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Uvod

Znanstveni rad

Hemoragijska vrucica s bubreznim sindromom (HVBS) i leptospiroza su zo-
onoze i vazne javno-zdravstvene zarazne bolesti. Jo§ uvijek postoje brojni di-
jagnosticki problemi u diferencijaciji HVBS-a i leptospiroze, kako na klinickoj,
tako i laboratorijskoj razini, osobito na samom pocetku bolesti kada su klinicke
slike gotovo identi¢ne, a u rutinskim dijagnostickim testovima za specifi¢éno
dokazivanje ovih patogena takoder povremeno dolazi do pojave nespecificnih
reakcija. Unutar T-limfocitne populacije, nasli smo statisti¢ki znacajan porast
(p=0,001) postotka ukupno aktiviranih T-limfocita (TCR"HLA-DR") u bole-
snika s HVBS-om u usporedbi s bolesnicima s leptospirozom ili kontrolnom
skupinom. Daljnjom analizom ranih aktivacijskih biljega na T-limfocitnoj sub-
populaciji nalazimo znacajan porast postotka (p = 0,003) aktiviranih citotok-
si¢nih (CD8*CD71%), kao i postotka (p = 0,005) pomo¢nickih (CD4*CD25%)
limfocita u bolesnika s HVBS-om u odnosu na bolesnike s leptospirozom ili
kontrolnu skupinu. Imunofenotipizacija limfocita periferne krvi moze imati
vaznu ulogu kao pomo¢éna dijagnosticka metoda u diferenciranju HVBS-a od
leptospiroze.

Detection of T-lymphocyte activation markers in differential diagnosis of
infections caused by hantaviruses or leptospira
Scientific paper

Hemorrhagic fever with renal syndrome (HFRS) and leptospirosis are zoonozes
and important public health infectious diseases. There are still many problems
in the diagnostic differentiation between HFRS and leptospiroses, at the clini-
cal, and laboratory level, especially at the beginning of the disease when the
clinical picture is almost identical, and routine diagnostic tests for specific de-
tection of these pathogens also occasionally show nonspecific reactions. Within
the T-lymphocytes population, we found a statistically significant increase (p =
=0.001) in the percentage of total activated T-lymphocytes (TCR* HLA-DR™)
in patients with HFRS infection compared to patients with leptospirosis and
control group. Further analysis of the early activation markers on T-lymphocyt-
ic subpopulation found a significant increase in the percentage (p=0.003) of ac-
tivated cytotoxic (CD8* CD71%) and percentage (p = 0.005) of activated helper
(CD4* CD25%) lymphocytes in patients with HFRS, in comparison to patients
with leptospirosis and control group. Immunophenotyping of peripheral blood
lymphocytes may play an important role as an additional diagnostic tool in dif-
ferentiating HFRS from leptospirosis.

razli¢ita hantavirusa: Puumala, Dobrava, Saarema i1 Tula
[3]. Virus Puumala u pravilu uzrokuje blaze klini¢ke ob-

Hemoragijska vruéica s bubreznim sindromom
(HVBS) i leptospiroza su zoonoze i vazne javno-zdrav-
stvene zarazne bolesti [1].

Uzro¢nici HVBS-a su virusi iz roda hantavirusa, a
danas u svijetu postoji preko 23 razlicite vrste hantavirusa
[2]. U Europi su zabijeZena u razli¢itim podruc¢jima Cetiri
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like bolesti, dok virus Dobrava moze uzrokovati teze ob-
like [4]. Za viruse Saarema i Tula jo§ nema dovoljno
dokaza da uzrokuju manifestne oblike bolesti u ljudi iako
su opisani rijetki pojedinac¢ni slucajevi [3]. U Hrvatskoj na
malom prostoru cirkuliraju sva cetiri virusa [4, 5, 6].
Cijela Hrvatska osim obale i otoka je endemsko podrucje
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za hemoragijsku vruéicu s bubeznim sindromom [4, 5].
Rezervoari hantavirusa su sitni Sumski glodavei [1, 2, 6].

