metodiky pro detekci patogennich leptospir ve vzorcich ze zevniho
prostiedi

Epidemiologické Setfeni vyskytu leptospirdzy v Kralovéhradeckém, Pardubickém kraji a

¢asti kraje Vysoc€ina v letech 2002 — 2013

Stanoveni diagnostické specificity a senzitivity MAT a Serion ELISA classic Leptospira
IgM/IgG



6. MATERIAL A METODIKA
6.1 MATERIAL

6.1.1 Laboratorni kmeny

6.1.1.1 Laboratorni kmeny Leptospira a dalSich bakterii

Pro urceni pozitivni analytické specificity real-time (rt) PCR bylo pouzito 11 laboratornich
kmenti patogennich leptospir, jez se vyskytuji na izemi Ceské republiky (L. icterohaemorrhagiae
FrySava, L. copenhageni Lebe, L. grippotyphosa P125, L. grippotyphosa 76, 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). VSechny kmeny byly kultivovany a pasdzovany v
Korthoffové médiu s krali¢im sérem (Testline, Brno, CR). Tyto laboratorni kmeny byly déle
pouzity pi1 multilokusové sekvenacni analyze k vytvoreni referencni knihovny DNA sekvenci
patogennich leptospir izolovanych na uzemi Ceské republiky a pii praktickém provedeni
mikroaglutinac¢niho testu.

Pro otestovani negativni analytické specificity byla ovéfena nasledujici infekéni agens:
Escherichia (E.) coli referencni kmen ATCC 11775, Streptococcus (Str.) pneumoniae referencni
kmen ATCC 49619, Borrelia (B). burgdorferi (klinicky izolat), CMV (klinicky izolat) a L. biflexa
laboratorni kmen Patoc Patoc I.

6.1.1.2 Referencni kmeny Leptospira, Royal Tropical Institute, Holandsko

Analyzovany soubor 11 laboratornich kment patogennich leptospir vyskytujicich se na
tizemi CR byl postupné doplnén o 230 certifikovanych laboratornich kmend leptospir (218 z
patogennich, 7 z nepatogennich genomospecies, u 5 nebylo dle pfiloZzenych certifikatt
genomospecies mozné urcit), které byly ziskadny ze sbirky Kralovského tropického institutu
(Royal tropical Institute) v Holandsku.

6.1.2 Biologické materialy ziskané od pacientii suspektnich na leptospirézu

Od dubna 2010 — do dubna 2013 bylo na spoleéném pracovisti Ustavu klinické
mikrobiologie Lékatské 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 materiald, zaslanych z rtiznych klinickych pracovist, od 295 pacientii suspektnich
na leptospirézu rt PCR metodou. Za pacienty suspektni na leptospirdézu jsou povazovany osoby,
které¢ trpi uvedenymi klinickymi ptiznaky: bolesti hlavy, svali, kloubli, horecka, hepatalni
pfiznaky, rendlni postizeni, hepatorenalni insuficience, akutni respiracni distress syndrom,
pneumonie, srde¢ni insuficience, petechie, hemoragicka diatéza, asepticka meningitida, popt. maji
v anamnéze pobyt v pfirode, koupani ve vodé v piirod¢€, kontakt s hlodavci, prace v zemédélstvi,
veterinarni 1ékafi apod.

6.1.3 Vzorky z vnéjsiho prostredi

V ramci epidemiologického Setfeni 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 vzorkli vod (tekouci, stojaté vody), natokli na Ccistirny
odpadnich vod (COV) a odtokil, rovndZ bylo na tzemi Jizni Moravy odebrano 35 vzorki
z rybniki a prepoustécich kanall, kde se hojné vyskytuji hlavni pfenaSeci patogennich leptospir —
potkani, krysy, mySoviti hlodavci ¢i bobfi.



6.1.4 Epidemiologické Setieni vyskytu leptospirézy v Kralovéhradeckém, Pardubickém kraji
a ¢asti kraje Vysocina

V epidemiologické retrospektivni studii zaméfené na vyskyt leptospirdézy na ¢asti tizemi
nasi republiky (Pardubicky, Kralovéhradecky kraj a cast kraje Vysocina) bylo v letech 2002 —
2013 vysetteno 5840 pacientii a celkové hodnoceno 6553 biologickych materiala (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
vySetfeny metodou PCR.
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6.1.5 Krevni séra

6.1.5.1 Krevni séra analyzovana soupravou Serion ELISA classic Leptospira 1gM/I1gG

Celkem bylo vysetieno diagnostickym kitem ELISA classic Leptospira IgM/IgG (Serion,
Wiirzburg, Némecko) 1553 krevnich sér, z nichz 279 (18,0 %) bylo odebrano ptfed vyjezdem a
279 (18,0 %) po navratu ze zahrani¢nich misi. VSechna krevni séra pochazela ze sérové banky
ACR. Dalsich 995 (64,0 %) krevnich sér bylo nové ziskano od piislusnikiit ACR, ktefi byli po
navratu ze zahrani¢ni mise ihned vySetieni, popi. byli kratkodob¢ v karanténé v Centru biologické
ochrany (CBO) Téchonin. Souc¢asné s odbdrem krevniho séra byl viemi piislusniky ACR
podepséan informovany souhlas ptisluSnika a byl vyplnén kratky dotaznik

6.1.5.2 Krevni séra pro stanoveni diagnostické specificity a senzitivity ELISA soupravy

Do studie bylo celkem zatazeno 45 krevnich sér od 45 pacientd. Byla analyzovéna krevni
séra (n = 10) ziskana od pacientl s laboratorné¢ a klinicky konfirmovanou leptospirdézou. Dalsi
krevni séra (n = 10) byla od pacienti vySetienych metodou MAT, u nichz byl vysledek tohoto
sérologického vySetfeni opakované negativni. Zbyvajicich 25 krevnich sér bylo ziskdno od
pacientl, u nichz byly sérologicky prokazany protilatky proti jinym spirochétam a infek¢nim
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 u dvou pacientl byla jesté diagnostikovana roztrousend skler6za (RS).
Vsechny vzorky byly popsany, anonymizovany ptidélenim potadovych cisel a od pacientli byl
ziskén informovany souhlas.



