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1 UVOD

Leptospiroza je zoonoza, ki jo povzroCajo drobno zavite, gibljive spirohete, ki imajo
znacilno kljukasto zakrivljene konce. Glavni rezervoar leptospir v naravi so glodavci,
predvsem podgane in poljske miSi. Z leptospirami so okuZene tudi Stevilne druge vrste
domacih in divjih zivali po vsem svetu, ki bakterije izloCajo s seCem in tako okuZijo polja,
travnike, stojeée in tekode vode. Clovek se okuzi, ko pride v stik z okuZenim okoljem in je
le nakljucni gostitelj. Klini¢na slika bolezni se lahko kaze na razline nacine: od
subklini¢éne okuzbe, vrocinske bolezni do hudih oblik z zlatenico, akutno ledvi¢no
odpovedjo in krvavitvami, lahko pa pride tudi do smrtnega izida. Leptospiroza je najbolj
razSirjena zoonoza na svetu, v Sloveniji pa je endemi¢na v murskosoboski regiji. Visoka
incidenca leptospiroze je znacilna predvsem za poletne in jesenske mesece (Ruzi¢ -

Sablji¢, 2002).
1.1 OPREDELITEV PROBLEMA

V prvi fazi bolezni so leptospire v bolnikovi krvi in likvorju in jih lahko dokaZemo
neposredno z osamitvijo ali prikazom v telesnih tekoc¢inah. V drugi fazi bolezni, ko bolnik
zaCne izdelovati specifi¢na protitelesa, pa jih lahko dokazemo posredno s seroloskimi testi.
V tem obdobju bolnik izloca leptospire s seCem, od koder jih lahko tudi osamimo. Dnevna
laboratorijska diagnostika temelji na posrednem seroloskem dokazovanju specificnih
protiteles proti leptospiram, ki se pojavijo priblizno 7-10 dni po okuzbi. Referencni test za
dokazovanje specificnih protiteles pri bolnikih s sumom na leptospirozo je
mikroaglutinacijski test. Test morajo izvajati izkuSeni in usposobljeni strokovnjaki, sicer
lahko pride do napacne interpretacije rezultatov ali do okuzbe, saj so za izvedbo potrebne

zive leptospire (Levett in Whittington, 1998).
1.2 CILJI RAZISKOVANJA

V diplomskem delu smo Zeleli ugotoviti specifi¢na protitelesa proti antigenom leptospir pri
bolnikih s sumom na leptospirozo z dvema razlicnima seroloSkima testoma,
mikroaglutinacijskim testom in testom Leptocheck. Rezultate obeh testov smo ovrednotili
in jih primerjali med seboj ter poskusali ugotoviti, ali bi lahko hitrejsSi, cenejsi in za

uporabo enostavnejSi test Leptocheck v dnevni laboratorijski diagnostiki nadomestil
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referencni mirkoaglutinacijski test in ali bi ga lahko uporabili za nujno laboratorijsko

diagnostiko.

1.3 DELOVNE HIPOTEZE
Predpostavljamo:

- da bomo z mikroaglutinacijskim testom in testom Leptocheck dokazali specifi¢na

protitelesa v serumu bolnika,
- da se rezultati obeh testov ne bodo razlikovali,

- da lahko preprostejSi in hitrejSi test Leptocheck v nujnih primerih nadomesti

referen¢ni mikroaglutinacijski test.
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2 PREGLED OBJAV

Klini¢no sliko ikteri¢ne leptospiroze z ledvicno odpovedjo je prvi opisal Adolf Weil leta
1886 v Heidelbergu, Ceprav naj bi enak sindrom opisali Ze nekaj let prej pri delavcih, ki so
delali v kanalih. Po njem se Se danes imenuje huda oblika leptospiroze — Weilova bolezen
(Levett, 2001; Bedernjak, 1993). Inada in Ido pa sta leta 1915 prva opisala povzrocitelja
bolezni, ko sta leptospire in specifi¢na protitelesa nasla v krvi japonskih rudarjev, ki so
zboleli za zlatenico. Neodvisno sta leptospiro opisali dve skupini nemskih znanstvenikov,
ki so spirohete odkrili v krvi gvinejskih prasi¢ev, ki so jih inokulirali s krvjo obolelih

nemskih vojakov (Levett, 2001).

2.1 EPIDEMIOLOGIJA IN GEOGRAFSKA RAZSIRJENOST LEPTOSPIROZE

2.1.1 Leptospiroza pri Zivalih

Leptospiroza je zoonoza, razSirjena po vsem svetu (Radsel - Medvescek, 2002). Glavni
rezervoar leptospir so glodavci, predvsem misi, podgane, jezi in voluharji. Dober
pokazatelj stopnje okuzenosti nekega kraja je odstotek okuzenih jezev. Z leptospirami so

poleg glodavcev okuzene tudi domace Zzivali, svinje, govedo, psi in macke (Palmer, 1998).

Okuzene Zivali najveckrat okuzbo prezivijo in redko poginejo. Leptospire lahko v okuzeni
zivali ostanejo v ledvicnih tubulih in se izlocajo s seCem v okolje, ne da bi povzrocile
bolezenske spremembe v ledvicah. Trajanje in stopnja leptospirurije je odvisna od
gostitelja in serovara, ki je povzro€il okuzbo (Radsel - Medvescek, 2002). Domace Zivali
lahko po akutni okuzbi izlocajo leptospire ve¢ tednov do ve¢ mesecev, glodavci pa celo
ve¢ kot eno leto. Izlocene leptospire prezivijo v vlazni zemlji ter v nevtralnih ali rahlo

alkalnih vodah ve¢ mesecev (Bedernjak, 1993).

Med domacimi zivalmi na kmetijah lahko pride do ciklicnega prenasanja okuzbe. OkuZijo
se lahko Ze mladici, in sicer kongenitalno ali neonatalno, ali pa preko vlazne zemlje, kjer

gnezdijo, se prehranjujejo in gibljejo (Bedernjak, 1993).
2.1.2 Leptospiroza pri ljudeh

Clovek se lahko okuZzi neposredno s stikom z okuZeno Zivaljo (s krvjo, seCem in organi

okuZene zivali) ali posredno z izpostavljenostjo kontaminiranemu okolju. Humani primeri
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okuzb izhajajo najveckrat iz posredne ali neposredne izpostavitve secu okuzenih Zivali.
Okuzbe zaradi dela z okuzenimi tkivi Zivali, ugrizov zivali in uZzivanja kontaminirane
hrane so redkejSe. Clovek je kon¢ni €len v verigi okuzb, prenos s ¢loveka na ¢loveka pa je

izredno redek (Radsel - Medvescek, 2002).
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Slika 1: Zivljenjski cikel leptospir v naravi (Faine in sod., 1999)

Leptospire obicajno vdrejo v clovesko telo skozi poskodovano kozo, intaktno Zrelno
sluznico ali o¢esno veznico, verjetno pa lahko prodrejo tudi skozi razmoceno kozo (Ruzi¢ -
Sablji¢, 2002; Bedernjak in Bedernjak - Bajuk, 2003). V subepitelijske celice vstopijo z
endocitozo, kasneje pa preidejo v krvni obtok, kjer se razmnozujejo. S krvjo se raznesejo
po telesu, kjer se zadrzZijo predvsem v jetrih, osrednjem Zivcevju, skeletnih in sréni miSici,
oc¢eh in ledvicah ter povzroc¢ajo bolezenske spremembe. Bolezenski znaki se pojavijo od 2
do 20 dni po okuzbi, odvisno od Stevila bakterij, njihove virulence in vstopnega mesta

(Radsel - Medvescek, 2002).

Najbolj ogrozene so osebe, zaposlene v kmetijstvu, delavci pri kopanju jarkov, vodovodni
delavci, delavci na rizevih poljih, rudarji, delavci v klavnicah, veterinarji in vojaki (Ruzi¢ -
Sablji¢, 2002; Radsel - Medvescek, 2002). Zbolijo osebe vseh starosti. Moski zbolijo 3-

krat pogosteje od zensk, kar lahko pripiSemo dejstvu, da pogosteje opravljajo fizi¢na dela v
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naravi. Zelo pogosto obolevajo otroci in mladostniki, ki se kopajo v jezerih, potokih in
rekah. Ena tretjina obolenj je poklicnega izvora, dve tretjini okuzb pa lahko pripiSemo

rekreaciji (Bedernjak, 1993).

Pomemben virulenten dejavnik na zaCetku okuzbe predstavlja gibljivost leptospir oziroma
njihova zmoznost premikanja skozi viskozen medij. Opazili so usmerjeno gibanje proti
hemoglobinu in ugotovili, da okvaro zilja verjetno povzrocajo razlicni dejavniki:
endotoksini celi¢ne stene, encimi in toksini, ki se sprosc¢ajo iz razpadlih bakterij, hemolizin

... (Bharti in sod., 2003; Ruzi¢ - Sablji¢, 2002).
2.1.3 Leptospiroza v Sloveniji in svetu

V tropskih in subtropskih predelih se okuzbe z leptospirami pojavljajo skozi vse leto
(Levett in Whittington, 1998), v manj toplih podro¢jih pa se pojavljajo med toplimi in
dezevnimi sezonami. V Evropi je leptospiroza prisotna v Avstriji, Italiji, Spaniji,
Portugalski, Veliki Britaniji, Belgiji, na Nizozemskem, v Romuniji, Rusiji in v juznih
predelih nordijskih drzav. Bolezen je zelo pogosta tudi v Izraelu, Keniji, Rodeziji,

Vietnamu, Peruju in ZDA (Bedernjak, 1993).

V Sloveniji je leptospiroza endemicna v S§tirih pomurskih obc¢inah, in sicer Lendavi,
Ljutomeru, Gornji Radgoni in Murski Soboti (Bedernjak, 1993). V zadnjih 10 letih se
Stevilo okuzenih oseb giblje med 4 in 26 na leto. Najbolj izpostavljeni so delavci, ki delajo
na polju in v zivinoreji pa tudi kopalci. NajpogostejSe so okuzbe s serovarom

Grippotyphosa (Ruzi¢ - Sablji¢, 2002).
2.2 SPLOSNE ZNACILNOSTI LEPTOSPIR

2.2.1 Sistematska klasifikacija leptospir

Rod Leptospira uvrs¢amo v druzino Leptospiraceae, kamor sodita Se rodova Leptonema in
Turneria, ter v red Spirochaetales, kamor je uvrs¢ena Se druzina Spirohaetaceae z rodovi

Spirocheta, Borrelia, Cristispira in Treponema (Levett, 2003).
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DRUZINA: SPIROCHAETACEAE LEPTOSPIRACEAE

ROD: SPIROCHAETA TREPONEMA TURNERIA LEPTOSPIRA
BORRELIA  CRITISPIRA LEPTONEMA

Slika 2: Taksonomska uvrstitev leptospir (Levett, 2003)

Po klasi¢ni sistematiki delimo bakterije iz rodu Leptospira v dve vrsti: Leptospira biflexa
sensu lato (v Sirokem pomenu) in Leptospira interrogans sensu lato. Prva vrsta vkljucuje
nepatogene, vecinoma saprofitske bakterije, v vrsto Leptospira interrognas sensu lato pa
sodijo bakterije, ki so patogene za ljudi in Zivali. V vrsto L. interrogans sensu lato spada
230 razli¢nih serovarov, ki jih uvrs¢amo v 23 seroloskih skupin (Levett, 2003). Leptospira
biflexa sensu lato vsebuje 65 razli¢nih serovarov, ki so razporejeni v 38 seroloskih skupin

(Fabrice, 1997).

Klasi¢na klasifikacija razvrs¢a leptospire v seroloske skupine in serovare glede na njihove
antigenske lastnosti (Fabrice, 1997). Dva seva pripadata razlicnima serovaroma, ¢e po
navzkrizni absorbciji s primernimi koli¢inami heterolognih antigenov ostane v ponovljenih
testih 10 % ali ve¢ homolognega titra v najmanj enem od dveh serumov (Bedernjak,

2003). Osnovna taksonomska enota leptospir je serovar (Postic, 2000).

Na molekularnem nivoju pa oznaki serovar in seroloska skupina nista tocni. V seroloski
diagnostiki se sicer Se vedno uporabljata, saj pojasnjujeta povezavo med serovari in
zivalskim rezervoarjem ter razlike v zemljepisnem pojavljanju posameznih vrst (Radsel -

Medvescek, 2002).

Leptospire lahko ustrezno razvrstimo v posamezne vrste le z analizo molekule DNK. Po
najnovejsi taksonomiji uvr§¢amo humanopatogene leptospire v 8 vrst: 1. L. interrogans

sensu stricto (v ozkem pomenu), ki ji pripadajo serovari: Australis, Bratislava,
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Icterohaemorrhagiae, Pomona in drugi, 2. L. borgpetersenii, ki ji pripadajo serovari:
Sejroe, Balcanica, Hardjo, Tarassovi in drugi, 3. L. Kirschneri, ki ji pripada serovar
Grippotyphosa in drugi, 4. L. indai, 5. L. meyeri, 6. L. noguchii, 7. L. santarosai in 8. L.
weilli. Vrste L. interrogans sensu stricto, L. borgpetersenii in L. kirschneri povzroc¢ajo vsaj

dve tretjini vseh humanih leptospiroz (Ruzi¢ - Sablji¢, 2002).

LEPTOSPIRA
L. meyeri L. noguchii L. santarosai L. weilli
L. interrogans sensu stricto L.indali L. borgpetersenii L. kirschneri
| [ [ .
Pomona drugi Hardjo arassovi _‘
Australis Bratislava Icterohaecmorrhagiae Sejroe  Balcanica  drugi Grippotyphosa drugi

Slika 3: Najnovejsa taksonomska uvrstitev leptospir (Ruzi¢-Sablji¢, 2002)

Nepatogene leptospire lahko locimo od patogenih po tem, da nepatogene ne morejo okuziti
laboratorijskih Zivali, medtem ko jih patogene lahko. Ne moremo pa jih lociti po obliki.
Nepatogene leptospire spadajo v vrsto L. biflexa sensu lato in so saprofiti. Za saprofitske
leptospire je znacilna odpornost na zaviralce rasti, kot so bakrovi ioni, anilinska barvila in
8 — azogvanin, rastejo pa tudi pri nizjih temperaturah. Pri razlikovanju med patogenimi in
nepatogenimi leptospirami so sicer poglavitne seroloske in genetske znacilnosti

(Bedernjak, 2003).

2.2.2 Morfologija leptospir

Bakterije iz rodu Leptospira so tanke, upogljive, vijaéno zvite spirohete, dolge od 6 do 20
um in Siroke od 0,1 do 0,2 um. Njihovi konci so pogosto zviti navznoter. Gibljejo se z
upogibanjem v smeri vzdolzne osi, s pomocjo dveh bickov, ki se v periplazemskem
prostoru ovijata okoli bakterije. Imajo jedro, citoplazmo, citoplazemsko membrano in
zunanji ovoj. Celicna stena vsebuje velik delez lipidov in je podobna steni po Gramu
negativnih bakterij, vendar pa se leptospire po Gramu in Giemsi slabo obarvajo. Kot

rutinska metoda za opazovanje leptospir se zato uporablja mikroskopiranje v temnem
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polju. Leptospire so acrobne bakterije. Najdemo jih v povrsinskih vodah, blatu in vlazni
zemlji, kjer lahko prezivijo ve¢ mesecev. Najbolj uspevajo v vlaznem, toplem okolju z

rahlo alkalnim pH-jem (Radsel - Medvescek, 2002; Ruzi¢ - Sablji¢, 2002; Levett, 2003).