U ljudi klinicka slika u poc€etku bolesti moze biti ne-
specifi¢na. Kasnije tijekom bolesti moZemo pratiti pet ra-
zli¢itih faza, no na nasim prostorima, gdje su ipak ¢esci
blazi klinicki oblici, svih pet faza se u ve¢ine bolesnika ne
vidi tako Cesto [4]. Rana dijagnostika HVBS-a moze biti
teska, a u praksi se danas koriste brzi imunokromatograf-
ski testovi, enzimski imunotestovi (ELISA), testovi indi-
rektne imunofluorescencije (IFA), test reverzne transkrip-
cije lancane reakcije polimeraze (RT-PCR), razlicite os-
jetljivosti i specifi¢nosti [1, 2, 4, 6]. Diferencijalno dijag-
nosticki, osobito u Hrvatskoj gdje se obje bolesti endemski
nalaze na gotovo istom podruéju, treba obavezno misliti na
leptospirozu, a zabiljezene su i dvojne infekcije [7, 8]. Od
ostalih bolesti diferencijalno-dijagnosticki treba iskljuciti
sljedece bolesti: akutno zatajenje bubrega drugog uzroka,
akutne febrilne infekcije urinarnog trakta, tubulointersti-
cijski nefritisi druge etiologije, akutni i kroni¢ni glomeru-
lonefritis, akutni abdomen, akutni apendicitis, hemoragij-
ska skarlatina, hemoliti¢ko-uremicki sindrom, tromboci-
topenicna purpura, akutne respiratorne infekcije, virusni
hepatitisi, sepsa, denga i druge hemoragijske vrucice [2, 3].

Leptospiroza je zoonoza prirodno-zari$nog tipa, javlja
se Sirom svijeta i znaCajna je za humano i veterinarsko
javno zdravstvo. Uzrocnici bolesti su patogene bakterije
unutar roda Leptospira [7, 9].

Leptospiroza se u ljudi i zivotinja o€ituje u rasponu od
blagih inaparentnih oblika pa do veoma teskih, prac¢enih
zatajivanjem razliCitih organa. U vecine bolesnika, bolest
pocinje febrilitetom i op¢im infektivnim sindromom koji
traje tri do pet dana. Kasnije tijek bolesti se moze razvijati
u smislu gastroenterokolitickog ili nefritickog oblika
bolesti, moze se javiti druga faza bolesti karakterizirana
seroznim meningitisom, a moze se razviti i ikteri¢ni oblik
leptospiroze (Weilova bolest) sa znaajnim pogorsanjem
hepatalne i renalne funkcije, hemoragijama, poremecajem
svijesti i smrtonos¢u oko 10 % [7-9, 11].

Misoliki glodavci predstavljaju rezervoare infekcije,
jer izlu¢uju urinom leptospire u okoli$ (povrsinske vode).
Domace i divlje zivotinje te covjek mogu se inficirati
izravnim ili neizravnim kontaktom s rezervoarom, obolje-
lom zivotinjom ili pak kontaminiranim okoliSem. Unato¢
propisanim mjerama sprjecavanja i iskorjenjivanja, lep-
tospiroza se u Hrvatskoj pojavljuje kao reemergentna
bolest u ljudi i u zivotinja, poglavito u dolinama Save i
Drave te drugim geoepizootioloskim podrucjima pogod-
nim za odrZanje uzro¢nika. U praksi se u dijagnostici lep-
tospiroze najcesce koristi test mikroaglutinacije, a inten-
zivno se radi na povecanju osjetljivosti i specifi¢nosti
drugih dijagnostickih testova kao $to su ELISA i PCR
[8-11].

