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Syfilis - tradi¢ni choroba, sou¢asny problém i

Vzhledem k zdvaznosti a povaze onemocnéni neni vySetfeni na syfilis indikovano pouze klinickym
podezienim, ale je rovnéZz soucasti obligatnich schémat (Zékon ¢. 258/00 Sb., vyhlaska ¢.195/05 Sb.).
Nemoznost kultivovat Treponema pallidum subsp. pallidum (TPP) in vitro zdsadné ztéZuje pfimy priikaz
bakterie. Pfimé testy (v¢. PCR) jsou vhodné prakticky pouze v situaci, kdy Ize pfitomnost TPP ocekavat.
Spolehlivost a reprodukovatelnost vysetieni protilatek v krvi a liquoru je diivodem jeho nezastupitelnosti pfi
rutinni diagnostice.

Zpravy CEM (SzU, Praha) 2007; 16(10-11): 493 - 497.
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Tento Cldnek je pokracovanim prvni ¢asti, kterd byla otisténa v minulém ¢isle Zprav CEM [4]

DIAGNOSTIKA - orientac¢ni prehled

Vzhledem k zdvaZnosti a povaze onemocnéni neni sérologické vySetieni indikovano pouze klinickym
podezienim, ale je rovnéZ soucdsti obligdtnich schémat (Zakon ¢. 258/00 Sb., vyhlaska ¢.195/05 Sb.):

- u dérci krve, tkan{ a organd

- v rdmci prenatdlni péce

- pfedoperaéni pfiprava

- pfi hospitalizaci.

- Rozsah povinného zdkladniho vyhleddvaciho vySetifeni na piijici

zakladn{ screening novorozenci je specifikovan ve vyhlaSce ¢. 195/2005 Sb. § 7 odst. 2: ... "Lékar ddle
provadi klinické a sérologické vySetieni na prijici s pouzitim jedné nespecifické a jedné specifické
reakce u vSech té¢hotnych Zen ve 3. a 7. mésici t€hotenstvi, i pupecnikové krve kazdého novorozence, u
kazdé Zeny pied provedenim interupce". NedodrZeni téchto norem miiZe byt nasledovano postihem.

Stejnd vyhlaska také upravuje ndleZitosti privodniho listu k vySetieni na infek¢ni chorobu

v § 5 Zasady pro odbér a vySetireni biologického materialu a naleZitosti Zzadanky, odst. 3 Zadanka na
vySeti‘eni biologického materialu musi obsahovat jméno, prijmeni, rodné ¢islo a datum narozeni
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vySetiované osoby, pokud nebylo rodné &islo piidéleno, adresu mista pobytu v CR, ...

Citované zdkonné normy jsou obecné pradvné zdvazné a musi byt dodrZeny i v ptipadé osob
prichédzejicich k vySetfeni na vlastni Zadost.
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1. PRIMA LABORATONI DIAGNOSTIKA

Detekce bakterie TPP v biologickém materialu je vhodnd prakticky pouze pro manifestni stadia, kdy
je biologicky material s treponematy piistupny odbéru a kdy lze ocekavat jejich pritomnost v dostatecném
mnozstvi.VyuZiti a standardizace pfimych testl je v§ak ovlivnéno celou fadou podminek, které mohou
vyrazné snizit citlivost vysetfeni (lidsky faktor, Casova prodleva, naklady na provedeni testu a jeho skutecny
vyznam pro konkrétni stanoveni diagndzy).

1.1. Zastinova mikroskopie - zdkladni, standardni vySetfeni pii podezieni na specifickou 1ézi na kiiZi nebo
sliznici. UmoZniuje vySetfit ser6zni exsudat z 1€z, liquor (CSF), amniovou tekutinu apod. Zpracovani
nativniho preparatu vyZaduje zkuseny persondl. Identifikace bakterie spociva v posouzeni morfologie a
motility (znacné ovlivnéni viskozitou prostfedi a subjektivni chybou). Metoda neni vhodna pro vySetieni
tkan{ (z technickych divodit), vzorky odebrané z dutiny dstni mohou byt fale$né pozitivni, je moznd ziména
se zcela morfologicky shodnou, nepatogenni Treponema denticola .

1.2. Pfrima imunofluorescence (DFA-TP) - klade sice stejné naroky na erudici persondlu pfi odbéru a
zpracovani vzorku, umoziuje vSak vySetfovat fixovany preparat (serézni exsudat z 1ézi, CSF, amniovou
tekutinu, tkdn€) s casovym odstupem v adekvatné vybavené laboratofi. Eliminuje také problém morfologické
shody s nepatogennimi treponematy z dutiny dstni. Nevyhodou jsou naklady na techniku (fluorescencni
mikroskop) a nedostupnost komer¢niho diagnostika na nasem trhu.

