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ANOTACE

Bakalai'ska prace se zabyva bakterii Treponema pallidum, ktera je ptivodcem syfilis, sexualné
prenosného onemocnéni. Pozornost je vénovana charakterizaci bakterie, kdy jsou uvedeny
informace o jeji taxonomii, morfologii a patogenezi. V praci jsou také shrnuty dostupné
informace 0 vyskytu a onemocnéni, ktera uvedené agens zpusobuje. Soucasné jsou zminény

postupy laboratorni diagnostiky, moznosti terapie a prevence.

KLICOVA SLOVA

Treponema pallidum, syfilis, laboratorni diagnostika, terapie a prevence

TITLE

Syphilis: laboratory diagnosis and therapy

ANNOTATION

Bachelor thesis deals with bacteria Treponema pallidum, which is the causative agent of
syphilis, sexually transmitted disease. Attention is paid to the characteristics bacteria which
provides information on the taxonomy, morphology and pathogenesis. This work summarizes
available information on diseases caused by this bacterium. Thesis also mentions the method

of identification, therapy and prevention.
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1 UvoD

Treponema pallidum ssp. pallidum je pivodcem syfilis, sexualné ptenosného onemocnéni
s vice nez 12 miliony novych ptipadi na celém svété kazdy rok. Syfilis je v soucasné dobé
vyznamnym problémem veiejného zdravi. Vcasnd diagnoza a rychla 1écba jsou dulezité

k omezeni klinickych ucinkd.

Na samém konci 15. stoleti se objevila nova nemoc, kterd v Evrop¢ propukla ve formée
zhoubné pandemie. Zpocatku se ani nevédélo, ze se jedna o pohlavni chorobu a lidé ji
povazovali spiSe za bozi trest. Bez ohledu na jeji ptivod, se tato nemoc $itila Evropou velkou
rychlosti. K jejimu rozSiteni pfispély 1 valky a nasledné cestovani vojenského personalu.
Vzhledem k Sirokému rozsifeni se tomuto infeké¢nimu onemocnéni dostalo nejriznéjsiho
pojmenovani (napt. francouzskd nemoc, neapolskd, nemécka, italska ¢i polskd nemoc).
Novodoby nazev syfilis pochazi z dila Girolama Fracastora, ktery roku 1530 vydal basen
,»Syphilis sive morbus gallicus® (v ptekladu: Syfilis nebo francouzska nemoc). V basni opévuje
pastevce Syphila potrestaného Apollonem nemoci za to, Ze nestavél oltafe bohiim, ale svému
krali. Cesky nazev piijice pochazi od prazského profesora porodnictvi A. Jungmanna, ktery

nazev odvodil od bohyné lasky Prije.

Syfilis je celosvétove rozsitené infekéni onemocnéni, postihujici rizné organy véetné kize,
obéhového, svalového, kosterniho a centralniho nervového systému. Zvlastni vyznam pro
celosvétové zdravi je poznani, ze syfilis vyrazné€ zvySuje riziko pienosu viru lidské

imunodeficience asi 2-5krat.

Pied ptichodem antibiotik byla syfilis jedna z nejcastéjsich infekci postihujici az 10 %
dospélé populace v zépadnim svété. Syfilis patii mezi prvni infekci, ktera byla uspésné 1écena
antibiotiky. Jako 1ék na syfilis se nejéastéji pouziva penicilin. V ptipad¢ alergie na penicilinova
antibibiotika se pouzivaji makrolidy ¢i tetracykliny. I kdyz je penicilin stale ucinné
antibiotikum, u T. pallidum se objevila vyznamna rezistence na makrolidy. Tyto rezistentni

kmeny T. pallidum nyni ptevladaji v nékolika vyspélych zemich.

Tato bakalaiska prace je zamétena predevsim na obecnou charakteristiku bakterie véetné
patogeneze. Prace rovnéz obsahuje moznosti laboratorni diagnostiky, kterd je zalozena

predevsim na serologickém vysetieni, dale prevenci a terapii.
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2 ETIOLOGIE

2.1 Historické zminky o syfilis

Od 15. stoleti, kdy byla syfilis uznana jako nova nemoc, se onemocnéni stalo predmétem
velkého tajemstvi a legend (LaFond a Lukehart, 2006). V roce 1905 F. R. Schaudinn a P. E.
Hoffmann prokazali spirochety v natérech obarvenych dle Giemsy ze syfilitickych lezi
(Powers-Fletcher, 2011). Bakterii spiralového tvaru pojmenovali Spirochaeta pallidum, dnes

znamou jako T. pallidum (Souza, 2005).

Puvod syfilitidy v Evropé je vykladan dvojim zpusobem - zavleCenim z Ameriky
Kolumbovymi ndmoiniky nebo vyvinem venerické syfilis z podobné endemické formy, ktera
existovala jiz po staleti na Blizkém vychodé a ve vychodni Evropé. Na zakladé molekularné
genetickych studii je pravdépodobné, Ze se venericka syfilis vyvinula z frambézie a do Evropy

byla pravdépodobné zavlec¢ena z Ameriky Kolumbovymi namoiniky (Harper et al., 2008).

Od roku 1495 se syfilis zacala §ifit po celé Evropé. Prvni zminky o epidemii syfilis se
objevuji v roce 1494 béhem francouzské invaze do Italie. Arméda, slozena ptevazné z zoldaku,
se predtim plavila s Kolumbem do Ameriky. Kratce po invazi se armada rozpadla, vojaci se
vratili do svych domovi a §ifili onemocnéni. V roce 1500 byla syfilitida rozsifena po celé
Evropé. Vzhledem k tomu, Ze epidemie nasledovala rychle po navratu Kolumba a jeho muzt
z Nového svéta, existuje teorie, Ze nemoc vznikla pravé v Americe. Nékteti badatelé vSak
argumentovali pro ptedkolumbovskou pfitomnost syfilitidy ve Starém svété. Ve 20. stoleti
vznikla kritika kolumbovské hypotézy (Harper et al., 2011). Neni totiz jasné, zda se ve vSech
pfipadech skute¢né jednalo o syfilis, v mnoha ptipadech byla nemoc nejspiSe zaménovana

s malomocentsvim (Kuklova, 2012).