Slika 4: Morfologija leptospir (Bharti in sod., 2003)
2.2.3 Antigenska zgradba leptospir
Leptospire so antigensko zelo heterogene. Njihova povrSinska struktura se razlikuje glede

na to, ali se bakterija nahaja v gostitelju ali v gojis¢u. NajpomembnejSe antigenske

strukture pri vecini leptospir so ogljikovi hidrati in ne proteini (Levett, 2003).
2.2.3.1 Lipopolisaharidi

Lipopolisaharidni epitopi so eden izmed glavnih antigenov, s katerim reagirajo humani
imunoglobulini, ki so odgovorni za opsonizacijo, fagocitozo in imunost. Lipopolisaharidi
tako predstavljajo temelj za serolosko diagnostiko, ki temelji na aglutinacijski sposobnosti
leptospir. Sestavljeni so iz ogljikovih hidratov (54 %), lipidov (12 %), proteinov (5 %) in

sladkorjev (arabinoza, ksiloza, ramnoza in drugi) (Isogai in sod., 1986).
2.2.3.2 Proteinski antigeni
V zunanji membrani leptospir so pomembne predvsem tri skupine beljakovin:
e OmpLl1 je prva opisana beljakovina zunanje membrane. Je povrsSinska beljakovina

v zunanji membrani patogenih leptospir, velik 31 kDa.

e Lipoproteini so na membrano pripeti z mas¢obnimi kislinami, in sicer na amino

konec cisteina. Zunanjo membrano sestavlja najmanj pet razli¢nih lipoproteinov.
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Opisani so tudi trije geni (LipL32, LipL36 in LipL41), ki kodirajo gradnike zunanje
membrane. Haake in Matsuga (2002) ter Diament in sod. (2002) so ugotovili, da je
LipL32 najvaznejsi proteinski antigen pri patogenezi humane leptospiroze.

e Periplazemske membranske beljakovine
Med periplazemske membranske beljakovine spada beljakovina P31, ki se pod

vplivom uree sprosti iz membrane.

2.2.3.3 Druge antigenske strukture

Pod povrSino bakterije so namescene stresne beljakovine. Za laboratorijske zivali so
citotoksi¢ni in letalni glikoproteini, ki vsebujejo velik delez toksi¢nih lipidov. Diament in
sod. (2002) so dokazali, da lahko glikoproteini inducirajo aktivnost monocitov in
limfocitov tako in vitro kot ex vivo. Citotoksicen je tudi peptidoglikan leptospir
(Masuzawa in sod., 1990). V potek patogeneze so lahko vpleteni tudi drugi toksi¢ni

dejavniki, vendar pa njihova vloga $e ni dokazana (Diament in sod., 2002).

2.2.4 Struktura genoma leptospir

Velikost genoma in organizacijo DNK leptospir so preucevali s pulzno elektroforezo, ki je
visoko obcutljiva metoda za lo¢evanje dolgih odsekov nukleinskih kislin (Baril in Saint

Girons, 1990).

Genom leptospir je velik priblizno 5000 kb. Sestavljata ga dve krozni molekuli DNK oz.
dva kromosoma — vecji kromosom velikosti 4400 do 4600 kb in manjsi velikosti 350 kb.
Delez gvanina in citozina v DNK molekuli leptospir se giblje med 35 in 41 % in je odvisen
od vrste leptospir. Znotraj vrste L. interrogans sensu stricto so ugotovili precej$njo
heterogenost in variabilnost, ki se kaze kot sprememba vecjih segmentov kromosoma

(Faine in sod., 1999; Zuerner in sod., 2001).

Genom Leptospir ima nenavadno razporejene gene rRNA. Pri vecini bakterij geni za 5S
(rrf) RNA, 16S RNA (rrs) in 23S RNA (rrl) lezijo skupaj in so tako tudi isto¢asno
prepisani. Pri leptospirah pa so geni za rRNA razporejeni po kromosomu in niso prisotni v
enakem Stevilu. Genom L. interrogans sensu lato ima dvojno kopijo gena za 16S in 23S in
le enojno kopijo gena za 58S, ki je zelo ohranjena. Dva gena za 5S rRNA so nasli le pri L.

biflexa sensu stricto. Vsak serovar leptospir ima znacilen vzorec restrikcije. Ugotovili so,
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da pri elektroforezi obstajajo razlike pri potovanju razrezanih odsekov DNK med

patogenimi in saprofitskimi vrstami leptospir (Zuerner in sod., 2001).

Odkrili so tudi prisotnost Stevilnih ponavljajocih se elementov DNK, ki so prisotni v ve¢
kopijah in razporejeni po celotnem genomu. Insercijske sekvence, ki so jih nasli pri
Leptospira spp., spadajo v druzino IS3, IS5 in IS110. Prehajajo lahko z enega mesta
kromosoma na drugo in tako prispevajo k spremembam genoma in genski heterogenosti

(Zuerner in sod., 2001).

2.2.5 Metabolizem leptospir

Leptospire so aerobne bakterije, iz katerih so izolirali katalaze, oksidaze in citokrome a, c
ter cl. Kot glavni vir dusika uporabljajo amonijeve soli in ureo, niso pa sposobne
pridobivanja duSika iz aminokislin (Levett, 2003). Glavni vir ogljika in energije so
mascobne kisline, ki pa jih ne morejo sintetizirati po poti de novo (Cacciapouti in sod.,
1990). Leptospire nimajo sposobnosti sinteze dolgoveriznih maS¢obnih kislin iz piruvata
ali acetata, temvec jih metabolizirajo preko B-oksidacije. Sintetizirajo lahko samo kratke
verige mascobnih kislin. Znacilna komponenta leptospir je cis-11-heksadecenojska kislina,

ki jo redko najdemo pri drugih bakterijah (Levett, 2003).

2.2.6 Gojitev leptospir in vitro

Za gojenje leptospir se uporablja posebno tekoce gojisc¢e z dodanim govejim ali zaj¢jim
serumom, vitaminom B12, v¢asih pa je dodan tudi pufer (Levett, 2003). Za izolacijo
leptospir se uporablja Korthofovo gojisce, ki vsebuje zaj¢ji serum, lahko pa uporabimo tudi
EMJH (Ellinghausen McCullough modificirano Johnson in Harris) gojis¢e z dodanima
oleinsko kislino in govejim serumskim albuminom (Babudieri, 1961). Leptospire rastejo
zelo pocasi, inkubacija traja 6 do 14 dni, lahko pa tudi vec¢ kot 4 tedne, odvisno od gojisca.
Optimalna temperatura inkubacije je 28-30 °C, optimalen pH pa je med 7,2 in 7,6.
Tolerirajo alkalne pogoje do pH 8,4, medtem ko v kislem okolju (pH < 6,5) ne prezivijo
(Faine in sod., 1999; Levett, 2007).

Leptospire potrebujejo stalen vir kisika, kot izvor energije in ogljika pa uporabljajo

dolgoverizne mascobne kisline in ne aminokislin ali ogljikovih hidratov. Vir dusika
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predstavljajo amonijeve soli in urea (Bedernjak in Bedernjak - Bajuk, 2003; Faine in sod.,

1999; Levett, 2007).

Nepatogene leptospire so sposobne sinteze pirimidinov in purinov, medtem ko patogene

leptospire same sintetizirajo le purine in potrebujejo zunanji vir pirimidinov (Levett, 2003).

Za rast potrebujejo leptospire tudi tiamin, vitamin B12, Zelezove ione ali hem,
cianokobalamin, kalcijeve in magnezijeve ione, fosfate in sulfate ter sledi manganovih in

bakrovih ionov (Levett, 2003).

Pri razlikovanju med patogenimi in nepatogenimi leptospirami nam pomaga tudi
temperatura rasti. Minimalna temperatura za rast patogenih leptospir je 13—15 °C, medtem
ko nepatogene, saprofitske, v naravi prosto zivece leptospire rastejo pri temperaturi 5—10

°C (Brown in Levett, 1997).

2.3 LEPTOSPIROZA

2.3.1 Patogeneza in patologija

Leptospire z endocitozo aktivno prodirajo v kozo ali sluznico. Od tu prodrejo v krvni
obtok, se v krvi razmnozujejo in po nekaj dneh povzrocijo splosne simptome bakteriemije.

S krvjo se raznasajo po vsem telesu v razli¢ne organe (Radsel - Medvescek, 2002).

Pojav protiteles ustavi razmnozevanje leptospir. To se navadno zgodi 3 do 10 dni po vdoru
bakterij v telo (RadSel - Medvescek, 2002). Protitelesa so uperjena predvsem proti vrstno
specificnim lipopolisaharidnim epitopom (Isogai in sod., 1986). Leptospir po pojavu
protiteles ne moremo ve¢ dokazati v krvi, Se vedno pa so lahko prisotne v posameznih
organih, kjer se zadrzijo razlicno dolgo. Kroni¢nega klicenostva pri ljudeh zaradi
zdravljenja z antibiotiki ni, lepospirurija pa obicajno traja 2 do 4 tedne (Bedernjak, 1993;

Radsel - Medvescek, 2002).

Glede na patogenezo bi lahko leptospirozo uvrstili v skupino bolezni z difuzno okvaro
ozilja. Najvecje patoloSke spremembe se pojavijo na epitelu zil difuzno po vsem telesu.

Okvare verjetno povzrocajo razlicni dejavniki: endotoksin celi¢ne stene, encimi, toksini, ki
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se sproscajo iz liziranih leptospir, hemolizin, ki ga tvorijo leptospire, in lipidi celicne stene

(Isogai in sod., 1986; Ruzi¢ - Sablji¢, 2002).

Pri leptospirozi je najbolj izrazena nagnjenost h krvavitvam, ki so lahko lokalne ali pa
razSirjene v ve¢ organov in so posledica mocno razsirjenih okvar kapilarnega endotelija.
Zaradi krvavitev v vitalne organe ali zaradi njihove obseznosti lahko pride tudi do smrti. V
Stevilnih organih pa se lahko pojavijo zariS¢ne krvavitve, ki privedejo tudi do odpovedi

funkcije razli¢nih organov (Radsel - Medvescek, 2002; Sinkovi¢, 1996).

Zaradi leptospiroze lahko pride do ledvi¢ne odpovedi, ki je posledica poskodb tubulov in
nekroze tubularno endotelijskih celic. V hudih primerih se lahko kot rezultat dehidracije in
krvavitev pojavita hipovolemija in hipotenzija. Poskodbe plju¢ so posledica krvavitev v
pljuca. Leptospiroza se pogosto kaze z meningitisom v klini¢ni in subklini¢ni obliki.
Pogoste so Se krvavitve ocesa, boleCine v miSicah, motnje srca zaradi krvavitev ter

prizadetost centralnega Ziveénega sistema (Bedernjak, 1993).

2.3.2 Klini¢na slika

Klini¢na slika leptospiroze je zelo pestra in spremenljiva (Bedernjak, 1993; Smits in sod.,
1999). Najbolj je izrazena nagnjenost h krvavitvam, ki so lahko lokalne ali razSirjene v ve¢
organov in so posledica mo¢no razsirjenih okvar kapilarnega endotelja. Pri priblizno 90 %
bolnikov okuzba poteka kot sistemska bolezen, ki se pozdravi spontano. Lahko pa pride do
tezjega klini¢nega poteka z =zlatenico, akutno ledvicno odpovedjo, krvavitvami in
veCorgansko odpovedjo — Weilov sindrom (Pal in Prelog, 2003; Radsel - Medvescek,
2002; Ruzi¢ - Sablji¢, 2002). Klini¢na slika bolezni ni odvisna od serovara — vsak serovar

lahko povzroci tako lazjo kot tezjo obliko 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

bakterij z urinom (Levett, 2007).

2.3.2.1 Leptospiroza brez zlatenice

Ta oblika se razvije v 8590 % primerov leptospiroze. Okuzba navadno poteka subklini¢no

kot kratkotrajno vrocinsko stanje. Prva septi¢na faza bolezni se zatne nenadno, z vrocino,
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mrzlico, glavobolom in bolecinami v miSicah in trebuhu. Ti simptomi trajajo od 4 do 7 dni
(Levett, 2001). V tej fazi so bakterije prisotne v krvi in likvorju. Po pojavu
aglutinizirajoCih protiteles IgM leptospire izginejo iz krvi in likvorja. Zacne se druga,
imunska faza, ki traja od 4 do 30 dni. Humoralni imunski odziv bolnika je usmerjen na
epitope stranskih verig lipopolisaharidov, ki spodbujajo tvorbo protiteles IgM in kasneje
IgG (Radsel - Medvescek, 2002). Za to obdobje je znacilen serozni meningitis, pojavljajo
se lahko tudi konjunktivalne sufuzije s krvavitvami ali brez njih, fotofobija, otrdelost
miSic, bolecine v oceh, adenopatija in hepatosplenomegalija (RadSel - Medvescéek, 2002).
Po pojavu protiteles leptospire sicer izginejo iz krvi in likvorja, razlicno dolgo pa se Se
lahko zadrzijo v posameznih organih, zaradi Cesar lahko pride do kasnejsih zapletov
(Levett, 2007). Izlocanje leptospir s seCem traja pri Cloveku, ki ni bil zdravljen z

antibiotikom, obicajno od 2 do 4 tedne (Bedernjak, 1993).

2.3.2.2 Leptospiroza z zlatenico oz. Weilov sindrom

Ikteri¢na leptospiroza je hujsa oblika bolezni z zelo hitrim potekom, kjer septicna in
imunska faza nista loCeni. Bolezen poteka zelo razlicno — poleg splosnih znakov in
simptomov, znacilnih za neikteri¢no obliko, so za Weilovo bolezen znacilni Se znaki jetrne
odpovedi, akutne ledvicne odpovedi, hemoragi¢nega pnevmonitisa in srénih aritmij
(Bedernjak, 1993; Radsel - Medvescek, 2002). Mozne so Se krvavitve v mozganih,
nadledvi¢ni Zlezi in srcu, ki so lahko za Cloveka usodne. Zaradi hudih krvavitev v pljuca
lahko nastopi dihalna stiska. Ta oblika bolezni ima najvi§jo smrtnost. Smrt lahko nastopi
tudi zaradi obseznih krvavitev v druge organe (Bedernjak in Bedernjak - Bajuk, 2003).
Smrtnost zaradi Weilove bolezni je Se vedno velika, in sicer od 5 do 40 % (Radsel -

Medvescek, 2002).

2.4 LABORATORIJSKA DIAGNOSTIKA LEPTOSPIROZE

Pri diagnostiki leptospiroze nam je velikokrat v pomoc¢ epidemioloSka anamneza, in sicer:
poznavanje razSirjenosti leptospir in moznost izpostavitve bolnika okuzbi (Ruzi¢ - Sablji¢,
2002). Na leptospirozo je potrebno pomisliti pri bolnikih s hudimi glavoboli, boleCinami v

miSicah, vroc¢ino in pri ljudeh, ki so poklicno ali rekreacijsko izpostavljeni leptospiram
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(Radsel - Medvescek, 2002). Tudi asepticni meningitis lahko pomeni okuzbo z

leptospirami (Palmer, 1988).

