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I sl
JI sl/en
Al Leptospire so vijacno zavite spirohete, ki imajo znacilno kljukasto zakrivljene konce. Povzrocajo

bolezen imenovano leptospiroza, ki prizadene tako zivali kot ljudi. Posamezne Zivalske vrste so obi¢ajno
gostitelji za doloCene serovare leptospir. Tako lahko z opredelitvijo serovara pogosto predvidimo tudi mozen
vir okuzbe in s tem omogocimo nadzor nad Sirjenjem bolezni. Za opredelitev leptospir je na voljo veé
fenotipskih in genotipskih metod. Fenotipsko leptospire uvrs¢amo na podlagi antigenske sorodnosti v
serovare in seroloske skupine (serotipizacija). Do sedaj je priznanih ve¢ kot 200 serovarov, ki so razdeljeni v
25 seroloskih skupin. Danes serotipizacijo vse bolj nadomesca genotipizacija, s katero vse znane serovare
uvrs¢amo v 17 vrst. Kljub temu, da imamo za identifikacijo vrst na voljo veliko metod, so te v vecini
primerov zahtevne, Casovno zamudne in predrage, da bi se jih lahko posluzevala ve€ina rutinskih
laboratorijev. Namen diplomskega dela je bila primerjava med serotipsko in genotipsko opredelitvijo
leptospir. Uporabili smo 69 izolatov leptospir, od tega 42 izolatov uporabljajo pri rutinskem testu
mikroaglutinacije, 27 izolatov pa je bilo osamljenih iz humanih vzorcev. Serotipsko smo izolate opredelili na
podlagi aglutinacije z imunskimi serumi, za genotipsko opredelitev pa smo uporabili PCR v realnem casu.
DNA leptospir smo pomnozevali v napravi LightCycler, analiza temperature taljenja (Tm) pomnozkov pa
nam je omogocila razlikovanje med patogenimi leptospirami, vsaka vrsta ima namre¢ znacilen Tm. Z obema
metodama smo opredelili 58 izolatov, ki smo jih uvrstili v 15 seroloskih skupin in v 6 vrst. Serotipska
opredelitev se je tudi ujemala z genotipsko, skladno z rezultati predhodnih raziskav. Zakljucili smo, da je

PCR v realnem ¢asu specifi¢na, enostavna in hitra metoda za opredelitev leptospir.
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LA sl
AL  sl/en
AB Leptospires are tightly coiled spirochetes with characteristic hooked ends responsible for a disease

called leptospirosis, which affects both animals and humans. Certain serovars are often associated with
specific animal hosts. By identifying the serovar, it is often possible to predict potential sources of infection
and thereby control the spread of the disease. Several genotypic and phenotypic methods are available for
identification of Leptospira. One of the phenotypic methods is serotyping, which classifies leptospires into
serovars and serogrupes on the basis of their antigenic relatedness. More than 200 serovars are recognized,
which are divided into 25 serogroups. Phenotypic classification of leptospires has been replaced with
genotypic classification in which all known serovars are divided among 17 species. Although various
methods for identifying Leptospira species are available, many of them are time consuming and too
expensive for majority of routine laboratories. The aim of this study was to compare serotypic and genotypic
methods for Leptospira identification. We analyzed 69 Leptospira strains, 42 strains that are routinely used in
microagglutination test and 27 strains that were isolated from patients suffering from leptospirosis. We
performed agglutination-absorption reaction with hyperimmune sera for serotyping and real-time PCR using
LightCycer for genotyping. Because distinct Leptospira species have specific melting temperatures, melting
curve analysis using real-time PCR enabled us to distinguish between pathogenic species. We identified 58
Leptospira strains using both assays. We grouped all strains within 15 serogrups and 6 Leptospira species.
Moreover, genotypization of species was in perfect agreement with the serotypization. We conclude that the
use of LightCycler real-time PCR based on melting curve analysis is a specific, simple and rapid method for

Leptospira determination.
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polimorfizem dolzin pomnozenih fragmentov (angl. amplified fragment
lenght polymorphism)

verizna reakcija s polimerazo s poljubnim zacetnim oligonukleotidom (angl.
arbitrarily primed polymerase chain reaction)

bazni par

deoksiribonukleinska kislina (angl. deoxyribonucleic acid)

gojisce za kultivacijo leptospir (Ellinghausen McCullough modificirano po
Johnson in Harris)

naprava LightCycler

lipopolisaharid

mikroaglutinacijski test

tipizacija zaporedij multiplih lokusov (angl. multilocus sequence typing)
verizna reakcija s polimerazo (angl. polymerase chain reaction)

pulzna gelska elektroforeza (angl. pulsed field gel electrophoresis)
polimorfizem restrikcijskih fragmentov celotne DNA (angl. restriction
endonuclease analysis)

denaturacijska poliakrilamidna gelska elektroforeza

temperatura taljenja (angl. melting temperature)
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1 UvOD

Leptospire so drobno zavite, gibljive spirohete, ki imajo znacilno kljukasto zakrivljene
konce. V rod Leptospira uvrs¢amo tako nepatogene kot patogene vrste. Slednje povzro¢ajo
bolezen imenovano leptospiroza. Leptospiroza je ena od najbolj razsirjenih zoonoz na
svetu (Levett, 2001). V Sloveniji se bolezen stalno pojavlja, endemic¢na je v Pomurju
(Cerar in sod., 2005). Spekter oblik bolezni je pri ljudeh zelo pester, od subklini¢nih okuzb
do skrajno hudih potekov, ki se velikokrat kon¢ajo s smrtnim izidom. Glavni gostitelji
leptospir so glodavci, vmesni pa Stevilni drugi sesalci in tudi ¢lovek (Bedernjak in
Bedernjak Bajuk, 2003). Posamezne zivalske vrste so obicajno gostitelji za dolocCene
serovare leptospir, zato je identifikacija teh pomembna iz stali§¢a javnega zdravstva, saj
lahko nakazuje vzrok okuzbe in rezervoar ter omogoca dolocitev metod za preprecevanje
in nadzor (WHO, 2003). Tako je za opredelitev leptospir na voljo ve¢ fenotipskih in
genotipskih metod.

1.1 OPREDELITEV PROBLEMA

Patogene leptospire razvr§¢amo znotraj rodu na osnovi antigenskih lastnosti v seroloske
skupine in naprej v serovare (serotipizacija). Zaradi antigenske heterogenosti poznamo ve¢
kot 200 serovarov. Razvrstitev leptospir na podlagi fenotipskih lastnosti v seroloske
skupine in serovare je zacasna, danes se vse bolj uveljavlja razvrstitev na osnovi genskih
lastnosti (genotipizacija), saj lahko le z analizo molekule DNA ustrezno razvrstimo
diagnostiki zaenkrat Se vedno prevladuje serotipizacija, predvsem zaradi pomanjkanja

enostavnih in hitrih metod za molekularno identifikacijo.

1.2 CILJ RAZISKOVANJA

V diplomskem delu smo zeleli izolate, ki smo jih opredelili s seroloskimi metodami do
nivoja seroloske skupine, opredeliti Se do nivoja vrste. Nukleinsko kislino leptospir smo
pomnoZevali v napravi LightCycler in na podlagi analize temperature taljenja (Tm)

opredelili vrsto. Hkrati smo Zeleli ovrednotiti tudi oba nacina tipizacije.
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1.3

DELOVNE HIPOTEZE

Predpostavljamo:

uspesno seroloSko opredelitev izolatov leptospir do seroloske skupine,

uspeSno pomnozevanje tarcnega odseka DNA v genomu leptospir z napravo
LightCycler,

znacilno temperaturo taljenja za DNA posamezne vrste,

da se bo seroloska opredelitev leptospir ujemala z genotipsko opredelitvijo, kot je
opisano v literaturi,

da bomo izolate iste seroloske skupine razvrstili med razli¢ne vrste leptospir.
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2 PREGLED OBJAV

Adolf Weil je leta 1886 v Heidelbergu prvi opisal klini¢no sliko ikteri¢ne leptospiroze z
ledvi¢no odpovedjo, ¢eprav naj bi enak sindrom opisali Ze nekaj let prej pri delavcih, ki so
delali v kanalih (Levett, 2001; Bedernjak, 1993). Njegovo ime je Se danes povezano s hudo
obliko leptospiroze, ki jo po njem imenujemo Weilova bolezen (WHO, 2003).
Povzrocitelja bolezni sta leta 1915 prva opisala Inada in Ido, ko sta nasla spirohete in
specifi¢na protitelesa v krvi japonskih rudarjev, ki so zboleli za zlatenico. Neodvisno sta
leptospire opisali tudi dve skupini nemskih zdravnikov, ki sta odkrili spirohete v krvi

gvinejskih prasicev, ki so jih inokulirali s krvjo okuzenih nemskih vojakov (Levett, 2001).

Prvi primer leptospiroze v Sloveniji je bil prijavljen Centralnemu higienskemu zavodu v
Beogradu leta 1938. Slo je za primer Weilove bolezni v ob¢ini Murska Sobota. Prve

dokazane primere leptospiroze v Sloveniji pa sta opisala Zagar in Lesenidar leta 1953

(Bedernjak, 1993).

2.1 EPIDEMIOLOGIJA IN GEOGRAFSKA RAZSIRJENOST LEPTOSPIROZE

Leptospiroza je zoonoza, razsirjena po vsem svetu. Incidenca bolezni je najvisja v tropskih
predelih, predvsem v drzavah v razvoju, kjer se okuzbe z leptospirami pojavljajo skozi vse
leto (Radsel-Medvescek, 2002; Levett, 2007). Do izbruhov bolezni prihaja zlasti po
obilnem dezevju (Plank in Dean, 2000). V zmerno toplem podnebju je bolezen sezonska z
vrhoma poleti in jeseni, saj je prezivetje leptospir v okolju vezano na temperaturo (Levett,
2007). Da se okuzba sploh lahko pojavi so potrebni trije osnovni dejavniki: prisotnost
gostitelja, ustrezno okolje za prezivetje leptospir in interakcija med ¢lovekom, Zivaljo in

okoljem (slika 1) (Sehgal, 2006).
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Slika 1: Zivljenski cikel leptospir v naravi (Faine in sod., 1999).

2.1.1 Leptospiroza pri Zivalih

Najpomembnejsi rezervoar in prenaSalci leptospiroze so glodavei (podgane, misi,
voluharji), ki lahko okuzbo prenesejo tudi na divje in domace zivali. Od domacih Zivali so
z leptospirami okuzene zlasti svinje, govedo, konji, psi in macke. Do okuzbe pride
obi¢ajno ze v zgodnjih letith s kontaminirano vodo ali zemljo. Po preboleli okuZzbi
leptospire ostanejo v ledvicnih tubulih zivali in se izlofajo s seCem, najveckrat celo
zivljenje (Bedernjak, 1993; Ruzi¢-Sablji¢, 2002). Okuzene zivali izloajo z urinom
ogromno Stevilo leptospir v okolico, v prvih tednih po okuzbi lahko izloijo tudi do 10’
leptospir/ml urina. Leptospire se v okolju nahajajo v stojeCih ali pocasi teko¢ih vodah,
mocvirjih in vlazni zemlji. Ker lahko prezivijo v vodi in zemlji v ugodnih pogojih (rahlo
bazicen pH, dovolj vlage in ustrezna temperatura) ve¢ tednov, lahko v kontaminiranem

obmocju pride do visokih koncentracij leptospir (Cerar in sod., 2005; Bedernjak, 1993).
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Posamezne zivalske vrste so gostitelji za dolocene serovare, medtem ko lahko okuzba z
drugim serovarom povzroc¢i tezko in celo smrtno bolezen (Levett, 2007). Kroni¢na okuzba
lahko pri pragi¢ih in govedu povzro¢a tudi abortuse in slabso plodnost (WHO, 2003). Cim
boljsa je simbioza med serovarom in gostiteljem, tem manjse so spremembe na ledvicah in
tem daljSe in intenzivnejSe je sproscanje leptospir z urinom (leptospirurija) (Bedernjak,
1993). V preglednici 1 so prikazani nekateri najpomembne;jsi serovari in njihovi gostitelji
pri domacih in divjih Zivalih. Za razumevanje epidemiologije bolezni je kljucnega pomena
poznavanje razSirjenosti serovarov in njihovih gostiteljev na nekem podro¢ju (Levett,

2007).

Preglednica 1: RazSirjenost nekaterih najpomembnejsih serovarov med domaéimi in divjimi zivalmi

(Bedernjak, 1993).

Serovar Domace zivali Divje zivali

Icterohaemorrhagiae psi, svinje, konji, govedo podgane, misi, lisice, nutrije, jezi, opice

Canicola psi, svinje, govedo, macke, konji jezi, podgane, voluharji

Pomona svinje, govedo, psi, macke, konji, | lisice, jeleni, jezi, misi, voluharji, volkovi,

ovce zajci

Grippotyphosa govedo, koze, ovce, svinje, psi, macke | voluharji, miSi, podgane, jezi, podlasice,
zajci, veverice

Bataviae psi, macke, govedo podgane, misi, voluharji, jezi

Autumnalis govedo, psi podgane, misi

Australis govedo, psi, konji podgane, jezi, voluharji, podlasice, lisice

2.1.2 Leptospiroza pri ljudeh

Humani primeri okuzb vecinoma izhajajo iz posredne ali neposredne izpostavitve urinu
okuzenih zivali. Najpogostejsi izvor €loveskih okuzb so domace Zzivali (govedo, ovce,
koze, svinje, konji, psi in macke). Drugi nacini, kot so delo z okuzenimi tkivi zivali, ugrizi
zivali in uZivanje kontaminirane hrane, so redkejsi (Bedernjak, 1993). Clovek je vedno
kon¢ni €len v verigi okuzb, prenos s ¢loveka na ¢loveka preko urina in s spolnimi odnosi
pa je izredno redek in nima znatnega pomena (RadSel-Medvescek, 2002; Faine in sod.,
1999).

Povecini je leptospiroza poklicna bolezen oseb, ki delajo z zivino, zivalmi, zivalskimi
izdelki ali na kontaminirani zemlji in vodi (Bedernjak, 1993). Zaradi neposrednega stika z

okuzenimi zivalmi so ogrozeni predvsem kmetje, veterinarji in delavei v klavnicah,
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medtem ko do posrednih okuzb prihaja pri rudarjih, komunalnih delavcih, ribicih in
pridelovalcih riza (Levett, 2007), obolevajo pa tudi osebe, ki se kopajo v kontaminirani
vodi, jezerih, kanalih in rekah (Radsel-Medvescek, 2002).

Zbolijo osebe vseh starosti. Moski zbolijo pogosteje od zensk, kar lahko pripiSemo dejstvu,

da pogosteje opravljajo fizicna dela v naravi (Bedernjak, 1993).

2.1.3 Leptospiroza v Sloveniji

V Sloveniji je bolezen stalno prisotna. Najve¢ primerov je v Pomurju, ki velja za endemsko
obmocje (Cerar in sod., 2005). Od leta 1946 do leta 2001 je bilo v Sloveniji po podatkih
Zavoda za zdravstveno varstvo Murska Sobota prijavljenih 756 primerov bolezni, od tega
658 (87 %) primerov prav v Pomurju (Pal in Prelog, 2003). V zadnjih desetih letih so
povprecno zabelezili 9 primerov letno. Vecina obolelih se je okuzila pri izvajanju del doma

na kmetiji (Poro€ilo ..., 2008). NajpogostejSe so okuzbe s serovarom Grippotyphosa

(Ruzi¢-Sablji¢, 2002). Pojavljanje leptospiroze v Sloveniji prikazuje slika 2.

Leto 1998 ©
Lete 1999
Lete 2000
Leto 2001
Lete 2002
Lete 2003
Leto 2004

Leto 2005
Leto 2006
Leto 2007

GORICA

1 4% ¢ > On # I

Slika 2: Regijska porazdelitev prijavljenih primerov leptospiroze v Sloveniji od leta 1997-2007 (Porocilo ...,
2008).
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2.2 SPLOSNE ZNACILNOSTI LEPTOSPIR

2.2.1 Taksonomija leptospir

Rod Leptospira uvrs¢amo skupaj z rodovoma Leptonema in Turneriella v druzino
Leptospiraceae, red Spirochaetales, razred Spirochaetes in v predlagano deblo
Spirochaetes (Levett, 2007). V red Spirochaetales poleg druzine Leptospiraceae spadajo se
stiri druzine, kar prikazuje slika 3. V rodovih Clevelandina, Diplocalyx, Hollandina in
Pillotina najdemo simbiontske bakterije, ki jih zaradi morfologije uvrS¢amo v red
Spirochaetales. Ker zaenkrat §¢ nimamo na voljo nukleotidnega zaporedja, s katerim bi
lahko dolo¢ili natancen filogenetski polozaj znotraj spirohet, jih trenutno uvrS¢amo v

druzino Incertae Sedis (Paster in Dewhirst, 2001; Bergey's ... , 2008).