Klicovou roli pfi feseni otazky obklopujici ptivod syfilis hraje paleontologie (Harper et al.,
2008). Terciarni stadium syfilis zanechava na kostfe charakteristické patologické zmény.
Radiokarbonové datovani spolu s n€kolika dal§imi modernimi prosttedky ukazalo, ze vSechny
kosterni pozustatky s konkrétnimi luetickymi 1ézemi se nevyskytovaly diive nez v roce 1492.
Na druhou stranu, ne na vsech castech skeletu se jednalo zrovna o syfilis. Nicméné u 16 kosti
se dokazal predkolumbovsky ptivod pomoci modernich datovacich metod (Tampa et al., 2014).
Harper et al. (2011) uvadi, Ze vSechny tyto kostry byly umistény v pobfeznich oblastech
v Evrop¢, kde motské plody predstavovaly dilezitou soucast stravy obyvatel. Moiské plody

obsahovaly star$i uhlik ze dna oceanu, ktery ovliviioval uhlikové datovani. Poté, co byly
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provedeny opravy a adekvatni Upravy, mohlo byt prokazano, Ze kostlivei ve skuteCnosti
nemohli byt datovani do obdobi pfed Kolumbovym navratem do Evropy, jak bylo dfive
uvazovano (Harper et al., 2011; Tampa et al., 2014)

Na rozdil od Evropy, americky kontinent byl schopen pfedlozit jasné dikazy podporujici
existenci syfilis v predkolumbovském obdobi. Kosterni 1éze charakteristické pro diagnoézu
syfilis byly identifikovany v ruznych oblastech piedtim, nez Kolumbus objevil
Ameriku. Kromé toho, radiokarbonové datovani ulomku kosti ukazalo jejich stafi i nékolik tisic

let (Tampa et al., 2014)

Mezi nejvice postizenymi onemocnénim syfilis byli Spisovatelé vzhledem k jejich
promiskuitnimu a bohémskému zivotu (Tampa et al., 2014). Podezieni na syfilis se objevilo
u mnohych ¢eskych a zahrani¢nich umélct, jako napt. Jaroslav Vrchlicky, Bedfich Smetana,
Josef Manes, Ludwig van Beethoven, Nicolo Paganini a Oscar Wild. Nemoc vyrazné ovlivnila
jejich chovani a smysleni, zejména v kone¢ném stadiu. K obétem syfilis patii i fada osobnosti

z ¢eskych zemi - vévoda Albrecht z Valdstejna nebo cisai Rudolf 11.

2.2 Taxonomicka Klasifikace

Pivodce syfilis patfi mezi spirochety, jez zahrnuji skupinu vyznamnych bakterii. Tyto

vvvvvv

pro ¢lovéka z rodu Treponema je bakterie Treponema (T.) pallidum ssp. pallidum. Jeji

taxonomickeé zatrazeni je nasledujici:

Tabulka 1 Taxonomicka klasifikace T. pallidum (Hluska, 2006; Sedlacek, 2007)

Doména: Bacteria
Kmen: Spirochaetes
Trida: Spirochaetes
Rad: Spirochaetales
Celed’: Spirochaetaceae
Rod: Treponema
Druh: T. pallidum

Poddruh: T. pallidum ssp. pallidum
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Kmen Spirochaetes se vyznaCuje jedineCnou morfologii svych zastupcti. Kmen
Spirochaetae zahrnuje jednu téidu Spirochaetes s jednim fadem Spirochaetales. Tento tad je
tvofen tfemi ¢eledémi Spirochaetaceae, Brachyspiraceae a Leptospiraceae. Treponemata jsou
fazena do ¢eledi Spirochaetaceae, ktera obsahuje také rody Borrelia, Spirochaeta, Cristispira,

Spironema a Brevinema (Sedlacek, 2007).

Rod Treponema zahrnuje nékolik primarnich lidskych patogend, ktera jsou fazeny do druhu
T. pallidum. Tento druh zahrnuje né€kolik poddruht, zejména T. pallidum zpusobujici syfilis,
T. endemicum zpusobujici endemickou syfilis, T. pertenuae zpusobujici frambézii
a T. carateum zodpovédnou za kozni onemocnéni tzv. pintu (Stamm, 2010). Genetické analyzy
téchto patogenti odhalily ndpadnou podobnost mezi uvedenymi bakteriemi a také vysoky stupen
podobnosti s krali¢im patogenem T. paraluiscuniculi, ktery ale pro ¢lovéka neni infekéni
(Smajs et al., 2012). Infekce zptisobené T. pertenuae a T. endemicum jsou b&zné oznadovany
jako endemické treponematosy. Zatimco frambézie se nachazi v teplych vlhkych klimatech,
endemicka syfilis se nachazi v sussich klimatickych podminkéch. V obou ptipadech se infekce
§iff piimym kontaktem (Staudova et al., 2014). Oportunni patogen T. denticola a n&které dalsi

druhy dstnich treponemat jsou spojovany s parodontézou (Stamm, 2010).
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3 CHARAKTERISTIKA T. PALLIDUM

3.1 Struktura a morfologie

T. pallidum, pattici do celedi Spirochaetaceae, je vlaknita mikroaerofilni bakterie
s charakteristickym helikalnim tvarem. Délka bunky se pohybuje v rozmezi 6 az 15 um a $irka
okolo 0,2 um (LaFond a Lukehart, 2006). T¢lo je stoceno do 6-14 zavitd (Cohen et al., 2013).