S pomocjo epidemioloskih podatkov lahko ob zgodnjih klini¢nih znakih in simptomih
bolezni izklju¢imo druge bolezni, ki potekajo z vrocino, kot so: malarija, tifus, toksi¢ni
Sok, rumena mrzlica, bruceloza, akutna vnetja trebusnih organov itn. (Sinkovi¢ in sod.,

1996; Levett in Whittington, 1998).

Humano leptospirozo dokazemo z izolacijo bakterije iz telesnih tekoCin, z dokazom
zviSanja titra specificnih protiteles v serumu ali z dokazom DNK leptospir (Adler in sod.,

1980; Levett, 2003; Levett, 2007).

2.4.1 Osamitev in identifikacija

Vzorce za osamitev leptospir odvzamemo pred antibioticnim zdravljenjem in jih
kultiviramo v Korthofovem gojis¢u. Ustrezna vzorca v prvi fazi bolezni sta kri in likvor, v
drugi fazi bolezni pa lahko leptospire izoliramo iz bolnikovega seCa (Ruzi¢ - Sablji¢,
2002). Kuznino v ustrezno gojise cepimo ze ob bolniku ter cepljeno kulturo nato
inkubiramo vsaj 6 tednov pri 28 °C. Pomembno je, da cepimo ¢im veC vzorcev iste
kuznine. Enkrat tedensko je potrebno kapljico kulture pregledati z mikroskopiranjem v

temnem polju (Postic in sod., 2000).

Osamitev leptospir se zaradi nekaterih pomanjkljivosti, kot so zahtevnost, nizka
obcutljivost in ¢asovna zamudnost, le redko uporablja v klini¢ni diagnostiki, pomembno
vlogo pa igra pri epidemioloskih Studijah. Osamljeni sevi leptospir iz klini¢nih vzorcev so

kljuéni pri potrditvi okuzbe (Wuthiekanun in sod, 2007).

2.4.2 Dokaz DNA

Za dokazovanje leptospirine DNK najpogosteje uporabljamo verizno reakcijo s
polimerazo, ki ima pomembno vlogo zlasti pri zgodnjem odkrivanju leptospiroze, pred
pojavom protiteles (Ooteman in sod., 2006; Levett, 2007). Hitra diagnoza ima za
zdravljenje leptospiroze velik pomen, saj je zdravljenje z antibiotiki na zaCetku bolezni
uspesnejse (Levett, 2007). Metoda je visoko obcutljiva in specificna. DNA leptospir lahko

izoliramo iz razli¢nih kuznin, kot so: serum, urin, likvor in tkiva (Levett in sod., 2005;
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Smythe in sod., 2002). Slabosti metode PCR so visoka cena in zahtevnost metode ter njena
slaba dostopnost v Stevilnih drzavah, kjer je leptospiroza endemicna (Levett, 2007; Plank

in Dean, 2000).

2.4.3 Serolosko dokazovanje

V vsakdanji klini¢ni praksi se za dokazovanje leptospiroze obicajno uporabljajo seroloSke
metode. Primerni kuznini za serolosko diagnostiko sta nativna kri in serum. Protitelesa se v
serumu in krvi bolnika pri¢nejo pojavljati Sele 7 do 10 dni po pojavu simptomov, zato je za
seroloSko diagnostiko priporo€ljiv odvzem parnih serumov v razmiku od 10 do 14 dni, saj
na ta nacin ovrZzemo moznost, da so dokazana specifi¢na protitelesa posledica stare okuzbe
(Levett, 2007; Pal in Prelog, 2003). Nivo protiteles naras¢a do konca tretjega tedna
bolezni, nato zacne padati (Babudieri, 1961; Levett, 2007). Protitelesa so lahko v telesnih
tekocinah prisotna tudi vec let po okuzbi. Tako kot pri vseh imunskih odzivih pride tudi tu

do tvorbe protiteles razredov IgM in IgG (Levett, 2003).

Protitelesa, ki se pojavijo po okuzbi, so specificna za serovar leptospir, ki je okuzbo
povzrocil, zato je pomembno, da poznamo najpogostejSe serovare na dolocenem
geografskem podrocju in jih vklju¢imo v test mikroaglutinacije z zivimi leptospirami

(Ruzi¢ - Sablji¢, 2002).

Testi, ki se uporabljajo za doloCevanje protiteles proti leptospirinim antigenom v serumu

bolnika, so lahko specifi¢ni za rod ali za posamezni serovar (Palmer, 1988).

2.4.3.1 Zarod specificni testi

Za rod specifi¢ni testi so pozitivni ne glede na to, kateri serovar je okuzbo povzrocil, saj

vsebujejo veliko Stevilo antigenov, ki so skupni mnogim leptospiram.
Med za rod specifi¢ne teste spadajo:

e indirektni hemaglutinacijski test (IHA)

e reakcija vezave komplementa (RKV)

e encimsko imunski test (EIT)
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o lateks test (Leptotek dri dot)
e Leptocheck

2.4.3.1.1 Indirektni hemaglutinacijski test

Pri indirektni hemaglutinaciji se uporabljajo cloveSki eritrociti skupine 0, ki so
senzibilizirani s specifi¢nimi antigeni L. biflexa sensu lato, sev Patoc I. Ce so v
bolnikovem serumu prisotna protitelesa, pride do aglutinacije eritrocitov, rezultat testa je
pozitiven. Kadar pa v bolnikovem serumu ni protiteles, se eritrociti zberejo na dnu
epruvete, kjer pride do nastanka eritrocitnega gumba. V tem primeru je rezultat testa
negativen. Z indirektno hemaglutinacijo dokazujemo celokupna protitelesa in ne protiteles

posameznega razreda (Avsi¢ - Zupanc, 1998).

2.4.3.1.2 Reakcija vezave komplementa (RVK)

Za izvedbo RVK potrebujemo dva locena sistema. Prvi, indikatorski sistem sestavljajo
ov¢ji eritrociti, kuncja protitelesa (IgG) proti ov¢jim eritrocitom (hemolizin) in
komplement. Drugi, testni sistem sestavljata serum, v katerem ugotavljamo prisotnost
protiteles in bakterijski antigen. V prvi fazi reagirajo bakterijski antigen, specifi¢na
serumska protitelesa in komplement. Kadar v preiskovanem serumu ni specificnih
protiteles, ostane komplement nevezan, zato se v drugi fazi, ko dodamo indikatorski
sistem, aktivira ob vezavi z imunskim kompleksom hemolizina in ov¢jih eritrocitov. Kadar
pa so v serumu protitelesa, se komplement porabi v prvem delu testa, eritrociti ostanejo
neposkodovani in se sesedejo na dno mesSanice v obliki eritrocitnega gumba. Z RVK ne
moremo dokazati posameznih razredov protiteles, temvec¢ dokazemo celokupna protitelesa.
Ta test se uporablja predvsem za ugotavljanje imunskega stanja bolnika (Avsi¢ - Zupanc,

1998).

2.4.3.1.3 Encimskoimunski test (EIT)

Pri encimskoimunskem testu izbrani bakterijski antigen vezemo na trden nosilec, ki je po
navadi mikrotitrska plos¢ica z vdolbinicami, nato pa dodamo bolnikov serum. Po konc¢ani
inkubaciji speremo nevezana protitelesa in na nastale komplekse antigen — protitelo

vezemo sekundarna protitelesa, ki so oznacena z encimom (alkalna fosfataza ali hrenova
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peroksidaza). Sledi spiranje nevezanih sekundarnih protiteles z raztopino za spiranje. Po
spiranju dodamo substrat (npr. paranitrofenilfosfat), ki zaradi delovanja encima spremeni
barvo. Iz koli¢ine razgrajenega substrata sklepamo na koli¢ino protiteles v primarnem
imunskem kompleksu. Intenzivnost barve, ki je sorazmerna koli¢ini protiteles v serumu,
merimo spektrofotometricno. S tem testom lahko poleg protiteles IgG dokaj hitro in
zanesljivo dolo¢imo tudi protitelesa IgM, ki so zelo pomemben pokazatelj akutne okuzbe

(Av3ic - Zupanc, 1998; Adler in sod., 1980).

Slabost testa je, da obstaja moznost lazno negativnih rezultatov, saj je v testu zajet le en
sev, navadno je to Patoc I, ki vCasih ne veze vseh specificnih protiteles, ki nastanejo pri

okuzbi z drugimi serovari (Winslow in sod., 1997).

Dokaz specificnih protiteles [gM lahko ovira tudi revmatoidni faktor v serumu bolnika, ki
najveckrat sodi v razred protiteles IgM. Posledica tega so bodisi lazno negativni ali lazno
pozitivni rezultati. Zato je vzorce seruma potrebno predhodno obdelati z absorbensom za

revmatoidni faktor (Av§i¢ - Zupanc, 1998).

2.4.3.1.4 Leptotek dri dot test

Leptotek je preprost aglutinacijski test za detekcijo specifi¢nih celokupnih protiteles proti
leptospirinim antigenom v Cloveskem serumu. Test je sestavljen iz testnega listica s
pritrjenimi modrimi lateksnimi del¢ki, na katere je vezan leptospirin antigen, sev Patoc I.
Test temelji na vezavi specificnih protiteles proti leptospirinim antigenom v serumu
bolnika na antigene leptospir. Rezultat je granularna aglutinacija, ki je vidna s prostim
ogesom. Kapljico seruma pustimo na testnih listi¢Gih 30 sekund. Ce v serumu bolnika ni
prisotnih specificnih protiteles, ostane modra suspenzija homogena (Smits in sod., 1999;

Smits in sod., 2000).

2.4.3.1.5 Leptocheck

Leptocheck je kvalitativen, hitri, imunokromatografski test. Z njim dokazujemo protitelesa
IgM, ki so usmerjena proti leptospirinim antigenom. Gre za kvalitativen test, ki temelji na
uporabi imunokromatografije. Test poteka na membrani, ki je vgrajena v plasti¢no

ploscico. Vzorec, ki ga Zelimo testirati (kri ali serum), nanesemo na membrano in dodamo
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pufer, ki omogoca potovanje vzorca po membrani. Protitelesa IgM iz preiskovanega vzorca
(Ce je ta pozitiven) reagirajo s konjugatom, ki ga sestavljajo s koloidnim zlatom oznacena
zaj¢ja protitelesa IgG proti CloveSkim protitelesom IgM. Nastane imunski kompleks, ki se
premika naprej po membrani do testnega okenca T, kjer se veze z za rod specificnimi
leptospirinimi antigeni, vezanimi na membrano. Ob vezavi na antigene nastane
rdecevijoli¢no obarvana értica, kar pomeni pozitiven rezultat. Ce te &rtice ni, je rezultat
negativen. Ce v serumu bolnika ni protiteles IgM, potujejo zajéja protitelesa neovirano
naprej po membrani in se v kontrolnem okencu C vezejo s protitelesi proti zaj¢jim
protitelesom IgG, ki so vezana na membrani. Nastanejo rdeCevijolino obarvani
kompleksi, ki se kazejo kot rdecevijolicna crtica v okencu C. Kontrolna crtica sluzi za

potrditev veljavnosti testa.

—

Leptocheck

Rapid Test for IgM antibodies to Leptospira

Slika 5: Leptocheck test
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Pozitiven rezultat

c[D:h al ] @B

Negativen rezultat

CI:I:I:I:IT al ] @B

Neveljaven rezultat

[T Jral] (o0

Slika 6: Prikaz branja rezultatov pri testu Leptocheck
C = kontrolno okence, T = testno okence, A = okence za nanos vzorca, B = okence za nanos pufra

2.4.3.2 Za serovar specifi¢ni testi

Za serovar specificne teste je znacilno, da protitelesa iz seruma bolnikov reagirajo le s
serovari iste seroloske skupine, ki je povzrocila okuzbo. Ti testi so serolosko specifi¢ni,

mednje pa priStevamo aglutinacijske teste:
e makroaglutinacijski test z mrtvimi leptospirami

e mirkoaglutinacijski test z Zivimi leptospirami



20

Podgorsek D. Vrednotenje testa Leptocheck za dokaz specifi¢nih protiteles proti leptospiram.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Enota medodd. stud. mikrobiologije, 2010

2.4.3.2.1 Makroaglutinacijski test

Za izvedbo testa se uporabljajo mrtve leptospire, inaktivirane s fromalinom. Rezultate
od¢itamo s prostim ocCesom, zaradi Cesar je ta metoda tudi manj obcutljiva od
mikroaglutinacijskega testa. Nizji so tudi aglutinacijski titri. S tem testom dolocamo

skupna protitelesa (Palmer, 1998).

2.4.3.2.2 Mikroaglutinacijski test

Serum bolnika inkubiramo s posameznimi serovari sveze kulture leptospir. Serovare
izberemo glede na epidemiolosko sliko dolo¢enega geografskega podrocja (Bedernjak,
1993). Po inkubaciji mikroskopiramo kapljico suspenzije. Ce so v serumu bolnika prisotna
protitelesa, pride do aglutinacije leptospir, lahko tudi do lize, v temnem polju pa vidimo

skupke leptospir. S tem testom dolo¢amo celokupna protitelesa (Ruzi¢ - Sabljic, 2002).

Serum bolnika se rutinsko testira na 8 serovarov, ki so na doloCenem geografskem
podrocju najbolj pogosti. V primeru, da serum bolnika aglutinira le sev seroloske skupine
Semaranga serovar Patoc, ki ga obravnavamo kot rod specifi¢nega, pomeni, da pri bolniku
obstajajo nekaksna protitelesa in je potrebno, da serum bolnika testiramo Se na naslednjih 7
serovarov leptospir (Radsel - Medvesdek, 2002). Ce v test ne vkljuéimo ustreznega

serovara leptospir, lahko pride do lazno negativnega rezultata.

2.4.4 Druge metode dokazovanja leptospir

Poleg zgoraj nastetih metod lahko za dokaz leptospiroze uporabimo $e direktno preiskavo
v temnem polju z imunofluorescenco ali s svetlobnim mikroskopom po ustreznem
barvanju (Levett, 2007). Preparate lahko obarvamo s karbolfuksinom, po Giemsi ali z
metodo srebrnenja. Leptospirozo lahko dokazemo tudi z bioloskim poizkusom na budrah
(Bedernjak in Bedernjak - Bajuk, 2003). Saengjaruk in sod. (2002) so razvili test, ki

omogoca detekcijo antigena leptsopir v urinu s pomocjo protiteles.

2.5 ZDRAVLJENJE IN PREPRECEVANIJE

Leptospire so zelo obcutljive za penicilin in tetracikline. Za zdravljenje se uporablja

kristalni penicilin v odmerku 2 milijona i.e. Omenjeni antibiotik se daje intravenozno, 7
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dni, na stiri ure (Levett, 2003). Raziskave so pokazale, da je intravenozno zdravljenje s
penicilinom ucinkovito tudi pri hudih in poznih oblikah bolezni, z amoksicilinom in

tetraciklini pa zdravimo srednje hude in lazje oblike bolezni (Radsel - Medvescek, 2002).