6.1.5.3 Krevni séra vySetrena mikroaglutina¢nim testem

Konfirma¢né¢ byla mikroaglutinaénim testem na pfitomnost specifickych protilatek
vySetiena krevni séra pacientil se suspektni leptospir6zou, jez byla analyzovéna rt PCR metodou
(6.1.2) a vSechna krevni séra vySetfena ELISA testem (viz. 6.1.5.1). Pro detekci protilatek byly
pouzity zivé laboratorni kmeny patogennich leptospir (viz 6.1.1.1.).

6.2 METODY

6.2.1 Rt PCR metoda detekujici gen kodujici povrchovy lipoprotein Lipl32

6.2.1.1 Princip metodiky

Pro detekci DNA patogennich leptospir byla pouzita metoda rt PCR, v jejimz pribéhu
byly vyuzity primery z oblasti genu /ipL32, jenz koduje ptislusSny povrchovy lipoprotein LipL32.
PCR amplifikace byla realizovdna na pfistroji LightCycler 1.5. Kdetekci vznikajici
fluorescen¢niho zareni bylo pro samotné provedeni rt PCR pouzito fluorescen¢ni interkalacni
barvivo SYBRGreen. Identifikace DNA patogennich leptospir byla realizovana za pouziti analyzy
teploty tani a on-line zaznamu fluorescence pii vlnové délce A = 530 nm na fluorescenc¢nim
kanalu F1.

Aby bylo zabranéno vzniku falesné negativnich vysledki vySetieni, byla do kazdého
experimentu integrovana i kontrola inhibice DNA polymerazy, jez byla uskutecnéna ve vedlejsi
reakci amplifikaci lidského beta globinového genu metodou PCR s néslednou elektroforetickou
detekci. Pfi modifikaci metody byla detekce inhibice DNA polymerdzy nésledné realizovéana v
jedné reakci v ramci provedeni rt PCR analyzy.

6.2.1.2 VySetfovany material, doporucena mnozstvi biologického materialu, podminky
transportu a uchovavani biologickych materialua

Béhem prvniho tydne klinickych ptiznakd byla PCR detekce provadéna v krevni plazmé
(mnozstvi 2 — 5 ml), popf. v likvoru (mnozstvi miniméln¢ 1 ml), v druhém tydnu je doporu¢enym
materidlem mo¢ (mnozstvi 10 — 15 ml). Z dalSich biologickych materiali byly vysetfeny podle
moznosti bronchoalveolarni lavaz, sputum, vzorky tkané ¢i vyplach z mocového méchyfte.

Biologicky material ureny pro detekci DNA patogennich leptospir by mél byt do
prislusné laboratote 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.

6.2.1.3 Izolace DNA

Izolace DNA patogennich leptospir v moci, séru a likvoru byla realizovana za pouziti
komer¢niho kitu QIAamp® DNA Mini Kit (250) (Qiagen, Roche, Penzberg, Némecko) [30].

6.2.1.4 Amplifikace genu kédujiciho povrchovy lipoprotein LipL.32 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
I) dle metodiky autorti Levett a kol. (2005) [31]. Specifické primery byly vybrany z oblasti genu
lipL32 a amplifikace byla uskuteénéna na pfistroji LightCycler 1.5 (viz tab. 1). Do kazdého
experimentu byla integrovana kontrola inhibice DNA polymerazy, jez byla uskuteCnéna ve
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vedlejsi reakci amplifikaci lidského beta globinového genu metodou PCR s naslednou
elektroforetickou detekci

Sekvence pouzitych primeru:

LipL32-270F (25 bp) 5'"CGCTGAAATGGGAGTTCGTATGATT3’

LipL32-692R (26 bp) 5'"CCAACAGATGCAACGAAAGATCCTTT3’

Tab. 1 Rozpis amplifikacnich smési (,,master mixu®):

6 ul sm§§i + 14 pl templatové DNA 1 vzorek
(pozitivni kontroly nebo vody)

voda 0,4 pl
LC FastStart DNA Master SYBR Green I (1a+1b)(10x) 1x 2,0 pl
Mg”" (25 mmol/l) 3 mmol/Il 2,4 pul
primerLipL.32-270F (10 pmol/pl) 0,3 umol/l 0,6 pl
primerLipL.32-692R (10 pmol/ul) 0,3 umol/l 0,6 pl

b) Modifikace rt PCR metody — inhibi¢ni kontrola integrovana do jedné reakce

Pro detekci DNA patogennich leptospir byla pouZzita metoda rt PCR (format
SYBREGreen). Specifické primery byly vybrany z oblasti genu /ipL32 a samotna amplifikace
probihala na pfistroji LightCycler 1.5. Kontrola inhibice (IC z angl. Inhibition control) DNA
polymerézy byla integrovana do jedné reakce. Kompletni rozpis reagencii a jejich mnozstvi je
uveden v tab. 2

Tab. 2 Rozpis amplifika¢nich smési + inhibi¢ni kontrola (,,master mixu*)

6 pl smési + 0,2 pl IC + 14 pl templatové DNA | K

(pozitivni kontroly nebo vody) vzore
voda 0,2 pl
LC FastStart DNA Master SYBRGreen I (1a+1b) (10x) Ix| 2,0l
Mg™* (25 mmol/l) 3mmol/l | 2,4nl
primer Lepto F (10 pmol/y) 0,3 pmol/l | 0,6 pl
primer Lepto R (10 pmol/ul) 0,3 umol/l | 0,6 pl
Primer IC-838 —1 (4 pmol/pl) 0,02 ymol/ 1| 0,1 pl
Primer IC-838 -2 (4 pmol/1l) 0,02 ymol/1| 0,1 pl