Spiralovité télo T. pallidum je obklopeno cytoplasmatickou membranou, ktera je uzaviena
voln¢ piidruzenou vné€js§i membradnou. Tenkd vrstva peptidoglykanu mezi membranami
zajistuje strukturni stabilitu a zaroven umoziuje pruznost (LaFond a Lukehart, 2006; Liu et al.,
2010; Powers-Fletcher, 2011). Vn¢jsi membrana T. pallidum postrada lipopolysacharid, coz je
silny modulator zanétu a obsahuje velmi malé mnozstvi transmembranovych proteinii, pfiblizné
100krat méné€ nez u jinych spirochet a gramnegativnich bakterii (Norris et al., 2001; Peeling
a Hook, 2006; Dickerson et al., 2012). I kdyZ toho neni mnoho zndmo 0 membranovych
proteinech T. pallidum, maji velky potencial byt faktory virulence (Peeling a Hook, 2006).
T. pallidum dokaze unikat imunitni odpovédi napadené¢ho organismu, coz vede k pietrvavani

v hostiteli nékolik let &i dokonce desetileti (Smajs et al., 2012).

V periplazmatickém prostoru mezi membranami jsou umistény periplazmatické biciky
(endoflagella), které jsou ukotveny na koncich buiiky a zapficinuji rychly vyvrtkovity pohyb
treponemat (LaFond a Lukehart, 2006). Bic¢ikova vlakna se skladaji z nékolika hlavnich
proteint. Bi¢ik tvofi jeden protein pochvy (FlaA) a tii dfeniové proteiny (FlaB1, FlaB2 a FlaB3)

(LaFond a Lukehart, 2006; Liu et al., 2010).

Studium této bakterie a patogeneze syfilis je komplikovano skute¢nosti, ze T. pallidum
dosud nebyla kultivovana nepfetrzité in vitro, i kdyz bylo dosazeno pokroku pii mnozeni
v tkanovych kulturach (Peeling a Hook, 2006; Norris et al., 2001). Pti vyzkumu se proto musi
spoléhat na ockovani kralika a jinych zvirat (Norris et al., 2001). T. pallidum nemutze byt
vizualizovana za pouziti bézné svételné mikroskopie, alternativni metodou je mikroskopie

v temném poli (Powers-Fletcher, 2011).
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Obrazek 1 Elektronovéa mikroskopie T. pallidum (pievzato z: http://phil.cdc.gov)

3.2 Geneticka informace T. pallidum

Kompletni sekvence genomu T. pallidum (kmene Nichols) byla stanovena v roce 1998,
kratce po kompletni genomové sekvenci Borrelia burgdorferi B31. Genom se sklada z jednoho
cirkularniho DNA chromozomu o velikosti asi 1,14 Mb (Norris et al., 2001). Tento genom
obsahuje 52,8 % G+C a 1090 gend, jez koduji 1014 proteind. Tyto proteiny piedstavuji 92,9 %
z celkové genomové DNA (Norris et al., 2001; Sinha et al., 2015). Jen malo bakterii ma genom
mensi nez T. pallidum, ktery se proto fadi mezi jeden z nejmensich (LaFond and Lukehart,
2006).

V poslednich n¢kolika letech byly stanoveny kompletni genomové sekvence dalSich

4 kmenut T. pallidum (SS14, DAL-1, Chicago, Mexico A) (Staudova et al., 2014).

Sekvenovani genomu odhalilo, ze T. pallidum ma pozoruhodny nedostatek metabolickych
schopnosti. T. pallidum ma geny kédujici enzymy zapojené do glykolyzy, ale postrada cyklus
trikarboxylovych kyselin a respiracni fetézec. Analyza genomu naznacuje 1 absenci
biochemickych cest, umoznujicich de novo syntézu nékterych kofaktori a nukleotidd. Drahy
pro syntézu aminokyselin a mastnych kyselin rovnéz chybi (LaFond a Lukehart, 2006; Ho

a Lukehart, 2011). T. pallidum muze pouzit nékolik sacharidi jako zdroji energie, v¢etné
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glukozy, galaktozy, maltozy a glycerolu. Experimentalni diikkaz prokazal, ze pouze glukdza,
mannéza a maltéza podporuji mnozeni T. pallidum v tkanové kultufe. Neni znamo, zda
T. pallidum pouziva aminokyseliny jako zdroj uhliku a energie. Nicméné nedostatek
katabolickych a anabolickych drah naznacuje, Ze je to malo pravdépodobné (Fraser et al.,
1998).

T. pallidum je mikroaerofilni a roste jen pfi snizené koncentraci molekularniho kysliku. Na
rozdil od Borrelia burgdorferi, ktera je také mikroaerofilni, T. pallidum ziejm¢& chybi geny pro
superoxiddismutazu, katalazu a peroxidazu, které chrani pied toxickym kyslikem. T. pallidum
muze vyuzivat kyslik jen diky enzymu NADH oxidaze (Fraser et al., 1998). Kvili témto
omezenim organismus neni schopen syntetizovat ziviny, které vyzaduje, a proto je T. pallidum

zcela zavisla na svém hostiteli (Powers-Fletcher, 2011).