Bolnike, ki so alergi¢ni na peniciline, se zdravi s tetraciklini. Tako doseZemo znizanje
telesne temperature, izboljSanje sploSnega pocutja in prepre¢imo nastanek meningitisa. Pri
odpovedi ledvic, krvavitvah in zlatenici je zelo pomembno nadomescanje tekocine in

elektrolitov (Bedernjak, 1993).

Pri leptospirozi je zgodnje antibioti¢no zdravljenje zelo pomembno in igra bistveno vlogo
pri ozdravitvi. Zato moramo zaCeti z zdravljenjem pri vsakem utemeljenem sumu na
leptospirozo. Za zdravljenje je zelo pomembno tudi redno spremljanje bolnikovega stanja
in sprotno simptomatsko zdravljenje. Bolniki s hudim potekom leptospiroze so namesceni

na oddelkih za intenzivno nego (Bedernjak, 1993).

Popolno izkoreninjenje leptospiroze je nemogoce, lahko pa s cepljenjem preprecimo

bolezen pri Zivalih in posledi¢no tudi izloCanje leptospir v okolje (Levett, 2003).

Drugi preventivni ukrepi, ki jih uporabljamo pri preprecevanju leptospiroze, so: redno
izvajanje deratizacije, sprotna drenaza urina v hlevih, izlocanje bolnih zivali iz hlevov,
prostori za shranjevanje hrane morajo biti ustrezno grajeni in zaprti, pri delu je potrebno
nositi zasCitne obleke in obuvala ter se izogibati plavanju v potokih, jezerih in rekah

(Bedernjak, 1993; Krauss in sod., 2003).
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3 MATERIALI IN METODE

Z mikroaglutinacijskim in Leptocheck testom smo testirali 340 vzorcev seruma, ki so bili
odvzeti 255 bolnikom s sumom na leptospirozo v letu 2000 in v letih od 2003 do 2009. Pri
testiranju z testom Leptocheck smo naredili ve¢ ponovitev, mikroaglutinacijski test pa smo
izvedli le enkrat, razen v primerih, ko so se rezultati obeh testov precej razlikovali in smo
mikroaglutinacijski test ponovili ter vanj vkljucili tudi serotipe 9, 10, 11, 14 in 15, ki se

sicer ne uporabljajo v dnevni laboratorijski diagnostiki.
3.1 MATERIALI

3.1.1 Vzorci

Z mikroaglutinacijskim (MAT) in testom Leptocheck smo testirali 340 vzorcev seruma
255 bolnikov iz zbirke Laboratorija za diagnostiko borelioz in leptospiroze, ki deluje v
okviru Instituta za mikrobiologijo in imunologijo Medicinske fakultete v Ljubljani. Pri
vseh bolnikih je obstajal klini¢ni sum na leptospirozo, ki so ga postavili na Kliniki za
infekcijske bolezni in vro€inska stanja Klinicnega centra Ljubljana ter v infekcijskih

oddelkih drugih slovenskih bolnisnic (Maribor, Celje, Novo mesto, Murska Sobota).

3.1.2 Kaulture leptospir, ki jih uporabljamo za mikroaglutinacijski test

Za izvedbo mikroaglutinacijskega testa smo uporabili 13 od 15 serovarov leptospir, ki jih v
Laboratoriju za diagnostiko borelioz in leptospiroze uporabljajo v diagnosti¢ne namene.
Serovara 12 in 13 v Casu izvedbe nasega laboratorijskega dela nista bila na voljo, zato jih v

test nismo vkljucili.

SEROLOSKA SKUPINA SEROVAR SEV

1. GRIPPOTHYPHOSA Grippotyphosa Moskva V

2. CANICOLA Canicola Hond Utrecht IV
3. SEJROE Sejroe M84

4. POMONA Pomona Pomona

5. CYNOPTERI Cynopteri 3522C

6. ICTEROHAEMORRHAGIAE Copenhageni Wijnberg
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7. SEMARANGA Patoc Patoc 1

8. AUSTRALIS Australis Ballico

9. AUTUMNALIS Autumnalis Akiyami A

10. PYROGENES Pyrogenes Salinem

11. BATAVIAE Bataviae Van Tienen

12. TARRASOVI Tarassovi Mitis Johnson

13. BALLUM Castellanis Castellon 3

14. PANAMA Panama CZ214K

15. JAVANICA Javanica Veldart Batavia 46

3.1.3 Material in oprema za mikroaglutinacijski test

e gojis¢e EMJH za kultivacijo leptospir (Difco™)

e raztopina EMJH v fosfatnem pufru (DifcoTM)
e fosfatni pufer

e sterilna fizioloska raztopina

e mikrotitrirna plos¢ica

e polavtomatske pipete z nastavki

e cpruvete in stojalo

e inkubator

e mikroskop, ki omogoca mikroskopiranje v temnem polju

3.1.4 Material in oprema za izvedbo Leptocheck testa

e test Leptocheck WB (Zephyr Biomedicals, Goa, India)
e polavtomatska pipeta
e pufer, ki omogoca enakomerno porazdelitev vzorca po membrani

e stresalnik
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e stojala
e Stoparica

3.2 METODE

3.2.1 Mikroaglutinacijski test

3.2.1.1 Kultivacija leptospir za antigen

V 5 mL svezega gojis¢a nacepimo 0,5 mL kulture leptospir in inkubiramo 5 dni pri
temperaturi 28 °C. Ce je rast leptospir po 5. dnevu zadostna, leptospire hranimo v temi na
sobni temperaturi in jih precepljamo vsake 3 do 4 tedne. Rast leptospir se kontrolira z
mikroskopiranjem v temnem polju. Za uspesno izveden mikroaglutinacijski test morajo biti

leptospire dobro gibljive, srednje velike ter se ne smejo zdruzevati v skupke.

3.2.1.2 Postopek testa mikroaglutinacije

V veliko epruveto damo 960 pL fizioloske raztopine in 40 pL seruma ter tako dobimo

razred¢ino seruma 1 : 25.

Kulturo leptosir pripravimo tako, da damo v veliko epruveto 1 ml fizioloske raztopine in 1

ml kulture leptospir ter stresamo na stresalniku.

V prvo vdolbinico mikrotitrirne plos¢ice damo 50 pL pripravljene kulture leptospir. V
drugo vdolbinico damo 25 pL seruma, razredCenega 1 : 25, in 25 ul kulture leptospir ter
tako dobimo razred¢ino seruma 1 : 50. V tretjo vdolbinico pa odpipetiramo 25 pL
fizioloske raztopine, 25 pL seruma (redCenega 1 : 25) in 50 uL pripravljene kulture

leptospir. PremeSamo in 50 pL odstranimo. Razred¢ina v tretji vdolbinici je tako 1 : 100.

Tako pripravljene vzorce na mikrotitrirni ploscici inkubiramo 45 minut do 1 ure pri
temperaturi 37 °C. Po konc¢ani inkubaciji na objektno stekelce nakapljamo 10 pL vzorca iz

vsake vdolbinice. Rezultat od¢itamo v temnem polju pri 160-kratni povecavi.
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3.2.1.3 Vrednotenje testa

Test lahko oznac¢imo kot pozitiven, kadar je zlepljenih ali liziranih ve¢ kot 50 % leptospir.
Rezultat testa je mejni, ¢e je 50 % leptospir zlepljenih, 50 % pa je prostih. Kadar pa je

zlepljenih manj kot 50 % leptospir, je test negativen.

Bolnika obravnavamo kot serolo§ko pozitivnega, kadar serum aglutinira 50 % leptospir pri
razredcini 1 : 100. Tak serum red¢imo do razred¢ine 1 : 12800 (lahko tudi vec) in ga naprej

testiramo s tistimi serovari leptospir, pri katerih smo ugotovili aglutinacijo pri titru 100.

Zapisemo tudi delno aglutinacijo, ugotovljeno pri titru 50.

3.2.1.4 Titracija seruma pri pozitivnih bolnikih

V prvo vdolbinico mikrotitrirne plos¢ice odpipetiramo 50 pL pripravljene kulture
leptospir, ki sluzi kot kontrola. V naslednjih osem vdolbinic damo 25 pL fizioloSke
raztopine. V drugo vdolbinico damo 25 pL seruma, redcenega 1 : 25, in tako dobimo
razredcino 1 : 50. 1z druge vdolbinice prenesemo 25 pL v tretjo vdolbinico, premeSamo in
red¢imo naprej do konca, 25 pL vsebine iz zadnje vdolbinice pa zavrzemo. V vdolbinice
od 2 do 9 dodamo Se 25 pL kulture leptospir. Razred¢ine seruma v posamezni vdolbinici
mikrotitrirne plos¢ice so: kontrola, 1 : 100, 1 :2 00, 1 : 400, 1 : 800, 1 : 1600, 1 : 3200, 1 :
6400 in 1 : 12800. Inkubiramo 45 min. do ene ure pri 37 °C, nato pa reakcijo od¢itamo v

temnem polju pri 160-kratni povecavi.

3.2.1.5 Vrednotenje testa

ey

eyee

navzkriznosti. Zabelezimo tudi delne aglutinacije pri tistih titrih in serovarih, pri katerih

smo jih opazili.
3.2.1.6 Ponovitev testa

Ponovitev testa izvedemo enako, kot je opisano v postopku testa mikroaglutinacije.

Vrednotimo ga tako, kot je opisano pod oznako Vrednotenje testa. Ponovitev smo izvedli
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pri vzorcih, kjer so se rezultati testiranja z mikroaglutinacijskim in testom Leptocheck

prevec razlikovali. Naredili smo najvec¢ dve ponovitvi.

3.2.2 Leptocheck test

3.2.2.1 Potek testa

Komponente testa pred uporabo izpostavimo sobni temperaturi. Ko embalazo testa
odpremo, ga moramo takoj uporabiti, saj kasneje ni ve¢ uporaben. S polavtomatsko pipeto
ali prilozeno mikrobiolosko zanko prenesemo 10 pL vzorca v okence, oznaceno s ¢rko A.
V okence, oznaceno z B, dodamo 5 kapljic pufra in inkubiramo 15 min. na sobni

temperaturi. Nato iz testnega okenca T odc¢itamo rezultat.

3.2.2.2 Vrednotenje testa

V primeru negativnega rezultata se v kontrolnem okencu C pojavi rdeca Crtica, testno
okence pa je prazno. Kadar je rezultat pozitiven, vidimo rdeco ¢rtico tudi v testnem okencu
T. Ce je értica v testnem okencu zelo slabo vidna, rezultat ozna¢imo kot mejni +/-. V
primeru, da se Crtica ne pojavi v nobenem od okenc (niti v C, niti v T), je test neveljaven.

Vzorec moramo ponovno testirati.



27

Podgorsek D. Vrednotenje testa Leptocheck za dokaz specifi¢nih protiteles proti leptospiram.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Enota medodd. stud. mikrobiologije, 2010

4 REZULTATI

4.1 MIKROAGLUTINACIJSKI TEST

Z mikroaglutinacijskim testom je bilo pozitivnih 157/340 (46,2 %) vzorcev. Od tega je bilo
75/157 (47,8 %) vzorcev pozitivnih na en serovar leptospir, 82/157 (52,2 %) pa je bilo
hkrati pozitivnih na ve€ razlicnih serovarov lepotspir, kot je prikazano v preglednici 1.
Seroloska pozitivnost se najveckrat pojavi na serovare 3 — Sejroe (59-krat), 7 — Patoc (41-
krat) in 8 — Australis (57-krat), medtem ko je na serovar 4 — Pomona pozitivnih le 12

VZOrcev.

Preglednica 1: Rezultati testiranja z mikroaglutinacijskim testom

Mikroaglutinacijski test Stevilo vzorcev
Pozitiven Na en serovar 75 (22,1 %)
Na ve¢ serovarov 82 (24,1 %) 157 (46,2 %)
Negativen 183 (53,8 %)
Skupaj 340 (100 %)

Serovar, ki je povzro€il okuzbo, smo opredelili pri 137/157 (87,3 %) vzorcih, pri ostalih
20/157 (12,7 %) pa nam to ni uspelo, saj smo doloc¢ili enako visoke titre na ve¢ serovarov.
Najvi§ji titer, 1 : 102400, se je pojavil pri serovarih 2 — Canicola in 6 —
Icterohaemorrhagiae. Z visokim titrom, ve¢ kot 1 : 12800, se pojavljajo tudi serovari 2 —

Canicola, 3 — Sejroe in 7 — Patoc.

Vzorce, ki so se po rezultatih obeh testiranj (mikroaglutinacijski in Leptocheck test) prevec
razlikovali, smo ponovno testirali z mikroaglutinacijskim testom. Ponovno smo testirali
54/157 (34,4 %) prvotno pozitivnih in 36/183 (19,8 %) prvotno negativnih vzorcev, kot
kaze preglednica 2. Pri prvotno pozitivnih vzorcih smo za ponovno testiranje uporabili
serovare 9—11 in 14-15, vzorce, ki pa so bili pri prvem testiranju negativni, Smo ponovno

testirali s serovari 1-11 in 14-15.

Pri ponovni izvedbi mikroaglutinacijskega testa smo ugotovili, da je 14/54 (25,9 %)
prvotno pozitivnih ponovno testiranih vzorcev pozitivnih tudi na serovare 9—11 in 14-15.

Ostali ponovno testirani prvotno pozitivni vzorci so bili negativni ali pa smo zaznali delno
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aglutinacijo. Enega od vzorcev je zmanjkalo, zato ponovnega testiranja nismo opravili. Pri
ponovnem testiranju 36/183 (19,7 %) prvotno negativnih vzorcev pa smo odkrili vzorec, ki
je bil pri drugem testiranju pozitiven. Testiranje smo zato Se enkrat ponovili in rezultat je
bil vnovi¢ pozitiven. Ostali prvotno negativni vzorci so bili pri ponovnem testiranju
negativni ali pa je bila prisotna delna aglutinacija (tudi tu smo testiranje Se enkrat

ponovili).

Preglednica 2: Prikaz rezultatov ponovnega testiranja z mikroaglutinacijskim testom

Rezultat prvega testiranja Stevilo ponovno testiranih vzorcev Rezultat drugega testiranja
Pozitivni 157 (46,2 %) s serovari 9-11 in 14-15 Pozitivni 14 (4,1 %)

54 (15,9 %) Negativni 40 (11,8 %)
Negativni 183 (53,8 %) s serovari 1-11 in 14-15 Pozitivni 1 (0,3 %)

36 (10,6 %) Negativni 35 (10,3 %)
Skupaj | 340 (100 %) 90 (26,5 %)

Pri vecini pozitivnih vzorcev smo ugotovili delne aglutinacije v razred¢inah 1 : 50, ki so se
pojavile tudi pri manjSem Stevilu negativnih vzorcev. Delna aglutinacija je bila prisotna pri
111 (32,6 %) pozitivnih in 24 (7,1 %) negativnih vzorcih. Porazdelitev vzorcev z delno
aglutinacijo je prikazana v preglednici 3.