1.3. Impregnace kovy (stiibieni) - ptivodni histologickd metodika je zdlouhava a zatizena fadou artefaktt
(zména morfologie mikrobl).

1.4. Inokulace zvirecimu hostiteli (RIT - rabbit infectivity test) - zcela experimentdlni metoda, kterd nema
pro klinickou praxi redlny diagnosticky vyznam. Dfive se uZivala k odliSeni nevenerickych treponematdz.

1.5. Molekularni diagnostika:

- PCR (polymerase chain reaction, polymerazova fetézova reakce) je amplifikacni metoda pro prukaz
specifickych konzervativnich dsekl genomu. Vyuziti PCR k pfimému priikazu DNA TPP v suspektnich
lezich a v liquoru piindsi témét 100 % specificitu (treponemata, kterd se vyskytuji v nasi zemépisné oblasti
maji pouze 5 % homologii genomu s TPP). Citlivost testu je srovnatelnd s RIT a bliZi se 1

mikroorganismu/5 ako biologicky materiél pro prikaz pfitomnosti mikroba lze pouzit sté€ry z 1€zi, biopsii,
plnou krev, CSF, tkan, amniovou tekutinu, placentarni trofoblastické klky, do parafinu zalité tkané. Vzorek
neni nutné zpracovavat bezprostiedné po odbéru a je mozné jej prepravovat bez zvlastnich opatieni, pokud je
cilovou molekulou DNA. Stanoveni pfitomnosti TPP v CSF je specifické (neni zkiiZena reaktivita

s borreliemi ¢i jinymi bakteriemi, piipadné viry) a ma rozhodujici vliv na prognézu onemocnéni i strategii
terapie.

V ptipadé vyuziti PCR lze pfi diagnostice syfilis congenita dosdhnout maximalni mozné spolehlivosti
vyloucenim interference s organizmem matky v ddsledku pasivniho pfenosu protilatek. Multiplexni PCR
umoznuje soucasny prikaz vice pivodcli (mikrobidlnich i virovych) genitalnich 1ézi z jednoho vzorku.
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Molekularné biologickych technologii, véetné PCR, 1ze pouZit i k pritkkazu pficiny rezistence TPP na
antibiotika, napf. makrolidy, tetracykliny.

NRL se zicastnila grantového vyzkumného tkolu zabyvajiciho se standardizaci metodiky pro rutinni praxi a
ma tento superkonziliarni test k dispozici.

- Prima hybridizace je diagnostika pomoci vazby definovaného tiseku genetického materidlu patogenu se
specifickou zna¢enou sondou, pro prikaz pivodce syfilis je vétSinou malo citliva.

2. NEPRIMA LABORATORNI DIAGNOSTIKA

Prikaz protilatek v séru, plazmé nebo CSF. U imunokompetentniho pacienta je mozné nalézt
protildtkovou odpovéd na piitomnost treponemat sérologickymi testy zhruba od 4. - 5. tydne po infekci a
dale vétsinou béhem celého Zivota ( a to i po dspésné 1€cbé - tf. IgG). Je ovSem nutné posuzovat pacienta
jako celek vcetné anamnézy jak epidemiologické, tak i piipadné podanych antibiotik v inkubacni dobé, ktera
mohou ovlivnit sérokonverzi a byt divodem fale$n€ negativnich nalezi. Spolehlivost a reprodukovatelnost

vySetieni protilatek v krvi a liquoru je divodem jeho nezastupitelnosti pfi rutinni diagnostice.

2.1. Netreponemové testy, prokazujici nespecifické antikardiolipinové protilatky (mikro- a makroflokula¢ni
metodiky), jsou vyuzivany (v kombinaci s treponemovymi testy) ke screeningu a k posouzeni aktivity
choroby a tspéSnosti 1éCby (vzestup, resp. pokles titru protilatek). Pfed zavedenim prvniho specifického testu
(Nelson-Mayerova testu) byly jedinou moZnosti ovéfeni klinického a mikroskopického nélezu.
Bordett-Wassermannova reakce "BWR" se pak stala jakousi "obchodni znackou" spojovanou s vySetfenim
pfijice a ackoliv byla pozdéji nahrazena k uZivatelim ptatelst€jsimi metodami (RPR, VDRL apod.) a
prekondna treponemovymi testy, zistivd pro bézného "Eloveka klinického" tim nejsrozumitelnéjsim
synonymem lues. Synonymem, které sdéli vSe aniz by nezasvécenému naznacilo jakou to chorobou pacient
vlastné trpi.