RED: Spirochactales
, )
DRUZINA: Lepiaspiracene Spirochactaceae Incertae sedis
“B r\evin.lenmcgae” “Brachyspiraceas”
Brevinema Brackyvspira

[
RODOVT:  Lepiospira | Turneriella 5}73r0-:ﬁsaeia| Cr'isﬁ%.spira‘ Cfé'vefal;lgdma Hoffa'ndma
Lepinnema Borrelia  Treponemca Diplacabyr Fillotina

Slika 3: Taksonomska razvrstitev spirohet (Bergey's ... , 2008).

V rodu Leptospira najdemo tako patogene kot nepatogene vrste leptospir (RadSel-
Medvescek, 2002). Sprva so rod delili v vrsti Leptospira interrogans sensu lato (s. 1. -
sensu lato - v Sirokem pomenu) in Leptospira biflexa sensu lato ter naprej v Stevilne
seroloske skupine in serovare. V vrsto L. interrogans sensu lato so uvrscali vse patogene
serovare, vrsta L. biflexa sensu lato pa je obsegala nepatogene, vecinoma saprofitske
serovare izolirane iz okolja. Vrsti so razlikovali na podlagi fenotipskih lastnosti (virulenca,

morfologija, rast pri 13 °C, fizioloske lastnosti, ...) (Levett, 2001; Postic in sod., 2000).
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Klasi¢na klasifikacija leptospir temelji na razvrs¢anju leptospir v serovare glede na njihove
antigenske lastnosti. Dva seva tako pripadata razlicnima serovaroma, ¢e po navzkrizni
absorpciji s primernimi koli¢inami heterolognih antigenov ostane v ponovljenih testih 10
odstotkov ali ve¢ homolognega titra v najmanj enem od dveh serumov (Ruzi¢-Sabljic,
2002; International Committee on Systematic Bacteriology, 1987). Antigensko sorodne
serovare nadalje uvrS¢amo v seroloske skupine, ki sicer nimajo taksonomskega polozaja,
vendar jih Se vedno uporabljamo za potrebe diagnostike in epidemiologije (Faine in sod.,
1999). Leptospire so antigensko zelo heterogena skupina spirohet, predvsem zaradi
raznolikosti v sestavi lipopolisaharida (LPS). Tako med patogene leptospire uvrs¢amo vec
kot 200 serovarov, ki so urejeni v 25 seroloskih skupin (Zuerner in sod., 2001; WHO,
2003).

Novejsi nacin delitve leptospir temelji na genotipskih lastnostih, kar je omogocil razvoj
metod molekularne biologije. Tako so do danes z DNA hibridizacijo opredelili 17 vrst, ki
vkljuCujejo vse serovare leptospir. Znotraj nekaterih vrst dobimo tako patogene kot
nepatogene serovare. Z raziskavami ve¢ sevov iz istega serovara so prikazali tudi gensko
heterogenost znotraj serovara, ki je posledica horizontalnih prenosov genov, ki kodirajo
povrsinske antigene. Tako zgolj s podatki o serovaru in seroloSki skupini leptospir ne
moremo z gotovostjo uvrstiti v neko vrsto. Preglednica 2 prikazuje serovare leptospir, ki
pripadajo razlicnim vrstam (Brenner in sod., 1999; Levett, 2007). Iz preglednice je
razvidno, da najvec¢ serovarov pripada vrsti L. interrogans sensu stricto (s. s. - sensu stricto

- v ozkem pomenu).

Preglednica 2: Nekateri serovari, ki pripadajo vec vrstam (Levett, 2001).

Seroloska skupina Serovar Vrsta
Bataviae Bataviae L. interrogans s. s., L. santarosai
Autumnalis Bulgarica L. interrogans s. s., L. kirschneri
Grippotyphosa Grippotyphosa L. kirschneri, L. interrogans s. s.
Sejroe Hardjo L. borgpetersenii, L. interrogans s. s.,
L. meyeri
Icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae L. interrogans s. s., L. indai
Hebdomadis Kremastos L. interrogans s. s., L. santarosai
Icterohaemorrhagiae Mwogolo L. kirschneri, L. interrogans s. s.
Pomona Pomona L. interrogans s. s., L. noguchii
Pyrogenes Pyrogenes L. interrogans s. s., L. santarosai
Mini Szwajizak L. interrogans s. s., L. santarosai
Grippotyphosa Valbuzzi L. interrogans s. s., L. kirschneri
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Molekularna klasifikacija leptospir zahteva identifikacijo tako vrste kot serovara za vsak

izolat (Levett, 2007).

2.2.2 Struktura celice

Leptospire imajo znacilno morfolosko zgradbo. So tanke, gibljive, vijacno zavite aerobne
bakterije (slika 4). V premeru merijo 0,1 um, njihova dolzina pa se giblje od 6 do 20 pum.
Konci so navadno kljukasto zakrivljeni (Cerar in sod., 2005; Levett, 2007). Sveze izolirane
patogene leptospire so obiCajno krajSe in bolj vijacno zavite, kot laboratorijski sevi po
Stevilnih pasazah (Faine in sod., 1999).

Leptospire imajo podobno strukturo celice, kot ostale spirohete. Poleg citoplazemske
membrane in peptidoglikana celico ovija e zunanja ovojnica (Levett, 2001). Gibljejo se z
dvema bickoma, ki se v periplazemskem prostoru ovijata okoli bakterije (Ruzi¢-Sablji¢,
2002).

Najlazje jih opazujemo z mikroskopiranjem v temnem polju ali s fazno kontrastnim

mikroskopom, saj je zanje znacilno, da se slabSe barvajo po Gramu (Bharti in sod., 2003).

Slika 4: Morfologija leptospir (Bharti in sod., 2003).
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2.2.3 Metabolizem in gojenje leptospir

Leptospire so obligatno aerobne bakterije in za rast potrebujejo stalen vir kisika (Levett,
2007). So kemoorganotrofi in energijo pridobivajo predvsem z [-oksidacijo mascobnih
kislin z dolgimi verigami. Te so hkrati tudi edini vir ogljika. Kot vir duSika uporabljajo
amonijeve soli in aminokisline. Optimalno rastejo pri pH 7,2-7,6 in temperaturi 28-30 °C.
Saprofitske, v naravi prostozivece leptospire, rastejo tudi pri nizjih temperaturah (11-13
°C), medtem ko patogene vrste pri temperaturi 13 °C ne rastejo vec (Faine in sod., 1999;
Levett, 2007).

Za patogene leptospire je znacilna pocasna rast. V gojiScu rastejo od 6 do 14 dni, lahko
tudi ve¢ kot 4 tedne (Bedernjak, 1993). Saprofitske leptospire rastejo hitreje (Murgia in
sod., 1997).

Za gojenje leptospir in vitro se vefinoma uporabljajo tekoca gojisca, katerim dodajajo
zaj¢ji ali goveji serum, vitamin Bj,, v€asih tudi pufre. Taka gojis¢a so Krothoffovo,
Fletcherevo in Stuartovo gojisce. Sedaj se najve¢ uporablja Ellinghausen-McCullough-
Johnson-Harris (EMJH) gojisce, ki vsebuje oleinsko kislino in albumine. Pri izdelavi cepiv
pa se uporabljajo gojisca, ki ne vsebujejo proteinov, tako imajo taka cepiva manj stranskih
ucinkov (Bedernjak in Bedernjak Bajuk, 2003; Levett, 2001). Trda in poltekoca gojisca se
uporabljajo bolj v raziskovalne namene. Poltekoca gojis¢a pripravimo tako, da tekocemu
gojiscu dodamo 0,1-0,3 % agarja. Leptospire rastejo kot neZen obro¢ ali ve¢ obrocev, ki jih
imenujejo Dingerjevi obroci, 10-12 mm pod povrSino gojis€a. Rastejo tudi na trdih
dehidracije. Taka gojiSc¢a je potrebno inkubirati 3 do 4 tedne (Faine in sod., 1999).

Za daljse shranjevanje kultur se uporablja liofilizacija pri - 70 °C (Levett, 2001).

2.2.4 Antigenska sestava
Leptospire so antigensko zelo heterogena skupina bakterij. PovrSinska struktura leptospir

se razlikuje glede na to, ali se bakterija nahaja v gostitelju ali v gojiscu (Levett, 2007).

Slika 5 prikazuje model sestave celi¢ne stene leptospir.
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Slika 5: Model sestave celi¢ne stene leptospir. Zunanjo membrano sestavljajo lipopolisaharidi (LPS), porin

OmpL1 ter lipoproteina LipL41 in LipL36. V periplazemskem prostoru se nahajata bicka (endoflagela-EF).
V zunanji membrani lezijo penicilin vezoci proteini (PBSs) in signalne peptidaze (SP), v citoplazmi pa

stresne beljakovine (GroEL) (Zuerner in sod., 2001).

2.2.4.1 Lipopolisaharidi

Lipopolisaharidi (LPS) predstavljajo enega izmed glavnih antigenov, s katerimi reagirajo
nastala protitelesa, ki sprozijo reakcijo aglutinacije in opsonizacije. LPS tako igra klju¢no
vlogo pri imunosti, vendar izzove imunski odziv le za serovare, ki so antigensko sorodni.
Za LPS leptospir je znacilno, da je kljub strukturni, biokemic¢ni in imunoloski podobnosti z
lipopolisaharidi po Gramu negativnih bakterij, vsaj 10-krat manj toksi¢en za gostitelja.
Manjs$o toksi¢nost pripisujejo odsotnosti B-hidroksi-miristinske kisline. Zaenkrat pa
natancna struktura LPS leptospir Se ni poznana (Cullen in sod., 2005; Zuerner in sod.,

2001).

2.2.4.2 Proteini zunanje membrane

Proteine zunanje membrane (angl. Outer Membrane Proteins — OMPs) so razporedili v tri

skupine: transmembranski proteini, lipoproteini in periferni membranski proteini.
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Prvi opisan transmembranski protein je bil porin OmpL1. Znano je, da OmpL1 skupaj z
lipoproteinom LipL41 izzove sinergisti¢no imunsko zas¢ito.

Drugo skupino predstavljajo lipoproteini, ti so z mas¢obnimi kislinami usidrani v zunanjo
membrano. Zunanja membrana sestoji iz najmanj petih lipoproteinov (LipL31, LipL32,
LipL36, LipL41, LipL48, ...). LipL41 je obrnjen proti zunanjosti, medtem ko sta LipL36
in LipL 48 zasidrana v del zunanje membrane, ki meji na periplazemski prostor. Ugotovili
so, da je v zunanji membrani najve¢ zastopan lipoprotein LipL32, ki je tudi
imunodominanten antigen med humano leptospirozo.

V skupino perifernih membranskih proteinov spada 31 kDa velik protein P31y;,145. Ta se
pod vplivom uree sprosti iz membrane (Cullen in sod., 2005; Haake in Matsunaga, 2002;

Zuerner in sod, 2001).

Proteini zunanje membrane so med okuzbo gostitelja razlicno izrazeni. Barnett in sod.
(1999) so proucevali ekspresijo proteinov zunanje membrane L. kirschneri v gostitelju in v
kulturi. Ugotovili so, da se in vivo izrazajo OmpL1, LipL32 in LipL41, ne pa tudi LipL36,
¢eprav je bil v kulturi ta najbolj izrazen. Poznavanje proteinov, ki se med okuzbo izrazajo,

je kljucnega pomena pri razvoju cepiv (Zuerner in sod., 2001).

2.2.5 Genom

2.2.5.1 Organizacija genoma

S pulzno gelsko elektroforezo (PFGE) so odkrili, da je genom leptospir velik priblizno
5000 kb. Sestavljata ga dve krozni molekuli DNA oz. dva kromosoma - ve¢ji kromosom
velikosti 4400-4600 kb in manjsi velikosti 350 kb. Delez gvanina in citozina v molekuli
DNA je odvisen od vrste leptospir in se giblje od 35 do 41 %. Znotraj vrste L. interrogans
sensu stricto so ugotovili tudi precejSno heterogenost in variabilnost, ki se kaze kot

sprememba vecjih segmentov kromosoma (Faine in sod., 1999; Zuerner in sod., 2001).

Ena izmed posebnosti genoma leptospir je nenavadna razporeditev in Stevilo rRNA genov.
Pri vecini bakterij geni za 16S (rrs), 23S (rrl) in 5S (rrf) lezijo skupaj in so tako tudi

istoCasno prepisani. Pri leptospirah so geni rRNA razkropljeni po velikem kromosomu in
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niso prisotni v enakem Stevilu. L. interrogans sensu stricto ima dvojno kopijo gena rrs
(16S) in rrl (23S) in le enojno kopijo rrf (5S), ki je zelo ohranjena. Dva gena za 5S rRNA

so nasli le pri L. biflexa sensu stricto (Zuerner in sod., 2001).

Odkrili so tudi Stevilne ponavljajo¢e DNA elemente (insercijske sekvence, ...), ki so
prisotni v ve¢ kopijah in so razporejeni po celotnem genomu. Insercijske sekvence, ki so
jih nasli pri Leptospira spp., spadajo v druzino IS3-, IS5- in IS110. Te lahko prehajajo iz
enega mesta kromosoma na drugo in tako prispevajo k spremembam genoma ter

posledi¢no k genski heterogenosti (Zuerner in sod., 2001).

2.2.5.2 Primerjava genoma L. bifexa sensu stricto, L. borgpetersenii in L. interrogans

sensu stricto

Picardeau in sod. (2007) so dolocili nukleotidno zaporedje genoma dvema sevoma, ki
pripadata vrsti L. biflexa sensu stricto ter ju primerjali z genomoma L. borgpetersenii in L.

interrogans sensu stricto. Ugotovili so, da:

e Genom L. biflexa sensu stricto serovar Patoc sev Patocl sestavljajo trije krozni
replikoni, ki skupno kodirajo 3590 proteinov. Poleg velikega (3604 kb) in
majhnega kromosoma (278 kb), ki ju najdemo tudi pri patogenih leptospirah in
nosita esencialne gene, ima L. biflexa sensu stricto $e tretji replikon velikosti 74 kb.
Tretji replikon so poimenovali p74, vendar pa zaenkrat Se ni znano ali ima funkcijo

kromosoma ali plazmida.

e Priblizno 2/3 oz. 2052 genov L. biflexa sensu stricto ima ortologne gene pri
patogenih vrstah L. interrogans sensu stricto in L. borgpetersenii. Ti geni
predstavljajo jedro genoma rodu Leptospira in nosijo zapis za Stevilne esencialne
metaboli¢ne funkcije (angl. housekeeping functions). Predvidevajo, da je
organizacija genov L. biflexa sensu stricto zelo sorodna predniskemu genomu

leptospir.
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e Ceprav sta si genoma L.biflexa sensu stricto in L. borgpetersenii po velikosti
podobna, ima L.biflexa sensu stricto gene bolj strnjene zaradi manjSega Stevila

insercijskih elementov.

e Transkripcija je pri nepatogenih sevih drugace regulirana kot pri patogenih sevih.

23 LEPTOSPIROZA

V clovesko telo leptospire vdrejo obicajno skozi poskodovano kozo, intaktno Zrelno
sluznico ali ocesno veznico. Verjetno lahko prodrejo tudi skozi razmoceno kozo
(Bedernjak in Bedernjak Bajuk, 2003; Ruzi¢-Sablji¢, 2002). Z endocitozo nato vstopijo v
subepitelijske celice in kasneje preidejo v krvni obtok, kjer se razmnozujejo. S krvjo se
raznesejo po vsem telesu in se zadrzijo predvsem v jetrih, osrednjem zivéevju, skeletnih in
sréni miSici, o¢eh in ledvicah, kjer povzro€ajo bolezenske spremembe. Bolezenski znaki se
pojavijo od 2 do 20 dni po okuzbi, odvisno od Stevila leptospir, virulence in vstopnega
mesta (Radsel-Medvescek, 2002).

Pomemben virulenten dejavnik leptospir na zacetku okuzbe in pri Sirjenju je njihova
gibljivost 0z. zmoznost premikanja skozi viskozen medij. Opazili so usmerjeno gibanje
(kemotaksa) proti hemoglobinu. Okvaro ozilja pa verjetno povzrocajo razli¢ni dejavniki:
endotoksini celi¢ne stene, encimi in toksini, ki se spros¢ajo iz razpadlih leptospir,

hemolizin ... (Bharti in sod., 2003; Ruzi¢-Sablji¢, 2002).