Zvoleny teplotni profil:
1. amplifikace
a) Poc¢atecni denaturace: 95 °C 10 min

b) denaturace: 95 °C 10 s
c¢) annaeling: 67 °C 10 s } Celkem 45 x
d) extenze: 72 °C 20 s

2. analyza teploty tani

95 °C 0's; 65 °C 15 s; 95 °C 0 s nastavenim Temperature Transition Rate na 0,1 °C/s a s
kontinualnim sbérem dat

40 °C 20 s, rozmezi teplot 65 — 95 °C
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6.2.1.5 Detekce

Fluorescence byla zaznamenana na konci kazdého amplifika¢niho cyklu pti reakéni teploté
72 °C. Intenzita fluorescence byla detekovéana pfi vinové délce A = 530 nm s on-line zdznamem na
pocitaci. Nejprve bylo nutné provést analyzu teploty tani. Standardizace odectu byla zajiSténa
navolenim parametru Noise Band na 2. ¢arku nad 0,1.

6.2.2 MLST analyza

MLST analyza byla provedena podle metodiky navrhnuté autory Ahmed a kol. (2006)
[32]. Bylo vybrano 5 cilovych genti: adk gen (amplifikacni produkt o velikosti 531 bp), icd4 gen
(amplifikaéni produkt o velikosti 674 bp), lipl41 gen (amplifikacni produkt o velikosti 520 bp,
rrs2 gen (16S rRNA - amplifikac¢ni produkt o velikosti 541 bp) a lipl32 gen (amplifikac¢ni produkt
o velikosti 474 bp) [32].

6.2.2.1 Sekvence pouzitych primeri [32]:

adk gen (velikost genu 564 bp, velikost amplifikacniho produktu 531 bp)
F - 5"GGGCTGGAAAAGGTACACAA3’
R -5"ACGCAAGCTCCTTTTGAATC3’

icdA gen (velikost genu 1197 bp, velikost amplifika¢niho produktu 674 bp)
F - 5"GGGACGAGATGACCAGGAT3’
R-5STTTTTTGAGATCCGCAGCTTT3’

lipL41 gen (velikost genu 1068 bp, velikost amplifikacniho produktu 520 bp)
F - 5TAGGAAATTGCGCAGCTACA3’
R -5 GCATCGAGAGGAATTAACATCAS3’

rrs2 gen (velikost genu 1512bp, velikost amplifikaéniho produktu 541 bp)
F - 5"CATGCAAGTCAAGCGGAGTA3’
R -5’ AGTTGAGCCCGCAGTTTTC3’

lipL 32 gen (velikost genu 819 bp, velikost amplifika¢niho produktu 474 bp)
F-5"ATCTCCGTTGCACTCTTTGC3’
R-5"ACCATCATCATCATCGTCCA3’

6.2.2.2 PCR amplifikace

PCR amplifikace 5 rozli¢nych cilovych gent byla uskutecnéna v 5 oddélenych reakcich za
pouziti nasledujici reakéni smési (viz. tab. 3) na cykléru 2720 Thermal Cycler (Applied
Biosystems, Foster City, USA):

Tab. 3 Piiprava PCR reak¢ni 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 0,2 mM 2,0 ul
Primer F (10 pmol/l) 0,5 pmol/l | 1,25 pul
Primer R (10 pmol/l) 0,5 pumol/l | 1,25 pl
HS TAKARA polymeraza S UL/ pl 1U 0,2 ul
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Zvoleny teplotni profil:
a) Pocatecni denaturace: 95 °C
b) Denaturace: 94 °C 30 s
¢) Annaeling : 58 °C 30 s } Celkem 40 x
d) Extenze: 72 °C 1 min
e) Konecna extenze: 72 °C 7 min

6.2.2.3 Detekce PCR amplikonu

Detekce na agarozovém gelu

Vsechny PCR amplikony 5 detekovanych cilovych gent byly posléze oddélené
identifikovany za pouziti gelové elektroforézy, jez byla provedena na agar6zovém gelu
(koncentrace agardzy 2 %) s integrovanym interkalaénim fluorescenénim barvivem Ethidium
bromid.

6.2.2.4 Precisténi PCR amplikoni

Precisténi PCR amplikonti bylo uskuteénéno pomoci kitu InnuPREP PCRpure Kit
(Analytik Jena, Jena, Némecko) [33].

6.2.2.5 Sekvenacni reakce
Precistené PCR produkty 5 detekovanych genii v reakénich zkumavkach byly nejprve

osekvenovany Sangerovou enzymatickou metodou za pouziti specifickych terminatort PCR
reakce — dideoxynukleotidii ve sméru 5" — 3 ° F vldkna a poté¢ i R vldkna 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 [34].

Teplotni profil sekvenaéni reakce

a) pocate¢ni denaturace - 96°C 3 min

b) denaturace- 96°C 10 s;

c¢) annaeling - 50°C 5 s Celkem 30 x

d) extenze - 60°C2 min

e) zavérecna extenze — 72 °C 7 min.

4°C do vyhodnoceni

M Wew

6.2.2.6 Precisténi produktii sekvenacni reakce

Precisténi produktli sekvenacni reakce bylo provedeno soupravou Innu PREP DYE pure
Kit (Analytik Jena, Jena, Némecko) [35].
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6.2.2.7 Detekce produktii sekvenacni reakce

K identifikaci povahy DNA sekvenci, tedy zda se jedné o sekvenci patogennich leptospir,
byl pouzit program Blast (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi). Pro urceni konkrétniho
sérovaru patogennich leptospir byl pouzit program Clustal 2.0.12 multiple sequence alignment.