Jsou v8ak zatiZzeny pomérné vysokym procentem (2-10%) falesné pozitivnich vysledku (Tabulka 1),
dlouhodobé izolované pozitivni netreponemovy test by mél byt impulzem k detailnimu internimu vysetfen{
moznych pfi¢in (autoimunitni onem., maligni onem., antifosfolipidovy syndrom apod.), a také vyskytem
falesné negativnich reakci (v poc¢atku onemocnéni pied sérokonverzi; u pozdn{ latentn{ syfilis pfedstavuje
az 30% pripadi; zondlni fenomén u akutni syfilis). Zonalni fenomén se miiZe projevit u sér s vysokym
titrem specifickych a nespecifickych protilatek v dobé akutni syfilis (1-2%) a znamena dnik aktivnich,
infek¢énich onemocnéni. V nefedéném séru je vysledek vySetieni negativni, se stoupajicim fedénim dochazi
k rozvoji pozitivni reakce az do endpointu titrace. Vzhledem k uvedenym skutecnostem neni vhodné
pouzivat netreponemové testy jako jediny screeningovy test.

Tabulka 1: Pfi¢iny fale$né pozitivnich vysledkil v netreponemovych testech.

M sve

Akutni pFifiny (trvani méné nez 6 mésicu) Chronické pFiciny (trvani déle nez 6 mésici)
virové hepatitidy hepatitidy
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piiusnice priusnice

infek¢éni mononukledza infekéni mononukledza
plané nestovice plané nestovice

ostatn{ virové infekce ostatni virové infekce
maldrie maldrie

rozsahly infarkt myokardu rozsahly infarkt myokardu
rozsahlé poskozeni tkané (popdleniny, crush sy)

ockovani

gravidita

uzivani drog

Protilatky jsou detekovatelné jiz cca 4 tydny po infekci.

VDRL (Veneral disease research laboratory) mikro test je mikroskopicky netreponemovy test vhodny
k vySetien{ séra i liquoru (dle WHO je jedinym z netreponemovych testli uréenym pro standardni vySetien{
liquoru). M4 vsechny prednosti i nedostatky své skupiny, véetné vyskytu zondlnitho fenoménu.

RPR (Rapid plasma reagin) test - obdoba VDRL mikro testu s makroskopicky vizualizovanou reakci

(karbonové castice, pigmenty). Komer¢né dostupné metodiky obvykle nevyZaduji inaktivaci séra (na rozdil
od VDRL).

2.2. Treponemové testy jsou zaloZeny na detekci specifickych protilatek proti antigenim 7PP
(lipoproteiniim). Patii k nim metody screeningového panelu (TPHA, TP-PA, EIA, ELISA,
chemiluminiscence) i konfirmac¢ni postupy k ovéfeni diagndézy. Je mozno oddélené vySetfovat IgM tiidu
protilatek (posouzeni aktivity syfilis a ispé$nosti 1éCby, intrauterinni infekce). Samoziejmé i zde je nutné
pocitat s moZznym vyskytem faleSné negativnich reakci, zejména v inkubacni dob¢€ a na pocatku I. stadia, (
cca 2% u testi pro tiidu IgG a az 30% u testi pro tfidu IgM) a fale$né pozitivnich (cca 1-2%) reakcei (Tabulka
2).

Tabulka 2: Pfi¢iny faleSné pozitivnich reakci v treponemovych testech.

AKutni pFi¢iny (trvani méné nez 6 mésici) Chronické pfifiny (trvani déle nez 6 mésicu)

hepatitidy autoimunitni onemocnéni
borreliéza abnormality imunoglobulinii
infek¢éni mononukledza nevenerické treponematdzy
maldrie malignity

ockovéni

uZzivani drog

idiopatické
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Sérokonverzi jsou schopny zachytit okolo 5. - 6. tydne po infekci.

2.2.1. Screeningové treponemové testy - v priibéhu vyvoje od 60. let (hemaglutinace) aZ po soucasnost
(EIA/ELISA, imunochromatografie, chemiluminiscence) se zvysila jejich specificita a citlivost. Pozitivita
pretrvava dlouhodobé i po uspésné 1éCbe a je obrazem prodélané infekce. Protilatky zachycované t€mito testy
prestupuji placentarni bariéru (t. IgG) a nejsou proto vhodné pro diagnostiku infekce plodu.