2.3.1 Klini¢ni znaki bolezni

Leptospirozo bi glede na patogenezo lahko uvrstili v skupino bolezni z difuzno okvaro
ozilja (Ruzi¢-Sablji¢, 2002). Klini¢na slika je zelo pestra. Najbolj pa je izrazena nagnjenost
h krvavitvam, ki so lahko lokalne ali razSirjene v ve¢ organov. Krvavitve so posledica
mocno razsirjenih okvar kapilarnega endotelja. Pri 90 % bolnikov okuzba poteka kot
sistemska bolezen, ki se popolnoma pozdravi spontano. MoZen je tudi tezji klini¢ni potek z
zlatenico, akutno ledvi¢no odpovedjo, krvavitvami in veforgansko odpovedjo - Weilov

sindrom (Pal in Prelog, 2003; Radsel-Medvescek, 2002; Ruzi¢-Sablji¢, 2002). Klini¢na
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slika bolezni ni odvisna od serovara, ampak lahko vsak serovar povzroc¢i tako lazji kot tezji

potek bolezni (Bedernjak in Bedernjak Bajuk, 2003).

Bolezen poteka v dveh fazah, akutni ali septi¢ni in imunski fazi. Septi¢na faza bolezni traja
priblizno teden dni, sledi ji imunska faza v kateri pride do tvorbe protiteles in izloCanja

leptospir z urinom (Levett, 2007).

2.3.1.1 Neikteri¢na oblika leptospiroze

Vecinoma okuZba poteka subklini¢no kot kratkotrajno vro€insko stanje. Septi¢no obdobje
se zacne nenadno, z vrocino, mrzlico, glavobolom in bolecinami v miSicah in trebuhu. Ti
simptomi trajajo priblizno 7 dni (Levett, 2001). V tem ¢asu so leptospire prisotne v krvi in
likvorju. Ko se pojavijo aglutinizirajoca opsoni¢na protitelesa IgM, leptospire izginejo iz
krvi in likvorja. Zacne se drugo - imunsko obdobje, ki traja od 4 do 30 dni. Humoralni
imunski odziv bolnika je usmerjen na epitope stranskih verig lipopolisaharidov, ki
spodbujajo tvorbo imunoglobulinov IgM in kasneje IgG (Radsel-Medvescek, 2002). V tem
obdobju je prevladujofa klini¢na slika serozni meningitis, pojavljajo se lahko tudi
konjunktivalne sufuzije s krvavitvami ali brez njih, fotofobija, otrdelost miSic, bole¢ine v
oceh, adenopatija in hepatosplenomegalija (RadsSel-Medvescek, 2002). Leptospire po
pojavu protiteles sicer izginejo iz krvi in likvorja, razli¢no dolgo pa se Se lahko zadrzijo v
posameznih organih, zaradi Cesar lahko prihaja do kasnejSih zapletov (Levett, 2007).
Kroni¢nega klicenoStva pri ljudeh ni. Izlo€anje leptospir s se€em traja pri cloveku obi¢ajno

od 2 do 4 tedne, ¢e bolnik ni bil zdravljen z antibiotiki (Bedernjak, 1993).

2.3.1.2 Ikteri¢na oblika leptospiroze oz. Weilov sindrom

Ikteri¢na leptospiroza je hujSa oblika bolezni, pri kateri je potek zelo hiter (Levett, 2007).
Pri tej obliki leptospiroze septicna in imunska faza nista lo¢eni. Bolezen poteka zelo
razli¢no. Poleg splo$nih znakov in simptomov, ki so znacilni za neikteri¢no obliko, so za
Weilovo bolezen znacilni Se znaki jeterne odpovedi, akutne ledvicne odpovedi,
hemoragi¢nega pnevmonitisa in srénih aritmij (Bedernjak, 1993; RadSel-Medvescek,

2002). Za ¢loveka so lahko usodne krvavitve v moZzganih, nadledvi¢ni zlezi in srcu. Pri
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hudih krvavitvah v pljuca ali v plevralni prostor lahko nastopi akutna dihalna stiska, ta
oblika bolezni ima tudi najvi§jo smrtnost. Smrt pa lahko nastopi tudi zaradi obseZnih
krvavitev v drugih organih (Bedernjak in Bedernjak Bajuk, 2003). Smrtnost je 5 do 40 %
(Radsel-Medvescek, 2002).

Potek bolezni pri obeh klini¢nih slikah prikazuje slika 6.

LEPTOSPIROZA BREZ ZLATENICE LEPTOSPIROZA Z ZLATENICO
{(Weilova bolezen)
vrocina: 1. faza 2. faza 1. faza 2. faza
3-7 dni 0 dni-1mesec 3-7 dni 10-30 dni
(sepsa) (imunska faza) (sepsa) (imunska faza)
pomembni -bolecine v miSicah -meningitis -zlatenica
klini¢ni -glavobol -uveitis -krvavitev
znaki: -boledine v trebuhu -izpuséaj -odpoved ledvic
-bruhanje -vroc¢ina -miokarditis
-injicirane konjunktive
-yrocina
prisotnost kri kri
leptospir: —  TKvor — __ Tkvor
sel sed

Slika 6: Potek bolezni pri okuzbi z leptospirami (Ruzi¢ Sablji¢, 2002).

24  DIAGNOZA LEPTOSPIROZE
Pri diagnostiki leptospiroze velikokrat pomaga epidemioloSka anamneza: poznavanje
razsirjenosti leptospir in moznost izpostavitve bolnika okuzbi (Ruzi¢-Sablji¢, 2002).

Diagnozo potrdimo z osamitvijo leptospir, s serokonverzijo, Stirikratnim porastom titra

specifi¢nih protiteles ali z dokazom molekule DNA leptospir (Pal in Prelog, 2003).

2.4.1 Osamitev in identifikacija

Vzorce za osamitev leptospir je vedno potrebno odvzeti pred antibioticnim zdravljenjem

(Postic in sod., 2000). Leptospire lahko izoliramo iz bolnikove krvi in likvorja v prvi fazi
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bolezni (1. teden), iz bolnikovega seca pa v drugi fazi bolezni (od 2. do 4. tedna). Osnovno
gojisce za izolacijo je EMJH (RuZi¢-Sablji¢, 2002; Wuthiekanun in sod., 2007).
Pomanjkljivost te metode je zahtevnost, nizka obcutljivost in ¢asovna zamudnost, zaradi
pocasne rasti leptospir. Vzorce je potrebno pregledovati tedensko z mikroskopiranjem v
temnem polju vsaj 6 do 8 tednov (Bharti in sod., 2003; Ahmad in sod., 2005).

Zaradi naStetih pomanjkljivosti se osamitev leptospir redko uporablja v klini¢ni
diagnostiki, ta metoda je zlasti pomembna pri epidemioloskih Studijah. Osamljeni sevi
leptospir iz klini¢nih vzorcev pa so klju¢ni pri proucevanju patogeneze (Wuthiekanun in

sod., 2007).

2.4.2 Serolosko dokazovanje

V vsakdanji klinicni praksi se za dokaz leptospiroze obicajno uporabljajo seroloSke
metode. Za serolosko diagnostiko posljejo v laboratorij nativno kri ali serum. Protitelesa v
krvi se pricnejo pojavljati Sele 5. do 7. dan po pojavu simptomov, zato je za serolosko
potrditev priporoCen odvzem parnih serumov v razmiku od 10 do 14 dni. Na ta nacin lahko
potrdimo diagnozo in ovrzemo moznost, da so dokazana specificna protitelesa posledica
stare okuzbe (Levett, 2007; Pal in Prelog, 2003).

Protitelesa, ki nastanejo po okuzbi, so specificna za serovar leptospir, ki je okuzbo
povzrocil. Zato je potrebno poznati najpomembnejSe serovare na nekem podro¢ju in jih

vkljugiti v test (Ruzié-Sabljié, 2002).

Referencna metoda za serolosko diagnozo je mikroaglutinacijski test (MAT) z Zivimi
leptospirami. Z njim dolo¢amo prisotnost skupnih specificnih protiteles razreda IgM in IgG
(Levett, 2007). Test je zahteven, predvsem zaradi izvedbe in interpretacije. V testu sluzijo
kot antigeni zive kulture leptospir, ki jih je potrebno gojiti, delo s patogenimi organizmi pa
predstavlja tveganje za okuzbo. Hkrati pa gojenje in vitro ne sme vplivati na njihove
aglutinacijske lastnosti. V akutni fazi bolezni je obcutljivost testa nizka, pogosto prihaja
tudi do navzkrizne aglutinacije med razli¢nimi seroloSkimi skupinami (Ahmad in sod.,
2005; Levett, 2007). S testom ne moremo identificirati serovara, ki je okuzbo povzrocil,

dobimo pa splosen vtis katere seroloske skupine prevladujejo v populaciji (Levett, 2003).
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Alternativo testu MAT predstavljajo encimsko imunski testi (ELISA), s katerimi
detektiramo protitelesa razreda IgM. Ti testi so obcutljivejsi od MAT v zgodnji akutni fazi
bolezni, saj lahko z njimi zaznavamo protitelesa ze v prvem tednu bolezni (McBride in
sod., 2007; Levett, 2007). Na voljo so Se Stevilne druge metode za detekcijo protiteles:
indirektna hemaglutinacija, makroaglutinacija, leteks test, imunofluorescenca, ... (Levett,

2001).

2.4.3 Dokaz molekule DNA

Molekulo DNA najpogosteje dokazujemo z verizno reakcijo s polimerazo (angl.
polymerase chain reaction, PCR). PCR ima pomembno vlogo zlasti pri zgodnjem
odkrivanju leptospiroze, pred pojavom protiteles (Ooteman in sod., 2006). Hitra diagnoza
je izrednega pomena, saj je zdravljenje z antibiotiki v zacetku bolezni uspesnejse (Levett,
2007). Stevilne $tudije so to metodo oznacile kot visoko obéutljivo in specifiéno. DNA
leptospir so uspesno pomnozili iz razlicnih vzorcev: serum, urin, likvor, tkiva. Razvili so
tudi Ze ve¢ metod za pomnozevanja DNA leptospir v realnem casu, ki pa jih morajo Se
ovrednotiti z ve¢jimi klinicnimi Studijami (Levett in sod., 2005; Smythe in sod., 2002).

Slabost vec¢ine PCR metod je nezmoZnost identifikacije serovara, ki je povzrocil okuZzbo.
Ta metoda je tudi zahtevna in draga ter slabo dostopna v Stevilnih drzavah, kjer je

leptospiroza endemska (Levett, 2007; Plank in Dean, 2000).

2.4.4 Druge metode dokazovanja leptospir

Poleg zgoraj naStetih metod se za dokazovanje leptospiroze uporabljajo Se: direktna
preiskava v temnem polju z imunofluorescenco ali s svetlobnim mikroskopom po
ustreznem barvanju (Levett, 2007). Leptospirozo lahko dokazemo z bioloskim poizkusom
na budrah (Bedernjak in Bedernjak Bajuk, 2003). Saengjaruk in sod. (2002) so razvili tudi

test za detekcijo antigena leptospir v urinu s pomocjo protiteles.
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2.5  ZDRAVLJENIJE IN PREPRECEVANIJE

Leptospire so obcutljive za Stevilne antibiotike (Levett, 2007). Antibiotik izbire je kristalni
penicilin, na katerega doslej leptospire Se niso razvile odpornosti (Bedernjak in Bedernjak
Bajuk, 2003). Zadnje raziskave so pokazale, da je zdravljenje z intravenskim penicilinom
ucinkovito tudi pri hudih in poznih oblikah bolezni. Srednje hude in lahke oblike bolezni
zdravijo tudi z amoksicilinom, tetraciklini ali doksiciklinom (Radsel-Medvescek, 2002).
Zdravljenje traja od 5 do 7 dni in je najbolj uspesno, kadar se za¢ne v prvih §tirih dneh
bolezni. Zelo pomembno je tudi podporno zdravljenje, to je nadomescanje tekoCine in
elektrolitov, po potrebi peritonealna dializa ali hemodializa ter ustrezno zdravljenje

hipotenzije in vec¢jih krvavitev (Bedernjak, 1993; Radsel-Medvescek, 2002).

Preprecevanje leptospiroze pri Cloveku je zelo tezko, ker ni mogoce izkoreniniti velikega
Zivalskega rezervoarja okuzbe. Potrebno je zmanjSati neposredni in posredni stik z
okuzenimi zivalmi in njihovimi izloc¢ki (RadSel-Medvescek, 2002). Pomembne so redne
deratizacije, dober veterinarski nadzor nad domacimi zivalmi in uporaba zascitnih sredstev
(rokavice, gumjasti Skornji, ...). Izogibati se je potrebno tudi kopanju v kontaminiranih
vodah (Bedernjak in Bedernjak Bajuk, 2003). Preprecevanje okuZzbe je mozno tudi s
kemoprofilakso, kar pa je primerno le za kratkotrajno bivanje v obmocju, kjer je tveganje

za okuzbo veliko (Radsel-Medvescéek, 2002).

2.5.1 Razvoj cepiv

Pri preprec¢evanju leptospiroze je pomembna tudi aktivna imunizacija izpostavljenih ljudi
in zivali (Bedernjak in Bedernjak Bajuk, 2003). Cepljenje domacih zivali je znatno
zmanjSalo Stevilo obolelih in ga zato v endemskih podrocjih priporocajo (Radsel-
Medveséek, 2002). Zivalska cepiva so obi¢ajno polivalentna in vsebujejo serovare, ki se
pojavljajo pri dolo€eni zivalski vrsti in v dolocenem prostoru. Taka cepiva pri ljudeh ne bi
bila ucinkovita, saj so ti zaradi dela in potovanj izpostavljeni razli¢cnim serovarom (Plank
in Dean, 2000).

V serumu bolnikov, ki so zboleli za leptospirozo, so nasli protitelesa tako proti proteinom

zunanje membrane kot periplazemskega prostora, kakor tudi za serovar specificnim
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lipopolisaharidom. Zato so zdaj$nji napori raziskovalcev usmerjeni na odkritje cepiva, ki bi
omogocalo daljSo zascito proti SirSemu naboru leptospir (Bharti in sod., 2003).

Velik preboj pri razvoju cepiva je omogocila genska tehnologija, ki dovoljuje ekspresijo
genov leptospir v heterolognih organizmih in tako produkcijo rekombinantnih cepiv.
Ceprav Ze obstaja nekaj cepiv, so ta relativno neuspesna v klini¢ni rabi (Wang in sod.,

2007).

2.6 TIPIZACIJISKE METODE

Ceprav je s klini¢nega stali$¢a za bolnika dovolj potrditev leptospiroze, iz perspektive
javnega zdravstva tipizacija lahko nakazuje vzrok okuzbe in rezervoar ter omogoca
dolocitev metode za preprecevanje in nadzor (WHO, 2003).

Uspesen tipizacijski nacrt mora imeti Stevilne pomembne lastnosti: metodologija mora biti
standardizirana, obcutljiva, specifi¢na, objektivna ter kritiéno ocenjena. Kriteriji za
vrednotenje tipizacijskih metod so Se: sposobnost dobiti nedvoumen rezultat za vsak izolat,
ponovljivost metode, sposobnost razlikovanja (angl. discriminatory power), cena in
zahtevnost izvedbe ter interpretacije (Singh in sod., 2006).

Za opredelitev leptospir je na voljo ve¢ metod, tako fenotipskih kot genotipskih. Vsak
referencni laboratorij lahko tako uporablja razlitne kombinacije testov, odvisno od
razpolozljivosti reagentov ter izkuSenj s posamezno metodo. Obicajno se kombinirajo

seroloske in molekularne metode (Faine in sod., 1999).

2.6.1 Fenotipske tipizacijske metode

Prve metode, ki so jih uporabljali za identifikacijo in tipizacijo organizmov, so temeljile na
fenotipskih lastnostih (Singh in sod., 2006). Sprva so patogene in nepatogene leptospire, ki
so sicer morfoloSko enake, locevali na osnovi virulence in gojitvenih pogojev. Vendar pa
morfologija, gojenje in biokemijske znacilnosti ne zadostujejo za natancno identifikacijo

(Johnson in Harris, 1967; Postic in sod., 2000).
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2.6.1.1 Serotipizacija

Serotipizacija je Siroko uporabljena fenotipska metoda, pri kateri s serijo protiteles
detektiramo antigene na povrsini bakterij (Singh in sod., 2006). Sem uvr§¢amo metodo

navzkrizne aglutinacije-absorbcije in reakcijo z monoklonskimi protitelesi.

e Navzkrizna aglutinacija-absorbcija

Osnovna taksonomska enota pri klasifikaciji leptospir je serovar. Tega najpogosteje
dolo¢amo z metodo navzkrizne aglutinacije-absorbcije s kun¢jimi antiserumi.

V prvi fazi neznan sev titriramo z naborom kuncjih antiserumov, ki predstavljajo vse znane
seroloske skupine. Na ta nadin neznan sev uvrstimo v serolodko skupino. Sele v drugi fazi
s primerjavo navzkrizne aglutinacije med sevi, ki pripadajo doloceni seroloski skupini,
opredelimo neznani sev do serovara (WHO, 2003).