Jos uvijek medutim, postoje brojni dijagnosticki prob-
lemi u diferencijaciji HVBS-a i leptospiroze, kako na kli-
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nickoj, tako i laboratorijskoj razini, osobito na samom
pocetku bolesti kad su klinicke slike gotovo identi¢ne [4,
7-9], a u rutinskim dijagnosti¢kim testovima za specificno
dokazivanje ovih patogena takoder povremeno dolazi do
pojave nespecifi¢nih reakcija (neobjavljeni podaci, A.
Markotic).

U ovoj pilot studiji smo pokazali da detekcija aktivacij-
skih antigena na T-limfocitima moze posluziti kao po-
mo¢ni dijagnosticki test u diferenciranju HVBS-a od lep-
tospiroze.

Bolesnici i metode ispitivanja

Identifikaciju povrsinskih biljega na perifernim
mononuklearima izvr$ili smo na punoj krvi u 22 bolesnika
inficiranih virusom Puumala, pet bolesnika inficiranih lep-
tospirama i 22 zdrava ispitanika. Specifi¢na antitijela na
virus Puumala su dokazana ELISA IgM i IgG testom [4], a
infekcija leptospirama je dokazana testom mikroagluti-
nacije [9]. Od bolesnika i kontrola su iz antekubitalne vene
sterilnom plasti¢énom $trcaljkom uzeti uzorci od 5 mL krvi
za odvajanje seruma i daljnje seroloske i imunoloske pre-
trage te 10 mL krvi uz dodatak antikoagulansa (300 i.j. he-
parina) za fenotipizaciju.

Izolacija mononuklearnih stanica

Heparinizirana krv je unutar dva sata od uzimanja
drzana na sobnoj temperaturi, a potom obradena. Da bi se
istalozili eritrociti, krv je u sterilnoj epruveti pohranjena u
inkubatoru na 37 °C, tijekom 15 minuta. Kao supernatant
odvojena plazma, nadslojena je nad otopinu Ficoll-Paque
(1,13 g/mL, Pharmacia, Upsala, Svedska), u volumnom
omjeru 1:1, a potom centrifugirana na 800 g, 15 minuta.
Preostali eritrociti, granulociti i mrtve stanice izdvojeni su
na gradijentu gustoce na dnu epruvete, dok se na dodirnom
sloju fikola i plazme izdvojio prsten sastavljen od limfoci-
ta i monocitno-makrofagnih stanica. Pasteurovom pipe-
tom pazljivo je pokupljen prsten, a dobivena suspenzija
potom je dva puta isprana u mediju, te istalozena centrifu-
giranjem na 400 g. Nakon dekantiranja, koncentracija
stanica pode$ena je na 107/mL medija.

Obiljezavanje pune krvi monoklonskim
antitijelima i identifikacija proto¢nim
citometrom

Za odredivanje povrSinskih biljega na izoliranim stani-
cama koristili smo metodu direktnog dvostrukog obilje-
zavanja monoklonskim antitijelima direktno konjugira-
nim s fluorescentnim bojama (FITC i PE). U svakom
pokusu su za odredivanje nespecificnog vezanja koristene
izotipske kontrole konjugirane s FITC-om i PE-om.
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Simultano bojenje s razli¢itim monoklonskim antitijelima
je priredeno na punoj krvi kako je opisano ranije. Ukratko,
50 pL heparinizirane krvi je 30 minuta inkubirano u mraku
na 4 °Cs 10 uL fluorokromima-konjugiranih antitijela.
Eritrocite smo lizirali dodavanjem 2 mL 10 % lizirajuce
otopine za FACS (Becton Dickinson, San Jose, SAD) i
inkubiranjem kroz 10 minuta na sobnoj temperaturi u
mraku. Nakon pomnog ispiranja, stanice smo resuspendi-
rali u 0,5 mL fiksativa (1 % formaldehid). Kontrole su
pripravljene na isti na¢in. Stani¢na fluorescencija u boles-
nika od HVBS-a i kontrola je analizirana na FACScan pro-
to¢nom citometru (Becton Dickinson, Mountain View,
SAD). Za analizu dvostruko obiljezenih stanica priku-
pljeno je 5000 stanica unutar limfocitne ograde (gate).
Rezultate smo izrazili kao postotak stanica koje nose
odredeni biljeg, koriste¢i program CELL Quest software
(Becton Dickinson, Mountain View, SAD).