Preglednica 3: Rezultati testiranja bolnikov s sumom na leptospirozo z mikroaglutinacijskim testom
glede na delno aglutinacijo

MIKROAGLUTINACIJSKI TEST STEVILO VZORCEV

Pozitivni Ni delne aglutinacije 46 (13,5 %) 157 (46,2 %)
Delna aglutinacija 111 (32,6 %)

Negativni Ni delne aglutinacije 159 (46,8 %) 183 (53,8 %)
Delna aglutinacija 24 (7,1 %)

Skupaj 340 (100 %)
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Delna aglutinacija na en testiran serovar se je pojavila pri 24 vzorcih, na dva testirana
serovara pri 59, na tri testirane serovare pri 33 vzorcih, pri 16 vzorcih pa je bila vidna
delna aglutinacija na S§tiri testirane serovare in pri 1 vzorcu na pet testiranih serovarov.
Rezultati so prikazani loCeno za pozitivne in negativne vzorce v preglednici 4.

Preglednica 4: Rezultati testiranja vzorcev seruma bolnikov z mikroaglutinacijskim testom glede na
Stevilo serovarov pri delni aglutinaciji

Rezultat prvega testiranja Stevilo serovarov pri delni
Stevilo vzorcev z delno aglutinacijo (titer 50)
MAT aglutinaciji
Reakcija na 1 serovar 14
Reakcija na 2 serovara 49
Reakcija na 3 serovare 30
Reakcija na 4 serovare 15
Reakcija na 5 serovarov I
pozitiven
Reakcija na 6 serovarov 0
Reakcija na 7 serovarov 0
Reakcija na 8 serovarov 0
Reakcija na T serovar 10
Reakcija na 2 serovara 10
Reakcija na 3 serovare 3
Reakcija na 4 serovare 1
Reakcija na 5 serovarov 0
. Reakcija na 6 serovarov 0
negativen
Reakcija na 7 serovarov 0
Reakcija na § serovarov 0

Delno aglutinacijo pri titru 50 smo najveckrat ugotovili na serovare 2 — Canicola (73-krat),
7 — Patoc (65-krat) in 6 — Icterohaemorrhagiae (33-krat) pri pozitivnih vzorcih ter na
serovara 6 — Icterohaemorrhagiae (16-krat) in 7 — Patoc (16-krat) pri negativnih vzorcih.

Rezultati so prikazani v preglednici 5.
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Pri enem od negativnih vzorcev smo pri prvem testiranju opazili delno aglutinacijo pri titru

100 na serovar 8§ — australis, kot je razvidno iz priloge A.

Preglednica S5: Rezultati testiranja vzorcev seruma bolnikov z mikroaglutinacijskim testom glede na
pogostost pojavljanja serovarov, pri katerih je bila delna aglutinacija ugotovljena

Rezultat prvega testiranja
Oznaka serovara Pogostost pojavljanja
MAT

I- Grippotyphosa T4-krat
2 — Canicola 73-krat
3 — Sejroe 25-krat
4 —Pomona T6-krat
5 — Cynopteri 25-krat
pozitiven 6 — Icterohaemorrhagiae 33-krat
7 — Semaranga 65-krat
8 — Australis T5-krat

T — Grippotyphosa 3-krat

2 — Canicola 4-krat

3 — Sejroe 3-krat

4 —Pomona T-krat

negativen 5 — Cynopteri T-krat
6 — Icterohaecmorrhagiae T6-krat
7 — Semaranga T6-krat

8 —Australis T-krat

Tudi pri ponovnem testiranju vzorcev, kjer smo prvotno testirane pozitivne vzorce testirali
na serovare 9—11 in 14-15 ter prvotno negativne vzorce na serovare od 1-11 ter 14-15,
smo opazili reakcijo delne aglutinacije. Pri 17 vzorcih se je delna aglutinacija pojavila tudi
na vec¢ razlicnih serovarov. Rezultate prikazuje preglednica 6, loceno glede na rezultate

prvega in drugega testiranja.
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Preglednica 6: Rezultati ponovnega testiranja vzorcev seruma bolnikov z mikroaglutinacijskim testom
glede na $tevilo serovarov pri delni aglutinaciji

Rezultat prvega in drugega Stevilo vzorcev z delno aglutinacijo
Stevilo serovarov pri delni aglutinaciji
testiranja MAT (titer 50)
Reakcija na 1 serovar 16
Reakcija na 2 serovara 5
1. pozitiven
Reakcija na 3 serovare 0
Reakcija na 4 serovarov I
2. pozitiven
Reakcija na 5 serovarov 1
Reakcija na T serovar 5
Reakcija na 2 serovara 3
Reakcija na 3 serovare 3
Reakcija na 4 serovare 2
1. negativen
Reakcija na 5 serovarov 0
Reakcija na 6 serovarov 0
2. negativen
Reakcija na 7 serovarov I
Reakcija na 8 serovarov 0
Reakceija na 9 serovarov 0
Reakcija na 10 serovarov 0
Reakcija na 1T serovarov 0
Reakcija na 12 serovarov 0
Reakcija na 13 serovarov 0
1. negativen
reakcija na 3 serovare 1
2. pozitiven

Delno aglutinacijo smo najveckrat ugotovili na serovare 9 — Autumnalis, 10 — Pyrogenes in
14 — Panama pri pozitivnih vzorcih in na serovare 9 — Autumnalis, 4 — Pomona in 8 —

Australis pri negativnih vzorcih, kot je prikazano v preglednici 7.
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Preglednica 7: Rezultati ponovnega testiranja vzorcev seruma bolnikov z mikroaglutinacijskim testom
glede na pogostost pojavljanja serovarov, pri katerih smo ugotovili delno aglutinacijo

Rezultat prvega in drugega testiranja MAT Oznaka serovara Pogostost pojavljanja
9 — Autumnalis 12-krat
10 — Pyrogenes 8-krat
1. iti
pozitiven 1T — Bataviae 3-krat
14 — Panama 7-krat
2. pozitiven
15 — Javanica 5-krat
T — Grippotyphosa 3-krat
2 — Canicola 3-krat
3 — Sejroe T-krat
4 —Pomona 6-krat
1. negativen
5 — Cynopteri 1-krat
6 — Icterohaemorrhagiae 3-krat
2. negativen
7 — Semaranga 2-krat
8 — Australis 5-krat
9 — Autumnalis 8-krat
10 — Pyrogenes 2-krat
11 — Bataviae 0-krat
14 — Panama T-krat
15 — Javanica 0-krat
1. negativen 1 — Grippotyphosa 1-krat
2 — Canicola 1-krat
2. pozitiven
4 — Pomona 1-krat

Pri ponovnem testiranju vzorcev, ki so bili po prvem testiranju negativni, smo pri dveh
vzorcih opazili delno aglutinacijo tudi pri titru 100. Delna aglutinacija se je pojavila na dva
testirana serovara, in sicer: serovar 5 — Cynopteri ter serovar 8 — Australis, kot je razvidno

iz priloge A.
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4.2 LEPTOCHECK TEST

S testom Leptocheck smo vsak vzorec testirali najmanj dvakrat. Protitelesa IgM smo
dokazali v 117/340 (34,4 %) vzorcih, 12/340 (3,5 %) vzorcev pa je imelo mejni rezultat,
kar smo oznacili kot +/-. Pri 15/340 (3,5 %) vzorcih so bili rezultati ponovitev tako
razlicni, da koncne ocene rezultata testa nismo mogli podati. Rezultate prikazuje

preglednica 8.

Preglednica 8: Rezultati testiranja vzorcev seruma bolnikov, dobljeni z Leptocheck testom

Leptocheck test Protitelesa IgM
Pozitiven 117 (34,4 %)
Mejni 10 (3,5 %)
Negativen 198 (58,2 %)

Ni mogoce oceniti 15 (4,4 %)
Skupaj 340 (100 %)

Vseh 15 vzorcev, pri katerih kon¢nega rezultata nismo mogli oceniti, smo izkljucili iz
nadaljnje primerjave. Vsak od vzorcev je bil s testom Leptocheck testiran veckrat, vendar
so se rezultati testiranj, ki so prikazani v preglednici 9, tako razlikovali, da se ni bilo
mogoce odlociti, ali je kon¢ni rezultat testiranja doloCenega vzorca pozitiven ali negativen

ali mejni, zato smo ga oznacili kot »rezultata ni mogoce oceniti«.
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Preglednica 9: Rezultati testiranja vzorcev seruma bolnikov, katerih koncnega rezultata ni mogoce

oceniti
Zaporedna $tevilka vzorca Stevilka in leto vzorca Rezultat testiranja z Leptocheck testom
84 459/05 -t -t -
91 3882/05 - -+, -, -
95 9791/05 ¥, - - -
117 4708/06 - -+, -, -
125 12610/06 - -+t
126 1590/07 D O
137 9694/07 - -+, -
148 6939/08 -+, H- -
152 8109/08 -+, +
194 3491/08 oy ey -y -
207 4087/08 +, -, +, -, -
243 6262/08 +y =y /-, -,
258 7196/08 +, -, /-, -, +/-
263 7608/08 +, -, -, +, +-
323 12627/08 +, -, /-, -

4.3 PRIMERJAVA OBEH SEROLOSKIH TESTOV — MIKROAGLUTINACISIKEGA

IN LEPTOCHECK TESTA

Pri testiranju z mikroaglutinacijskim testom je bilo 157/340 (46,2 %) vzorcev pozitivnih,

medtem ko je testiranje s testom Leptocheck dalo 117/340 (34,4 %) pozitivnih rezultatov.

S testom Leptocheck nismo mogli oceniti kon¢nega rezultata pri 9 (2,7 %) vzorcih, ki so

bili z mikroaglutinacijskim testom pozitivni, 7 (2,1 %) vzorcev pa je imelo mejni rezultat

(+/-). Enak rezultat (+ ali -) smo dobili pri 98/340 pozitivnih in 155/340 negativnih

vzorcih, skupaj 253/340 (74,4 %), kar predstavlja delez ujemanja obeh testov. Primerjavo

rezultatov prikazuje preglednica 10.
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Preglednica 10: Primerjava rezultatov, dobljenih z mikroaglutinacijskim (MAT) in Leptocheck testom

Leptocheck test
Mikroaglutinacijski test Skupaj
Pozitiven Negativen Mejni Ni mogoce oceniti
Pozitiven 98 (28,8 %) 43 (12,7 %) 72,1 %) 9 (2,7 %) 157 (46,2 %)
Negativen 19 (5,6 %) 155 (45,6 %) 3 (0,9 %) 6 (1,8 %) 183 (53,8 %)
Skupaj 117 (34,4 %) 198 (58,2 %) 10 (2,9 %) 15 (4,4 %) 340 (100%)

Delno aglutinacijo pri testu mikroaglutinacije smo zaznali pri 111 (32,7 %) pozitivnih in
24 (7,1 %) negativnih vzorcih. Od 111 pozitivnih vzorcev z delno aglutinacijo jih je bilo
69 (20,3 %) pozitivnih s testom Leptocheck (preglednica 3). Med 24, z
mikroaglutinacijskim testom negativnimi vzorci z delno aglutinacijo, jih je bilo s testom

Leptocheck pozitivnih 7 (2,1 %). Rezultate prikazuje preglednica 11.

Preglednica 11: Primerjava rezultatov mikroaglutinacijskega in Leptocheck testa glede na delno
aglutinacijo

Mikroaglutinacijski test Leptocheck test
Pozitivni Negativni Mejni Ni rezultata Skupaj

Pozitivni delna aglutinacija 69 (20,3 %) 35 (10,3 %) 2(0,6%) | 5(1,5%) 111 (32,7 %) 157

ni delne aglutinacije | 29 (8,5 %) 8 (2,4 %) 5(1,5%) | 4(1,2%) 46 (13,5 %) (46,2 %)
Negativni delna aglutinacija 72,1 %) 15 (4,4 %) 1(0,3%) | 1(0,3%) 24 (7,1 %) 183

ni delne aglutinacije | 12 (3,5 %) 140 (412%) | 2(0,6%) | 5(1,5%) 159 (46,8 %) (53,8 %)

10
Skupaj 117 (34,4 %) | 198 (58,2 %) (2.9%) | 15 (4,4 %) 340 (100 %)

Kadar so se rezultati obeh testov razlikovali oziroma ko smo dobili kombinacije pozitiven—
negativen ali mejni ali rezultata ni mogoce dolociti, smo vzorce ponovno testirali z
mikroaglutinacijskim testom. Ponovno smo testirali tudi nekatere vzorce z razlicnimi
rezultati ponovitev testa Leptocheck. Vsi rezultati ponovitev razen enega so se ujemali s
prvotnimi rezultati. Eden izmed prvotno negativnih vzorcev z delno aglutinacijo pri titru
100 na serovar 8 — Australis je bil pri ponovnem testiranju pozitiven. Testiranje z
mikroaglutinacijskim testom smo ponovili Se enkrat, vendar je bil rezultat ponovno

pozitiven.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

V diplomski nalogi smo primerjali rezultate seroloskih testiranj mikroaglutinacijskega testa
ter testa Leptocheck. Referencni mikroaglutinacijski test je visoko specificen tako za sveze
infekcije kot tudi za Ze prebolele okuzbe (Radsel - Medvescek, 2002). Uvrs¢amo ga med
za serovar specificne teste. Z njim lahko dolo¢imo serovar, ki je povzrocil okuzbo, ter
visino titra protiteles (Palmer, 1988). Okuzbo lahko povzrocijo antigensko razli¢ni serovari
vrste L. interrogans sensu lato zato za samo izvedbo testa uporabljamo razli¢no Stevilo
serovarov leptospir, odvisno od epidemioloske slike doloCenega geografskega podrocja
(Bedernjak, 1993). Slaba lastnost testa je zelo zahtevna, dolgotrajna in nevarna izvedba, za
katero potrebujemo primerno usposobljeno osebje (Winslow, 1997). Zato smo v nalogi
zeleli ugotoviti, ali lahko s hitrim, cenovno ugodnim in predvsem za uporabo preprostim
testom Lepotcheck zanesljivo dokazemo okuzbo pri bolnikih s klinicnim sumom na
leptospirozo. Njegova prednost v primerjavi z mikroaglutinacijskim testom je v hitri in
enostavni izvedbi, saj na ustrezni okenci na testni napravi nakapljamo ustrezno koli¢ino
pufra in vzorca ter po 15 minutah inkubacije od¢itamo rezultat. Slaba stran testa je, da z
njim ne moremo dolociti serovara, ki je povzrocil okuzbo, niti ne moremo dolociti visine
titra protiteles. Problemi se pojavijo tudi pri od¢itavanju rezultatov, posebej kadar je Crtica
v testnem okencu slabo vidna in se odlo¢amo med pozitivnim in mejnim rezultatom

oziroma med mejnim in negativnim rezultatom.