6.2.3 Epidemiologické Setifeni vyskytu leptospirdzy v Kralovéhradeckém, Pardubickém kraji
a ¢asti kraje Vysocina

Biologické materialy byly vySetfovany dle pozadavki klinickych Iékait metodou MAT a
PCR. Pro zpracovéani souboru byl jako pocate¢ni zvolen rok 2002, protoze v tomto roce byla
zavedena PCR metoda detekce DNA patogennich leptospir za vyuziti primert B641, 11 a G1, G2.
V analyzovaném souboru byly spocitany vSechny potvrzené ptipady leptospirdzy diagnostikované
jak pomoci MAT, tak PCR metodou ¢i jejich kombinaci. Informace byly dale doplnény o vékové
rozmezi pacientll s leptospirézou, o incidenci leptospirozy a pocet piipadl leptospirdzy
v jednotlivych letech.

6.2.4 Serion ELISA classic Leptospira 1gM/I1gG

Pro detekci specifickych protilatek proti patogennim leptospiram tiidy IgM a IgG 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. Pfi praktickém provedeni testovani se postupovalo dle instrukci obsazenych
v ndvodu soupravy [36].

6.2.5 MAT

MAT byl proveden standardné pouzivanou metodikou, kterd je doporu¢ovana Svétovou
zdravotnickou organizaci [37].
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7. VYSLEDKY
7.1 Rt PCR metoda detekce genu kodujiciho povrchovy lipoprotein LiplL32

7.1.1 Ovéreni pozitivni analytické specificity

U vsech 11 laboratornich kmentl patogennich leptospir izolovanych na tizemi CR (L.
icterohaemorrhagiae Fry$ava, L. copenhageni Lebe, L. grippotyphosa P125, L. grippotyphosa 76,
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 kment byl detekovéan gen /ip/32

7.1.2 Ovéreni negativni analytické specificity

U vSech laboratornich kment uréenych jako kontrola negativni analytické specificity — E.
coli referenéni kmen ATCC 11775, Str. pneumonie referenéni kmen ATCC 49619, B. burgdorferi
(klinicky izolat), CMV (klinicky izolat) a L. biflexa kmen Patoc Patoc I byl vysledek rt PCR
vySetieni vzdy negativni, u zddného uvedené¢ho mikroorganismu nebyl detekovan gen /ip/32.

7.1.3 Ovéreni detekéniho limitu

Detekéni limit zavedené rt PCR metody byl stanoven na 1 - 5 kopii genomu patogennich
leptospir v ml tekutého biologického materidlu. U fedéni 2 kopii genomu/ml byl vysledek
vySetieni jeSté pozitivni a u fedéni 1 kopie genomu / ml byl vysledek hrani¢ni

7.1.4 Vysledky rt PCR detekce genu pro LipL32 u laboratornich kmenii leptospir

Vysledky vySetfeni u laboratornich kment ziskanych z Royal Tropical Institute v
Holandsku byly nasledujici: u 218 laboratornich kmena patogennich leptospir byl vysledek rt
PCR vysetteni genu /ipl32 vzdy pozitivni, u 7 nepatogennich vzdy negativni.

7.1.5 Vysledky rt PCR vysetieni u pacientii suspektnich na leptospirézu

Z 295 pacientil se suspektni leptospirézou bylo 9 osob (3,1 %) LipL32 pozitivni a od nich
pochazelo 15 (3,3 %) pozitivnich biologickych materidlti (10% mo¢, 4x krevni plazma, 1x likvor).
Jak bylo ovéteno u klinickych pracovniki, vSechny rt PCR pozitivni biologické materidly byly
odebrany v prvnim tydnu onemocnéni a pied zahdjenim antibiotické terapie.

7.1.6 Vysledky rt PCR vysetieni pro povrchové vody a vlhké substraty

Z celkového poctu 680 provedenych vySetteni bylo 5 (0,7 %) reakci hrani¢nich. Vysledky
rt PCR vySetieni téchto vzorkl ze zevniho prostiedi byly dale konfirmovéany na pracovisti Ustavu
klinické biochemie a diagnostiky LF a FN HK s negativnim vysledkem. Poté byla provedena
sekvenacni analyza pro konecnou konfirmaci vysledki vySetfeni. V sekvenacni analyze byl
opakované prokdzadn vysledek ,nekultivovatelné¢ bakterie. VSechny vzorky byly tedy
vyhodnoceny jako negativni.

7.2 Vysledky MLST analyzy

7.2.1 Vysledky MLST analyzy u 11 laboratornich kmeni patogennich leptospir
vyskytujicich se na izemi CR

Pro ptesnou identifikaci 11 laboratornich kment patogennich leptospir vyskytujicich se na
tizemi CR nalezejicich do 3 genomospecies (L. interrogans, L. kirschneri a L. borgpetersenii)
byla pouzita metoda MLST. Pti provedeni MLST analyzy byly detekovany nasledujici geny: adk,
icdA, lipl41, rrs2 (16S rRNA) a lip/32 gen. Byla zjisténa skutecnost, ze gen adk umozinuje detekci
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DNA pouze L. interrogans, gen icdA detekci L. interrogans a L. kirschneri, zbyvajici tfi geny
(lipl41, rrs2 a lipl32) umoznuji detekci vSech 3 genomospecies ptfitomnych v CR

7.3 Vysledky vyhodnoceni vyskytu leptospirozy v Pardubickém,

Kralovéhradeckém kraji a ¢asti kraje Vysocina v letech 2002 - 2013

Z uvedeného poctu 5840 pacientli suspektnich na leptospirézu bylo jako pozitivni
vyhodnoceno 101 osob (1,7 %). Onemocnéni bylo diagnostikovano u 71 muzi (70,3 %) a 30 Zen
(29,7 %), primérny vék u muzi 42,6 = 18,45 a u zen 46,5 £+ 18,12, pramérny vék muzi + zeny
44,6 + 18,3, v€koveé rozmezi 3 - 78 let. Celkem 53 (52,5 %) pozitivnich pacientll bylo vySetfeno
pouze sérologicky, 44 (43,5 %) pozitivnich pacientd bylo diagnostikovano kombinaci PCR a
MAT vySetieni a 4 pacienti (4,0 %) pouze PCR metodou. Nejvétsi pocet pozitivnich pacientl -
muzil (celkem 34, 47,9 %) byl ve vékovém rozmezi 26 - 45 let, u zen (celkem 12, 40,0 %) se
dostavame k obdobnym zavértim. Nejvice leptospira-pozitivnich osob jsme zaznamenali 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 (viz tab. 4). 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. Nejvetsi pocet pozitivnich pacientl
byl zaznamenan v listopadu (n = 20).