3.3 Citlivost k vnéjsim podminkam

T. pallidum je velmi choulostiva bakterie. Lze ji snadno zabit susenim nebo zahfivanim pti
41-42°C po dobu 60 minut nebo pii 1-4°C po dobu 1-3 dnu. T. pallidum je také snadno
inaktivovana pii styku s destilovanou vodou, mydlem, slouc¢eninami arsenu, bismutu, rtuti
a beznymi antiseptiky. Kmen T. pallidum miZe byt zachovan v laboratofich mnoha zptisoby.
Organismus lIze skladovat ve zmrazeném stavu v médiu obsahujici 5 % glycerol pii -70°C nebo
v kapalném dusiku pii -130°C po dobu 10-15 let (Parija, 2009).

3.4 Antigenni struktura

T. pallidum se uspofadanim vnéj$i membrany odliSuje od stavby béznych gramnegativnich
bakterii. Specifické treponemové antigeny jsou exponovany na zevnim povrchu tohoto
mikroorganismu velmi zitidka (Woznicova, 2007). Nedostatek antigenti na povrchu bakterie
muze byt jednim z mechanism, ktery hraje roli ve schopnosti T. pallidum vyhnout se imunitni
odpovédi a také ve schopnosti vytvotit chronickou infekci (Dickerson et al., 2012). Dokud je
ale zevni membrana T. pallidum intaktni, jsou imunogeny pod povrchem zevni membrany

v podstaté skryté a protilatkami nedosazitelné (Votava et al., 2003).

Proteiny vné&jsi membrany (OMPS) jsou rozdéleny podle své funkce na adhesiny, poriny
a proteiny s dalsi funkci (Cullen et al., 2004).
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V patogenezi mikrobidlnich infekci, zejména téch, které jsou zplsobeny extracelularnimi
patogeny odpovédnymi za systémova onemocnéni, hraje dilezitou roli kolonizace (Ke et al.,
2015). Bakterialni proteiny, glykokonjugaty nebo lipidy, které spousti kolonizaci
zprostfedovanim adheze mezi bakterialnim a hostitelskym povrchem burky jsou nazyvany
adhesiny. Tyto adhesiny maji afinitu pro konkrétni receptory hostitelské bunky, plazmatické
bilkoviny nebo komponenty extraceluldrni matrix. Aby doslo k zahajeni infekce, musi

adherovat na tkan¢ hostitele a zabranit obrannym mechasnimim hostitele (Cullen et al., 2004).

Vyznamnou soucasti hostitelské extracelularni matrix je fibronektin a lamin. Jedno mozné
vysvétleni pro sklon T. pallidum obchézet skodlivé ucinky protilatek a imunitnich efektorovych
bungk je, ze se na fibronektin mohou vazat antigeny T. pallidum (Dickerson et al., 2012). Dva
vnéj§i membranové proteiny Tp0483 a Tp0155 z T. pallidum byly identifikovany jako
fibronektin vazajici proteiny (Cameron et al., 2004; Tomson et al., 2007; Dickerson et al.,
2012). Brinkman et al. (2008) identifikovali tfeti pfedpokladany membranovy protein
(TP0136), ktery vykazuje podobnou afinitu pro komponenty extracelularni matrix (fibronektin
a laminin) (Brinkman et al., 2008; Dickerson et al., 2012; Ke et al., 2015). Tp0483, Tp0155
a TP0136 jsou schopny vazat nerozpustny fibronektin, pouze Tp0483 ukazal afinitu pro
rozpustnou formu fibronektinu. Patogenni vyhoda vazby na rozpustny fibronektin stale ztstava
nejasna. Dickerson et al. (2012) ve své publikaci piedpokladaji, Ze rozpustny fibronektin je
vazan, aby se zakryly exponované antigenni cile. Tato vlastnost se oznacuje jako antigenni

prestrojeni (Dickerson et al., 2012).

Vysokou vazebnou aktivitu k laminu prokazal i protein Tp0751, znamy jako pallilysin
(Cameron, 2003; Houston et al.,, 2011; Houston et al., 2012). Bylo prokazano, ze
zprostiedkovava prichyceni bunék exprimujici laminin. Protilatky specifické pro Tp0751
inhibovaly upevnéni T. pallidum k lamininu, coz potvrzuje totoznost tohoto proteinu jako
adhesinu (Cameron et al., 2005). Nedavné studie dokazaly, ze pallilysin je také schopen
specifické vazby na lidsky fibrinogen, coz je kliCova strukturalni bilkovina pii srazeni krve.
Tim, ze je pallilysin schopny vazat a degradovat lidsky fibrinogen a laminin, muze hrat velkou

roli v sifeni T. pallidum (Houston et al., 2012).

Poriny predstavuji transportni proteiny, které umoznuji pasivni difizi rozpusténych latek
pfes vn&jsi membranu. Poriny ¢asto maji i jiné funkce, napt. mohou aktivovat hostitelské
signalni drahy, slouzit jako adheziny nebo pusobit jako receptory pro bakteriofagy. Bylo
prokazano, ze hraji i dualezitou roli v antimikrobidlni rezistenci. Poriny také aktivuji

komplement, moduluji zanétlivé a imunologické odpovédi (Cullen et al., 2004). Jednim
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z porinu T. pallidum byl identifikovan Tromp-1 o velikosti 30 kDa. Pfedpoklada se, ze jeho
dalsi funkeci je prilnavost na zakladé sekvencéni identity s rodinou streptokokovych adhesini

(Cullen et al., 2004).

Nicmén¢ studie zaméfené na identifikaci proteini podilejicich se na patogenezi T. pallidum
jsou omezené, vV dasledku skutecnosti, ze mikrob je obligatni lidsky patogen a nemlze byt
dlouhodobé kultivovan in vitro (Houston et al., 2011). Ackoli uz mnoho proteinii bylo
izolovano z T. pallidum, pfesna tiloha téchto proteini v patogenezi onemocnéni stale zustava

nejasna (Parija, 2009).