Ta metoda identifikacije je zapletena, Casovno zamudna in zahteva zbirko vseh referencnih

sevov in njihovih antiserumov, zato jo izvajajo le v referen¢nih laboratorijih (WHO, 2003;

Postic in sod., 2000).

e Monoklonska protitelesa

Leptospire aglutinirajo tudi z misjimi monoklonskimi protitelesi. Serovar doloimo na
osnovi znaéilnega vzorca aglutinacije. Ceprav je priprava monoklonskih protiteles
zahtevna in Casovno zamudna, je serotipizacija z njimi enostavna in omogoca hitre
rezultate. Zaenkrat so na voljo monoklonska protitelesa za priblizno polovico do sedaj

znanih in najbolj razsirjenih serovarov (WHO, 2003; Collares-Pereira in sod., 2000).

2.6.1.2 Denaturacijska poliakrilamidna gelska elektroforeza (SDS-PAGE)

Galayanee in sod. (2007) so razvili alternativno metodo za razlikovanje leptospir, ki
pripadajo razliénim seroloskim skupinam. Lizate leptospir so najprej locili s
poliakrilamidno elektroforezo v denaturirajo¢ih pogojih, temu pa je sledil imunski prenos

(angl. immunoblotting) ter dokaz loCenih proteinov s hiperimunskimi serumi. Dokazali so,



22
Kodre M. Serotipska in genotipska opredelitev leptospir.

Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medodd. stud. mikrobiologije, 2009

da je na podlagi vzorca imunoreaktivnih pasov mogoce razlikovati med razlicnimi

seroloskimi skupinami leptospir.

2.6.2 Genotipske tipizacijske metode

Zaradi tezav, ki so povezane s serolosko identifikacijo leptospir, se je povecalo zanimanje
za molekularne tipizacijske metode, s katerimi odkrivamo razli¢nost na nivoju
bakterijskega genoma (Levett, 2007). Metode temeljijo na:

e analizi genomske DNA po razrezu z restrikcijskimi encimi,

e pomnozitvi specificnih odsekov genoma z verizno reakcijo s polimerazo,

e dolocitvi in analizi nukleotidnega zaporedja izbranih odsekov DNA,

e kombinaciji razli¢nih metod (van Belkum in sod., 2007).

2.6.2.1 Hibridizacija

Hibridizacija je metoda, ki temelji na parjenju dveh enoveriznih nukleinskih kislin po
principu komplementarnosti. Obstajajo Stevilne tehni¢ne razliice postopka. Obicajno
nukleinske kisline veZemo na trden nosilec, hibridizacijo pa izvedemo z oznacenimi
sondami. Trdnost povezave med oznaceno sondo in taréno nukleinsko kislino je odvisna
od skladnosti njunih baznih parov in okolis¢in hibridizacije (Herzog-Velikonja in Gruden,
2000; Poljak, 2002).

Referencna metoda za primerjavo sorodnosti DNA leptospir je kvantitativna DNA-DNA
hibridizacija (WHO, 2003). Po filogenetski definiciji isti vrsti pripadajo sevi pri katerih je
sorodnost 70 ali ve€ odstotna (International Committee on Systematic Bacteriology, 1992).
Tako so do sedaj razvrstili okoli 300 sevov v 17 genskih skupin (Brenner in sod., 1999).
Pomanjkljivost te metode je, da je preveC zapletena, da bi bila primerna za rutinsko

uporabo (WHO, 2003).
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2.6.2.2 Polimorfizem restrikcijskih  fragmentov celotne DNA (angl. restriction

endonuclease analysis, REA)

REA je obcutljiva in objektivna metoda za loCevanje med serovari leptospir ter za
identifikacijo izolatov. Metodo so standardizirali Marshall in sod. (1981). Restrikcijska
encima izbire sta ECORI in Hhal, zaradi popolne razgradnje in dobre loc¢ljivosti ve¢jih
fragmentov. Prav tako dobre rezultate so dobili z encimom Haelll (Venkatesha in
Ramadass, 2001).

Metoda temelji na razrezu genomske DNA z restrikcijskim encimom, ki pogosto reze.
Tako dobimo veliko S$tevilo fragmentov razli¢nih velikosti, ki po loc¢itvi z gelsko
elektroforezo tvorijo znacilen profil. Sorodnost med sevi lahko ugotovimo s primerjavo
profilov REA neznanih sevov s profili REA znanih referencnih sevov.

REA je sicer hitra tipizacijska metoda z visoko sposobnostjo razlikovanja, vendar je, zaradi
velikega Stevila fragmentov, interpretacija zelo zahtevna (van Belkum in sod., 2007;
WHO, 2003).

Za lazjo interpretacijo rezultatov lahko po elektroforezi sledi Se prenos po Southernu in
hibridizacija (van Belkum in sod., 2007). Za razlikovanje med izolati L. interrogans sensu
stricto sta Zuerner in Bolin (1997) uporabila sonde, ki so komplementarne insercijski
sekvenci IS1500. Ta je prisotna na polimorfnih fragmentih, zato sta lahko na podlagi

vzorca pasov identificirala serovare.

2.6.2.3 Ribotipizacija

Ribotipizacija je metoda, ki zdruzuje encimski razrez genoma in hibridizacijo. Za razrez
DNA uporabimo restrikcijsko endonukleazo, ki pogosto reze in ima prepoznavno
zaporedje dolgo 4 bp. Hibridizacijo pa izvedemo s sondami, ki so komplementarne rDNA
(van Belkum in sod., 2007).

Kositanont in sod. (2007) so za locevanje med serovari uporabili metodo ribotipizacije s
prenosom po Southernu. Po encimskem razrezu DNA z encimoma ECORV in HindIII so
identificirali fragmente rDNA s sondama za 16S in 23S rDNA (slika 7). Metoda se je
izkazala kot hitra in uspe$na molekularna tehnika za tipizacijo, ki ima velik potencial pri

epidemioloskih $tudijah.
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Slika 7: Hibridizacija po Southernu s sondo za 16S rDNA po razrezu DNA z encimom ECORV (Kositanont in
sod., 2007).

2.6.2.4 Pulzna gelska elektroforeza (angl. pulsed field gel electrophoresis, PFGE)

Pri tej metodi celotno genomsko DNA rezemo z encimom, ki redko reze. Nastali fragmenti
(velikosti od 20 do 600 kbp) so preveliki, da bi jih lahko locili z navadno agarozno
elektroforezo. Zato za locevanje uporabimo pulzno gelsko elektroforezo, ki temelji na
periodicnem spreminjanju smeri elektricnega toka (van Belkum in sod., 2007; Singh in
sod., 2006).

PFGE se je izkazala kot uspesna metoda za identifikacijo serovara leptospir (Levett, 2001).
Pri razgradnji DNA z encimom Notl pri vecini sevov dobimo profil, ki je znacilen za
pripadajo¢ serovar (Postic in sod., 2000). Genom leptospir je na nivoju serovara zelo
ohranjen, saj je profil danaSnjih izolatov enak profilu referen¢nih sevov istega serovara,
Ceprav so ti sevi vzdrzevani v kulturah ze vec let. Prav tako so enaki profili izolatov iz
razli¢nih predelov sveta, ki pripadajo istim serovarom (Herrmann in sod., 1991).

Prednosti te metode sta dobra ponovljivost in sposobnost razlikovanja. Slabost pa draga
oprema in daljsi ¢as, ki je potreben, da dobimo rezultate (van Belkum in sod., 2007). Kljub
temu je PFGE priporo¢ena metoda za opredelitev novih in Ze obstojecih serovarov (Postic

in sod., 2000).
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2.6.3 Tipizacijske metode, ki temeljijo na pomnoZevanju DNA

Glavna slabost vecine metod, ki temeljijo na analizi kromosomske DNA je, da
potrebujemo velike koli¢ine ocis¢enega dednega materiala (Levett, 2001). Na drugi strani
pa za metode, ki temeljijo na pomnozevanju DNA, potrebujemo manj dednega materiala,
kar je zelo pomembno pri proucevanju pocasi rastoc¢ih bakterij, kot so leptospire (Perolat in

sod., 1994).

2.6.3.1 Verizna reakcija s polimerazo s poljubnim zacetnim oligonukleotidom (angl.

arbitrarily primed polymerase chain reaction, AP-PCR)

AP-PCR je enostavna in hitra metoda za tipizacijo leptospir, pri kateri s poljubno izbranim
zaCetnim oligonukleotidom pomnozimo naklju¢ne dele genoma. Klju¢no je, da poteka
naleganje zacetnih oligonukleotidov v prvih dveh ciklih pri nizji temperaturi, da lahko
pride do nepopolne hibridizacije med zacetnimi oligonukleotidi in matricno DNA na ve¢
naklju¢nih delih kromosoma. Po gelski elektroforezi pridelkov PCR dobimo vzorec
pomnozenih fragmentov razli¢nih velikosti in jakosti (Postic in sod., 2000; Singh in sod.,
2006; Ramadass in sod., 2002). Vzorec pomnoZenih fragmentov je odvisen od zacetnih
oligonukleotidov, kvalitete in koli¢ine matricne DNA in pogojev elektroforeze, zato je
skoraj nemogoce primerjati rezultate Studij. Prav tako je tezko doseCi ponovljivost, ¢e
eksperimentalni postopek ni standardiziran (Postic in sod., 2000; Corney in sod., 1997,

Levett, 2001).

2.6.3.2 Polimorfizem dolzin pomnoZenih delov (amplified fragment length

polymorphisem, AFLP)

Metoda temelji na selektivnem pomnozevanju delov genomske DNA, ki jih predhodno
razrezemo z enim ali dvema restrikcijskima encimoma, od katerih eden obicajno reze
pogosteje kot drugi. Sledi ligacija dvoveriznih oligonukleotidnih adapterjev in selektivno
pomnozevanje restrikcijskih fragmentov. Pomnozene fragmente lahko loCimo na
agaroznem gelu, velikokrat pa je eden od zacetnih oligonukleotidov oznacen in tako lahko

za lo¢evanje fragmentov uporabimo avtomatsko sekvencno napravo (van Belkum in sod.,
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2007; Olive in Bean, 1999). Za genotipizacijo leptospir so Vijayachari in sod. (2004)

uporabili fluorescentno oznacene zacetne oligonukleotide.

2.6.3.3 PCR v realnem Casu z analizo temperature taljenja

Izraz PCR v realnem €asu oznacuje metodo, pri kateri poteka pomnoZevanje tarénega
odseka in analiza nastalega produkta socasno v zaprtem homogenem sistemu. Za detekcijo
pomnozkov lahko uporabimo nespecifi¢na barvila (SYBR Green I, etidijev bromid,...) ali
s fluorescentnimi barvili ozna¢ene sonde specifi¢ne za zaporedje (npr. hibridizacijske in
hidrolizacijske sonde) (Mackay, 2004).

Najenostavneje PCR pomozke zaznamo z uporabo fluorescentnega barvila. Danes se
najve¢ uporablja SYBR Green I (Wittwer in Kusukawa, 2004; Nolte in Caliendo, 2007).
Ta se veze na vsako dvovijacno DNA, kar je prednost in hkrati tudi slabost, saj se veze tudi
na nespecificne PCR-pridelke in dimere oligonukleotidnih zacetnikov (Mackay, 2004).
Specifi¢nost detekcije oz. razlikovanje med pomnozki lahko doseZzemo z analizo krivulj
temperature taljenja, ki se razlikujejo glede na dolzino, vsebnost GC in sekvenco
pomnozka (Ririe in sod., 1997). Specificni pomnozki imajo znalilne vrhove pri
napovedljivi temperaturi taljenja (Tm), medtem ko imajo dimeri oligonukleotidnih
zacetnikov in nespecifi¢ni produkti drugacne Tm ali SirSe vrhove (Nolte in Caliendo,
2007). Levett in sod. (2005) so za detekcijo patogenih leptospir in razlikovanje teh od
nepatogenih uporabili zacetne oligonukleotide, s katerimi so pomnoZzevali gen za zunanji
membranski protein LipL32. Temperature taljenja so bile med 82,5 in 86 °C, odvisno od
vrste. Hiter in obcutljiv test za molekularno detekcijo in identifikacijo patogenih leptospir
v klini¢nih vzorcih pa so razvili Merien in sod. (2005). Ti so na podlagi analize Tm

pomnozkov lahko razlikovali med razli¢nimi vrstami patogenih leptospir (slika 8).
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Slika 8: Analiza temperature taljenja za patogene leptospire (Merien in sod., 2005).

PCR v realnem casu je hitra in obc¢utljiva metoda, pri kateri je zaradi zaprtega sistema
moznost kontaminacije majhna. Glavna pomanjkljivost te tehnike pa so visoki zacetni

stroski in nezmoznost dolocevanja velikosti pomnozkov (Mackay, 2004).

2.6.4 Tipizacijske metode, ki temeljijo na dolo¢anju nukleotidnega zaporedja

Sekveniranje ali metoda dolo¢evanja nukleotidnega zaporedja je ucinkovita metoda za
identifikacijo bakterij. Metoda je postala cenejSa in posledi¢no tudi zanimivejSa z uvedbo
avtomatiziranih postopkov. Univerzalno taréno zaporedje za identifikacijo bakterij je gen za
16S rRNA (Barken in sod., 2007). Analiza tega se je izkazala tudi pri identifikaciji izolatov
leptospir. V GenBank so tako na voljo Stevilne sekvence 16S rRNA razli¢nih serovarov
leptospir (Morey in sod., 2006), ker pa so te sekvence med vrstami leptospir zelo homologne,
moramo za natan¢no opredelitev vrste sekvenirati vecino gena za 16S rRNA. Alternativno
tarcno zaporedje za opredelitev vrste leptospir je gen za podenoto B DNA giraze (gyrB) (Slack
in sod., 20006).

2.6.4.1 Tipizacija zaporedij multiplih lokusov (angl. multilocus sequence typing, MLST)
Pri tej metodi primerjamo sekvence notranjih odsekov Stevilnih t. i. hisSnih genov (angl.

housekeeping genes), katere najdemo pri vseh izolatih posamezne vrste. HiSni geni se

skozi evolucijo pocasi spreminjajo, zato so oznaceni kot visoko robustni markerji za
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ugotavljanje daljnih in bliznjih prednikov (Singh in sod., 2006; Ahmed in sod., 2006).
Ahmed in sod. (2006) so to metodo uporabili za opredelitev in genotipsko klasifikacijo
patogenih leptospir. Za MLST analizo so izbrali Sest genov: adk (adenilat kinaza), icdA
(izocitrat dehidrogenaza), LipL32 (zunanji membranski lipoprotein LipL32), rrs2 (16S
rRNA), secY (pred-protein translokaze, protein SecY), in LipL41 (zunanji membranski
lipoprotein LipL41). Ugotovili so, da je metoda enostavna in jo je ob uporabi
avtomatskega sekvenatorja lahko standardizirati. Dobljene sekvence pa so nedvoumne,
specificne in jih lahko brez tezav primerjamo med laboratoriji ter jih shranjujemo v
centralno bazo podatkov. Pomanjkljivost te metode je le, da je primerna predvsem za
evolucijske Studije, za kratkoro¢ne Studije pa bi bilo potrebno v analizo vkljuciti tudi gene,
ki so pod ve¢jim selekcijskim pritiskom kot hiSni geni (npr. gene, ki nosijo zapis za

virulen¢ne dejavnike) (Singh in sod., 2006).
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3. MATERIALI IN METODE

V diplomski nalogi smo uporabili 42 izolatov leptospir namenjenih laboratorijskemu delu
in 27 izolatov osamljenih iz humanih vzorcev, skupaj 69 izolatov. Vsakemu posameznemu

1zolatu smo dolo¢ili vrsto in ga opredelili z imunskimi serumi.

3.1 MATERIALI

3.1.1 Kulture leptospir, ki jih uporabljamo za mikroaglutinacijski test (MAT)

V raziskavo smo vkljucili 42 kultur leptospir, ki jih na InStitutu za mikrobiologijo in
imunologijo Medicinske fakultete v Ljubljani v Laboratoriju za diagnostiko borelioz in
leptospiroze uporabljajo v diagnosticne namene. Pridobili so jih iz InStituta Pasteur (Pariz),
Royal Tropical Institute (Amsterdam) in Zavoda za mikrobiologiju i zarazne bolesti s
klinikom Veterinarske fakultete SveuciliSta v Zagrebu. Vse kulture leptospir v omenjenih
laboratorijih uporabljajo za rutinsko delo.

Pri delu smo uporabili sveze kulture leptospir iz Amsterdama in Zagreba nacepljene v
g0jis¢u EMJH, ki so bile tedensko precepljene. Kromosomska DNA leptospir iz Pariza, ki
smo jo uporabili v raziskavi, pa je bila shranjena v agaroznih kockicah v hladilniku na + 4

°C.