Z namenom, da bi potrdili oziroma ovrgli nase delovne hipoteze, smo z obema testoma
testirali 340 vzorcev seruma 255 bolnikov s sumom na leptospirozo. Sum na leptospirozo
je bil postavljen pri bolnikih z akutno prizadetostjo jeter in ledvic, kar je znacilno tako za
leptospirozo kot tudi za okuZbe z drugimi mikroorganizmi. Vsak vzorec smo testirali vsaj
enkrat z mikroaglutinacijskim testom in vsaj dvakrat s testom Leptocheck. Vecino vzorcev
smo s testom Leptocheck testirali veckrat, nekatere tudi petkrat, da bi ugotovili, kakSna je
ponovljivost testa. V primeru, da so se rezultati ponovitev testiranj posameznega vzorca

prevec razlikovali med seboj, smo ponovili tudi mikroaglutinacijski test.
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Pri testiranju z mikroaglutinacijskim testom smo protitelesa proti leptospirinim antigenom
dokazali v 157 primerih, v 183 primerih pa je bil rezultat negativen (preglednica 1). Vzrok
za velik delez negativnih vzorcev je verjetno v tem, da Se ni prislo do tvorbe protiteles, ki
navadno nastanejo 7—10 dni po okuzbi; mozno je tudi, da bolniki sploh niso okuZeni z
leptospirami, ampak z drugimi mikroorganizmi in je potrebno vzrok za zdravstvene teZave
iskati s SirSo paleto testov. Obstaja tudi moznost, da je bolnik okuzen s serovarom
leptospire, ki ga nismo vkljucili v testiranje, in je to vzrok za negativen rezultat. Do takSne
okuzbe lahko pride, ¢e bolnik potuje v druga endemicna podrocja, za katera so znacilni

drugi serovari.

Pozitivni rezultat z mikroaglutinacijskim testom smo najveckrat ugotovili pri serovarih 3 —
Sejroe, 8 — Australis, 7 — Semaranga in 6 — Icterohaemorrhagiae. V Pomurju, kjer je
leptospiroza endemska bolezen, okuzbo najpogosteje povzrocajo serovari Grippotyphosa,
pozitivni titer, 1 : 102400, ki smo ga opazili pri vzorcu 71 (priloga A), se je pojavil pri
serovarih Canicola in Icterohaemorrhagiae. Tudi test Leptocheck je pokazal pozitiven
rezultat. Pri petih vorcih pa smo opazili visok titer, >1 : 12800, pri serovarih Canicola,
Sejroe in Semaranga. Pri testiranju s testom Leptocheck sta bila dva izmed petih vzorcev

pozitivna, pri ostalih treh je bil rezultat negativen.

Priblizno polovica pozitivnih vzorcev, 82/157 (24,1 %), je bila hkrati pozitivna na vec
razlicnih serovarov leptospir (preglednica 1). Do tega pride zaradi navzkriznih reakcij

protiteles s podobnimi antigeni. Kadar se pojavijo visoki titri (>100) na ve¢ razli¢nih

ey e

ey

mikroaglutinacijskem testu sovpada s serovarom, ki smo ga izolirali pri bolniku. Ta
postopek je zahteven za izvedbo, zato povzrocitelja okuzbe opredelimo glede na serovar, ki

smo ga dolocili z mikroaglutinacijskim testom.

V 20 primerih serovara, ki je povzrocCil okuzbo, nismo uspeli opredeliti, saj je bil titer
protiteles enak pri razliénih serovarih. Ce bi v tem primeru Zeleli dologiti serovar, ki je

povzrocil okuzbo, bi bilo potrebno vzorce veckrat ponovno testirati v razli¢nih ¢asovnih
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presledkih, saj imunski sistem s ¢asom dozoreva. Po okuzbi se v bolnikovem serumu
najprej pojavijo protitelesa IgM, nato pa Se protitelesa IgG, ki najvisjo raven dosezejo po
treh do Stirih tednih in se v serumu ohranijo zelo dolgo, lahko tudi vse zivljenje (AvSi¢ -
Zupanc, 1998). Z dozorevanjem in odzivanjem imunskega sistema na leptospirin antigen bi
se s¢asoma (po veC testiranjih) pokazal serovar, ki je okuzbo dejansko povzrocil,

navzkrizne reakcije pa bi zbledele.

Pri 111 (32,6 %) pozitivnih in 24 (7,1 %) negativnih vzorcih je prislo do pojava delne
aglutinacije (preglednica 3). Pri pozitivnih vzorcih se je reakcija delne aglutinacije
najveckrat pojavila na serovare Canicola, Semaranga in Icterohaemorrhagiae, pri
negativnih pa na serovara Icterohaemorrhagiae ter Semaranga (preglednica 5). Tako pri
pozitivnih kot tudi pri negativnih vzorcih smo opazili delno aglutinacijo na ve¢ serovarov

hkrati.

Eden izmed negativnih vzorcev, vzorec Stevilka 284 (priloga A), je imel pri prvem
testiranju z mikroaglutinacijskim testom delno aglutinacijo pri titru 100, in sicer na serovar
Australis. Pri omenjenem vzorcu je bila vidna tudi delna aglutinacija pri titru 50 na serovar
Semaranga (priloga A). Isti vzorec smo ¢ez teden dni ponovno testirali in dobili pozitiven
rezultat 1 : 200 na serovar Australis ter delne aglutinacije pri titru 50 na serovare
Grippotyphosa, Canicola in Pomona (priloga A). Zaradi razlike med prvim in drugim
testiranjem smo vzorec isti dan testirali Se tretji¢. Rezultat je bil enak rezultatu drugega
testiranja, torej pozitiven na serovar Australis. Vzorec smo testirali tudi s testom
Leptocheck. Testiranje smo ponovili 4-krat in dobili 1 pozitiven ter 3 negativne rezultate in
kon¢ni rezultat ocenili kot negativen. Lahko da je do razlike med prvim in ponovnima
testiranjema prislo zaradi slabe ali prestare kulture leptospir, ki je bila uporabljena pri prvi
izvedbi mikroaglutinacijskega testa, zato leptospire niso bile dobro gibljive ali pa so se
zdruZevale v skupke in so bile neenakomerno porazdeljene po kulturi, zaradi Cesar je bila
namesto popolne aglutinacije vidna le delna aglutinacija. MozZno je tudi, da so bila
neenakomerno porazdeljena protitelesa v testiranem vzorcu in je to vzrok, da je bila pri

prvem testiranju vidna samo delna aglutinacija.

Delne aglutinacije nastanejo zaradi navzkrizne reaktivnosti protiteles, nespecificne vezave

serumskih protiteles proti drugim antigenom s serovari leptospir ter kot posledica
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avtoimunskih bolezni. O navzkrizni reaktivnosti govorimo, kadar antigeni vezejo
protitelesa, ki so nastala kot odgovor na drug antigen, ki ima podobne ali delno enake

antigenske determinante.

Cilj nase naloge je bil, da primerjamo rezultate obeh seroloskih testov med seboj. Zato smo
vse vzorce testirali Se s testom Leptocheck. Rezultati testa Leptocheck, ki za razliko od
mikroaglutinacijskega testa, ki dokazuje skupna protitelesa IgM in IgG, dokazuje le

protitelesa IgM, so prikazani v preglednici 8.

Testiranje s testom Leptocheck je dalo 117 (34,3 %) pozitivnih, 198 (58,2 %) negativnih in
12 (3,5 %) mejnih rezultatov (preglednica 8). Pri 15 (4,4 %) vzorcih koncnega rezultata
zaradi razli¢nih rezultatov testiranj nismo uspeli dolociti (preglednica 8). Izvajanje testa
Leptocheck je precej enostavno in hitro, le v posameznih primerih smo imeli nekaj tezav z
oceno konénega rezultata, saj je bila testna Crtica zelo slabo vidna ali pa so bili rezultati

ponovitev tako razlicni, da kon¢nega rezultata nismo mogli podati.

V primeru, da se je Crtica komaj videla oziroma se je videla le pri doloceni svetlobi in pod
dolocenim kotom, smo rezultat oznacili kot mejni (+/-). Vzorce s takSnim rezultatom
prvega testiranja smo nato Se veckrat ponovno testirali in na podlagi rezultatov ponovnih
testiranj skusSali oceniti kon¢ni rezultat. Pri 12 vzorcih pa so tudi ponovna testiranja
pokazala mejni rezultat, zato smo pri teh vzorcih tudi konc¢ni rezultat oznacili kot mejni in
ponovno izvedli Se testiranje z mikroaglutinacijskim testom. Slaba vidljivost testne Crtice
je verjetno posledica nizke koncentracije protiteles IgM v preiskovanih serumih. Vzorci so
bili veckrat zamrznjeni in odmrznjeni, kar bi lahko povzrocCilo razpad protiteles in
predstavljalo vzrok za nizko koncentracijo protiteles v serumu ter posledi¢no tudi vzrok za
slabo vidljivost testne Crtice. Eden izmed vzrokov za nizko koncentracijo protiteles v
serumu je lahko tudi vzorec, vzet v asu nastajanja protiteles, ko jih v serumu Se ni veliko,
ali pa vzorec, vzet precej ¢asa po okuzbi, ko njihova raven spet pade. Sibka &rtica lahko

nastane tudi kot posledica navzkriznih protiteles.

Konc¢nega rezultata nismo mogli podati pri 15 (4,4 %) vzorcih (preglednica 8 in 9). Kot
primer lahko vzamemo vzorec Stevilka 207 (preglednica 9), kjer smo po petih testiranjih
dobili naslednje rezultate: +, -, +, - in +/-. Pri testiranju z mikroaglutinacijskim testom je

bil vzorec negativen brez delne aglutinacije. Zaradi tako razli¢nih rezultatov testa
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Leptocheck smo vzorec dvakrat ponovno testirali z mikroaglutinacijskim testom in v obeh
primerih je bil rezultat enak rezultatu prvega testiranja. Morda je do tako neenotnih

rezultatov prislo zaradi neenakomerne porazdelitve protiteles po vzorcu.

Izvedba mikroaglutinacijskega testa je precej draga, zapletena, dolgotrajna, dokaj
subjektivna, zahteva stalno zalogo leptospir, povzro¢i lahko okuzbe laboratorijskih
delavcev, pri prevelikem Stevilu klini¢nih vzorcev pa sta vprasljiva tudi sama izvedba in
natancnost testa. Zaradi nastetih razlogov so nastale Stevilne Studije oziroma primerjave
razli¢nih seroloskih testov s testom mikroaglutinacije. V eni izmed S$tudij so ugotovili, da
imata encimskoimunski in leptotek dri dot test Stevilne prednosti pred referen¢nim
mikroaglutinacijskim testom. Lazje ju je izvajati, za izvedbo ne potrebujemo drage
laboratorijske opreme in tako izkuSenih strokovnjakov, rezultat dobimo mnogo prej kot pri
mikroaglutinacijskem testu, kar je izrednega pomena v diagnostiki leptospiroze in
pomembno vpliva na zaletek zdravljenja (Smits in sod. 2000). Tudi Winslow in sod.
(1997) so v svoji Studiji ugotovili, da je encimskoimunski test primeren presejalni test, ki
naj bi se uporabljal v diagnosti¢cne namene za diagnostiko akutne leptospiroze z naknadno

potrditvijo pozitivnega rezultata z mikroaglutinacijskim testom.

V nasi nalogi smo primerjali mikroaglutinacijski test in test Leptocheck. Ugotovili smo, da
z mikroaglutinacijskim testom dolo¢imo nekoliko ve¢ okuzb z leptospirami, kar smo tudi
pricakovali, saj mikroaglutinacijski test dokazuje tako protitelesa IgM kot tudi IgG, test
Leptocheck pa samo protitelesa [gM.

Protitelesa proti leptospirinim antigenom smo z mikroaglutinacijskim testom dokazali v
157 vzorcih (preglednica 1), z Leptocheck testom pa v 117 vzorcih (preglednica 8). Od 157
vzorcev, ki so bili pozitivni z mikroaglutinacijskim testom jih je bilo s testom Leptocheck
pozitivnih 98 (preglednica 10). Do tak$ne razlike je verjetno prislo zaradi ze zgoraj
omenjenega dejstva, da z Leptocheckom dolo¢amo le protitelesa IgM, medtem ko
mikroaglutinacijski test doloca poleg protiteles IgM tudi protitelesa IgG in tako zajame vec
pozitivnih bolnikov. Vzorci, ki smo jih uporabili pri testiranju, so bili veckrat zamrznjeni
in odmrznjeni, kar je verjetno povzroc€ilo razgradnjo nekaterih protiteles in tako zmanjSalo
njihovo koncentracijo. Nizja koncentracija protiteles [gM tako privede do manjSega Stevila

s testom Leptocheck pozitivnih vzorcev, Stevilo vzorcev, pozitivnih z mikroaglutinacijskim
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testom, pa je veCje. Mozno je tudi, da so bili vzorci za testiranje vzeti toliko ¢asa po
okuzbi, da so protitelesa IgM Ze izginila, protitelesa IgG pa so Se bila prisotna in tako je bil

pozitiven le mikroaglutinacijski test, test Leptocheck pa negativen.

V 19 primerih so bili vzorci pozitivni s testom Leptocheck ter negativni z
mikroaglutinacijskim testom (preglednica 10). Zaradi razlike v rezultatu med obema
testoma smo testiranje z mikroaglutinacijskim testom ponovili, vendar je bil rezultat tudi
po ponovnem testiranju negativen. Do razlike v rezultatu je verjetno prislo zaradi pojava
navzkrizne reaktivnosti, kjer protitelesa proti drugem antigenu reagirajo z leptospirinim
antigenom, vezanim na membrano Vv testu, in povzro¢ajo lazno pozitiven rezultat. Mozno
je tudi, da je bil mikroaglutinacijski test negativen, bolniki pa so bili okuzeni z serovarom,
ki v testiranje z mikroaglutinacijskim testom ni bil vkljucen, saj smo za testiranje uporabili
le 14 za Slovenijo znacilnih serovarov. Epidemioloskih podatkov o moZni okuzbi bolnikov

na katerem izmed drugih kontinentov nismo imeli.

V nalogi nas je =zanimalo, ¢e lahko wuporabimo test Leptocheck namesto
mikroaglutinacijskega testa v dnevni laboratorijski diagnostiki. V tem primeru ne bi zajeli
tistih vzorcev oz. bolnikov, ki so bili z mikroaglutinacijskim testom pozitivni, z
Leptocheck pa negativni. Tako bi dobili 43 (12,7 %) laZzno negativnih rezultatov
(preglednica 10). Napacen oz. lazno pozitiven rezultat bi dobili tudi pri 19 (5,6 %) vzorcih,
ki so bili z mikroaglutinacijskim testom negativni, test Leptocheck pa je pokazal pozitiven
rezultat (preglednica 10). Tezave pri diagnostiki pa bi nam predstavljali vzorci, pri katerih
koncnega rezultata ni mozno oceniti, saj pri teh vzorcih ni mozno ugotoviti, ali je bolnik
okuzen z leptospirami ali ne, ter vzorci, ki imajo mejni rezultat. Na podlagi teh ugotovitev
lahko recemo, da bi se test Leptocheck lahko uporabljal kot presejalni test za nujno
laboratorijsko diagnostiko, vendar referencnega mikroaglutinacijskega testa v dnevni
laboratorijski diagnostiki leptospiroze ne more nadomestiti, saj bi bilo potrebno rezultate
potrditi z mikroaglutinacijskim testom. Uporaba testa Leptocheck pa je zelo koristna v
primeru, ko je potrebna zelo hitra diagnostika, ali pa v primeru, ko nimamo na voljo

osebja, usposobljenega za izvedbo mikroaglutinacijskega testa.
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5.2 SKLEPI

e 7 obema seroloskima testoma, mikroaglutinacijskim in testom Leptocheck, smo
ugotovili in potrdili nastanek specificnih protiteles proti leptospirinim antigenom pri

bolnikih s sumom na leptospirozo.
e Rezultati obeh testov so se ujemali v 74,4 %.

e Test Leptocheck je v primerjavi z mikroaglutinacijskim testom hitrejsi, bolj varen in

manj zahteven za uporabo.

e Test Leptocheck lahko uporabimo kot presejalni test za nujno diagnostiko, vendar je

potrebno rezultate kasneje potrditi Se z mikroaglutinacijskim testom.

e Razliko v rezultatih mikroaglutinacijskega testa in testa Leptocheck je potrebno naprej

spremljati.
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6 POVZETEK

Leptospiroza je najbolj razSirjena zoonoza na svetu, ki je v Sloveniji endemicna v
murskosoboski regiji. Povzro¢ajo jo razli¢ni serovari vrste Leptospira interrogans sensu
lato. Najpomembne;jsi prenasalci in rezervoar leptospiroze so glodavci, okuzijo se lahko
tudi Stevilne divje in domace zivali, ¢lovek pa je le nakljucni gostitelj. Klinicna slika je
zelo pestra in variira od subklini¢ne vrocinske bolezni do hudih oblik z zlatenico, akutno

ledvi¢no odpovedjo in krvavitvami s smrtnim izidom.