© < Vzicny
TP0453 e protein vn&jsi
membrany

Vnéj$i membrina

Peptidoglykanova vrstva

Cytoplazmaticka membrana

Obrazek 2 Sou¢asny model molekularni architektury T. pallidum. Na povrchu vnéjs§i membrany se nachazi
protein TP0326 (Tp92) a dalsi vzacné proteiny vnéj$i membrany. Pod vnéj$i membranou se nachazi lipoprotein

TP0453 vytvarejici pory, prevzato a upraveno dle Cox et al. (2010)

3.5 Faktory virulence

T. pallidum je vysoce invazivni organismus s omezenymi toxigennimi schopnostmi (Norris
et al., 2001; Smajs et al., 2012). Invazivita je do uréité miry zptisobena vyvrtkovitym tvarem
treponemat, ktery umoziiuje proniknout nizkou viskozitou lidské tkand (Smajs et al., 2012).
U bakterie T. pallidum je znamo 67 moznych faktort virulence (Weinstock et al., 1998; Smajs
etal., 2012).

Genom T. pallidum nekdoduje nékteré faktory virulence nalezené v patogennich bakterii.
T. pallidum neexprimuje lipopolysacharid a endotoxin, vyskytujici se bézn¢ u gramnegativnich

bakterii, ktery je zodpovédny za mnoho Skodlivych ucinkd. T. pallidum nema Zadné skuteéné
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cytolytické enzymy nebo cytotoxiny zakdédované v genomu (LaFond a Lukehart, 2006). Proto
vétSina symptomi je zpusobena aktivaci zanétlivych a imunitnich odpovédi hostitele (Ho
a Lukehart, 2011). Nicméné organismus si vyrabi jiné lipoproteiny, které mohou zpusobit
zanétlivou reakci (LaFond a Lukehart, 2006). Mnoho badatela véfi, ze pravé zanétliva reakce

je zodpoveédna za poskozeni tkan¢ béhem infekei T. pallidum.

Weinstock et al. (1998) ve svém dile uvedl mozné faktory virulence T. pallidum - Tpr
proteiny, hemolyziny, regulatory, polysacharidy, povrchové proteiny a také proteiny

s neznamou funkci (Weinstock et al., 1998).

3.5.1 Tpr proteiny

T. pallidum obsahuje velkou rodinu genu, které koduji predpokladané membranové
proteiny, které mohou slouzit jako poriny a adheziny (Fraser et al., 1998). Genova rodina tpr
zahrnuje 12 ¢lenu (tprA-L) a je rozdélena do 3 podskupin: podceled I (tprC, D, I a F), podéeled’
Il (tprE, G a J), a podceled’ III (tprA, B, H, K a L) (Gray et al., 2006; Centurion-Lara et al.,
2013). Nekteré studie ukazuji, ze tyto Tpr antigeny jsou exprimovany béhem infekce, jsou
schopné vyvolat tvorbu protilatek a bunétnou imunitni odpovéd v infikovaném hostiteli
(Centurion-Lara et al., 2013). Identifikace tpr rodiny, které jsou ptedpokladané jako vnéjsi

membranové proteiny, tak mtize poskytnout nové cile pro vyvoj vakciny.

Predpoklada se, ze proteiny TprC/D kmene Nichols maji tidajné porinovou aktivitu. Béhem
infekce syfilis jsou teréem silné protilatkové a bunééné imunitni odpovédi. Imunizace
s rekombinantnim TprC/D indukuje ¢asteénou ochranu proti infekci. B€hem piirozené lidské
nakazy a experimentalni infekce kraliku, jsou protilatky tvofeny proti varianté¢ TprC/D a TprD2.
Pii pokusech v krali¢im modelu s rekombinantnim peptidem TprF/I doslo také k castecné
ochrané proti homolognim kmeniim a tvorbé protilatek po imunizaci. Nicméné sekvencni
rozmanitost TprC/D, ktera byla identifikovana mezi jednotlivymi poddruhy, by mohla piispét
ke zk¥izené ochrang, ktera byla pozorovana u jinych kmenti a poddruht T. pallidum (Centurion-
Laraetal., 2013).

Gen tprK je vysoce variabilni v ramci poddruht a druht (Smajs et al., 2012). Identifikace
poskytla TprK protein jako prvni kandidatsky antigen T. pallidum, ktery by mohl fungovat
v imunitnim Uniku. Protein TprK se sklada ze sedmi variabilnich oblasti (V1-V7). Tyto

V oblasti jsou tercem hostitelské humordlni imunitni odpovédi pfi experimentalni infekci
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(Giacani et al., 2010). Vysledné zmény ve variabilnich oblastech TprK proteinu umoziuji
organismu vyhnout se imunitni odpovédi hostitele (Cullen et al., 2004; Giacani et al., 2010).

3.5.2 Hemolyziny

U T. pallidum nebyla prokazana produkce lipopolysacharidii ani exotoxind, i kdyz
cytotoxicka aktivita byla namifena proti neuroblastim a jinym typim bunck pii extrémné
vysoké koncentraci bakterie. Analyza genomu odhalila pét gent kodujicich proteiny podobné
bakterialnim hemolysintim (Fraser et al., 1998). Tyto geny jsou oznaceny tlyC (TP0649), hlylll
(TP1037), hlyA (TP0026), hlyB (TP0027), a hlyC (TP0936) (Weinstock et al., 1998; Norris et
al., 2001). Dosud nebyla experimentalné prokazana hemolytickd nebo cytolyticka aktivita

téchto gent (Norris et al., 2001).