Nejfrekventovanéjsim 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 %).

Tab. 4 PocCet vySetfenych pacientt a incidence leptospirozy v letech 2002-2013

Incidence (pocet
Rok Pocet vySetienych Pocet pozitivnich pacientu pripadi na 100 000
pacientt 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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7.4 Serion ELISA classic Leptospira 1gM/I1gG

7.4.1 Vysledky ELISA vySetieni krevnich sér piislusnikii ACR na p¥itomnost specifickych
IgM/IgG protilatek proti leptospiram

V ramci studie byla otestovana ELISA souprava firmy Serion pro detekci protilatek proti
patogennim leptospiram a vysledky byly nasledné porovndny s metodou MAT, kterd je
povazovana za zlaty standard sérologickych vySetfeni leptospirdzy.

Celkem bylo ELISA metodou vysetieno 1553 krevnich sér p¥isluinikit ACR na ptitomnost
specifickych protilatek proti leptospiram. Rozpis vySetfovanych krevnich sér je uveden v kapitole
6.1.5.1. Kompletni vysledky vysetfeni krevnich sér jsou zaznamenany v tab. 5.

Vsechna pozitivni krevni séra od piislusniki ACR byla konfirmacné vysetiena s 11
laboratornimi kmeny patogennich leptospir izolovanych v CR (viz 6.1.1.1) 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 p¥islusnikit ACR, ktefi souhlasili s odbérem krve pro
testovani protilatek proti patogennim leptospiram, k infekci uvedenymi patogeny u téchto osob
nedoslo.

Naprosta vétsina krevnich sér konfirmovanych vysSe uvedenymi laboratornimi kmeny
leptospir byla vyhodnocena metodou MAT jako negativni, v¢etné¢ nepatogenni L.biflexa. U 26
(1,7 %) krevnich sér byla zaznamendana slaba reakce v titrech 1:50 — 1:200 s laboratornimi kmeny
L. grippotyphosa P125 (8%), L. grippotyphosa 26 (7x), L. icterohaemorrhagiae Fry$ava (3x), L.
sorex — jalna Sorexjalna (3%). L. copenhageni Lebe (2x) L. istrica J20 (1x), L. bratislava Jez
Bratislava (1x) a L. canicola S392 (1x).

Tab. 5 Souhrnné vysledky vySetfeni krevnich sér na ptitomnost IgM a IgG protilatek proti
patogennim leptospirdm metodou ELISA

IgM protilatky IgG protilatky
Souhrnné vysledky
vySetfeni Pocet % Pocet %
krevnich sér krevnich sér
Pozitivni 292 18,8 396 25,5
Hranicni 148 9,5 392 25,2
Negativni 1113 71,7 765 49,3
Celkem 1553 100,0 1553 100,0

7.4.2 Stanoveni diagnostické senzitivity a specificity soupravy Serion ELISA classic
leptospira IgM/IgG

U vSech 10 krevnich sér pozitivnich na pfitomnost protildtek proti leptospiram byl
prokdzan pozitivni vysledek testu pii vySetfeni IgM specifickych imunoglobulini metodou
ELISA. Diagnosticka senzitivita této soupravy ¢ini 100 %. Pfi vySetfeni zbyvajicich 35 sér
metodou ELISA detekujici IgM protilatky proti patogennim leptospirdm byly odhaleny celkem 4
fale$Sn¢ pozitivni reakce. Diagnostickd specificita ELISA soupravy byla stanovena na 88,6%,
pozitivni prediktivni hodnota (PPV) 71,4% a negativni prediktivni hodnota (NPV) 100%.

U diagnostické soupravy pro detekci IgG specifickych protilatek byla prokazana nizsi
specificita. U vSech pozitivnich leptospirovych sér byl sice touto soupravou prokazan pozitivni
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vysledek testu, diagnostickd senzitivita je rovna 100%, 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. Nej€astéji byly prokazany fales$né
pozitivni reakce u krevnich sér pozitivnich na pfitomnost protilatek proti boréliim. Diagnosticka
specificita tohoto ELISA kitu detekujiciho IgG protilatky byla vyhodnocena pouze 54,3%, PPV
38,5% a NPV 100%.
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8. DISKUZE

Rt PCR metoda detekujici gen kédujici povrchovy lipoprotein LipL32

Nové zavedend rt PCR mé oproti pfedeslé konvenéni PCR (vyuZzivajici B I, Il a G1 a G2
primery) nékolik vyhod, které spocivaji hlavné v jeji rychlosti (vysledek vySetfeni je k dispozici
jiz za 5 h), finan¢ni naklady jsou podstatné nizsi nez u predeslé PCR metody (je pouzivan pouze
jeden set primerd a poloviéni mnoZzstvi reagencii v porovnani s piredchozi PCR metodou) a
stanoveny detekéni limit 1 — 5 kopii genomu / ml tekutého biologického materidlu svéd¢i o
vysoké citlivosti zavedené¢ metody. Potenciondlni nevyhodou rt PCR metody je skuteCnost, Ze
vysledek vysetieni je pouze DNA patogennich leptospir ano x ne a nevime nic o infikujicim
genomospecies. Uvedena skutecnost ale byla jiz odstranéna zavedenim sekvenacnich reakci.

Z vyse uvedenych faktl vyplyva skutecnost, ze zavedena rt PCR metoda je vhodnym,
citlivym, rychlym a ptedevs§im spolehlivym diagnostickym prostfedkem nejenom pro diagnostiku
akutni formy leptospir6zy, metoda nachazi své uplatnéni také i v detekci laboratornich kment
leptospir, popf. 1 ke zjisténi vyskytu leptospir v povrchovych vodach a vlhkych substratech.

