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Diagnostika leptospirézy v NRL pro leptospiry

Diagnosis of leptospirosis at the National Reference Laboratory for Leptospira

Eliska Zadrobilkova, Petr Kodym

— Souhrn * Summary

Leptospiréza je onemocnéni zpiisobené spirochétami rodu Leptospira, které je celosvétové rozsitené. Clovek se
muZe infikovat pres plidu nebo vodu kontaminovanou mo¢i rezervoarovych hostitelti. Mezi projevy leptospirdzy patii
Casto nespecifické priznaky podobné chripkovému onemocnéni ale v 5-10 % pripadi mize dochézet k vaznému
prubéhu onemocnéni s multiorganovym selhdvanim. Diagnostika leptospirézy probiha nepfimo pomoci sérologic-
kych metod nebo pifimo pomoci kultivace nebo polymerazové fetézové reakce (PCR). Celosvétoveé nejpouzivané;si
je sérologicka metoda MAT (mikroskopicky aglutinacni test). V NRL pro leptospiry vyuzivaime k diagnostice
leptospirové infekce metody MAT, PCR 1 kultivaci. V lofiském roce jsme potvrdili celkem 15 pozitivnich vzorkd,
z toho 10 pomoci MAT a 5 pomoci PCR. Celkovy zachyt leptospirézy na celém dzemi CR za rok 2021 byl 31
pozitivnich pripadi, coz je lehce nadprimérny vyskyt onemocnéni. Nejcastéjsim infikujicim sérotypem v letech
2001-2018 byla L. grippotyphosa.

Leptospirosis is a disease caused by spirochetes of the genus Leprospira, which is widespread worldwide. Humans
can become infected through soil or water contaminated with the urine of reservoir hosts. The manifestations of
leptospirosis often include non-specific flu-like symptoms, but in 5—-10% of cases, a serious course of the disease
with multi-organ failure may occur. Leptospirosis is diagnosed indirectly using serological methods or directly us-
ing culture-based method or polymerase chain reaction (PCR). The most used worldwide is the MAT (microscopic
agglutination test) serological method. In the National Reference Laboratory for Leptospira, to diagnose leptospiral
infections we use MAT, PCR as well as culture-based methods. Last year, we confirmed a total of 15 positive
samples, 10 of them by MAT and 5 by PCR. The total detection of leptospirosis in the entire territory of the Czech
Republic for the year 2021 was 31 positive cases, which is a slightly above-average incidence of the disease. The
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most common infecting serotype in 2001-2018 was L. grippotyphosa.
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Leptospirdza je celosvétové se vyskytujici zoonotické
onemocnéni s nejvyssi incidenci ve vlhkych tropickych
oblastech Zem¢. Piendsi se predevsim vodou nebo piidou,
kter4 je kontaminovana moci infikovanych rezervoarovych
hostiteld, jako jsou rtizni hlodavci nebo domaci zvirata [1].
Onemocnéni zplsobuji bakterie rodu Leptospira, které
spolu s rodem Leptonema tvoti bazalni skupinu spirochét.
Spirochéty jsou skupinou spirdlovité sto¢enych bakterii,
do které spadaji také dalsi dva pro ¢lovéka vyznamné rody
Borrelia a Treponema [2].

Rod Leptospira mizZeme na zakladé molekularnich
analyz rozd¢lit na dv& hlavni skupiny: saprofytni, ktera
obsahuje neinfekéni druhy rozsifené v prirodnim prostiedi
(napt. L. biflexa) a déle na patogenni skupinu, ve které
nalezneme vSechny druhy schopné nakazit ¢lovéka nebo
Zivocichy [3]. Patogenni skupina potom zahrnuje jak pod-
skupinu pravych patogent s nejznaméjSim zastupcem L.
interrogans, tak prechodnou, méalo virulentni podskupinu,

kam patfi napt. druh L. inadai 3, 4, 5]. Molekuléarn{ klasi-
fikace rodu Leptospira v§ak bohuZel pfili§ nekoresponduje
se systémem séroskupin, ktery se pouZiva v diagnostické
praxi a epidemiologii. To znamenad, Ze jednotlivé sérotypy
neodpovidaji druhtim, které jsou definované na zakladé
molekularné-biologickych metod [6]. Geneticky podobné
druhy se proto mohou objevovat v odlisné séroskupiné
a naopak sérotypy spadajici do stejné séroskupiny mohou
byt geneticky naprosto odlisné. V soucasné dobé je zna-
mo asi 21 druhti rodu Leptospira, definovanych pomoci
molekuldrnich dat, a pfiblizné 240 sérotypi, které se na
zékladé antigenni podobnosti tradi¢né fadi do nékolika
séroskupin [7].