MHA-TP (Microhaemaglutinace Treponema pallidum) - obdoba diivéjsiho zkumavkového TPHA testu
(Treponema pallidum haemaglutinace) v mikrotitraénich destickach. Nosi¢em specifickych antigend jsou

zviteci krvinky. Pracuje s minimalnim mnoZstvim séra, plazmy nebo liquoru.

TP-PA (Treponema pallidum particule aglutination) - principidlné shodny test s MHA-TP. Nosicem

e

specifickych antigend jsou namisto zvifecich krvinek inertni Zelatinové barevné Castice, coZ pfinasi mimo

ol

jiné vysSi stabilitu vyrobenych Sarzi testa.

ELISA a EIA (Enzyme imunolinked assay, enzyme imuno assay) - varianty total (pro vSechny tf.
protilatek soucasné) jsou vhodné ke screeningovému vysetfeni séra, plazmy nebo liquoru. Vyvoj prinasi na
trh stdle citlivéjsi diagnostika s odpovidajici specificitou. Umoziuji vySetfovani vétSich skupin vzorkt a
automatizaci. Vyhovuji podminkdm spravné laboratorni praxe a nutnosti dokumentovat kazdy procesni krok
reakce.

Imunochromatografické testy - jsou urceny pro rychlou diagnostiku v urgentnich piipadech nebo
v terénnich studiich s rizikem niZs{ citlivosti u pocinajicich a vyhasinajicich onemocnéni. Detekuji
pritomnost vSech tiid protildtek spolecné vizualizovanych barevné v reakci se specifickymi antigeny

fixovanymi v nitrocelul6zové membrang.

Latex-aglutina¢ni testy - stanovi piitomnost specifickych protilatek bez rozliSeni tfidy aglutinaci latexovych
Castic nesoucich specifické antigeny TPP. Jsou rovnéz urceny pro rychlé vyhleddvaci testovani.

Chemiluniscen¢ni testy (CLIA) - stanovi pfitomnost protildtek odectenim kvanta svételné energie vyzarené
po reakci konjugétu vazaného na specifické protilatky se startovaci reagencii.Pfinaseji vyhodu
automatizované, dokumentované diagnostiky z primarni zkumavky s minimalizaci mozZnosti lidské chyby a
monitorovanim procesu.

2.2.2. Konfirmacni testy - slouzi k ovéfeni pozitivity vyhledavacich reakci a potvrzeni diagnézy. Skupina
zahrnuje metody pro detekci protilatek ve tfidé IgG a IgM (IgM k posouzeni aktivity onemocnéni a
uspésnosti 1€cby).

FTA-ABS (fluorescen¢ni-absorbéni) IgG test - je povazovan za standardni konfirmacnf test s vysokou
citlivosti (sérokonverze opakované dokumentovdana jiz ve 2. tydnu po infekci) a specificitou. Jako antigen
pro vazbu protilatek vyuziva pfimo usmrcené TPP kmene Nichols. Specifi¢nost reakce je zvysena vysycenim
spolecnych protilatek (napf. s rody Borrelia, Leptospira a s ostatnimi zastupci rodu Treponema) sorbentem
pfipravenym z Treponema phagedensis Reiter.
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Westernblot IgG - umozni identifikaci protilatek proti jednotlivym hlavnim antigentim 7PP (ziskanym z
virulentniho kmene Nichols, obvykle lipoproteidd 15,5, 17 a 47 kDa) a tim i lepsi posouzeni vyvoje
onemocnéni. Jednotlivé tiidy protilatek se odliSuji monospecifickymi konjugéty.

Immunoline assay IgG - identifikace protilatek ve tf. IgG proti hlavnim antigentim Treponema pallidum
pfipravenym rekombinantné nebo semisynteticky.

TPI (Nelson-Mayertv Treponema pallidum imobiliza¢ni test) - prvni specificky test uvedeny do praxe na
konci 40.let 20.stoleti. Protilatky (imobiliziny, které za ticasti komplementu zpisobuji imobilizaci a nasledny
rozpad bunék TPP) se objevuji na pfelomu primarniho a sekundarniho stadia syfilis. Pdvodné byl povazovan
za dozivotni marker kontaktu s infekci. Béhem let praxe a ve srovnani s ostatnimi specifickymi testy se vSak
ukazalo, Ze dochazi po delsi dobé ke spontanni negativizaci (vymizeni imobilizinl) i u pacientil s nelééenym
onemocnénim. Presto, Ze je zatiZen pouze malym procentem faleSné pozitivnich reakci, naroky na provedeni
testu (vybaveni laboratofe, dostupnost Zivého virulentniho kmene TPP, vySkoleny persondl) odsouvaji
metodiku mezi superkonzlidrni konfirmacni vysetfeni.