Véasna diagnostika infekce zplisobené patogennimi leptospirami je dilezitd pfedevsim ze
dvou duvodi: pro iniciaci efektivni antibiotické terapie a prevenci rozvoje tézkych komplikaci
leptospirdzy — hepatorendlniho, srde¢niho a respiracniho selhani, aseptické meningitidy ¢i
hemoragické diatézy. V odborné literatuie je celosvétové popisovan stale se zvySujici pocet
ptipadi tézké formy leptospirézy — Weilovy choroby, s mortalitou prevySujici 10 %.

S ohledem na dodrzovéani standardii spravné laboratorni praxe v preanalytické fazi
vySetieni a prevence faleSné negativnich vysledkli vySetfeni by biologické materidly mély byt
odebrany pied zahajenim antibiotické terapie ¢i maximalné do 24 h po jeji iniciaci. Leptospiry
jsou citlivé k vétSin€ antibiotik, jsou rychle degradovény a likvidovany imunitnim systémem.
Vysledek vySetfeni mize byt faleSné negativni i v piipadé, Ze se u pacienta klinické ptiznaky
leptospirdzy stale rozviji.

Z celkového poctu 680 odebranych vzorka ze zevniho prostiedi (povrchové vody, vihké
substraty, COV) bylo 5 reakci vyhodnoceno jako hraniéni, vysledek sekvenacni analyzy byl
opakovan¢ ,,nekultivovatelné bakterie®. VSechny vzorky byly tedy vyhodnoceny jako negativni.
Z uvedené skutecnosti je zcela ziejmé, ze metoda neni vhodna pro testovani takto narocnych
materidli — vzorky vod a zeminy obsahuji patrné¢ velké mnozstvi DNA rozlicnych druht
mikroorganismit ze zevniho prostiedi, a pokud byly patogenni leptospiry ptfitomné pouze
v limitnim mnoZstvi, patrn¢ je nebylo mozné detekovat.

MLST analyza

Princip této MLST analyzy spocival v prvotni izolaci DNA a nésledné detekci 5 gend :
adk, icdA, rrs2, lipl41 a lipl32 gentl. Byla zjisténa skutec¢nost, ze gen adk umoziiuje pouze detekci
DNA genomospecies L. interrogans, gen icdA detekci L. interrogans a L. kirschneri, zbyvajici tfi
geny (lipl41, rrs2 a lipl32) umoziiuji detekci vSech 3 genomospecies v CR. Ze sekvenci 11
laboratornich kmenti patogennich leptospir piitomnych na uzemi CR byla vytvofena knihovna
referenCnich sekvenci, ktera nasledn¢ slouzila pro urCeni neznamého infikujiciho sérovaru
(kmene) patogennich leptospir a mize byt i nadale pouZzivana.

V nasi studii se nepodatilo odhalit sekvenci nukleotidti specifickou pro Weilovu chorobu a
timto ji jednoznacné odlisit od jinych druhii leptospirdéz (polni horecka, nemoc pasakl vepiu,
horeCka ryzovych poli). Pravdépodobnym divodem miize byt Spatna volba cilovych gent. V
piipadé ziskani grantové podpory se pravdépodobné se zaméfime na detekci a sekvenaci gent
pntA, sucA, pfkB, tpid, mredA, glmU and fadD, jez jsou popsany v odborné publikaci autorti
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Thaipadungpanit a kol. (2007) [38]. Domnivame se, ze vyssi pocet cilovych genil zvysi moznost
odhaleni pozadované sekvence DNA patogennich leptospir typické pro Weilovu chorobu.

Vyskyt leptospirézy na &asti izemi CR v letech 2002 — 2013

Z celkového poctu 5840 pacientii suspektnich na leptospir6zu bylo jako pozitivni
vyhodnoceno 101 osob. Onemocnéni bylo diagnostikovano u 71 muzi (70,3 %) a 30 Zen (29,7
%), pramérny veék u muzt 42,56 + 18,45 a u zen 46,52 + 18,12, primérny vék muzi + Zeny 44,56
+ 18,29, v€kové rozmezi 3 - 78 let. Nejvice pozitivnich pacientd - muzl (n = 34) bylo ve vékovém
rozmezi 26 - 45 let, u zen (n = 12) se dostdvame k obdobnym zavérim. Nejvyssi pocet leptospira-
pozitivnich osob jsme zaznamenali v roce 2002 (n = 21) a 2005 (n = 25). V roce 2002 zasahly
tizemi celé CR rozsahlé povodng, v roce 2005 byly popisovany lokalni povodné v Pardubickém a
Kralovéhradeckém kraji. Nejvyssi pocet pozitivnich pacientll byl zaznamenan v listopadu.

V CR je popisovéana vyrazna sezonnost leptospirdzy s nejvyssim poétem piipadii v obdobi
od Cervna do fijna a maximem vyskytu v srpnu [16]. V pfedkladané studii byl zaznamenan
nejvyssi pocet pozitivnich osob v mésici listopadu. V letnim obdobi az do fijna je skute¢né
piipadi vice, ale onemocnéni se vyskytuje prakticky v pribéhu celého roku. Domnivame se, Ze
¢lovek prichdzi do kontaktu s patogennimi leptospirami nejen v piirodé a ve vod¢, ale také napf.
pii podzimnim uklidu sklepi, pfi praci v zemédélstvi, kdy lze pfedpokladat kontaminaci vlhkych
substrati moc¢i hlodavct. V anamnestickych udajich 2 pacienti byl uveden uklid sklepa a uklid po
lokalnich povodnich. Ve 28 pfipadech jsme dotazovanim zjistili casové del$i 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 uvade¢l, ze se pfi praci v potoce poranil o hiebik a souc¢asné vidél
v potoce potkany) apod. Castym anamnestickym tdajem byl rovnéZ pobyt v piirodé bez p¥imého
kontaktu s vodou, ¢ast dotazovanych uvadé¢la také kontakt s hlodavci a jinymi zvifaty pfi praci
v zemédé€lstvi, uklidu po lokalnich zéplavach a podobné.