3.1.2 Kulture leptospir izolirane iz humanih vzorcev

V nalogo smo vkljucili tudi 27 leptospir, ki so bile izolirane iz humanih vzorcev. Od teh so
9 izolatov osamili iz krvi bolnikov na Zavodu za mikrobiologiju i zarazne bolesti s
klinikom Veterinarske fakultete SveuciliSta v Zagrebu, v Laboratoriju za leptospire in 18
izolatov iz klini¢nih vzorcev na InStitutu za mikrobiologijo in imunologijo Medicinske
fakultete v Ljubljani, v Laboratoriju za diagnostiko borelioz in leptospiroze od leta 2001 do
2006. Vzorce kuznine, ki so jo ob bolniku nacepili v gojisce, so poslali iz Klinike za
infekcijske bolezni in vrocinska stanja Klini¢nega centra v Ljubljani, SploSne bolnisnice v

Celju ter iz Splosne bolniSnice Murska Sobota.
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3.2 METODE

Slika 9 ponazarja potek raziskovalnega dela. Doloceni koraki so bili narejeni ze pred

mojim prihodom, zato je moje neposredno delo na shemi poudarjeno. Natan¢neje so

metode, ki smo jih med delom uporabili, predstavljene v spodnjih podpoglavjih.
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Slika 9: Shema poteka dela.
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3.2.1 Priprava gojis¢a EMJH

Gojis¢e EMJH (Ellinghausen McCullough modificirano po Johnson in Harris) smo
pripravili tako, da smo 2,3 g Difco™ Leptospira Medium Base EMJH (preglednica 3)
raztopili v 900 ml deionizirane vode. Raztopino smo nato avtoklavirali 15 min pri 121 °C.
Po konCanem avtoklaviranju smo gojiS¢e ohladili na sobno temperaturo in mu asepti¢no
dodali Se 100 ml Difco™Leptospira Enrichment EMJH, ki vsebuje albumin, polisorbat 80
in dodatne rastne faktorje za leptospire. Po 5 ml tako pripravljenega gojis¢e smo razdelili v
epruvete preko filtra s premerom por 0,22 um. Epruvete z gojisS¢em smo nato Se
inaktivirali s 30 min segrevanjem pri 56 °C. Sterilnost gojis¢a smo preverili tako, da smo

gojisca inkubirali na 37 °C 24 ur.

Preglednica 3: Sestava gojisc¢a Ellinghausen McCullough modificirano po Johnson in Harris (EMJH).

Kemikalija Kolic¢ina (g/1)
Na,HPO, 1
KH,PO, 0,3
NaCl 1
NH,CI 0,25
Tiamin 0,005

3.2.2 Osamitev leptospir iz kuZnine bolnikov

Leptospire so bile osamljene iz krvi bolnikov, ki je bila odvzeta v prvem tednu bolezni
pred uvedbo antibioti¢nega zdravljenja. Medicinsko osebje je bolniku sterilno odvzelo kri
epruvet in vzorce poslali v mikrobioloski laboratorij. V laboratoriju so vzorce inkubirali pri
temperaturi 28 °C in jih pregledovali vsakih 5 do 7 dni z mikroskopiranjem v temnem

polju.
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3.2.3 Gojenje leptospir

Leptospire smo gojili v gojis¢u EMJH pri temperaturi 28 °C priblizno pet dni. Gostoto
bakterij smo preverjali z mikroskopiranjem kapljice kulture v temnem polju. Opazovali
smo gibljivost in preverili morebitno kontaminacijo kulture z drugimi bakterijami ali
glivami. Ko je bila rast leptospir zadostna, smo epruvete shranili na sobni temperaturi.
Kulture leptospir smo uporabili za opredelitev seroloSke skupine in izolacijo DNA za

molekularno identifikacijo.

3.2.4 Identifikacija leptospir z imunskimi serumi

Neznane kulture leptospir, ki so bile izolirane iz kliniénih vzorcev, smo opredelili s
pomocjo aglutinacije z imunskimi serumi ter jih nato na podlagi podatkov iz literature
(Genomospecies serovar by serogroup, 2008) uvrstili Se v genske skupine. Izolate smo
identificirali tako, da smo vsako neznano kulturo testirali z vsemi imunskimi serumi iz
zbirke InS$tituta za mikrobiologijo in imunologijo. Kultura leptospir je pripadala tisti
leptospiro.

Identifikacijo smo izvedli v dveh korakih. V prvem koraku smo naredili presejalno
opredelitev z vsemi imunskimi serumi pri razredCini 1:400. Najprej smo pripravili
razred¢ino imunskih serumov v razmerju 1:200 tako, da smo v epruveto odpipetirali 1990
ul fizioloske raztopine in 10 pl imunskega seruma in dobro premesali. Kulturo leptospir
smo redcili s fizioloSko raztopino v razmerju 1:1 (1 ml kulture leptospir + 1 ml fizioloske
raztopine). V nadaljevanju smo v luknjici mikrotitrirne ploS¢e zmesSali 25 pl seruma
razred¢ine 1:200 in 25 pl red¢ene kulture leptospir ter inkubirali 45 min do 1 h pri 37 °C.
Po koncani inkubaciji smo 10 pl vsebine iz vsake luknjice nakapljali na objektno stekelce
in reakcijo od¢itali v temnem polju pri 160x povecavi. Vse imunske serume, pri katerih je
prislo do aglutinacije leptospir, smo red¢ili napre;.

V drugem koraku smo na mikrotitrirni ploscici oznacili po osem luknjic za vsak
posamezen imunski serum. V vsako luknjico smo odpipetirali po 25 ul fizioloSke
raztopine. V prvo luknjico smo nato dali 25 pl seruma red¢ine 1:200, premesali in prenesli

25 pl v naslednjo in tako red¢ili do konca vrste. Na koncu smo v posamezne luknjice
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dodali Se 25 pul red¢ene kulture leptospir. Razred¢ine seruma so bile tako naslednje: luknja
A 1:800, B 1:1600, C 1:3200, D 1:6400, E 1:12800, F 1:25600, G 1:51200 in H 1:102400.
Mikrotitrirno plos¢ico smo inkubirali 45 min do 1 h pri 37 °C. Po konc¢ani inkubaciji smo
na objektno stekelce ponovno nakapljali 10 pl tekocine iz vsake vdolbinice mikrotitrirne
redcitvi, kjer je bilo 50 % zlepljenih in 50 % prostih leptospir.

Z imunskimi serumi smo preverili tudi aglutinacijske lastnosti ze identificiranih leptospir,

ki smo jih uporabili v nalogi.

3.2.5 [Izolacija DNA v agaroznih kockicah

Za pripravo agaroznih kockic s kromosomsko DNA leptospir so potrebovali vsaj 10
epruvet z leptospirami, ki so jih gojili v gojis¢u EMJH. Preden so vzorce zdruzili, so vsako
epruveto preverili v temnem polju zaradi morebitne kontaminacije. Kontaminirane vzorce
so zavrgli. Zdruzene vzorce so centrifugirali pri 10.000 obratih/min 10 min. Po kon¢anem
centrifugiranju so supernatant odlili, usedlino pa trikrat sprali s pufrom TN (preglednica 4).
Koncentracijo leptospir so doloc¢ili s spektrofotometrom.

Agarozne kockice so pripravili tako, da so 2% agarozi LMP (angl. low melting point,
GIBCO) dodali pufer TN in jo raztopili s segrevanjem v mikrovalovni pe€ici. Raztopljeni
agarozi so primesali enako koli¢ino vzorca in inkubirali pri 50 °C. Mesanico celic in
agaroze so nato nalili v modelCke in pustili v hladilniku 30 min, da se je agaroza strdila.
Strjene kockice agaroze z leptospirami so potopili v pufer za lizo leptospir (preglednica 4)
in inkubirali 24 ur pri 37 °C v stresalniku pri 80-100 obratih/min. Po enem dnevu so
odstranili pufer za lizo in kockice sprali s pufrom TE (preglednica 4). Kasneje so kockice
potopili Se v pufer za digestijo (preglednica 4) in vse skupaj inkubirali na stresalniku 72 ur
pri 50 °C. Sledilo je 5-kratno spiranje po eno uro s pufrom TE. Tako pripravljene kockice z

izolirano ¢isto DNA leptospir so v pufru TE shranili v hladilniku pri + 4 °C za dalj ¢asa.
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Preglednica 4: Sestava uporabljenih pufrov.

Pufer Sestavine
pufer TN 10 mM Tris/HCI (pH 7,6); 1 M NaCl
pufer za lizo leptospir 1 M NacCl; 20mM Tris/HCI (pH 8,0); 0,1 M EDTA; 0,5

% Brij58; 0,2 % Deoxycholate; 0,5 % N-laurylsarcosine;
RNA-za 10 pg/ml; lizocim 1 mg/ml

pufer TE 10 mM Tris (pH 8,0); 10 mM EDTA

pufer za digestijo leptospir 20 mM Tris/HCI (pH 8,5); 466 mM EDTA, 1 % N-

laurylsarcosine; proteinaza K 0,5 mg/ml

3.2.6 Izolacija DNA iz agaroznih kockic

Iz kockic, v katerih je bila ze ekstrahirana DNA, smo ponovno izolirali nukleinsko kislino
za nadaljnje delo. Kockico agaroze smo prerezali na pol, jo prenesli v mikrocentrifugirko
in dodali 500 ml deionizirane vode. Vse skupaj smo inkubirali na rahlo stresajoCem
termomikserju 15 min pri 95 °C. Po inkubaciji smo vzorec dobro premesali in

mikrocentrifugirko shranili v zmrzovalnik na - 20 °C.
3.2.7 Izolacija DNA iz kulture

Iz epruvete, v kateri smo gojili leptospire, smo prenesli 0,5-2 ml kulture v
mikrocentrifugirko. Sledilo je centrifugiranje pri 14.000 obratih/min za 15 min. Po
centrifugiranju smo odlili supernatant, usedlini pa dodali 500 pl vode. Vse skupaj smo
dobro premesali in inkubirali v rahlo stresajo¢em termomikserju 15 min pri 99 °C. Po 15
min inkubaciji smo vzorce ponovno dobro premesali in jih shranili v zmrzovalnik na - 20

°C vsaj za eno uro.
3.2.8 PomnoZevanje DNA leptospir v realnem ¢asu

Za pomnoZevanje DNA leptospir smo uporabili napravo LightCycler © 2,0 (Roche Applied
Science, Mannheim, Nemcija), ki nam je omogocala sprotno analizo pomnozkov. Celotni
postopek smo izvedli po nekoliko spremenjeni metodi, ki so jo razvili Merien in sod.,

(2005).
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Pomnozevali smo 331-bp dolg fragment z oligonukleotidnima zafetnikoma LEBI-F in
LEBI-R (preglednica 5). Zacetna oligonukleotida so nam po narocilu sintetizirali Tib

Molbiol (Berlin, Nemcija).

Preglednica 5: Oligonukleotidni zacetniki za pomnozevanje DNA leptospir.

Oznaka oligonukleotida Nukleotidno zaporedje
LEBI-F 5'- CATTCATGTTTCGAATCATTTCAAA-3'
LEBI-R 5'-GGCCCAAGTTCCTTCTAAAAG-3'

Za pripravo reakcijske meSanice smo uporabili komercialen komplet Ze pripravljenih
reagentov LightCycler ® FastStart DNA Master SYBR Green I. Skupno reakcijsko zmes
brez vzorca smo zmeSali v sterilni mikrocentrifugirki v vrstnem redu, kot prikazuje

preglednica 6.

Preglednica 6: Sestava reakcijske meSanice za verizno reakcijo s polimerazo v realnem casu (za en vzorec).

Zacetna Koncna
Reagent koncentracija koncentracija Volumen [pl]

voda 5,8

MgCl, 25 mM 5 mM 3,2
zacetni oligonukleotid LEB1-F 5uM 0,5 uM 2
zacetni oligonukleotid LEB1-R 5uM 0,5 uM 2
LightCycler ® FastStart DNA Master 10x Ix 2

SYBR Green I *

DNA vzorca / / 5

SKUPAJ 20

* LightCycler ® FastStart DNA Master SYBR Green I vsebuje: 1 mM MgCl,, barvilo SYBR Green I,
FastStart Taqg DNA polimerazo, mesanica ANTP v kateri je dTTP zamenjan z dUTP.

Po 15 pl meSanice smo nato razdelili v steklene kapilare, ki smo jih predhodno postavili v
hladilni blok, ki je ohranjal nizko temperaturo (+ 4 °C) in tako preprecil prehitro reakcijo
med reagenti. Kapilaram z reakcijsko meSanico smo v drugem prostoru dodali e 5 ul
izolirane DNA, ki smo jo predhodno odtajali in temeljito premesali. Vsako kapilaro smo
takoj po dodatku matri¢ne DNA zaprli s pokrovckom.

Za kontrolo kontaminacije smo pri vsakem eksperimentu vkljucili vsaj 3 negativne

kontrole. Prvo kapilaro smo vedno zaprli takoj po dodatku reakcijske mesanice in nam je
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sluzila kot kontrola mesSanice. V sredinsko kapilaro smo dodali 5 pl precis¢ene vode
(kontrola reakcijske mesanice in vode), v zadnjo kapilaro pa smo dodali precisc¢eno vodo v
prostoru, kjer smo dodajali vzorce. Za prepreCevanje kontaminacije smo ves Cas sledili

zapovedim dobre laboratorijske prakse (Poljak in sod., 1994).

Kapilare z vzorci smo iz hladilnega bloka prenesli v rotor in jih centrifugirali 15 s v
LightCycler ® Carousel Centrifuge pri 3000 obratih/s. Nosilec s kapilarami smo nato
vstavili v LightCycler (LC) in na racunalniku potrdili izbran program. Pogoji, pri katerih je

potekal PCR, so predstavljeni v preglednici 7.

Preglednica 7: Program za pomnoZevanja in analizo pomnozkov

Stopnja Temperatura Cas Stevilo ciklov
zaCetna denaturacija 95°C 10 min 1
pomnoZevanje denaturacija 95 °C 8s

prileganje 60 °C 5s 55
podaljSevanje 72 °C 12s
analiza temperatura taljenja 48-95 °C; 0,1 °C/s 1
ohlajanje 40 °C 30s 1

Za vsak vzorec smo naredili ve¢ ponovitev.

3.2.8.1 Nacin detekcije

Koli¢ino nastalega produkta smo spremljali z meritvijo fluorescence pri valovni dolzini
530 nm. Za detekcijo pomozkov smo uporabili barvilo SYBR Green, ki se v fazi
podaljSevanja vgradi v dvovijatno DNA. Barvilo je ob drazljaju s svetlobo valovne dolzine
470 nm preslo iz osnovnega v vzbujeno stanje in mocno fluoresciralo. Koli¢ina
fluorescence je bila premosorazmerna koli¢ini nastale dvoverizne DNA, tako je z
nastajanjem produktov narascal tudi fluorescentni signal. LightCycler je meril povecanje
fluorescence na koncu vsakega cikla pomnozevanja.

Po konCanem pomnoZevanju je takoj sledila Se analiza temperature taljena tako, da je

LightCycler nepretrgoma meril fluorescenco med postopnim dviganjem temperature za 0,1
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°C/s. Z visanjem temperature se je fluorescenca vzorca zmanjSevala, zaradi sproscanja

barvila SYBR Green 1.

3.2.8.2 Analiza rezultatov

LightCycler nam je med pomnoZzevanjem sprotno meril signal fluorescence. Po
zakljuCenem pomnoZzevanju smo dobljene rezultate analizirali s pomocjo programa
LightCycler 4,05. Program nam je omogocil absolutno kvantifikacijo rezultatov ter analizo
temperature taljenja. V okviru absolutne kvantifikacije nam je racunalnik izrisal graf
krivulje pomnoZevanja, na katerem je bilo Stevilo ciklov naneSeno na os x in fluorescenca
na osi y. Poleg vzorcev pa izpisal vrednost CP tock (angl. crossing point), ki so nam
povedale, v katerem ciklu se je fluorescenca vzorca povzpela nad fluorescenco ozadja.
Specificnost pomnozenega produkta smo preverjali z analizo temperature taljenja (angl.
melting temperature - Tm), tako smo lahko locili dimere oligonukleotidnih zacetnikov in
morebitne kontaminacije od Zelenih produktov. Tm je opredeljen kot temperatura, pri
kateri je polovica pomnozene DNA v enoverizni in polovica DNA v dvoverizni obliki.
Odvisen je od dolzine sekvence in zaporedja nukleotidov.