FTA-ABS IgM - vyuZziva konjugét proti lidskym IgM protildtkdm. Vzhledem ke kompetici IgG a IgM
protilatek o antigenni determinanty TPP v pribéhu reakce je jeho citlivost mensi.

19S IgM FTA-ABS - vzhledem k nutné pfedchozi separaci IgM frakce séra je tento specificky a citlivy test
urcen spise pro experimentalni praci.

19S IgM SPHA (19S IgM Solid phase haemadsorbtion) - test je zaloZeny na principu capture (vychytani)
IgM protilatek z vySetfovaného materidlu pted vizualizaci (nosi¢em specifickych antigend jsou zviteci
krvinky nebo syntetické mikropartikule). Tento princip zvysuje citlivost metodiky. Déle je mozné urcen{ titru
protilatek a jeho nésledné sledovani v pribéhu dispenzarni péce.

ELISA IgM - moderni testy fesi fadu uskali vySetfeni protilatek IgM tfidy a postupné se stdvaji citlivéjSimi a

Mev s

specifictéjSimi. Uplatni se pfi posuzovani aktivity onemocnéni a odliSeni syfilis congenita.

Westernblot IgM - umozni identifikaci protilatek v dané tfidé€ proti jednotlivym hlavnim antigenim 7PP a
tim 1 lepsSi posouzeni vyvoje onemocnéni.

ZAVER

I pfes rozsdhlou Skélu klasickych pfimych i nepiimych testti, vhodnych pro diagnostiku syfilis, zlstava fada
situaci, ve kterych mohou byt vysledky vySetfeni problematické a neumoziuji rychlé a spolehlivé stanoveni
diagnézy, jednd se zejména o:

Syfilis congenita - laboratorni diagnostika se v soucasné dobé rutinn€ opird pouze o priikaz IgM protilétek,
které nepronikaji pies placentarni bariéru (na rozdil od IgG), primé testy bézné vyuzivany nejsou.
Zhodnoceni sérologie je vSak zatiZeno fadou fyziologickych i patologickych jevid, umoziujicich definitivn{
sérologické stanoveni diagnézy az po 18. mésici véku (dplné vymizeni pfenesenych protilatek).U
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novorozence je tedy diagn6za stanovena vzdy na zdkladé anamnézy matky, klinického stavu ditéte a ndlezu
protilatek v séru. Nadéjné je provedeni PCR.

Neurosyfilis - obtizné odliseni intrathekdlni produkce imunoglobulini, nutnost posoudit poruseni
haematoencephalické bariery (naprosto nezbytny je soucasny odbér krve spolu s liquorem).

Posouzeni infek¢niho rizika - Zadny z pfimych testli neni schopen spolehlivé detekovat pfitomnost
treponemat v krvi (vzhledem k malému mnozstvi bakterii a pomérné kratké a individualni bakteriémii).
Protilatky (IgM) mohou pouze naznacit aktivitu procesu.

Nemoznost kultivovat TPP in vitro je vyznamnym nedostatkem pfi objektivnim prikazu syfilis. S rozvojem
molekuldrni biologie a diagnostiky se nabizi nové moznosti. Standardni test odpovidajici spravné laboratorni
praxi (v€éetn€ vnitini kontroly fale$n€ negativnich vysledkii) vhodné doplni sérologické testy, které v
diagnostice syfilis maji kli¢ovou a nezastupitelnou roli. PCR 1ze pouZit k typizaci kmend (epidemiologie
syfilis a nevenerickych treponematdz) na zaklade specifickych sekvenct, ale i ke kvantifikaci
mikroorganizmd, dile k rozliSeni Zivych a mrtvych bunék a k prikazu DNA TPP v biologickych archivnich
materidlech atd.

Zasadnim aspektem diagnostiky syfilis je nutna mezioborova spoluprace. Definitivni diagnézu muize stanovit
pouze klinicky 1ékaf na zdkladé anamnézy, klinickych projevu a laboratorniho vysetient, které je ovSem
nezastupitelné.

Legenda obrazkd:
Obrazek 1: Obrazek 1: Treponema pallidum subsp. pallidum - nepiim4 imunofluorescence (foto: MUDr.
Magdalena Knappova, NRL pro diagnostiku syfilis 1986)
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