Humano leptospirozo lahko dokaZzemo z izolacijo bakterije L. inerrogans sensu lato iz
telesnih tekocCin, z dokazom zviSanja titra protiteles v serumu ali z dokazom molekule
DNK leptospir. Pri diagnostiki leptospiroze velikokrat pomaga epidemioloska anamneza:
poznavanje razsirjenosti leptospir in moznosti izpostavitve bolnika okuzbi (Ruzi¢ - Sablji¢,
2002). V prvi fazi okuzbe, ko so leptospire v bolnikovi krvi in likvorju, jih lahko
dokazemo neposredno z osamitvijo ali dokazom molekule DNK leptospir. V drugi fazi
okuzbe zacne bolnik izdelovati specificna protitelesa, ki jih dokazujemo s seroloskimi testi.
Za dokazovanje celokupnih specificnih protiteles proti leptospiram se v klini¢ni diagnostiki
uporablja referenc¢ni mikroaglutinacijski test, na voljo so tudi encimskoimunski test ter vec

razlicic hitrih testov (Leptocehck, Leptotek ...).

V okviru tega diplomskega dela smo zeleli ovrednotiti test Leptocheck, s katerim
dokazujemo le protitelesa IgM, ki so prva, ki nastanejo po okuzbi, ter ga primerjati z
referencnim mikroaglutinacijskim testom, ki dokazuje celokupna protitelesa proti
leptospiram. Zanimalo nas je tudi, ali lahko s testom Leptocheck okuzbo z leptospirami

zanesljivo dokazemo.

V raziskavo smo vkljucili 340 vzorcev seruma 255 bolnikov s klinicnim sumom na
leptospirozo. Vse vzorce smo testirali z zgoraj omenjenima seroloskima testoma in z
obema potrdili nastanek specifi¢nih protiteles proti leptospirinim antigenom. Ujemanje
rezultatov z obema testoma smo dokazali v 74,4 % primerov. Z mikroaglutinacijskim
testom smo dokazali ve¢ pozitivnih primerov kot s testom Leptocheck, kar smo tudi
pricakovali, saj mikroaglutinacijski test dokazuje protitelesa IgG ter IgM, test Leptocheck
pa samo protitelesa IgM. Ugotovili smo, da se rezultati testiranj istega serumskega vzorca

z obema testoma vecinoma ujemajo (74,4 % vzorcev), razen v nekaterih primerih, ko je
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prislo do precej$njih razlik med rezultati obeh testiranj (25,6 % vzorcev). Z rezultatom smo
lahko zadovoljni, ¢eprav smo morda pricakovali malenkost vecje ujemanje med rezultati
obeh testov. Glavna negativna lastnost testa Leptocehck je slaba ponovljivost, saj v 4,5 %
zaradi razlicnih rezultatov testiranj istega vzorca koncnega rezultata ni bilo mogoce
dolociti. Kljub temu lahko na podlagi dobljenih rezultatov trdimo, da lahko s preprostim
testom Leptocheck ugotovimo okuzbo pri bolnikih s sumom na leptospirozo in da pri tem
zgreSimo 27,4 % bolnikov. Leptocheck test se lahko uporablja za nujno diagnostiko
okuzbe z leptospirami, vendar je potrebno rezultate v rutinskem casu potrditi z

mikroaglutinacijskim testom.
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PRILOGE

Priloga A: Rezultati testiranja vzorcev seruma bolnikov z mikroaglutinacijskim (MAT)

testom in Leptocheck testom

Zaporedna
Stevilka Stevilka in leto MAT s serotipi 9-11
vzorca vzorca MAT s serotipi 1-8 Leptocheck in 14-15
1 8/00 1:1502, 1:3003, 1:1505, 1:6006, 1:308 ++ /
2 32/00 1:2001, 1:6003, 1:6006 ++ /
3 109/00 1:5001 delna aglutinacija 1,2,5 -- neg
4 123/00 1:1001, 1:3004 ++ /
5 128/00 1:1501, 1:4004 ++ /
6 15/03 1:4001, 1:1005 ++ /
7 16/03 1:4001, 1:1005 ++ /
8 18/03 1:1001 - = -, -, H- 1:2009
9 37/03 1:16008 delna aglutinacija 6,7 -+ + /

1:4001, 1:1005, 1:1007, delna aglutinacija
10 35/03 2 ---- 1:2009

1:8002, 1:4003, 1:4004, 1:4006, 1:1600 5,
11 45/03 1:4006, 1:8007 ++ /

1:2001, 1:8002, 1:4003, 1:8004, 1:4005, 1
12 55/03 14006, 1:8007, delna aglutinacija 8 ++ /
13 62/03 1:2001, delna aglutinacija 2,8 ++ /
14 71/03 1:3200 1, delna aglutinacija 2,5 ++ /

1:4009, delna
15 74/03 1:16008 delna aglutinacija 2,6,7 ---- aglutinacija 10,14
16 91/03 1:8008 delna aglutinacija 2,3,7 +/-, +, + /
17 97/03 1:2003 delna aglutinacija 2,6,7,8 - neg
18 110/03 1:1006, delna aglutinacija 2,3 ---- ni ve€ vzorca
19 112/03 1:8001, 1:1005, delna aglutinacija 3,8 ++ /
neg delna

20 113/03 1:2003 delna aglutinacija 2 -ty - aglutinacija 9,15
21 144/03 1:1001, delna aglutinacija 5,8 ++ /

1:16002, 1:4003, 1:4004, 1:1005, 1:32006,
22 149/03 delna aglutinacija 1,7 ++ /

1:32002, 1:4003, 1:4004, 1:4005, 1:32006,
23 154/03 delna aglutinacija 1,7 ++ /
24 156/03 1:2002, 1:1003, delna aglutinacija 4,7 ++ /
25 159/03 1:200 delna aglutinacija 3 -, +/-, -, +/-, +/- | neg

Se nadaljuje
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nadaljevanje

priloge

A: Rezultati

testiranja

mikroaglutinacijskim (MAT) testom in testom Leptocheck

VZOrcev

s€ruma

bolnikov =z

Zaporedna
Stevilka Stevilka in leto MAT s serotipi 9-11
vzZorca vzorca MAT s serotipi 1-8 Leptocheck in 14-15
1:8002, 1:2003, 1:8004, 1:4005, 1:8006
26 166/03 delna aglutinacija 7 -+ + /
27 176/03 1:4001 delna aglutinacija 2,5,6,7 ---- 1:4009
28 213/03 1:1600 3, delna aglutinacija 4,5,6,7 ++ /
29 219/03 1:1008 delna aglutinacija 2,6,7 -+t /
30 262/03 1:2006, delna aglutinacija 2,3,5 + /
31 264/03 1:2001 delna aglutinacija 5,6 +-, + + /
32 285/03 1:1002, 1:4006, delna aglutinacija 3,5,7,8 ++ /
1:4002, 1:1003, 1:4004, 1:2005, 1:8006,
33 393/03 1:8007, 1:1008 L+t /
34 301/03 1:2006, delna aglutinacija 2 ++ /
35 306/03 1:1002, 1:2003, delna aglutinacija 6,8 ++ /
36 320/03 1:8002 delna aglutinacija 2,3 -+t /
37 323/03 1:2002, 1:1003, delna aglutinacija 5,7,8 ++ /
38 327/03 1:2006, delna aglutinacija 2,3 ++ /
39 335/03 1:1002, 1:1003, 1:1006, 1:1007 ++ /
40 337/03 1:1002, 1:1003, 1:4006, 1:4007 ++ /
41 343/03 1:4002,1:2003, delna aglutinacija 5,7,8 ++ /
42 350/03 1:2002, 1:1003, 1:200 6, 1:1007 ++ /
43 364/03 1:1002, 1:4006 ++ /
44 22/04 1:2002, 1:2003 +4+ /
1:2002, >1:128003, 1:1004, 1:1005, 1:100
45 42/04 6,1:16007 +++ /
delna aglutinacija 1 :
46 46/04 1:100 6 delna aglutinacija 2,3,4,7 +, -, - 509
1:1002, 1:2004, 1:1005, 1:1006, 1:8007, >
47 51/04 1:128003 +++ /
1:1002, 1:8003, 1:1004, delna aglutinacija
48 54/04 5,6 +++ /
1:1003, 1:1004, 1:2007, delna aglutinacija
49 55/04 2,5 +++ /
neg delna
50 57/04 1:2006, 1:1008 --- aglutinacija 9
51 63/04 1:2006, delna aglutinacija 2,3,4 +++ /
neg delna
52 66/04 1:1006  delna aglutinacija 1,3 --- aglutinacija 9
neg delna
53 72/04 1:2005, 1:1006 --- aglutinacija 9
54 115/04 1:4001, delna aglutinacija 2,3,5,7 +++ /
1:1009 delna
55 116/04 1:1007  delna aglutinacija 2,5,8 ---- aglutinacija 10,15

Se nadaljuje
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nadaljevanje

priloge

A: Rezultati testiranja

mikroaglutinacijskim (MAT) testom in testom Leptocheck

VZOrcev

s€ruma

bolnikov =z

Zaporedna
Stevilka Stevilka in leto MAT s serotipi 9-11
vzorca vZorca MAT s serotipi 1-8 Leptocheck in 14-15
56 161/04 1:1006, 1:2003, delna aglutinacija 7,8 ++ /
neg delna
57 181/04 1:1003, delna aglutinacija 2,6,7 ---- aglutinacija 9
neg delna
58 182/04 1:2003  delna aglutinacija 2,7 ---- aglutinacija 10
1:1002, 1:32003, 1:1006, 1:8007, delna
59 220/04 aglutinacija 5 ++ /
60 221/04 1:1002, 1:64003, 1:1006, 1:1007 ++ /
61 256/04 1:1007, 1:8003, delna aglutinacija 2,6 ++ /
62 301/04 1:64008, delna aglutinacija 3 ++ /
63 332/04 1:1001, 1:1003, delna aglutinacija 2.4 ++ /
64 336/04 1:1006, delna aglutinacija 2,3,7 ++ /
65 339/04 1:32008, delna aglutinacija 2,3, ++ /
66 357/04 1:32008, delna aglutinacija 2,3,7 ++ /
1:8002, 1:16003, 1:4006, 1:8007, delna
67 361/04 aglutinacija 1 ++ /
68 362/04 1:4001, 1:1003, delna aglutinacija 2,7 ++ /
69 367/04 1:1001, 1:1003 delna aglutinacija  2,6,7 -+++ /
70 370/04 1:16008, delna aglutinacija 2,3,6,7 ++ /
1:1024002, 1:8003, 1:1024006, 1:8007,
71 402/04 delna aglutinacija 4,5 ++ /
72 405/04 1:2008, delna aglutinacija 2,6,7 ++ /
1:2009, 1:10015
delna aglutinacija
73 418/04 1:1007, 1:16008 delna aglutinacija 2,3,6 - 10,14
74 421/04 1:400 3, delna aglutinacija 2,5,6,7 ++ /
75 422/04 1:16008  delna aglutinacija 2,6,7 ---- 1:1009
76 446/04 1:2008, delna aglutinacija 2,6,7 +/-, +, + /
77 447/04 1:8008 delna aglutinacija 2,4,6,7 ---- neg
78 450/04 1:16008 delna aglutinacija 1,2,6,7 - 1:1009
79 457/04 1:8003, delna aglutinacija 2,6,7 ++ /
80 460/04 1:8008 delna aglutinacija 2,6,7 --- 1:1009
neg delna
aglutinacija
81 463/04 1:8008 delna aglutinacija 1,2,56,7  |----- 9,10,11,14,15
82 473/04 1:4008 delna aglutinacija 2,6,7 ---- neg
83 476/04 1:8008 delna aglutinacija 2,6 ---- neg
84 459/05 1:4008 delna aglutinacija 2,7 -+, -, -, - neg