Ispitali smo sljedece povrsSinske biljege na stanicama:
T-limfocitnu populaciju (CD3, TCR, CD4 i CDS) i akti-
vacijske biljege na T-limfocitima (CD25, CD71, HLA-
-DR). Sva monoklonska antitijela su od tvrtke Becton
Dickinson (Heidelberg, Njemacka).

Statisticka analiza

U analizi promjena na perifernim mononuklearnim
stanicama bolesnika od HVBS-a ili leptospiroze koristili
smo deskriptivnu statistiku, te neparametrijski Mann-
-Whitnery U test. Usporedba tri testirane skupine je izvr-
Sena koriStenjem Kruskal-Wallis testa. U radu smo koris-
tili statisticki program Statistica for Windows 6.0 (StatSoft
Inc., Tulsa, SAD).

Rezultati

Razlike u ekspresiji aktivacijskih antigena na T-limfo-
citima u bolesnika s HVBS-om i leptospirozom

Unutar T-limfocita, nasli smo statisti¢ki znacajan po-
rast (p = 0,001) postotka ukupno aktiviranih T-limfocita
(TCRTHLA-DR™) u bolesnika s HVBS-om u usporedbi s
bolesnicima s leptospirozom ili kontrolnom skupinom (sl.
1.a). Daljnjom analizom ranih aktivacijskih biljega na T-
limfocitnoj subpopulaciji nalazimo znac¢ajan porast pos-
totka (p = 0,003) aktiviranih citotoksi¢nih (CD8*CD71%),
kao i postotka (p = 0,005) pomo¢nic¢kih (CD47CD25%)
limfocita u bolesnika s HVBS-om u odnosu na bolesnike s
leptospirozom ili kontrolnu skupinu (sl. 1.b,c).

Diskusija

Diferencijalna dijagnostika HVBS-a i leptospiroze u
ranoj akutnoj fazi bolesti moze biti teska jer su simptomi
kod vecine bolesnka gotovo identi¢ni, a specifi¢ni dijag-
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nosticki testovi, osobito oni koji se koriste u detekciji lep-
tospira, takoder u ranoj fazi nisu dovoljno osjetljivi ni
specificni.

Imunofenotipizacija leukocita periferne krvi pred-
stavlja danas rutinsku dijagnosti¢ku metodu koja se koristi
kao pomo¢no dijagnosti¢ko sredstvo u brojnim infektiv-
nim i imunoloskim bolestima, koje nam omogucava ne
samo prepoznavanje odredenih klinickih entiteta, nego i
pracenje razvoja bolesti, a moze imati i prognosticku vri-
jednost. Osobito se ova metoda u infektologiji koristi u
pracenju bolesnika s virusom humane imunodeficijencije
(HIV), ali i drugim infektivnim bolestima ukljucujuéi i
zoonoze [12-16]. Ipak, jos uvijek za veliki broj uzro¢nika
infektivnih bolesti nemamo podatke o njithovom u¢inku na
stani¢ne imunoreakcije, ukljucujuci i ekspresiju razli¢itih
antigena na povrsini monocita i limfocita, ukljucujuéi po-
mocni¢ke CD4" i citotoksiéne CD8™ limfocite.