Burtiky rodu Leptospira jsou dlouhé, striktné aerobni
a obsahuji dvé€ axidlni vldkna (periplasmické biciky).
Pomoci bi¢iku se bakterie pohybuji typickym vyvrtkovitym
pohybem, diky kterému snaze pronikaji do hostitele. Bunky
jsou na jednom nebo na obou koncich hakovité zahnuté, coz
je typickym znakem rodu Leptospira (viz obrazek 1). Jsou
dlouhé 6-20 um a §iroké pouze okolo 0,1 um [8]. ProtoZe
rozliSovaci schopnost optického mikroskopu je pfiblizné
0,25 pm, leptospiry jsou viditelné pouze za pouZiti metody
mikroskopovani v temném poli, na kterém je zaloZena
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Obrazek 1: Leptospira pomona

Transmisni elektronova mikroskopie, negativni barveni, 1% roztok
molybdenanu amonného. (Foto: Mgr. EliSka Zadrobilkova, Ph.D.,
Hitachi HT7800; High-Tech, Japonsko — NRL pro prikaz infekénich
agens elektronovou mikroskopii)

sérologicka diagnostika metodou MAT (mikroskopicky
aglutinacni test).

Leptospira pronika do lidského téla drobnymi odérkami
na kiZi nebo pfes sliznice. Timto zpisobem se dostava do
krevniho fecisté, ve kterém se dale Siti [8, 9]. V prvnich
fazich infekce (cca prvni tyden) je tak mozné leptospiry
detekovat z krve pomoci metody PCR (polymerazové
fetézové reakce), tedy jesté pred tim, neZ se zanou tvofit
specifické protilatky. Leptospira se déle vaZe na endotelial-
ni buiiky vldseCnic dlleZitych organt, jako jsou predevsim
jatra, ledviny, plice nebo mozek. Poskozeni endotelidlnich
bunc¢k muze vést az k ischemii [8]. NejCastéji jsou zasa-
Zeny hepatocyty a jejich mezibuné¢né spoje, coZz vede
k uvolnéni 7luci do krevniho fecisté, vzestupu bilirubinu
a naslednému ikteru [9].

V prubéhu prvniho tydne nakazy se postupné zacinaji
objevovat specifické protilatky tfidy IgM. Byly vsak za-
znamenany pripady, kdy po ¢asném nasazeni antibiotické
1é¢by nebyly protilatky detekovany viibec. Imunoglobuliny
IgG se zacinaji produkovat pozdéji a v mnohem mensi
mire nebo se u nékterych lidi neobjevi vibec. Nékdy na-
opak zvysena hladina protilatek miiZe pretrvavat mésice
az roky [10].

Rozlisujeme dvé formy leptospirdzy: mirnou a také
pod nazvem Weilova choroba, ktera je zpisobena ve vét-
$iné ptipadi sérotypem L. icterohaemorrhagiae. AZ okolo
80-90 % onemocnéni leptospir6zou probiha lehce jako
aniktericka forma, ktera pripomina chfipkové onemocnéni.
Pfiznaky jsou Casto nespecifické a zahrnuji napf. teplotu,
celkovou slabost, kasel, dusnost, bolest hlavy, svali nebo
bticha, zvraceni a v nékterych pripadech také vyrazku[1, 6].

Pacienti obvykle nevyhledaji 1ékafskou pomoc a pfizna-
ky onemocnéni po nékolika dnech samy odezni. Velmi
zavaznym onemocnénim je iktericka forma leptospirdzy,
ktera se rozvine v 5-10 % pripadd. Leptospiry napadaji
plice, gastrointestinalni trakt a nervovy systém. Zasazen je
také hepato-renalni systém, jehoZ poSkozeni se projevuje
anurii nebo oligourii a zvySenymi hladinami kreatininu
aurey [1]. Onemocnéni rychle progreduje a miZe dochazet
k multiorganovému selhavani. Mortalita ikterické formy
leptospirdzy se pohybuje okolo 5-15 % [6].