Program je za vsak vzorec izrisal graf in dolo¢il Tm, na podlagi katerega smo potem
ovrednotili vrsto leptospire v vzorcu po Merien in sod., (2005). Dva vzorca smo uvrstili v
isto gensko skupino, ¢e sta se krivulji temperature taljenja prekrivale. Za vsak sev smo

naredili ve€ ponovitev in izracunali povprecni Tm.

3.2.8.3 Redc¢enje kultur leptospir

Ce po pomnozevanju DNA in analizi temperature taljenja nismo dobili specifi¢nih in
ponovljivih rezultatov, smo izhodno kulturo leptospir red¢ili, tako da smo v novo gojisce
odpipetirali 10 pl kulture leptospir, dobro premesali in razdelili 5-krat po 10 pl v nova
gojisca. Po 4 tedenski inkubaciji oz. ko smo opazili rast leptospir, smo izolirali DNA iz

cev v

imunskimi serumi.
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4 REZULTATI

Leptospire osamljene iz humanih vzorcev ali gojene v kulturi za potrebe diagnostike smo
najprej opredelili serotipsko z imunskimi serumi. Z napravo LC smo nato pomnozili tar¢no
zaporedje DNA leptospir ter vzorce Se na podlagi temperature taljenja uvrstili v genske
skupine. Serotipsko in genotipsko opredelitev smo potem primerjali in ugotavljali

ujemanje.

4.1 SEROTIPSKA OPREDELITEV

Z imunskimi serumi smo testirali vseh 69 vzorcev. Od tega smo 65/69 vzorcev (94,2 %)
lahko opredelili do seroloske skupine, ostale 4 vzorce pa smo zaradi nejasnih rezultatov
oznacili kot neopredeljeni sevi (preglednica 8). Najve¢ vzorcev (16/69) smo uvrstili v

serolosko skupino Icterohaemorrhagiae.

Preglednica 8: Rezultati serotipizacije z imunskimi serumi

St. kultur .St' sevov x
Seroloska skupina, serovar za test 1zohran1. ' St. vsch
MAT humanih vzorcev
vzorcev

Canicola, Canicola 3 3

Pomona, Pomona 3 2 5

Icterohaemorrhagiae, Copenhageni 2 2

Icterohaemorrhagiae, Icterohaemorrhagiae 1 13 14

Australis, Australis 3 1 4

Autumnalis, Autumnalis 2 2

Pyrogenes, Pyrogenes 2 2

Bataviae, Bataviae 3 1 4

Sejroe, Hardjo 1 |

Z IMUNSKIMI SERUMI | Sejroe, Sejroe 2 3 5
OPREDELJENI SEVI Tarassovi, Tarassovi 1 1
Ballum, Castellonis 1 1

Ballum, Ballum 1 1

Javanica, Javanica 1 1

Javanica, Poi 1 1

Grippotyphosa, Grippotyphosa 3 4 7

Cynopteri, Cynopteri 2 2

Panama, Panama 1 1

Javanica, Sofia 2 2

Semaranga, Patoc 6 6

Z IMUNSKIMI SERUMI 3 1 4

NEOPREDELJENI SEVI

Skupaj 42 27 69
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4.2 GENOTIPSKA OPREDELITEV

Po pomnozevanju vzorcev v napravi LightCycler 2.0 smo glede na temperaturo taljenja
(Tm) opredelili 63/69 (91,3 %) vzorcev, ki smo jih razporedili v 6 genskih skupin. Zaradi
neznalilnih temperatur taljena pa nismo mogli opredeliti 6 (8,7 %) sevov leptospir

(preglednica 9).

Preglednica 9: Rezultati genotipizacije in povprecne temperature taljenja pomnozkov za posamezno gensko

skupino.
& St. sevov
St. L v "
izolirani St. Povprecna
. kultur .
Genska skupina iz vseh temperatura
za test humanih  vzorcev taljenja (Tm)
MAT Jen
VZOrcev
L. interrogans sensu stricto 21 16 37 83,78 £ 0,33 °C
L. borgpetersenii 8 3 11 86,49 £ 0,21 °C
OPREDELJENI L. kirshneri 5 6 11 84,62+ 0,2 °C
SEVI L. noguchi 1 / 1 84,99 + 0,07 °C
L. meyeri / 2 2 86,33 £ 0,14 °C
L. biflexa 1 / 1 83,98+ 0,31 °C
NEOPREDELJENI 6 / 6
SEVI
Skupaj 42 27 69

Pri patogenih leptospirah so bile temperature taljenja v obmocju od 82,02 °C do 86,90 °C.

ey

ey

oligonukleotidnimi zacetniki LEBI-F in LEBI-R se nam je pomnozila tudi DNA
nepatogenih leptospir iz vrste L. biflexa s Tm 83,98 °C. Slika 10 prikazuje znaéilne

krivulje temperature taljenja za tri razlicne vrste.

Nasi rezultati pomnoZevanja in temperature taljenja za posamezne vrste so primerljivi z
objavljenimi rezultati Merien in sod. (2005) z izjemo L. biflexa, ki se z uporabljenimi

oligonukleotidnimi zaCetniki ne bi smela pomnoZzevati.



40
Kodre M. Serotipska in genotipska opredelitev leptospir.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medodd. stud. mikrobiologije, 2009

Melting Peaks

=
o}
=
o
(L]
g
=
2
'S
=
=)
g
' T T T T T T T T T
a0 o5 60 65 7 75 g0 &3 a0 95
Temperature (°C)

Slika 10: Analiza temperature taljenja pomnozkov za patogene leptospire iz vrst (od leve proti desni)
L. interrogans sensu stricto (Tm = 83,8 °C), L. kirshneri (Tm = 84,6 °C) in L. borgpetersenii (Tm = 86,5
°C).

4.3 PRIMERJAVA SEROTIPSKE IN GENOTIPSKE OPREDELITVE

Primerjava serotipske in genotipske opredelitve, kot je to opisano v literaturi
(Genomospecies serovar by serogroup, 2008), je pokazala ujemanje pri 58 od 69 vzorcih
(84,1 %). Pri 11/69 (15,9 %) vzorcih pa se serotipska opredelitev ni ujemala z genotipsko

doloceno vrsto, zato bi morali te vzorce Se dodatno analizirati.

4.3.1 Opredeljeni vzorci

Rezultate vseh 58 izolatov, pri katerih se je serotipizacija in genotipizacija skladala, smo
zbrali v preglednicah po genskih skupinah (priloga A-C). Vecina leptospir [35/58 (60,3
%)] je pripadala vrsti L. interrogans sensu stricto; sem smo uvrstili tudi najve¢ izolatov iz
klini¢nih vzorcev [16/25 (64 %)]. Vrsto L. borgpetersenii smo dolo¢ili v 10 (17,2 %)
vzorcih, od tega so bili 3 humani izolati in L. kirshneri v 9 vzorcih (4 humani izolati). Po
eden vzorec je pripadala L. noguchi in L. biflexa. V L. meyeri pa smo uvrstili samo dva
humana izolata.

Slike 11-14 prikazujejo ujemanje krivulj temperatur taljenja za vzorce, ki spadajo v isto

gensko skupino, ¢eprav pripadajo razli¢nim seroloskim skupinam.
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Slika 11: Analiza temperature taljenja pomnozkov za patogene leptospire iz vrste L. interrogans sensu stricto
(Tm = 83,8 °C). Vzorci: 1 - negativna kontrola; 2 — Canicola, Canicola, Hond Utrecht IV (Pariz); 12 —
Pomona, Pomona, Pomona (Nizozemska); 22 — Autumnalis, Autumnalis, Akiyami A (Nizozemska); 26 —
Pyrogenes, Pyrogenes, Salinem (Nizozemska); §t. 1, 2, 12, 22, 26 oznacujejo mesta v rotorju, na katerih so

bile kapilare s PCR meSanico.
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Slika 12: Analiza temperature taljenja pomnozkov za patogene leptospire iz vrste L. borgpetersenii (Tm =
86,5 °C). Vzorci: 1 — negativna kontrola; 6 — Sejroe, Sejroe, M84 (Nizozemska); 15 — Tarassovi, Tarassovi,
Mitis Johnson (Pariz); 22 — Javanica, Javanica, Veldart Batavia 46 (Pariz); 28 — Javanica, Poi, Poi (Zagreb);

§t. 1, 6, 15, 22, 28 oznacujejo mesta v rotorju, na katerih so bile kapilare s PCR meSanico.
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Slika 13: Analiza temperature taljenja pomnozkov za patogene leptospire iz vrste L. kirshneri (Tm = 84,6

°C). Vzorci: 10 — Grippotyphosa, Grippotyphosa, Moskva V (Pariz); 12 — Grippotyphosa, Grippotyphosa,

Moskva V (Nizozemska); 15 — Grippotyphosa, Grippotyphosa, Mijava (Zagreb); 22 — Cynopteri, Cynopteri,

3522C (Nizozemska); 32 — negativna kontrola; $t. 10, 12, 15, 22, 32 oznacujejo mesta v rotorju, na katerih so

bile kapilare s PCR mesanico.
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Slika 14: Analiza temperature taljenja pomnozkov za vrsto L. noguchi (Tm = 85 °C) in L. biflexa (Tm = 84
°C). Vzorci: 24 - L. noguchi — Panama, Panama, CZ214K (Pariz); 29 - L. biflexa — Javanica, Sofia, T (T je

zacetnica priimka bolnika); 32 — negativna kontrola; §t. 24, 29, 32 oznacujejo mesta v rotorju, na katerih so

bile kapilare s PCR meSanico.
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4.3.2 Neopredeljeni vzorci

Pri 11 vzorcih leptospir se ime seva, serotipska in genotipska opredelitev niso ujemale,
zato smo te izolate aglutinirali z vsemi imunskimi serumi iz zbirke in jih veckrat

genotipsko opredelili.

4.3.2.1 Vzorci, ki jih je potrebno dodatno opredeliti

Pri 3 leptospirah iz Zagreba se oznaka seva in temu pripadajoCa vrsta iz literature
(Genomospecies serovar by serogroup, 2008) ni ujemala z vrsto, ki smo jo dolocili s
pomocjo LC. Te seve smo zato aglutinirali z vsemi imunskimi serumi, ki smo jih imeli v
zbirki. Serotipska in genotipska opredelitev se je razlikovala tudi pri humanem izolatu SZ
242/02. Pri sevu KB 185/02 pa identifikacija z imunskimi serumi ni bila mogoc¢a zaradi
slabe rasti leptospir v kulturi. Oba izolata smo uvrstili v vrsto le na podlagi analize

temperature taljenja. Rezultati so podani v nadaljevanju.

Vzorec 1: kulturo z oznako Sejroe, Sejroe, M84 smo na InStitut za mikrobiologijo in
imunologijo (IMI) dobili iz Veterinarske fakultete v Zagrebu.

Opredelitev z imunskimi serumi: sev ni aglutiniral z nobenim imunskim serumom iz
zbirke IMI.

Opredelitev po LC: L. interrogans sensu stricto.

Glede na oznako Sejroe, Sejroe, M84 bi moral ta sev pripadati vrsti L. borgpetersenii s Tm
86,5 °C, vendar je bil Tm seva 83,5 °C, kar ni znacilno za to vrsto. Iz slike 15 je razvidno,
da sev res ne pripada L. borgpetersenii ampak L. interrogans sensu stricto. Ker smo Zeleli
izkljuc€iti morebitno pomoto pri oznacevanju sevov, smo ponovno zaprosili Veterinarsko
fakulteto v Zagrebu za kulturo. Ponovno smo dobili sev z imenom Sejroe, Sejroe, M84.
Rezulati so bili enaki kot pri primarni analizi. Za nadaljnjo identifikacijo bi morali razsiriti

paleto imunskih serumov in sev serolosko opredeliti.
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Slika 15: Analiza temperature taljenja pomnozkov za sev Sejroe, Sejroe, M84 (Zagreb), vrsto L. interrogans
sensu stricto [seva Australis, Australis, Ballico (Zagreb) in Icterohaemorrhagiae, Icterohaemorrhagiae, RGA
(Zagreb)], L. borgpetersenii [sev Ballum, Ballum, Mus 127 (Zagreb)] in L. kirshneri [sev Grippotyphosa
Grippotyphosa, Mijava (Zagreb)]. St. 1, 2, 4, 9, 14, 22 oznadujejo mesta v rotorju, na katerih so bile kapilare

s PCR mesanico.

Vzorec 2: kulturo z oznako Tarassovi, Tarassovi, Mitis Johnson smo na IMI dobili iz
Veterinarske fakultete v Zagrebu.

Opredelitev z imunskimi serumi: sev ni aglutiniral z nobenim imunskim serumom iz
zbirke IMI.

Opredelitev po LC: L. interrogans sensu stricto.

Tudi ta sev bi moral glede na oznako pripadati vrsti L. borgpetersenii (Tm = 86,5 °C), kar
pa se ni ujemalo s Tm seva, ki je bil 83,7 °C. Z LC smo tako vzorec 2 opredelili kot L.
interrogans sensu stricto, ker se je krivulja temperature taljenja najbolj skladala s
krivuljama sevov Pomona, Pomona, Mezzano (Zagreb) in Bataviae, Bataviae, Lyden
(Zagreb). Ta dva seva pa pripadata vrsti L. interrogans sensu stricto (slika 16).

Tudi v tem primeru smo hoteli izkljuciti napako pri oznacitvi seva in smo zato ponovno
zaprosili Veterinarsko fakulteto v Zagrebu za nov vzorec. Dobili smo sev z enakim
imenom, tudi ta sev je po genotipski opredelitvi pripadal vrsti L. interrogans sensu stricto.
Vzorec 2 bi bilo zato potrebno dodatno seroloSko opredeliti znotraj vrste L. interrogans

sensu stricto z ve¢imi imunskimi serumi.
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Slika 16: Analiza temperature taljenja pomnozkov za sev Tarassovi, Tarassovi, Mitis Johnson (Zagreb), vrsto
L. interrogans sensu stricto [seva Pomona, Pomona, Mezzano (Zagreb) in Bataviae, Bataviae, Leyden
(Zagreb)], L. borgpetersenii [sev Javanica, Poi, Poi (Zagreb)] in L. kirshneri [sev Grippotyphosa,
Grippotyphosa, Mijava (Zagreb)]. St. 1, 3, 12, 17, 24, 27 oznalujejo mesta v rotorju, na katerih so bile

kapilare s PCR mesanico.

Vzorec 3: kulturo z oznako Sejroe, Saxkoebing, Mus24 smo na IMI dobili iz Veterinarske
fakultete v Zagrebu.

Opredelitev z imunskimi serumi: sev je aglutiniral z imunskim serumom za Sejroe,
Saxkoebing, Mus24 in Sejroe, Sejroe, M84.

Opredelitev po LC: L. borgpetersenii.

Glede na oznako bi moral vzorec 3 pripadati vrsti L. interrogans sensu stricto s Tm 83,8
°C, vendar je imel ta sev povprecni Tm 86,4 °C. Iz slike 17 je razvidno, da vzorec 3
pripada L. borgpetersenii in ne L. interrogans sensu stricto, kot smo sprva pri¢akovali.
Tudi pri tem vzorcu smo izkljucili moznost napake pri oznacitvi seva. Menimo, da bi bilo
potrebno sev analizirati s §irSo paleto imunskih serumov preden bi vrsti L. borgpetersenii
pristeli tudi seroloSko identificiran sev Sejroe, Saxkoebing, Mus24, ki po podatkih iz

literature sploh ne pripada tej vrsti.
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Slika 17: Analiza temperature taljenja pomnozkov za sev Sejroe, Saxkoebing, Mus24 (Zagreb), vrsto L.
borgpetersenii [sev Ballum, Ballum, Musl127 (Zagreb)], L. interrogans sensu stricto [seva Australis,
Australis, Ballico (Zagreb) in Bataviae, Bataviae, Leyden (Zagreb)] in L. kirshneri [sev Grippotyphosa,
Grippotyphosa, Mijava (Zagreb)]. St. 1, 2,9, 19, 22, 25 oznadujejo mesta v rotorju, na katerih so bile kapilare

s PCR meSanico.

Vzorec 4: KB 185/02 so osamili iz humanega vzorca na IMI.
Opredelitev z imunskimi serumi: ni bila mogoca zaradi slabe rasti kulture.

Opredelitev po LC: L. kirshneri.
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Slika 18: Analiza temperature taljenja pomnozkov za izolat KB 185/02, vrsto L. Kirshneri [sev
Grippotyphosa, Grippotyphosa, Moskva V (Pariz)], L. borgpetersenii [sev Sejroe, Sejroe, M84
(Nizozemska)] in L. interrogans sensu stricto [seva Icterohaemorrhagiae, Copenhageni, Wijnberg (Pariz) in
Bataviae, Bataviae, Van Tienen (Nizozemska)]. St. 1, 5,12, 17, 20, 24 oznacujejo mesta v rotorju, na katerih

so bile kapilare s PCR meSanico.
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Vzorec 4 smo lahko opredelili samo z molekularnimi metodami. Njegov povprecni Tm je
bil 84,8 °C. Ker se je njegova krivulja temperature taljenja prekrivala s krivuljo leptospir iz
vrste L. kirshneri, smo izolat umestili v L. kirshneri (slika 18). Za natan¢nej$o
identifikacijo bi bilo potrebno ta izolat naprej kultivirati in ga Se serolosko opredeliti, ker

imamo znotraj vrste L. Kirshneri ve¢ serolosko razli¢nih leptospir.