U na$im istrazivanjima smo prethodno pokazali da u
bolesnika s HVBS-om, inficiranih virusima Puumala ili
Dobrava, tijekom akutne faze bolesti dolazi do povisenog
postotka CD4" i CD8" T-limfocita, te do znacajne ekspre-
sije ukupno aktiviranih T-limfocita, kao i ranih aktivacij-
skih molekula na pomo¢nic¢kim i citotoksi¢nim T-lim-
focitima [14—15]. Stovise, pokazali smo da u fazi inku-
bacije ovi parametri nisu poviSeni, ali da ve¢ na pocetku
akutne faze HVBS-a dolazi do njihovog znacajnog
povisenja u odnosu na zdrave ispitanike [15]. U do sada
dostupnoj literaturi nismo nasli sli¢nu studiju u bolesnika s
leptospirozom. Nedavna nasa istrazivanja potencijalnih
razlika u serumskoj razini kemokina u bolesnika s HVBS-
-om ili leptospirozom nisu pokazala znacajnu razliku
izmedu dvije skupine koja bi imala dijagnosticki potenci-
jal[16].

U ovom radu je medutim nasa pretpostavka da ¢e u
bolesnika s HVBS-om u kojih bolest uzrokuju virusi pos-
tojati razlika u aktivacijskim biljezima na povrsini po-
moc¢nickih i citotoksi¢nih limfocita u odnosu na bolesnike
s leptospirozom u kojih je infekcija uzrokovana bakterija-
ma u potpunosti potvrdena. Sukladno nasoj hipotezi,
bolesnici s HVBS-om su imali znacajno povisen postotak
ukupno aktiviranih T-limfocita (TCR*HLA-DR™), kao i
znacéajno povisenu ekspresiju ranih aktivacijskih biljega
na pomo¢nickim (CD4*CD25"%) i citotoksi¢nim
(CD8"CD717) T-limfocitima u odnosu na bolesnike s lep-
tospirozom u kojih se vrijednosti nisu statisticki znacajno
razlikovale od vrijednosti u zdravih ispitanika. Ovo je
ujedno i prva komparativna studija u kojoj je imunofeno-
tipizacija limfocita periferne krvi koristena kao pomo¢no
dijagnostic¢ko sredstvo u diferenciranju HVBS-a od lep-
tospiroze.

Zakljucéak

Na osnovi ove pilot studije mozemo zakljuciti da pri
ranoj akutnoj infekciji bolesnika s hantavirusima dolazi do
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Slika 1. Postotak TCR*HLA-DR* (a), CD8*CD71* (b) i CD4*CD25" (¢) T-limfocita u bolesnika s hemoragijskom vru¢icom s
bubreznim sindromom (HVBS) ili leptospirozom u odnosu na zdrave kontrole. Kvadrati predstavljaju 25. 1 75. percentile, cen-
tralna tocka medijan, a produzeci oznac¢avaju minimalne i maksimalne vrijednosti, (Kruskal-Wallis i Mann-Whitnery U test;

razlika je znacajna kod p <0,05).

Figure 1. Percentage of TCRTHLA-DR™ (a), CD8*CD71" (b) and CD4"CD25" (¢) T lymphocytes in patients with hemorrhagic fever
with renal syndrome (HFRS) or leptospirosis in comparison to healthy controls. Box indicates 25th and 75th percentile, central
point median, and whiskers indicate min-max data values, (Kruskal-Wallis and Mann-Whitnery U test; the diffrence is signif-

icant at p <0,05).

znacajnog povisenja postotka ukupno aktiviranih T-lim-
focita (TCRHLA-DR"), kao i zna¢ajno povisene ekspre-
sije ranih aktivacijskih biljega na pomoc¢ni¢kim
(CD4"CD25%) i citotoksiénim (CD8"CD71%) T-limfociti-
ma u odnosu na bolesnike s leptospirozom kod kojih su
ove vrijednosti nepromijenjene. Imunofenotipizacija lim-
focita periferne krvi moze imati vaznu ulogu kao pomo¢na
dijagnosticka metoda u diferenciranju HVBS-a od lep-
tospiroze. Ove rezultate potrebno je dodatno potvrditi na
vecoj skupini ispitanika.

Autori izjavljuju da nisu u sukobu interesa.
Authors declare no conflict of interest.
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