Diagnostika leptospirézy probihd z vétsi ¢asti nepiimo
pomoci sérologickych metod. Antileptospirové protilatky jsou
stanovovany pomoci mikroskopického aglutina¢niho testu
(MAT) nebo metodou ELISA (enzyme-linked immuno sor-
bent assay). Pfima detekce je moZna kultivaci bakterii z krve,
moci, likvoru a tkani nebo pomoci PCR metod. Celosvétoveé
nejpouzivanéjsi je pravdépodobné klasickd metoda MAT,
béhem kterého se smicha pacientské sérum s Zivymi nebo
usmrcenymi leptospirami. K tomuto tG¢elu je nutné kultivovat
7ivé leptospirové kmeny, a tak tento test provadi pomérné mélo
laboratori. Externiho hodnoceni kvality, které v ramci AP
CEM pfipravuje a vyhodnocuje Narodni referencni laborator
pro leptospiry, se Gcastni 12 laboratori.

V diagnostické laboratofi, kterd vySetfuje pomoci
MAT, jsou obvykle kultivovany hlavné sérotypy, které
jsou pro danou oblast endemické. V NRL pro leptospiry
stanovujeme protilatky proti 12 sérotypim leptospir,
které se mohou vyskytovat na tzemi CR. Jedna se
o L. icterohaemorrhagiae Ictero 1, L. sorex Sorexjalna,
L. canicola Canis 7, L. bratislava JeZz Bratislava,
L. pomona Simon, L. grippotyphosa MoskvaV, L. sejroe
M84, L. tarassovi DV-A, L. copenhageni Lebe, L. jalna
Jalna, L. bataviae Moldava a L. bulgarica Nikolaevo.
Vyse zminéné sérotypy také uchovaviame v tekutém
dusiku a v pripadé potfeby je miZeme kdykoliv vy-
mrazit. Stejnym zplisobem uchovavame navic sérotypy
L. icterohaemorrhagiae Petrik, L. grippotyphosa Kity,
L. grippotyphosa Turlia, L. hardjo Hardjoprajitno,
L. istrica Bratislava a L. polonica M-37.

Pokud pacient produkuje protilatky proti ur¢itému
sérotypu, dochdzi k aglutinaci az lyzi leptospir daného
sérotypu. Test je hodnocen jako pozitivni, kdyZ je mira
aglutinace/lyze 50 % a vice. V dalSim kroku se pak sta-
novi titr protildtek. Metodou MAT se zjiStuji soucasné
protilatky jak tfidy IgM, tak IgG, a proto nelze z jednoho
vzorku jednozna¢né urcit, zda se jedna o zacinajici nebo
v minulosti probéhlou infekci. Z tohoto divodu je vhodné
z odstupem 5-7 dnt zaslat do diagnostické laboratore pa-
rové sérum, diky kterému je mozné zjistit dynamiku titru
protilatek. Metodou ELISA se obvykle zjistuji hladiny IgM
protilatek, jejichZ pfitomnost ukazuje na pravé probihajici
nebo nedavnou infekci. Nevyhodou ale je, Ze ma nizsi
specificitu neZ MAT a nelze timto zptisobem identifikovat
infikujici sérotyp [11].
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Tabulka 1: Poéty vzork(l vySetfenych v NRL pro leptospiry (Zdroj:
NRL pro leptospiry)

Tabulka 2: Poéty pozitivnich pfipadi leptospirézy registrované
v NRL pro leptospiry (Zdroj: NRL pro leptospiry)

Rok Pocet vzorkt Rok Pocet pozitivnich piipad leptospirézy
PCR sérologie celkem PCR sérologie celkem
2018 9 102 111 2018 0 1 1
2019 14 146 160 2019 2 7 9
2020 20 116 136 2020 0 2 2
2021 74 131 205 2021 5 10 15

Leptospiry lze vykultivovat nao¢kovanim pacientského
materidlu do kultivacniho média. V pfipadé krve by se mélo
provést nejpozdéji do deseti dnti od doby, kdy se objevily
prvni pfiznaky a pfed podanim antibiotické 1écby [11].
Kultivace leptospir z moci je vhodna ve druhém tydnu od
nakazy [6]. ProtoZe ma moc¢ kyselé pH, neni to pfiznivé
prostiedi pro rast leptospir. Proto je nutné mo¢ naockovat
do kultiva¢niho média nejlépe ihned, nejpozdéji vSak do
dvou hodin po odbéru. Riist leptospir je v§eobecné velmi
pomaly. V kultufe se mohou zacit objevovat nejdiive po
tydnu, obvykle vSak pozdéji, a proto se kultivace vyuZiva
spiSe k dourceni sérotypu nez ke v€asné diagnostice [11].