Se nadaljuje
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nadaljevanje priloge A: Rezultati testiranja vzorcev seruma bolnikov z
mikroaglutinacijskim (MAT) testom in testom Leptocheck
Zaporedna
Stevilka Stevilka in leto MAT s serotipi 9-11
vzorca vzorca MAT s serotipi 1-8 Leptocheck in 14-15
neg delna
85 830/05 1:8008, delna aglutinacija 2,3,7 - aglutinacija 9
86 1129/05 1:4008, delna aglutinacija 2,3 ++ /
87 1708/05 1:2008  delna aglutinacija 2,3,7 ---- neg
88 2335/05 1:4008  delna aglutinacija 2 - neg
89 2485/05 1:2003, delna aglutinacija 2,7 ++ /
90 2793/05 1:128003, delna aglutinacija 2,7 ++ /
91 3882/05 1:2008 delna aglutinacija 2,7 -, /-, +,-,+/- | neg
92 4366/05 1:1008 delna aglutinacija 2,7 ---- 1:100 9
neg delna
93 4766/05 1:2008  delna aglutinacija 2,7 ---- aglutinacija 9
neg delna
94 9651/05 1:2003 ---- aglutinacija 9
95 9791/05 1:4008 4, -, - neg
96 10730/05 1:1003, delna aglutinacija 2,7 ++ /
97 11675/05 1:4001, 1:1003, delna aglutinacija 2,7 ++ /
98 11832/05 >1:128003 delna aglutinacija 2,7 ---- neg
99 11833/05 1:2003, delna aglutinacija 2,5,7,8 ++ /
100 12080/05 1:1600 1, delna aglutinacija  2,3,7 ++ /
1:200 9 delna
aglutinacija
101 12339/05 >1:128008 delna aglutinacija 2.3,7 S 10,11,14,15
neg delna
102 13963/05 >1:128003 delna aglutinacija 2,7 ---- aglutinacija 9
1:4001, 1:2002, 1:16003, 1:8005, 1:1006,
103 13977/05 1:8007, 1:2008 ++ /
1:1001, 1:2002, 1:8003, 1:8005, 1:2007, 1
104 14389/05 : 100 8, delna aglutinacija 6 ++ /
neg delna
105 14564/05 1:64001 delna aglutinacija 2,3,7 ---- aglutinacija 10
106 14786/05 1:64001, 1:1007 delna aglutinacija 2,3 ---- 1:1009
107 16878/05 1:4008, delna aglutinacija 7 ++ /
108 17202/05 1:8003, 1:2007 ++ /
109 24/06 1:64003,1:8007 delna aglutinacija 2,4,5,6 ++ /
110 251/06 1:64003,1:8007 delna aglutinacija 2,4,5,7 ++ /
111 812/06 1:128003 delna aglutinacija 2,7 - neg
112 813/06 1:32003,1:4007, delna aglutinacija 24,8 ++ /
113 1237/06 1:32003,1:4007, delna aglutinacija 1 ++ /
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nadaljevanje priloge A: Rezultati testiranja vzorcev seruma bolnikov z
mikroaglutinacijskim (MAT) testom in testom Leptocheck
Zaporedna
Stevilka Stevilka in leto MAT s serotipi 9-11
vzorca vzorca MAT s serotipi 1-8 Leptocheck in 14-15
114 2081/06 1:8003,1:2007 ++ /
115 3203/06 1:4003,1:1007 ++ /
116 3649/06 1:1600 3 delna aglutinacija 2,7 - -, T, - neg
neg delna
117 4708/06 1:8007, 1:8008 delna aglutinacija 3,6 - -, -, - aglutinacija 11,15
118 5022/06 1:2003, delna aglutinacija 2,7 ++ /
119 5347/06 1:2007, 1:4008 delna aglutinacija 2,6 ---- neg
120 7032/06 1:2007, 1:8008 -+ + /
1:4003,1:1005, 1:2006, 1:2007, delna
121 7425/06 aglutinacija 1,2,4 ++ /
122 8184/06 1:1007, 1:2008 A+, H- | neg
neg delna
123 9518/06 1:2007, 1:2008 ---- aglutinacija 14
124 10044/06 1:8001, 1:1006, delna aglutinacija 3,5 ++ /
125 12610/06 1:1007, 1:4008 ot 4t | neg
1:1009 delna
126 1590/07 1:2007, 1:2008 delna aglutinacija 2 -t/ - - aglutinacija 10
127 5063/07 1:1008 ---- 1:1009
128 7192/07 1:1008, delna aglutinacija 2,7 ++ /
1:8009, 1:20011
129 8141/07 1:32003, 1:2006 delna aglutinacija 1,4 - h Tt delna aglutinacija 14
130 8415/07 1:2003, 1:1007, delna aglutinacija 1,2,5,6 ++ /
131 8416/07 1:4008 ++ /
132 8480/07 1:1008 delna aglutinacija 6,7 ---- neg
1:1002, 1:4003, 1:2005, 1:1006, delna
133 8557/07 aglutinacija 4,7 ++ /
1:2003, 1:1007, 1:2008, delna aglutinacija
134 8881/07 12,56 + /
135 9031/07 1:2002, 1:4006, delna aglutinacija 3,5,7 ++ /
136 9085/07 1:1008 delna aglutinacija 6,7 ---- neg
137 9694/07 1:2001 - -+ - neg
138 9912/07 1:4006, 1:1007 ++ /
139 10586/07 1:4003, 1:1005, 1:8008, delna aglutinacija 7 | ++ /
140 11187/07 1:2001, 1:2007, 1:1008 ++ /
141 11229/07 1:800, delna aglutinacija 7,8 ++ /
142 12638/07 1:4004,1:1007,1:4008 1,3,5 -+t /
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nadaljevanje

mikroaglutinacijskim (MAT) testom in testom Leptocheck

priloge

A: Rezultati testiranja

VZOorcev

s€ruma

bolnikov =z

Zaporedna 5
Stevilka Stevilka in leto MAT s serotipi 9-11
vzorca vzZorca MAT s serotipi 1-8 Leptocheck in 14-15
143 12658/07 1:1007, 1:1008 ++ /
144 13010/07 1:1001 delna aglutinacija 7,8 +/-, +/-, +/- /
145 13136/07 1:1001 ---- neg
146 105/08 1:64003 ++ /
147 1205/08 1:1008 -, -, +/- neg
neg delna

148 6939/08 1:1006, 1:128007, 1:512008 -+, - - aglutinacija 9
149 7498/08 1:2008 +/-, +/-, +- /
150 7703/08 1:600 +/-, +, +/- /
151 7970/08 1:100, 1:128000 6 +/-, +, +/- /
152 8109/08 1:16008, 1:1006 delna aglutinacija 1,7 - -, + /
153 8262/08 1:1006, 1:8007, 1:128008 ---- /
154 8409/08 1:2001, 1:4006, 1:8007, 1:128008 ++ /
155 9303/08 1:400 6, delna aglutinacija 2,4,7 ++ /
156 11711/08 1:1001, 7 ++ /
157 12358/08 1:4003 ++
Zaporedna 5 MAT ponovitev s
Stevilka Stevilka in leto serotipi 1-8 + MAT s
vzorca vzorca MAT s serotipi 1-8 Leptocheck serotipi 9-11in 14-15
158 22/08 neg +++ neg
159 42/08 neg --- /
160 106/08 neg --- /
161 151/08 neg -- /

+, -, /-, -,
162 359/08 neg delna aglutinacija 6,7 +/- neg
163 360/08 neg -- /
164 384/08 neg -- /
165 385/08 neg delna aglutinacija 6,7 -- /
166 465/08 neg -- /
167 561/08 neg -- /
168 562/08 neg -- /
169 616/08 neg +, -+, + neg
170 801/08 neg -- /
171 802/08 neg -- neg
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nadaljevanje

priloge

A: Rezultati

testiranja

VZOrcev

mikroaglutinacijskim (MAT) testom in testom Leptocheck

s€ruma

bolnikov =z

Zaporedna | MAT ponovitev s
Stevilka Stevilka in leto serotipi 1-8 + MAT s
vzorca vZorca MAT s serotipi 1-8 Leptocheck serotipi 9—11in 14-15
172 803/08 neg -, -, - neg
173 804/08 neg +, - - - /
174 1017/08 neg +, -, - /
175 1266/08 neg -- /
176 1329/08 neg - -, - /
177 2399/08 neg -- /
178 2486/08 neg -- /
179 2571/08 neg -- /
180 2753/08 neg -- /
181 2800/08 neg -- /
182 2860/08 neg -- /
183 2861/08 neg delna aglutinacija 2,6,7 -- /
neg delna
aglutinacija 4,8,9
184 2862/08 neg +, +, /- 2x ponovili
185 2986/08 neg -- /
186 3058/08 neg -- neg
187 3061/08 neg -- /
188 3116/08 neg t--- /
189 3176/08 neg delna aglutinacija 2,7 -- /
190 3321/08 neg -- /
191 3385/08 neg -- /
192 3473/08 neg -- /
193 3474/08 neg delna aglutinacija 7 -- /
neg delna
194 3491/08 neg +, -, -, -, - aglutinacija 4,6,8,9
195 3492/08 neg -- /
196 3512/08 neg -- /
197 3513/08 neg -- /
198 3596708 neg - -, - /
199 3672/08 neg -- /
200 3712/08 neg -- /
201 3777/08 neg --- /
202 3789/08 neg -- /
203 3790/08 neg -- /
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nadaljevanje

priloge

A: Rezultati

testiranja

VZOrcev

mikroaglutinacijskim (MAT) testom in testom Leptocheck

s€ruma

bolnikov =z

Zaporedna | MAT ponovitev s
Stevilka Stevilka in leto serotipi 1-8 + MAT s
vzorca vZorca MAT s serotipi 1-8 Leptocheck serotipi 9-11in 14-15
204 3898/08 neg delna aglutinacija 2,4 -- neg
205 3903/08 neg -- /
206 3969/08 neg +o- - /
207 4087/08 neg + -+, -, - neg 2 x ponovili
208 4256/08 neg -- /
209 4376/08 neg -- /
210 4396/08 neg -- /
211 4511/08 neg -- /
212 4512/08 neg ooy oy - /
neg delna
213 4522/08 neg +++ aglutinacija 9
214 4578/08 neg -- /
215 4714/08 neg +, - -, - /
216 4676/08 neg -- /
217 4742/08 neg -- /
218 4793/08 neg -- /
219 4836/08 neg -- /
220 4879/08 neg -- /
221 4883/08 neg -- /
222 4976/08 neg -- /
223 4977/08 neg -- /
224 4991/08 neg -- /
225 5138/08 neg -- /
226 5215/08 neg +++ neg 2 x ponovili
227 5408/08 neg -- /
228 5609/08 neg -- /
229 5661/08 neg -- /
230 5686/08 neg -- /
231 5757/08 neg -- /
232 5758/08 neg -- /
233 5759/08 neg -- /
234 5825/08 neg -- /
235 5828/08 neg -- /
236 5877/08 neg -- /
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nadaljevanje

priloge

A: Rezultati

testiranja

VZOrcev

mikroaglutinacijskim (MAT) testom in testom Leptocheck

s€ruma

bolnikov =z

Zaporedna MAT ponovitev s
Stevilka Stevilka in leto serotipi 1-8 + MAT s
vzorca vZorca MAT s serotipi 1-8 Leptocheck serotipi 9—11in 14-15
237 5949/08 neg -- /
238 5968/08 neg -- /
239 5989/08 neg +, -, +, +, + neg
240 6088/08 neg -- /
241 6093/08 neg -- /
242 6164/08 neg -- /
neg delna
243 6262/08 neg +, -, +/-, +/-,+ | aglutinacija 9
244 6321/08 neg -- /
245 6416/08 neg -- /
246 6417/08 neg delna aglutinacija 2,3 -- /
247 6455/08 neg -- /
248 6495/08 neg -- /
249 6581/08 neg -- /
250 6604/08 neg -- /
251 6605/08 neg -, /-, +/-, +/- neg
neg delna
252 6651/08 neg -- aglutinacija 9
253 6895/08 neg +, - -, - - neg
254 6954/08 neg delna aglutinacija 6 +++ neg
255 6984/08 neg -- /
256 7191/08 neg -- /
257 7192/08 neg -- /
neg delna
258 7196/08 neg +, -, /-, -, +/- | aglutinacija 4,6,8,9
259 7348/08 neg -- /
260 7428/08 neg -- /
261 7596/08 neg +++ neg
262 7597/08 neg delna aglutinacija 3,6,7 -- /
neg delna
263 7608/08 neg  delna aglutinacija 6 +, -, -, +, - aglutinacija 6,8
264 7658/08 neg -- /
265 7759/08 neg delna aglutinacija 7 -- /
266 7771/08 neg delna aglutinacija 7 -- /
267 7842/08 neg -- /
268 8057/08 neg -- /
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nadaljevanje priloge A: Rezultati testiranja vzorcev seruma bolnikov z
mikroaglutinacijskim (MAT) testom in testom Leptocheck

Zaporedna MAT ponovitev s

Stevilka Stevilka in leto serotipi 1-8 + MAT s

vzorca vzorca MAT s serotipi 1-8 Leptocheck serotipi 9—11in 14-15

269 8098/08 neg delna aglutinacija 1,3 -- /

270 8110/08 neg delna aglutinacija 6 -- /

271 8206/08 neg -- /

272 8248/08 neg -- /

273 8263/08 neg -- /

274 8304/08 neg delna aglutinacija 6,7 -- /

275 8332/08 neg -- /
1,7,9 delnal:1005
indelnal: 1008 2x

276 8334/08 neg delna aglutinacija 1,6,7,8 +++ ponovili
neg delna

277 8335/08 neg delna aglutinacija 6,7 +++ aglutinacija 2

278 8350/08 neg -- /

279 8410/08 neg 4o - /

280 8422/08 neg -- /

281 8694/08 neg -- /

282 9051/08 neg -- /

283 9056/08 neg -- /
1:2008 delna
aglutinacija 1,2,4

284 9057/08 neg 7, delna aglutinacija 1:100 8 +, - - - 2 x ponovili

285 9058/08 neg -- /

286 9354/08 neg -- /

287 9590/08 neg -- /
neg delna
aglutinacija 1,4 1:
100 delna aglutinacija

288 9616/08 neg  delna aglutinacija 5,1,7 +++ na 8
neg delna
aglutinacija 10,14

289 9716/08 neg +, -, +/-, +/- 2 x ponovili

290 10003/08 neg -- /

291 10005/08 neg -- /

292 10045/08 neg +++ neg

293 10200/08 neg -- /

294 10216/08 neg -- /

295 10291/08 neg -- /

296 10358/08 neg +++ neg

297 10562/08 neg -- /
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nadaljevanje

priloge

A: Rezultati

testiranja

VZOrcev

mikroaglutinacijskim (MAT) testom in testom Leptocheck

s€ruma

bolnikov =z

Zaporedna MAT ponovitev s

Stevilka Stevilka in leto serotipi 1-8 + MAT s

vzorca vzZorca MAT s serotipi 1-8 Leptocheck serotipi 9-11in 14-15

298 10595/08 neg +, +, /- neg

299 10631/08 neg -- /

300 10825/08 neg -- /

301 10912/08 neg -- /

302 10917/08 neg -- /

303 10923/08 neg -- /

304 10978/08 neg -- /

305 11088/08 neg +++ neg

306 11241/08 neg -- /

307 11323/08 neg -- /

308 11375/08 neg -- /

309 11454/08 neg  delna aglutinacija 6,7 +++ neg

310 11507/08 neg +, +/-, -, - neg
neg delna
aglutinacija

311 11508/08 neg delna aglutinacija 7 +++ 2,3,4,5,7,9,10

312 11658/08 neg delna aglutinacija 6,7 +++ neg

313 11710/08 neg -- /

314 11735/08 neg - - /

315 11838/08 neg -- /

316 11930/08 neg -- /

317 12060/08 neg -- /

318 12104/08 neg -- /

319 12152/08 neg -- /

320 12238/08 neg -- /

321 12508/08 neg -- /
neg delna
aglutinacija 8 2x

322 12526/08 neg +++ ponovili

323 12627/08 neg +, -, +-, - neg

324 12637/08 neg -- /

325 12758/08 neg -- /

326 12853/08 neg -- /

327 12854/08 neg -- /
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nadaljevanje priloge A: Rezultati testiranja vzorcev seruma bolnikov z

mikroaglutinacijskim (MAT) testom in testom Leptocheck

Zaporedna MAT ponovitev s
Stevilka Stevilka in leto serotipi 1-8 + MAT s
vzorca vzorca MAT s serotipi 1-8 Leptocheck serotipi 9-11in 14-15
328 12875/08 neg -- /

329 12931/08 neg -- /

330 12971/08 neg delna aglutinacija 6 -- /

331 12986/08 neg -- /

332 13206/08 neg -- /

333 13387/08 neg -- /

334 13388/08 neg delna aglutinacija 6 -- /

335 13497/08 neg -- /

336 13522/08 neg delna aglutinacija 6 -- /

337 13563/08 neg -- /

338 12982/09 neg - /

339 12937/09 neg - /

340 13018/09 neg - /