Vnasi studii jsme zjistili skute¢nost, Ze nejvice pacientd s laboratorné potvrzenou
diagnozou leptospirdza bylo ve véku mezi 26-45 lety. Tento jev si vysvétlujeme tim, ze se
uvedena vékova skupina lidi nejvice vénuje rizikovym aktivitam.

Ve shodé¢ s vétSinou odbornych publikaci zaméfenych na epidemiologickou charakteristiku
souboru pacientl s leptospirdzou jsme dosli k zdvéru, Ze infekce patogennimi leptospirami se
vyskytuje Cast€ji u muzli nez u Zen - 71 muzi (70,3 %) a 30 Zen (29,7 %). V pracich autort
Nardone a kol. (2004) [15], Covi¢ a kol.(2003) [8], Peri¢ a kol. (2005)[2] a Esen a kol. (2004)
[39] tvorili analyzovany soubor pacientt s leptospir6zou muzi v 93 %, 91,4 %, 85 %, resp. v 81,9
%. V literatufe je tento fenomén vysvétlovan tim, Ze muzi jsou pii vykonu povolani vystaveni
vysSimi riziku expozice patogennim leptospiram nez zeny.

MAT a ELISA - konfirmace vysledki PCR analyzy

Jak bylo prokazano v predklddané studii, ma MAT vySetieni 100% diagnostickou
senzitivitu a 100% diagnostickou 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 miize byt vysledek vySetteni faleSné negativni, a proto
se doporuCuje provést vysetieni mikroaglutinaénim testem znovu s ¢asovym odstupem dvou
tydnd, kdy by jiz mély byt specifické protilatky v krvi pacienta prokazatelné.

Analyzované diagnostick¢ soupravy SERION ELISA classic Leptospira 1gM/IgG
vykazovaly diagnostickou senzitivitu 100 %. Diagnosticka specificita soupravy pro detekci IgM
protilatek cinila 88,6 % a soupravy pro detekci IgG protilatek 54,3 %. Vzhledem ke skutecnosti,
ze u soupravy ELISA classic Leptospira 1gM byly zaznamendny celkem 4 faleSné pozitivni
reakce a u soupravy SERION ELISA classic Leptospira 1gG faleSné€ pozitivnich reakci celkem 16,
nelze povazovat tyto diagnostické¢ kity za vhodné a predev§im za spolehlivé pro rutinni
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diagnostiku leptospirézy. Diagnostickd senzitivita soupravy vhodné pro pouziti v rutinnim
provozu by méla pfevySovat hodnotu 95 %.

Diagnosticka senzitivita soupravy SERION ELISA classic Leptospira 1gM vychazi ve
shod€ s ndmi ve studii Honarmanda a kol (2010) [19] a Panwala a kol. (2011) [40] 100 % resp.
96,2 %. Ve sdéleni autort Efflera a kol. (2002) [41] se vSak setkame s diagnostickou senzitivitou
43 %. Autofi Panwala a kol (2011) [40] souhlasné s nami dosli k témét identické hodnoté
diagnostické specificity vySe uvedené soupravy - 88,1 %. Vhledem ke skutecnosti, ze vétSina
autorti se zabyvala detekci specifickych IgM protilatek, existuje pouze limitovany pocet publikaci,
ve kterych byly ur¢eny hodnoty diagnostické senzitivity a specificity soupravy SERION ELISA
classic Leptospira 1gG. Ve studii Honarmanda a kol. (2010) [19] byla diagnostickd senzitivita a
specificita soupravy detekujici IgG rovna 84 % resp. 77 % (v nasi studii 100 % resp. 54,3 %). Je
zapotiebi také respektovat skutecnost, ze soupravy SERION ELISA classic Leptospira 1gM/IgG
jsou dle sdéleni vyrobce zalozeny na priikazu rodové specifickych protilatek (nepatogenni L.
biflexa), nebot’ pii velkém mnoZstvi sérovarii patogennich leptospir je zatim obtizné ptipravit
soupravy s Sirokym spektrem antigent [40,42]. Nepatogenni L. biflexa je podle naSich
predchozich zkuSenosti s testovanim studniéni vody patrné na tizemi CR dosti rozsifena a lze
predpokladat, ze ¢ast populace ma protilatky i proti tomuto sérovaru.

Ve studii Cermakové a kol (2004) [43] byla testovana séra od 90 pacientt s klinicky
konfirmovanou borelidzou, a autofi ovétili pritomnost ¢etnych faleSné pozitivnich reakci u osob
s diagnézou RS, CMV, Epstein-Barr viru, herpetickych viri, revmatické artritidy a dal§imi.
Zktizené reakce mezi spirochétami jsou v sérologickych testech obecné zndmé, stejné tak vyse
uvedené faleSné pozitivni reakce. Otazkou je, jestli mize byt takto postavena souprava piinosem
pro laboratorni diagnostiku.
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9. ZAVERY

V CR je v laboratorni diagnostice leptospirdzy pouzivana pouze sérologickd metoda
mikroaglutina¢niho testu, kterd méd vSak v prvnim tydnu onemocnéni nizkou diagnostickou
senzitivitu a specificitu. Z tohoto divodu jsme se v predkladané dizertacni praci zaméfili na
zavedeni molekuldrn¢ 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 zam¢tili na stanoveni vhodné metody pro konfirmaci vysledkit PCR
vySetieni, krom¢é metody MAT byla testovana pro detekci protilatek proti leptospirdm i ELISA
souprava, kterou 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 predevsim z diivodu, ze dlouhodobé nejsou k dispozici
aktudlni informace o incidenci leptospirdzy. V nésledujicich odstavcich jsou zminény vysledky
vSech stanovenych cili této dizertacni prace.

a) Zavést do klinického provozu vhodnou PCR metodu pro laboratorni diagnostiku akutni
formy leptospirdzy.