Vzorec 5: S7 242/02 so osamili iz bolnikove krvi na IMI.
Opredelitev z imunskimi serumi: izolat je aglutiniral z imunskim serumom Bataviae,
Bataviae, Van Tienen.

Opredelitev po LC: L. kirshneri.

Na podlagi seroloske opredelitve bi moral ta izolat pripadati vrsti L. interrogans sensu
stricto, ki ima povprecni Tm 83,8 °C. Ker pa je bil Tm izolata 84,8 °C, smo ga na podlagi
njegove krivulje temperature taljenja uvrstili v L. kirshneri in ne L. interrogans sensu
stricto, kot smo sprva pri¢akovali (slika 19). Zaradi neskladja med serotipizacijo in
genotipizacijo menimo, da je potrebno izolat dodatno analizirati s SirSo paleto imunskih

serumov in ga tako natan¢no opredeliti do seroloSke skupine.
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Slika 19: Analiza temperature taljenja pomnozkov za izolat SZ 242/02, vrsto L. kirshneri [sev
Grippotyphosa, Grippotyphosa, Moskva V (Pariz)], L. borgpetersenii [sev Sejroe, Sejroe, M&4
(Nizozemska)] in L. interrogans sensu stricto [sev Bataviae, Bataviae, Van Tienen (Nizozemska)]. St. 3, 6, 7,

23 oznacujejo mesta v rotorju, na katerih so bile kapilare s PCR mesanico.
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4.3.2.2 Vzorci, ki niso imeli specifi¢nih temperatur taljenja

Pri 6 vzorcih (preglednica 10) po pomnozevanju DNA v LC in po analizi temperature
taljenja nismo dobili ponavljajo¢ih se rezultatov, ampak so temperature taljenja pri vseh
varirale od 81 do 86 °C. Sklepali smo, da kulture niso Ciste, zato smo jih red¢ili, kot je
opisano v materialih in metodah.

Kot je prikazano v preglednici 10, smo dobili ¢isto kulturo le pri enem vzorcu, in sicer
Icterohaemorrhagiae, Copenhageni, Wijnberg (Nizozemska). Pomnozki so po dodelavi
imeli znacilno krivuljo temperature taljenja z vrhom pri 83,47 °C, zato smo vzorec uvrstili
v L. interrogans sensu stricto.

Pri ostalih 5 vzorcih so imeli pomozki zelo nizke temperature taljenja (okoli 81 °C), ki niso
znacilne za patogene leptospire (slika 20). Kulture smo testirali tudi z vsemi petnajstimi
imunskimi serumi, ki smo jih imeli v zbirki IMI. Vse leptospire so aglutinirale samo z
imunskim serumom za Semeranga, Patoc (preglednica 10). 1z rezultatov genotipizacije in

serotipizacije smo zakljucili, da so v teh vzorcih nepatogene leptospire.

Preglednica 10: Rezultati genotipizacije in serotipizacije pred in po red¢itvah izhodnih kultur.

pred po redcitvi
redcitvijo
Tm Aglutinacija z
[e]
Ime seva Tm [*C] [°C] imunskim serumom Vrsta
ICTERO., Copenhageni, Wijnberg 8201-8673 8347 Icterohaemorrhagiae, L. interrogans
(Nizozemska) ’ ’ ’ Copenhageni sensu stricto
TARASSOYI’ Tarassovi, Mitis 81,85 - 86,76 81,37 Semaranga, Patoc /
Johnson (Nizozemska)
BALLUM, Castellonis, Castellon 3 R0.45 _ 845 R1.45 Semaranea. Patoc /
(Nizozemska) ’ ’ ’ &a,
JAVANICA, Javanica, Veldart
Batavia 46 (Nizozemska) 81,46 - 86,64 81,25 Semaranga, Patoc /
PANAMA, Panama, CZ214 K 83,66-8495 8148  Semaranga, Patoc /
(Nizozemska)
SE.M ARANGA, Patoc, Patoc 1 81,1 — 86,75 81,38 Semaranga, Patoc /
(Nizozemska)
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Slika 20: Analiza temperature taljenja pomnozkov po redcitvi kultur. Vzorci: 2 - Semaranga, Patoc, Patoc 1
(Nizozemska), 8 — Tarassovi, Tarassovi, Mitis Johnson (Nizozemska), 16 - Ballum, Castellonis, Castellon 3
(Nizozemska), 21 - Panama, Panama, CZ214 K (Nizozemska), 24 — Javanica, Javanica, Veldart Batavia 46

(Nizozemska) in 7 — negativna kontrola.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

Fenotipsko klasifikacijo leptospir, pri kateri je osnovna enota serovar, danes zamenjuje
genotipska, ki leptospire deli na vrste. Tako danes 17 vrst leptospir zajema vse serovare.
Molekularna klasifikacija velikokrat predstavlja problem za zdravnike, saj je nezdruzljiva s
sistemom seroloskih skupin in serovarov, ki je medicini dobro sluzil veliko let. Prav tako

prihaja do zmesSnjave v nomenklaturi (Levett, 2001).

Opisanih je bilo ze veliko tipizacijskih metod za opredelitev leptospir, vendar so v ve€ini
primerov te metode zahtevne, ¢asovno zamudne in predrage, da bi se jih lahko posluzevala
vecina rutinskih laboratorijev (Ruzi¢-Sablji¢, 2005). V tej diplomski nalogi smo primerjali
dve metodi za opredelitev leptospir, fenotipsko in genotipsko. Fenotipsko smo leptospire
opredelili na podlagi antigenske sestave z metodo aglutinacije z imunskimi serumi, s
katero smo lahko seve uvrstili v seroloske skupine (serotipizacija). Molekularno pa smo
seve opredelili do vrste z metodo PCR v realnem cCasu, pri kateri smo pomnozke na koncu
analizirali s pomocjo krivulje temperature taljenja.

Zanimalo nas je, katera od uporabljenih metoda je boljsa in bolj uporabna pri vsakdanjem
delu, ter ali se serotipska in genotipska opredelitev med seboj ujemata, kot je to opisano v
literaturi (Genomospecies serovar by serogroup, 2008). Predvsem smo Zeleli ovrednotiti
pomen PCR v realnem casu z analizo krivulj temperature taljenja v primerjavi s
tradicionalno serolosko opredelitvijo. Metoda PCR v realnem ¢asu z uporabo tehnologije
SYBR Green I namre¢ velja za enostavno, specifi¢no in hitro (Merien in sod., 2005).
Glaven predpogoj za uspeSno pomnozevanje je predhodno dobro poznavanje
nukleotidnega zaporedja vsaj enega dela bakterijskega genoma, kar nam omogoca pravilno
izbiro taréne sekvence in oligonukleotidnih zacetnikov. Poleg tega moramo poskrbeti, da
reakcija pomnozevanja poteka v optimalnih pogojih, ki jih zagotovimo z ustrezno koli¢ino
reagentov v reakcijski mesSanici, avtomatsko nastavitvijo optimalnih temperatur znotraj

enega cikla in z ustreznim Stevilom ciklov (Poljak in sod., 1994).
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Serotipsko in genotipsko metodo smo testirali na 69 izolatih leptospir, od teh se 42 izolatov
uporablja v diagnosti¢ne namene, 27 izolatov leptospir pa je bilo osamljenih iz humanih

VZOrcev.

5.1.1 Serotipska opredelitev

Najprej smo vse zbrane vzorce leptospir opredelili serotipsko z imunski serumi
(preglednica 8), ki smo jih imeli v zbirki na InStitutu za mikrobiologijo in imunologijo.
Vzorec je pripadal tisti seroloski skupini, pri kateri je imunski serum dosegel najvisji titer
aglutinacije s testirano leptospiro. Na ta nacin smo lahko opredelili vec¢ino vzorcev (65/69
0z. 94,2 %). Zastopanost posameznih seroloskih skupin prikazuje preglednica 8. Najvec
vzorcev (16/69) smo uvrstili v serolosko skupino Icterohaemorrhagiae. Od teh je bilo 13
humanih izolatov. Pri humanih izolatih seroloski skupini Icerohaemorrhagiae po Stevilu
vzorev sledita Grippotyphosa in Sejroe.

Serolosko neopredeljeni so ostali 4 vzorci, 1 humani izolat in 3 vzorci za test MAT
(preglednica 8). Pri dveh sevih [kulturi z imenom Tarassovi, Tarassovi, Mitis Johnson
(Zagreb) in Sejroe, Sejroe, M84 (Zagreb)] nabor imunskih serumov, ki smo ga imeli na
razpolago, ni bil dovolj velik, saj leptospire niso aglutinirale z nobenim imunskim
serumom. V teh dveh primerih bi morali razsiriti paleto imunskih serumov in ponoviti test
aglutinacije. Pri humanem izolatu KB 185/02 opredelitev ni bila mogoca zaradi slabe rasti
kulture. Za izvedbo seroloske opredelitve pa potrebujemo priblizno 2 x 10® leptospir na ml
(International Committee on Systematic Bacteriology, 1984), zato bi morali nadaljevati
kultiviranje do Zelene gostote. Razlogi slabe rasti leptospir so razliéni, leptospire se
mogoce niso prilagodile na rast v umetnem mediju ali pa je bil bolnik pred odvzemom
vzorca Ze na antibioticni terapiji.

Pri sevu z oznako Sejroe, Saxkoebing, Mus24 smo opazili, da je aglutiniral tako z
imunskim serumom za Sejroe, Saxkoebing, Mus24, kot tudi Sejroe, Sejroe, M84, kar kaze
na navzkrizno reaktivnost med serumoma. Vzrok temu je, da imajo serovari iz iste
seroloske skupine, v tem primeru Sejroe, podobno antigensko sestavo. Leptospire so tako
reagirale z imunskim serumom proti serovaru Saxkoebing, kot tudi proti serovaru Sejroe.
Da bi lahko ta sev opredelili do serovara Sejroe ali Saxkoebing, bi morali izvesti test

navzkrizne aglutinacije-absorbcije (International Committee on Systematic Bacteriology,
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1984) ali uporabiti katero drugo metodo. Metoda navzkrizne aglutinacije-absorbcije je
namre¢ zelo zapletena, casovno zamudna in zahteva zbirko vseh referen¢nih sevov in
njihovih antiserumov. Tako bi bilo potrebno sev testirati z vsemi imunskimi serumi znotraj
seroloske skupine Sejroe (sem priStevamo serovare Sejroe, Saxkoebing, Hardjo,
titer. V izogib temu bi lahko za opredelitev serovara izbrali metodo PFGE, ki je tudi
priporoc¢ena metoda za identifikacijo leptospir do nivoja serovara (Postic in sod., 2000).

Serotipska opredelitev se veliko uporablja pri rutinskem delu za opredelitev novih izolatov
leptospir ter potrditev aglutinacijskih lastnosti leptospir, ki jih gojijo za potrebe
diagnostike. Metoda je namre¢ hitra, rezultati so ponovljivi, na voljo pa je tudi veliko

Stevilo imunskih serumov, ki jih pridelajo referencni laboratoriji.

5.1.2 Genotipska opredelitev

Genotipsko smo leptospire opredelili do vrste na podlagi temperature taljenja pomnozkov,
kot so to Ze opisali Merien in sod. (2005). Vzorce, pri katerih so se krivulje temperature
taljenja prekrivale, smo uvrstili v isto gensko skupino oz. vrsto, kot to prikazuje slika 10.
Za vsak izolat smo naredili ve¢ ponovitev in izracunali povpre¢no temperaturo taljenja
(preglednica 9). S to metodo smo opredelili 63/69 (91,3 %) vzorcev in jih razporedili v 6
genskih skupin. Za detekcijo pomnozkov in analizo Tm smo uporabili nespecifi¢no
flourescentno barvilo SYBR Green I, za katerega je znacilno, da se veZze na vsako
dvovijatno DNA. Glavna pomanjkljivost takega zaznavanja produktov je, da se barvilo
veze tudi na nespecificne produkte in dimere zacetnih oligonukleotidov in s tem zmanjSa
specificnost testa (Mackay, 2004). Vendar smo opazili, da imajo nespecifi¢ni pomnozki in
dimeri zacetnih oligonukleotidov nizje Tm in jih zato lahko brez tezav lo¢imo od Zelenih
produktov. Za patogene leptospire je bila opazena temperatura taljenja med 82,02 °C in
86,90 °C (preglednica 9 in slika 10). Krivulje, ki niso bile v tem obmoc¢ju smo oznacili kot
nespecifi¢ne. Vecino izolatov (59/69 oz. 85,5 %) smo razvrstili med vrste L. interrogans
sensu stricto, L. borgpetersenii in L. kirshneri (preglednica 9). Te tri vrste so razSirjene po
vsem svetu (Merien in sod., 2005) in kaze, da prevladujejo tudi v Sloveniji. Z uporabo
oligonukleotidnih zaletnikov LEBI-F in LEBI1-R in analizo Tm smo lahko jasno

razlikovali med njimi (slika 10), kar je pri identifikaciji zelo pomembno. Najve¢ vzorcev
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(37/63) je pripadalo vrsti L. interrogans sensu stricto s povpreénim Tm 83,76 °C. Sem smo
bil znacilen za vrsto L. borgpetersenii. Tej vrsti je pripadalo 11 izolatov. Enako Stevilo
izolatov smo opredelili tudi kot L. kirshneri s Tm 84,62 °C. Samo en vzorec smo uvrstili v
vrsto L. noguchi. To vrsto ve¢inoma najdemo v Juzni Ameriki (Merien in sod., 2005).
Presenetilo nas je, da se nam je z izbranima zacetnima oligonukleotidoma pomnozila tudi
DNA nepatogenih leptospir iz vrste L. biflexa. Ta se namre¢ z uporabljenimi zacetniki ne
bi smel pomnozevati. Ugotovili smo, da so nasi rezultati pomnozevanja v LC ponovljivi in
z izjemo L. biflexa tudi primerljivi z rezultati Merien in sod. (2005).

Pri 6 vzorcih (preglednica 9) po pomnozevanju nismo dobili ponovljivih rezultatov,
temperature taljenja pa niso bile znacilne za patogene leptospire. Te vzorce smo zato Se
nadalje analizirali, kot je opisano v materialih in metodah, vendar smo lahko do vrste
opredelili le en vzorec (preglednica 10). Glede na Tm smo zakljucili, da gre za nepatogene
leptospire, kljub dejstvu, da smo jih pridobili iz referenénega laboratorija. Menimo, da

kulture leptospir niso bile Ciste in so doloceno kulturo prerasle nepatogene leptospire.

5.1.3 Primerjava serotipske in genotipske opredelitve

Sele razvoj metod molekularne biologije je omogogil novejsi na¢in delitve leptospir na
vrste. Tako sedaj sevi, ki jih uvr§¢amo v isto serolosko skupino, pripadajo razliénim vrstam
in obratno, sevi iz razli¢nih seroloskih skupin pripadajo isti vrsti (Postic in sod., 2000). To
smo pokazali tudi v tej diplomski nalogi. Slike 11-14 prikazujejo ujemanje krivulj
temperatur taljenja za vzorce, ki spadajo v isto gensko skupino, ¢eprav pripadajo razlicnim
seroloskim skupinam.

V literaturi lahko dobimo podatke, katere seroloske skupine in serovari pripadajo doloceni
vrsti (Genomospecies serovar by serogroup, 2008). Te podatke smo primerjali z nasimi
rezultati. Pri 58/69 (84,1 %) izolatih se je serotipska in genotipska opredelitev ujemala, te
izolate smo tako zbrali v preglednice po vrstah (priloga A-C). Pri 11 izolatih leptospir pa se
serotipska in genotipska opredelitev nista skladali.

