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Упутство за узорковање и транспорт материјала за изолацију Leptospira spp. 
из хуманог материјала
Изолација  Leptospira spp. из хуманог материјала зависи од избора узорака и стадијума обољења.
Током лептоспиремичне фазе (од првог до десетог дана обољења) најпогоднији материјали за изолацију лептоспира су крв, ликвор и post mortem материјал (јетра, бубрези, мозак). 
Током фазе лептоспирурије, када уједно долази до повећања броја антитела у крви (након прве недеље од појаве симптома) за изолацију су најкориснији урин и post mortem ренални кортекс. 
Иако се лептоспире јављају у урину пацијената након недељу дана од почетка болести, некада и касније, урин се користи за изолацију тек након друге недеље од појаве симптома и у наредних месец дана, док се PCR у урину може извести већ од првог дана. За првих 5–10 дана лептоспире се налазе у крви и цереброспиналној течности, када се ради изолација из наведених узорака. 
Дијагностика лептоспирозе подразумева доказивање присуства лептоспира (култивација, PCR) и/или доказивање присуства антитела (и/или повећање титра антитела) на лептоспире (серологија: МАТ тест и одређивање антитела IgM класе). 

  Узорци за култивацију
1.
Крв 

Kрв инокулисати директно у подлогу за култивацију одмах по узорковању. 
Инокулација на месту узимања узорка : инокулисати у једну епрувету са подлогом 5 до 10 капи крви, а затим направити разређења 1:10 у три следеће епрувете.
Уколико се свеже узета крв не може инокулисати на лицу места, узорак крви се узима са натријум оксалатом, хепарином или натријум полианетолсулфонатом. Цитрат не користити, јер може деловати инхибиторно. У натријум полианетолсулфонату лептоспире су стабилне најмање 6 дана. Узорак заштитити од грејања или хлађења.
Напомена: Хепарин се не сме користити уколико се узорак користи за извођење PCR реакције, јер инхибира дејство ензима Таq полимеразе.
2.
Урин 

Дезинфиковати уретру пре микције. Препоручује се алкалинизација урина (оралном употребом натријум бикарбоната, NaHCO3) пре узорковања, због ацидитета урина који инхибира развој лептоспира. Излучивање лептоспира урином није континуирано већ повремено, зато се препоручује узимање већег броја узорака урина. Инокулацију урина у подлогу за изолацију започети до 2 сата по узорковању, зато што лептоспире губе вијабилност у урину услед пада pH вредности урина. Узорке слати у стерилним бочицама за урин.
3.
Цереброспинална течност – узорке слати у стерилним епруветама, одмах по 
            узорковању.
4.
Дијализна течност – узорке слати у стерилним епруветама, одмах по
           узорковању.
5.
Post mortem узорци ткива јетре, бубрега и мозга.

У случају смртног исхода, спирохете се могу доказати хисто-патолошким методама и култивисати уситњавањем post mortem узорака ткива јетре, бубрега и мозга. Ткива се не смеју замрзавати. 
Изолација лептоспира не зависи од броја вијабилних организама. Промене post mortem могу да редукују број вијабилних микроорганизама у веома кратком временском периоду. Редукција броја зависи и од температуре: лептоспире у ткиву добро расту на 4ºC, али брзо угину на 20ºC или још брже на 30º до 40ºC, због аутолизе ћелија и последичног пада pH вредности. Узорке послати у стерилним бочицама без додатака.

Време узорковања
1. Обавестити лабораторију да ће узорак за култивацију бити послат како би се 
            обезбедила подлога за култивацију лептоспира пре узорковања.

      2.
Узети крв и ликвор само у првој недељи по оболевању, пре почетка терапије.

      3.
Сакупити урин након друге недеље од појаве симптома и наредних месец дана  

            послати неколико узорака, што повећава могућност изолације. 

Критеријуми за одбацивање узорака
· Урин који је достављен у периоду дужем од 2 сата по узимању, осим ако није разблажен са албумином (разредити 1:10 са 1% бовиним серум албумином, BSA и чувати на 5–20ºC неколико дана због стабилности).

· Крв или ликвор од пацијената који имају симптоме дуже од 10 дана.

Транспорт 

Узорци се морају транспортовати под оптималним условима ради њиховог адекватног чувања. Националне регулативе и интернационални прописи – IATA (International Air Transport Association) морају се поштовати.

Упутство за паковање дијагностичких узорака (крв, ликвор...) у циљу транспорта
1. Обележити епрувету или бочицу са узорком именом и презименом пацијента, јасно и идентично као на упуту за лабораторију.

2. Епрувету или бочицу са узорком обложити упијајућим материјалом, као што је
            папирната вата пре него што се ставе у секундарни контејнер.

3. Попунити лабораторијски упут и залепити га на секундарни контејнер. 

4. Залепити поштанску налепницу на спољашњи контејнер, као и ознаку
„биохазард“.
Узорке слати на следећу адресу
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