Byla navrZzena a vypracovana rt PCR metoda detekce genu kddujiciho povrchovy
lipoprotein LipL32, ktery je typicky pro patogenni leptospiry. Metoda vynikd vysokou
analytickou pozitivni 1 negativni specificitou, ob&é hodnoty jsou rovny 100 %. Metoda byla
ovétena na 230 laboratornich kmenech leptospir, které 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 vysetieni je k dispozici do 5 h,
coz muze mit vliv na dalsi vyvoj infekce zptsobené patogennimi leptospirami. Z 295 pacientl
suspektnich na leptospirézu vySetfenych v obdobi duben 2010 — duben 2013 bylo jako LipL32
pozitivni vyhodnoceno 9 osob, od nichZ pochéazelo 15 pozitivnich biologickych materialti. Pro
laboratorni diagnostiku akutni formy leptospirdzy je esencidlni, aby byly biologické materialy
odebrany v prvnim tydnu onemocnéni a pied zahdjenim antibiotické terapie.

b) Urcit vhodnou metodiku pro sekvenaci patogennich leptospir a pokusit se vyhledat
sekvenci typickou pro Weilovu chorobu a timto ji odliSit od jinych typi leptospirozy

Byla navrzena metodika MLST analyzy detekujici 5 gent ( adk, icdA, rrs2, lipl41 a lipl32
gen) pro vytvofeni knihovny DNA sekvenci 11 laboratornich kmenl patogennich leptospir
izolovanych na tzemi CR. Amplifikované cilové geny byly nasledné podrobeny sekvenaéni
analyze. Pomoci této knihovny mohlo byt urceno, o jaky sérovar patogennich leptospir se jednalo
u suspektniho pacienta. Pomoci této MLST analyzy jsme vSak nebyli schopni determinovat
sekvenci DNA typickou pro Weilovu chorobu pravdépodobné z diivodu volby nevhodnych
cilovych gent.

¢) Modifikace PCR metodiky pro detekci patogennich leptospir ve vzorcich ze zevniho
prostredi

Z celkového poctu 680 provedenych vysetieni bylo 5 reakci vyhodnoceno jako hrani¢ni,
vysledek sekvenacni analyzy byl opakované ,,nekultivovatelné bakterie®. VSechny vzorky byly
vyhodnoceny jako negativni. Z uvedené skuteCnosti je zifejmé, ze metoda neni vhodna pro
testovani takto nadrocnych materialli — vzorky vod a zeminy obsahuji patrné velké mnozstvi DNA
rozliénych druhii mikroorganismi ze zevniho prostiedi, a pokud byly patogenni leptospiry
pritomné pouze v limitnim mnozstvi, patrn¢ je nebylo mozné detekovat.

d) Epidemiologické retrospektivni Setifeni vyskytu leptospirézy v Kralovéhradeckém,
Pardubickém kraji a ¢asti kraje Vysoc€ina v letech 2002 - 2013
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Z celkového poctu 5840 pacientii suspektnich na leptospir6zu bylo jako pozitivni
vyhodnoceno 101 (1,7 %). Onemocnéni bylo diagnostikovano u 71 muzt (70,3 %) a 30 zen (29,7
%). Nejvice pozitivnich pacientli - muzi (n = 34) bylo ve vékovém rozmezi 26 - 45 let, u Zen (n =
12) se dostavame k obdobnym zavérim. Nejvétsi pocet leptospira-pozitivnich osob byl
zaznamenan v roce 2002 (n = 21, 20,8 %) a 2005 (n = 25, 24,8 %), incidence leptospirdzy
v téchto letech cCinila 1,83 a 2,17/100 000 obyvatel. V roce 2002 zasahly uzemi celé CR rozsahlé
povodné, vroce 2005 jsme si dotazem v Ceském hydrometeorologickém ustavu ovéfili, Ze
v Pardubickém a Kralovéhradeckém byly popisovany lokéalni povodné. Nejvyssi pocet pozitivnich
pacientli byl zaznamenan v listopadu (n = 20 ptipadii). Nejfrekventovanéj$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/IgG - konfirmace vysledkii PCR vySetieni

Z celkového mnozstvi 1553 piislusnikit ACR vySetienych ELISA metodou na pfitomnost
protilatek proti leptospiram bylo jako IgM pozitivni ur€eno 292 (18,8 %) osob, jako IgG pozitivni
392 (25,5 %) piislusnikic ACR. Vsechna pozitivni krevni séra od piislusnikii ACR byla
konfirmaéné vysetfena s 11 laboratornimi kmeny patogennich leptospir pouzivanymi v CR pfi
metodé MAT a nepatogenni L. biflexa. Naprostd vétSina krevnich sér konfirmovanych vyse
uvedenymi laboratornimi kmeny leptospir byla vyhodnocena metodou MAT jako negativni,
véetné nepatogenni L.biflexa. U 26 krevnich sér byla zaznamenana slaba reakce v titrech 1:50 —
1:200 s laboratornimi kmeny L. grippotyphosa P125 (8x), L. grippotyphosa 76 (7%), L.
icterohaemorrhagiae FrySava (3x), L. sorex — jalna Sorexjalna (3x). L. copenhageni Lebe (2x) L.
istrica J20 (1x), L. bratislava Jez Bratislava (1x) a L. canicola S392 (1x).

V nasi studii bylo prokdzdno, ze metoda MAT ma 100% diagnostickou senzitivitu i
specificitu. Analyzované diagnostick¢ soupravy SERION ELISA classic 1gM/IgG leptospira
vykazovaly shodné diagnostickou senzitivitu 100 %. Diagnosticka specificita soupravy pro
detekci IgM protilatek ¢inila 88,6 % a soupravy pro detekci IgG protilatek 54,3 %. Diagnosticka
senzitivita soupravy vhodné pro pouziti v rutinnim provozu by méla pfevySovat hodnotu 95 %.
Z tohoto ditvodu doporucujeme ke konfirmaci vysledkt rt PCR vySetfeni MAT metodu.
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