Iz Zagreba smo dobili 3 seve, pri katerih se oznaka seva in temu pripadajoca vrsta iz
literature ni ujemala z vrsto, ki smo jo dolocili z LC. Kulturi z oznako Sejroe, Sejroe, M84

in Tarassovi, Tarassovi, Mitis Johnson zal nismo mogli serolosko opredeliti, ker leptospire
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niso aglutinirale z nobenim imunskim serumom iz zbirke IMI, lahko pa smo jima dolo¢ili
vrsto z LC. Ti dve kulturi bi zato morali aglutinirati s §ir§Sim naborom imunskih serumov iz
vrst, ki jim po LC pripadajo (slika 15 in 16). Sev z oznako Sejroe, Saxkoebing, Mus 24 bi
moral po oznaki pripadati vrsti L. interrogans sensu stricto, vendar smo z LC sev uvrstili v
L. borgpetersenii (slika 17). Sev je aglutiniral tako z imunskim serumom Sejroe,
Saxkoebing, kot tudi Sejroe, Sejroe. Menimo, da sev najverjetneje pripada seroloski
skupini Sejroe, Sejroe, saj je ta po literaturi umescena v vrsto L. borgpetersenii, kot smo
sev tudi sami opredelili. Za dokon¢no opredelitev pa bi morali ta vzorec Se dodatno
analizirati.

Tezave smo imeli tudi pri humanem izolatu KB 185/02, ki ga zaradi slabe rasti leptospir
nismo mogli serolosko opredeliti, lahko pa smo ga opredelili genotipsko z LC (slikal6). V
primerih, ko izolati leptospir ne rastejo dobro v kulturi, imajo molekularne metode veliko
prednost pred imunskimi, pri tem se ne bi omejili le na tipizacijo izoliranih leptospir,
ampak tudi na uporabo molekularnih metod pri diagnosticiranju okuzbe.

Do neskladja med serotipizacijo in genotipizacijo je prislo tudi pri humanem izolatu SZ
242/02, ki je aglutiniral z imunskim serumom Bataviae, Bataviae, Van Tienen. Genotipsko
smo sev opredelili kot L. kirshneri. Referen¢ni sev Bataviae, Bataviae, Van Tienen sicer po
literaturi pripada vrsti L. interrogans sensu stricto, vendar seve seroloske skupine Batavia,
uvrs¢amo tudi v druge vrste. Tako je mozno, da sev pripada seroloSki skupini Bataviae,
vendar ne gre za serovar Bataviae, ampak mogoce za serovara Djatzi ali Bafani. Za ta dva
serovar je namre¢ znano, da pripada vrsti L. kirshneri. V tem primeru bi morali izolat
dodatno analizirati z vecjim Stevilom imunskih serumov znotraj seroloske skupine
Bataviae ali uporabiti kako drugo metodo, s katero bi lahko dolo¢ili serolosko skupino in
serovar (npr. PFGE).

Pri 6 vzorcih (preglednica 11) po pomnozevanju DNA v LC in po analizi temperature
taljenja nismo dobili ponavljajoih se rezultatov, ampak so se temperature taljenja gibale
od 81 do 86 °C. Pri analizi temperature taljenja pa smo velikokrat opazili tudi dvojne
vrhove. Sklepali smo, da kulture niso Ciste, zato smo jih redcili, kot je to opisano v
materialih in metodah. Cisto kulturo smo po redenju dobili le pri sevu
Icterohaemorrhagiae, Copenhageni, Wijnberg, ki smo ga kasneje lahko tudi opredelili
serotipsko in genotipsko (preglednica 11). Pri ostalih vzorcih so imeli pomnoZzki

temperature taljenja okoli 81 °C, tako nizke temperature pa niso znacilne za patogene
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leptospire. Opazili smo tudi, da se je DNA slabSe pomnozevala, ker je racunalnik zaznal
pomnozevanje Sele v kasnejSih ciklih. Z imunskimi serumi smo te kulture uvrstili v
serolosko skupino Semeranga.

Zakljucili smo, da izvorne kulture niso bile Ciste oz. so bile kontaminirane z nepatogenimi
leptospirami. Nepatogene leptospire so verjetno po redCitvi prerasle patogene, saj je znano,
da saprofitske leptospire v kulturi rastejo hitreje kot patogene (Murgia in sod., 1997).
Ceprav smo z imunskimi serumi uspe$no opredelili ve¢ino vzorcev, ima ta metoda
identifikacije S$tevilne pomanjkljivosti. Metoda je precej subjektivna, saj za titer
aglutinacije izberemo tisto red¢itev, pri kateri ocenimo, da je 50 % zlepljenih in 50 %
prostih leptospir. Poleg tega je interpretacija rezultatov tezja zaradi navzkrizne aglutinacije.
Delo z zivimi leptospirami pa predstavlja doloceno tveganje za osebo, ki test izvaja. Kot
enostavna, hitra, ponovljiva in bolj specifi¢na se je izkazala metoda PCR v realnem casu z
analizo temperature taljenja. S pomocjo te smo lahko vzorce leptospir enostavno opredelili
do vrste, hkrati pa lahko tudi locili specifiéne pomnozke od nespecifi¢nih. S to metodo smo
lahko opredeli tudi leptospire, ki v kulturi slabSe rastejo in jih zato ne moremo serolosko
identificirati. Poleg tega se je genotipska opredelitev ujemala s serotipsko, kot je to opisano

v literaturi.

Merien in sod. (2005) so mnenja, da lahko z metode PCR v realnem ¢asu in tehnologijo
SYBR Green I dokazemo in hkrati tudi opredelimo leptospire direktno iz klini¢nih
vzorcev, brez predhodne kultivacije. Ta metoda bi lahko imela velik potencial v rutinski
diagnostiki. Do sedaj se namre¢ s klasicno metodo PCR ni dalo identificirati vrste
leptospir, ki je povzrocila okuzbo. Tako bi se bilo potrebno v nadaljnjih raziskavah
osredotociti na prenos te metode v rutinsko dignostiko in na izobrazevanje zdravnikov, da

bi se odlocali za ta nacin dokazovanja in opredelitve leptospir.
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5.2 SKLEPI

e Z izbranim protokolom za napravo LightCycler smo uspesno pomnoZzevali DNA
leptospir, analiza temperature taljenja pa je bila znacilna za vrsto.

e Metoda PCR v realnem casu z analizo temperature taljenja je enostavna, hitra,
ponovljiva in specificna metoda za opredelitev leptospir in zato primerna za uporabo
v rutinskem delu.

e Serotipska opredelitev z imunskimi serumi je v primerjavi z genotipizacijo sicer
cenejsa, vendar delovno zahtevnejsa in tezja za interpretacijo.

e Serotipska in genotipska opredelitev se ujemata v vecini primerov.

e Obe metodi, serotipizacija z imunskimi serumi in genotipizacija z napravo

LightCycler, sta primerni za tipizacijo leptospir.
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6 POVZETEK

Leptospire so vijatno zavite spirohete, ki imajo znacilno kljukasto zakrivljene konce. V
rod Leptospira uvrs¢amo tako nepatogene kot patogene vrste. Slednje povzroc¢ajo bolezen
imenovano leptospiroza, ki prizadene zivali in ljudi. Leptospiroza je ena od najbolj
razsirjenih zoonoz na svetu. V Sloveniji je bolezen endemi¢na v Pomurju. Spekter oblik
bolezni je pri ljudeh zelo pester, od subklini¢nih okuzb do skrajno hudih potekov, ki se
velikokrat koncajo s smrtnim izidom. Najpomembnej$i rezervoar in prenasalci leptospiroze
so glodavci, okuzijo pa se lahko tudi Stevilne divje in domace zivali ter posledicno ¢lovek.
Posamezne zivalske vrste so obi¢ajno gostitelji za dolo€ene serovare leptospir. Tako lahko
z opredelitvijo serovara pogosto predvidimo tudi moZen vir okuzbe in s tem omogo¢imo
nadzor nad Sirjenjem bolezni. Za opredelitev leptospir je na voljo ve¢ fenotipskih in
genotipskih metod. Fenotipsko leptospire uvrS¢amo na podlagi antigenske sorodnosti v
serovare in seroloske skupine (serotipizacija). Do sedaj je priznanih ve¢ kot 200 serovarov,
ki so razdeljeni v 25 seroloskih skupin. Danes serotipizacijo vse bolj nadomesca
genotipizacija s katero vse znane serovare uvrs¢amo v 17 vrst. Kljub temu, da imamo za
identifikacijo vrst na voljo veliko metod, so te v vecini primerov zahtevne, ¢asovno
zamudne in predrage, da bi se jih lahko posluzevala vecina rutinskih laboratorijev.

Namen diplomske naloge je bila primerjava med serotipsko in genotipsko opredelitvijo
leptospir. Uporabili smo 69 izolatov leptospir, od tega 42 izolatov uporabljajo pri
rutinskem testu mikroaglutinacije, 27 izolatov pa je bilo izoliranih iz humanih vzorcev.
Serotipsko smo izolate opredelili na podlagi aglutinacije z imunskimi serumi, za
genotipsko opredelitev pa smo uporabili PCR v realnem casu. DNA leptospir smo
pomnozevali v napravi LightCycler, analiza temperature taljenja (Tm) pomnozkov pa nam
je omogocila razlikovanje med patogenimi leptospirami, vsaka vrsta ima namre¢ znacilen
Tm. Z obema metodama smo opredelili 58 izolatov, ki smo jih uvrstili v 15 seroloSkih
skupin in v 6 vrst. Serotipska opredelitev se je tudi ujemala z genotipsko, skladno z
rezultati predhodnih raziskav. Zakljucili smo, da sta obe metodi primerni za tipizacijo
leptospir. Zelo se je izkazala metoda PCR v realnem Casu z analizo temperature taljenja,

metoda je namre¢ specificna, enostavna, hitra in ponovljiva.
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PRILOGE

Priloga A: Temperatura taljenja pomnozkov za L. interrogans sensu stricto.

Temperatura taljenja pomnozkov [°C]

Seroloska identifikacija I?lteer‘i,ile(if P;‘;g;feé‘ée Vll.\é[;i 1(1)es " (P:;:Ell;)eﬁcliz
skupina)
CANICOLA, Canicola, Hond Utrecht IV (Pariz) 13 83.92 83.53-84.12 %301
CANICOLA, Canicola, Hond Utrecht IV (NL) 9 83.90 83.8-83.95 .
CANICOLA, Canicola, Hond Utrecht IV (ZG) 11 83.92 83.79 - 83.99
'POMONA, Pomona, Pomona (Pariy | 7 8403 s373-se19
POMONA, Pomona, Pomona (NL) 10 83.97 83.83 - 84.1 83.84
POMONA, Pomona, Mezzano (ZG) 11 83.87 83.67 - 84.18
POMONA, Pomona, S. 10 83.72 83.22 - 84.01
POMONA, Pomona, H. 8 83.60 83.23 -84.15
ICTEROMENORIAGIAE Copsiazei | 1 0 wagom
ICTEROHAEMORRHAGIAE, Ictero., RGA 12 8353 83.45 - 83 8
(ZG)
ICTEROHAEMORRHAGIAE, Ictero., S. 10 83.19 82.88 - 83.7
ICTEROHAEMORRHAGIAE, Ictero., P. 11 83.50 82.39 - 84.56 £3.50
ICTEROHAEMORRHAGIAE, Ictero., M. 9 83.36 82.7-83.77 .
ICTEROHAEMORRHAGIAE, Ictero., G. 8 83.53 83.06 - 84.00
ICTEROHAEMORRHAGIAE, Ictero., Sa. 2 83.70 83.66 - 83.73
ICTEROHAEMORRHAGIAE, Ictero., MB. 2 83.67 83.65 - 83.69
ICTEROHAEMORRHAGIAE, Ictero., MS. 2 83.70 83.69 - 83.71
ICTEROHAEMORRHAGIAE, Ictero., C. 2 83.76 83.75 - 83.77
ICTEROHAEMORRHAGIAE, Ictero., Mi. 2 83.68 83.63-83.73
ICTEROHAEMORRHAGIAE, Ictero., L. 2 83.71 83.64 - 83.77
ICTEROHAEMORRHAGIAE, Ictero., K. 2 83.71 83.65-83.76
ICTEROHAEMORRHAGIAE, Ictero., S. 2 83.72 83.68 - 83.75
ICTEROHAEMORRHAGIAE, Ictero., Ma. 2 83.72 83.75 - 83.68

Se nadaljuje
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nadaljevanje priloge A: Temperatura taljenja pomnozkov za L. interrogans sensu stricto.

Temperatura taljenja pomnozkov [°C]
Seroloska identifikacija riteel"i,ii:(lf P::lvel:_;teeé‘];e vi\:gl I:)es i (P:e):"(l))ll;)e;li;
skupina)
AUSTRALIS, Australis, Ballico (Pariz) 13 83.84 83.52 - 84.17
AUSTRALIS, Australis, Ballico (NL) 11 84.09 83.68 - 84.47
AUSTRALIS, Australis, Ballico (ZG) 11 83.79 83.601-84.13 .
AUSTRALIS, Australis, F. 2 83.90 83.89 - 83.91
AUTUMNALIS, Autumnalis, Akiyami A (Pariz) | 1 77
AUTUMNALIS, Autumnalis, Akiyami A (NL) 8 83.77 83.49 - 83.97 .
PYROGENES, Pyrogenes, Salinem /) | - 7 sals sallos2s
PYROGENES, Pyrogenes, Salinem (NL) 13 84.04 83.96 - 84.17 o
'BATAVIAE, Bataviac, Van Tienen (Pariz) | o 93 meo-sod
BATAVIAE, Bataviae, Van Tienen (NL) 13 83.85 83.73 - 83.95 85.11
BATAVIAE, Bataviae, Leyden (ZG) 9 83.77 83.67 - 83.88
 SEJROE, Hardjo, Hardjoprajitno (ZG) | o ®n  sasss s
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Priloga B: Temperatura taljenja pomnozkov za L. borgpetersenii in L. kirshneri.

L. borgpetersenii

Temperatura taljenja pomnozkov [°C]

Stevilo Povprecje Povprecje
Seroloska identifikacija . pred Mejne vrednosti  (seroloSka
meritev meritev .
skupina)
SEJROE, Sejroe, M84 (Pariz) 20 86.39 85.88 — 86.67
SEJROE, Sejroe, M84 (NL) 11 86.32 86.20 - 86.60 86.41
SEJROE, Sejroe, L. 2 86.53 86.5 — 86.56
SEJROE, Sejroe, K. 2 86.62 86.59 - 86.65
SEJROE, Sejroe, J. 2 86.67 86.64 - 86.69
TAR.ASSOVI, Tarassovi, Mitis Johnson 9 86.66 R6.47 - 86.63 R6.66
(Pariz)
BALLUM, Castellonis, Castellon 3
(Pariz) 14 86.62 86.45 - 86.89 36.61
BALLUM, Ballum, Mus 127 (ZG) 10 86.59 86.11 - 86.77
JAVANICA, Javanica, Veldart Batavia
46 (Pariz) 9 86.60 86.42 - 86.69 86.45
JAVANICA, Poi, Poi (ZG) 18 86.38 86.13 - 86.90
L. kirshneri
Temperatura taljenja pomnozkov [°C]
S . . Povprecje
Serologka identifikacija Stevilo  Povpregje Mejne (seroloska
meritev meritev vrednosti .
skupina)
GRI.PPOTYPHOSA, Grippo., Moskva V 15 84,54 84.07 - 84.77
(Pariz)
&liI)PPOTYPHOSA, Grippo., Moskva V 16 84.59 R4.63 - 84.83
GRIPPOTYPHOSA, Grippo., Mijava 13 84.60 4.6 - 84.83
(ZG)
GRIPPOTYPHOSA, Grippo., D. 11 84.57 84.18 - 84.92 84.60
GRIPPOTYPHOSA, Grippo., V. 2 84.84 84.81 - 84.86
GRIPPOTYPHOSA, Grippo., F. 2 84.83 84.8 — 84.85
GRIPPOTYPHOSA, Grippo., P. 2 84.84 84.8 — 84.87
CYNOPTERI, Cynopteri, 3522C (Pariz) 9 84.69 84.33 -85.01
84.68
CYNOPTERI, Cynopteri, 3522 (NL) 12 84.67 84.42 - 84.86
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Priloga C: Temperatura taljenja pomnozkov za L. noguchi, L. meyeri in L. biflexa.

L. noguchi

Temperatura taljenja pomnozkov [°C]

G - . Povprecje
Seroloska identifikacija Ste‘fllo POVPI..ecJe Mejne . (seroloska
meritev meritev vrednosti .
skupina)
PANAMA, Panama, CZ214 K (Pariz) 12 84.99 84.88 - 85.12 84.99

L. meyeri

Temperatura taljenja pomnozkov [°C]

Cones - . Povpredje
Serolotka identifikacija Stevilo  Povpregje Mejne (seroloska
meritev meritev vrednosti .
skupina)
JAVANICA, Sofia T. 8 86.39 86.02 - 86.83
86.33
JAVANICA, Sofia Z. 9 86.28 85.70 - 86.66

L. biflexa

Temperatura taljenja pomnozkov [°C]

G " . Povpredje
Serolotka identifikacija Stevilo  Povprecje Mejne (seroloska
meritev meritev vrednosti .
skupina)

SEMARANGA, Patoc, Patoc 1 (Pariz) 6 83.98 83.85-84.23 83.98