K tomuto dcelu se naopak v nékterych laboratorich
zavadi metoda PCR nebo rt-PCR (real-time PCR), pomo-
ci které lze odhalit leptospirovou infekci jiZ v pocatku.
Jako nejcast&jsi marker se pouZiva gen pro povrchovy
lipoprotein lipL32, ktery nalezneme pouze u patogennich

druhi leptospir [12]. Senzitivita i specifita této metody je
pomérné vysoka [13, 14]. V nasi laboratofi pouzividme pro
zachyceni Casné leptospirové infekce, klasickou metodu
PCR (amplifikujeme gen lipL32) s naslednou analyzou
vysledkd pomoci gelové elektroforézy. Tato metoda se
nam zatim osvédcila Iépe nez rt-PCR.

Piestoze je leptospiréza v Ceské republice pomérné
vzacné onemocnéni, potvrzeni nebo vyvriceni této dia-
gndzy je klicové pro nasazeni vCasné a spravné 1écby. Na
nasi laboratof se s pozadavkem o vySetfeni obraceji 1¢kati
a lékatrky jak z jednotek intenzivni péce nebo internich
oddéleni tak kolegyné a kolegové z odbornych ambulan-
ci. Vysetfujeme krevni sérum, plazmu, nesrazlivou krev,
pfipadné i moc¢ a likvor.

Za lonsky rok bylo v nasi laboratofi metodou MAT
vySetieno 131 vzorkl, coZ je v porovnéni s predchozi-
mi lety celkem stabilni pocet vySetfeni (viz tabulka 1).

Graf 1: Poéty pozitivnich pfipadii leptospirézy v CR v letech 2008-2021 [21, 22]
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Tabulka 3: Poéty pozitivnich pFipadd leptospirézy v CR v letech 20082021 [21, 22]

Rok 2008 | 2009 | 2010 | 2011 | 2012 | 2013

2014 | 2015 | 2016 | 2017 | 2018 | 2019 | 2020 | 2021

Podet pfipadti | 17 32 4 31 22 7

37 17 18 21 10 25 29 31

Metodou PCR jsme v loniském roce vySetfili celkem 74
vzorkl (viz tabulka 1). Vyss§i pocet vySetieni, neZ je za
posledni roky obvyklé, je dan predevsim snahou nasi labo-
ratofe o zkvalitnéni poskytovanych sluzeb a optimalizaci

stavajicich metod.

V roce 2021 jsme v laboratofi potvrdili 10 sérologicky
pozitivnich vzorkl a 5 vzork bylo vyhodnoceno jako
pozitivni pomoci metody PCR (viz tabulka 2). Pokud po-
mineme opakovana vySetfeni a skutecnost, Ze v nékterych
ptipadech mél pacient pozitivni vysledky jak sérologie,
tak PCR, tak jsme za lonsky rok zachytili celkem 10 pa-
cientd pozitivnich na leptospiru. Podle udaji v ISIN byl
celkovy zachyt leptospirézy na tizemi celé CR v lofiském
roce 31 pozitivnich ptipadt (viz tabulka 3). V porovnani
s ostatnimi roky (viz graf 1) se jedna spiSe o vyssi vyskyt
tohoto onemocnéni. Mohlo by to souviset s tim, Ze nékteré
kraje (Moravskoslezsky, Jiho¢esky, Olomoucky, Ustecky,
Liberecky) byly v kvétnu, Cervnu a ervenci 2021 zasaZeny
pfivalovymi (bleskovymi) povodnémi [15] a jiZ dfive bylo
nékolikrat zaznamenano, Ze pravé béhem povodni v teplych
meésicich roku roste riziko nakazy leptospirou nejvice [16,
17]. V zasaZenych krajich vSak nebyl zaznamenan vétsi
pocet pripadll leptospirézy v porovnani s ostatnimi kraji
[18, 19, 20], a proto lze predpokladat, Ze rychly prubéh
povodni nema na vys§i vyskyt onemocnéni pravdépodobné

N

vliv. Podrobné;jsi statisticka analyza ale nebyla provedena.

NP2

V letech 2001-2018 byl nejcastéjSim pivodcem onemoc-
néni diagnostikovanym jako leptospir6za (dg. A27) sérotyp
L. grippotyphosa a to v témét 45 % pripadl (zdroj Epidat/
ISIN).
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