3.5.3 Regulatory

Zatim nejsou prakticky zadné ptedchozi studie o regulaci T. pallidum genové exprese. Proto
je pravdépodobné, ze T. pallidum ma relativné malo z téchto regulacnich systému. Ty, které se
nachazeji, se zdaji byt zapojeny do regulace metabolické funkce, jako je cyklicky AMP
vazebného proteinu nebo troR represor (Weinstock et al., 1998).
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4 ONEMOCNENI VYVOLANA T. PALLIDUM
4.1 Vyskyt a zpiisob prenosu

4.1.1 Zpisob prenosu

K prenosu syfilis dochédzi ve vétsiné ptipadli pohlavnim stykem s infikovanym jedincem.
Nékteré studie ukazaly, ze 16 az 30 % jedinci, ktefi méli sexualni styk s infikovanou osobou,
se béhem 30 dnd nakazili (LaFond a Lukehart, 2006). Syfilis se vyskytuje pfedev§im u osob

ve véku 15 az 40 let.

Syfilis také miZze byt pfenesena pies placentu z matky na plod béhem téhotenstvi (Enders et
al., 2015). Vrozena syfilis vyzaduje zvlastni pozornost v rozvojovych zemich, kde je nedostatek
prenatalniho testovani a antibiotické 1é¢by (LaFond a Lukehart, 2006). Odhaduje se, Ze ro¢né
je tak ohrozeno 1,5 milionu téhotenstvi, z nichZ piiblizné 50 % konci spontdnnim potratem,

narozenim mrtvého plodu nebo vrozenou syfilis (Enders et al., 2015).

Vzacnéji mize byt infekce pfenesena také nepohlavné, kontaktem s krvi ¢i télnimi
tekutinami, vyjime¢né kontaktem s koznimi projevy infekce (Votava et al., 2010). Aby se
zabranilo pfenosu T. pallidum pies krevni transfize, je syfilis aktivné vyhledavana u vsech

darcu krve. Riziko ptenosu syfilis transfuzi je proto nyni velmi malé (Enders et al., 2015).

4.1.2 Vyskyt

Incidence syfilis je stale velmi vysoka na celém svété. WHO odhaduje, Zze v roce 2005
a 2008 bylo 10,6 miliont novych ptipadu syfilis. Podle téchto odhadt mezi roky 2005 a 2008
nedoslo k naristu poctu ptipadi syfilis, oproti vyskytu Neisseria gonorrhoeae a Trichomonas
vaginalis, kdy bylo zaznamenano vyznamné zvySeni onemocnéni vyvolanymi témito

organismy (WHO, 2013). Incidence pro roky 2005 a 2008 je znazornéna v Tabulce 2.
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Tabulka 2 Globalni odhady incidence STI pro roky 2005 a 2008 (v milionech ptipadit), pfevzato a upraveno dle
WHO (2013)

Sexualné prenosné infekce 2005 2008 Zména v %
Chlamydia trachomatis 101,5 105,7 4,1
Neisseria gonorrhoeae 87,7 106,1 21,0

Syfilis 10,6 10,6 0
Trichomonas vaginalis 148,5 276,4 11,2
Celkovy pocet 448,3 498,9 11,3

Za poslednich 15 let doslo k dramatickému naristu syfilis v nékolika oblastech, a to v Cin¢,
Severni Americe, zapadni Evropé a Australii. Po celém svété je nemoc stale rozsifend, coz

ptispiva k podstatné vyrazné nemocnosti a novorozenecké umrtnosti.

Ve vétsin€ zemi syfilis postihuje Castéji muze. Mezi vyjimky patii Rakousko, Salvador,
Jamajka, Oman, Paraguay, Katar a Senegal, kde incidence syfilis je vyssi u zen. Od roku 2007
do roku 2011 se zvysil vyskyt syfilis u muzského pohlavi v Bulharsku, Kanad¢, Dansku,
Estonsku, na Malté, na Slovensku a ve Spojenych statech, naopak klesl v Italii, Lotyssku,
Moldavsku, Omang, Rumunsku a Spojeném kralovstvi (WHO, 2013).

V poslednich letech roste podil ptipadt syfilis ve Spojenych statech u skupiny muzi zvané
MSM. Nartst je ¢asto spojovan S rizikovym sexudlnim chovanim a HIV koinfekci. V roce 2013
se vice nez 16 000 z celkového poctu hlaSenych pripadl tykalo priméarni a sekundarni syfilis.
Primarni a sekundarni syfilis se v sou¢asné dob& nachazi u mladsich muzi, ve véku 20 az 29
rokd. Od roku 2006 doslo ke zméng, kdy nejvice piipada syfilis bylo zaznamenano u vékové

kategorie 35 az 59 roku (Clement et al., 2014).

V CR podléha povinnému hlaseni vrozend syfilis, ¢asna syfilis, pozdni syfilis, jina
a neurcena syfilis. AZ do roku 2010 incidence syfilis vyrazné stoupala. Od roku 2011 dochézi
k mirnému poklesu poétu piipadd syfilis zachycenych roéné v CR. Za rok 2012 bylo evidovano
celkem 1 856 hlaseni pohlavné pienosnych chorob. Z tohoto poc¢tu se 1 151 ptipada tykalo
onemocnéni gonokokovou infekci a 696 ptipadii onemocnéni syfilis. Ze statistickych tdaja
vyplyva, ze jiz druhym rokem celkovy pocet piipadu syfilis klesa. Data za posledni dva roky
zatim nejsou k dispozici. Z celkového poétu piipadi za rok 2012 se jednalo z 90 % 0 prvni
zachyt onemocnéni. Od roku 2008 vyrazné prevazuje zachyt ¢asné formy syfilis, a to 60-70 %

hlasenych ptipadi. Pacienti s ¢asnou ziskanou syfilis predstavuji rezervoar infekce v Ceské
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populaci. Podil cizinci ze vsech hlaseni syfilis v poslednich dvou letech tvofi ctvrtinu pfipadu.
U Zen v prubéhu gravidity bylo zjisténo 60 ptipadd, vrozena syfilis ditéte byla zjisténa pouze
ve dvou piipadech (UZIS, 2013).

Rozdil ve vyskytu onemocnéni syfilis z hlediska pohlavi neni tak vyrazny jak je tomu
u kapavky. Zastoupeni muzi stoupa kazdym rokem diky vzestupu infekce u MSM (Kuklova,
2012). Na zeny piipadalo 237 ptipadu syfilis oproti 459 ptipadim u muzd, tedy 0 polovinu
mén¢. U Zen byl zaznamenan vyraznéjsi pokles incidence nez u muzu, a to hlavné ve vékovych
skupinach s dlouhodobé nejvyssim vyskytem (20-34 let). Nejvyssi incidence u Zen byla
ve vékové skupiné 25-29 let. U muzi byl vyrazné zvySeny vyskyt syfilis oproti Zendm
v rozsahu vékovych skupin 25 az 50 let. Naopak, pokles u muzi byl nejvyraznéjsi ve vékové

skuping 20-24 let (UZIS, 2013).

Nejvetsi vyskyt nakazenych byl evidovan v Hlavnim méste Praze, kde je incidence stale
dlouhodob¢ nejvyssi. Vyssim poctem onemocnéni se vyznacoval i Jihomoravsky kraj, dale
Stiedogesky kraj a Ustecky kraj. V Jihomoravském kraji byl také druhy nejvyssi vyskyt
kapavky. Cizinci se na celkovém poctu piipadi syfilis nejvice podileli ve Stredoceském kraji,
jednu tietinu pfipadl zaujimali v Plzeiiském, Libereckém a Jihomoravském kraji. Pfesto vice

neZ polovina cizinct s onemocnénim syfilis Zila v Hlavnim mésté Praze (UZIS, 2013).

Vyskyt onemocnéni syfilis u injekénich uzivatelt drog (IUD) v roce 2012 poklesl. Od roku
2006, kdy bylo za sledované obdobi nahldSeno nejméné piipadl syfilis u IUD, se pocet
nakaZenych syfilis kaZzdoro¢né zvySoval. V roce 2010 bylo nahldSeno 113 piipadd syfilis
u IUD, piesto do roku 2012 klesl pocet o necelou polovinu, na 59 ptipadi. Vyskyt syfilis
u uzivateli alkoholu byl v celém sledovaném obdobi nizky, pohyboval se maximalné¢ do

9 ptipadl rocné (Nechanska, 2013).

Syfilis je jednou z nejvyznamnéjSich sexualné ptenosnych chorob u HIV pozitivnich osob,
ale vyskytuji se 1 dal$i sexudlné pienosné nemoci. V roce 2012 bylo u HIV pozitivnich osob
diagnostikovano 66 novych ptipada syfilis. Z téchto 66 piipadi bylo 20 zjisténo soub&zné
s diagnozou HIV, u 3 ptipada byla ¢asna syfilis zjiSténa v obdobi n¢kolik mésicti po diagnoze.
Zbyvajici pocet se tykal pacientl, kteti byli diagnostikovani jako HIV pozitivni pied rokem
2012 (SZU, 2013).
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4.2 Patogeneze

Syfilis probihd v nékolika fazich, nelécené onemocnéni miize mit vlekly, doslova letity
prub¢&h. Zahrnuje i stav latence, ktery muze byt provazen i moznostmi reaktivace (Woznicova,
2007).

Jedinym pfirozenym hostitelem T. pallidum je ¢lovek, pro néhoZ je zna¢né patogenni
(Zeltser a Kurban, 2004). T. pallidum je schopna infikovat jakykoliv typ lidské tkané (Smajs et
al., 2012). Absolutni minimalni pocet treponem nutnych k zahajeni patogeneze neni znam.
Nicméné bylo zjisténo, Ze se T. pallidum replikuje velmi pomalu, s ¢asovym délenim ptiblizné
30-33 hodin, ¢imz se ¢aste¢n¢ vysvétluje prodlouzend povaha nemoci a pomérné dlouhéa doba
inkubace (Zeltser a Kurban, 2004). Inkubac¢ni doba je pfimo umérna velikosti inokula a kolisa
mezi 10 az 90 dny. Do organismu pronika skrz sliznici nebo ptes drobné odérky na kizi. Rychle
se dostava do lymfatickych cest a krevniho fecist€ a odtud se Siii do riznych organti vcetné

CNS (Ficarra a Carlos, 2009).

T. pallidum se mnozi extracelularné a nepisobi chemotakticky na polymorfonuklearni
leukocyty. Morfologické zmény jsou zpusobeny poskozenim endotelu kapilar a poruchou jejich
funkce. Za projevy nemoci nejsou odpovédné samotné bakterie, ale imunopatologické procesy,
které jsou zptsobeny komplexy antigenti s protilaitkami a jednak se uplatiuje bunécna
precitlivélost. Tyto procesy vznikaji jako reakce na ptitomnost treponemat v organismu a vedou
k rozsahlym destrukcim v dob¢, kdy jsou treponemata téméft eliminovany z organismu (Bednaf,

1996).

T. pallidum, nazyvana ,,utajeny patogen®, obsahuje velmi malo bilkovin a minimalizuje
povrchové lokalizované antigenni cile uznané hostitelskymi protilatkami nebo imunitnimi
bunikami. Humorédlni odpovéd’ je primarné zprostfedkovana nckterymi membranovymi
lipoproteiny, napt. TpN47, TpN17 a TpNI15. TpN47 lipoprotein je vysoce imunogenni
a aktivuje endotelové bunky (Sena et al., 2010).

Ve druhém tydnu infekce se objevuji protilatky tfidy IgM. Béhem dalSich dvou tydna
dochazi k tvorbé protilatek tiidy IgG. U sekundarni syfilis je humoralni odpoved’ zejména
ve tfidach IgG1 a IgG3. Po terapii primarni a sekundarni syfilis protilatky IgM rychle klesaji
a béhem 6-12 mésictli se stavaji nezjistitelnymi. Nékolik studii naznacuje, ze klesajici hladina
IgM ukazuje adekvatnost 1é¢by (Sena et al., 2010). Merlin et al. (1985) prokazali nepfitomnost
protilatek IgM u 84 % pacientt s diive 1éCenou syfilis (Merlin et al., 1985; Sena et al., 2010).

Naproti tomu, IgGl a 1gG3 antitreponemové protilatky mohou pietrvavat po mnoho let
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navzdory terapii. Ne&kteti vySetiovatelé identifikovali zvySené IgA protilatek u tfetiny
syfilitickych pacientl. Protilatky IgA byly hodnoceny ptfedev§im pro diagnostiku vrozené
syfilis (Sena et al., 2010).
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Obriazek 3 Stadia syfilis a serologie, pievzato a upraveno dle Soreng et al. (2014)

4.3 Klinické projevy

Infekce zpusobena T. pallidum se oznacuje jako syfilis. Jedna se 0 chronické onemocnéni,
které z hlediska zptisobu nakazy mizeme rozdélit na vrozenou a ziskanou. Ziskana syfilis se
dale deli do ne€kolika stadii: primarni, sekundarni, latentni a pozdni syfilis (Ficarra a Carlos,
2009). Infek¢nost je uvadéna v prvnich 2 stadiich (primarni a sekundarni stadium). Latentni
faze muze trvat n¢kolik let a pouze u 25-30 % pacientti Se Vyvinou pozdni chronické projevy
(Zeltser a Kurban, 2004).

Prabéeh kongenitalni syfilis se pon¢kud 1isi od syfilis ziskané pohlavnim stykem. Je to ddno
tim, Ze treponemata vstupuji do fetalni cirkulace hematogenné. Proto u vrozené syfilis chybi
ptiznaky primarniho stadia, jako je tvrdy vied (Votava et al., 2003). Prubéh nelécené syfilis je

znazornén na Obrazku 4.
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Obrazek 4 Pribéh nelécené syfilis, pfevzato a upraveno dle Ho a Lukehart (2011)

4.3.1 Primarni syfilis

Pravdépodobnost infekce s nakaZenou osobou s primarni nebo sekundarni syfilis je
50-75 %. Kromé¢ toho, pfiblizn¢ 30 % infikovanych nemusi mit zpocatku klinické nebo

sérologické znamky infekce. Nakazu zjisti az pozdé&ji (Zeltser a Kurban, 2004).

Treponemata se $ifi do organismu jiz béhem prvnich hodin po pocate¢nim kontaktu
s mikroorganismem, ale pfednostné se mnozi v bran¢ vstupu (Votava et al., 2010). Prvni
stadium je charakterizovano tvrdym viedem (ulcus durum), ktery se obvykle objevi do 3 tydni
Vv misté vstupu infekce, nejCastéji na genitdlu. Tvrdy vied miiZze byt lokalizovany i na jiném
misté lidského téla - na rtech, v duting ustni, déloznim ¢ipku, anorektalné a na prstech. Mluvime
o extragenitalni formé (Cohen et al., 2013; Marple et al., 2014). Vied je nebolestivy, nehnisavy
a tvrdy v rozmezi velikosti asi 0,3-3 cm (Powers-Fletcher, 2011). V nékterych pfipadech mutize
dojit ke vzniku vice 1ézi, zejména pfti soubézné infekci HIV (Zeltser a Kurban, 2004; Cohen et

al., 2013). Nicméné u né¢kterych osob se vied nemusi vyvinout. Béhem primarni faze
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onemocnéni se vetSinou zveétsi regionalni lymfatické uzliny, ty jsou nebolestivé, ale zarudlé

(Sukthankar, 2014).

Primarni syfilis je nutno odlisit od jinych infek¢nich onemocnéni (herpes simplex virus,
vied, venericky lymfogranulom, pyogenni viedy) a neinfekénich onemocnéni (traumata,
nadory, 1ékova erupce) (Cohen et al., 2013). Herpetické viedy, na rozdil od tvrdého viedu, jsou
povrchni, vezikularni a velmi bolestivé (Santis et al., 2012; Cohen et al., 2013).

I bez 1é¢by dojde ke spontannimu zhojeni béhem 3 az 6 tydnt (Sukthankar, 2014; Marple et
al., 2014). Tvrdy vied se nejcastéji hoji jizvou (Zeltser a Kurban, 2004; Sukthankar, 2014;
Marple et al., 2014).

Obrazek 5 Tvrdy vied na penise, pievzato z Sukthankar (2014)

4.3.2 Sekundarni syfilis

Sekundarni stadium se za¢iné projevovat mezi 2. az 8. tydnem od vymizeni tvrdého viedu,
ale v nékterych ptipadech mize byt primarni syfiliticky vied tiSe ptitomen (Cohen et al., 2013).
Béhem sekundarni syfilis dochazi k rozsahlému §ifeni treponemat organismem (Votava et al.,
2010). Jsou napadeny veskeré organové systémy (Marple et al., 2014). Nejcastéj$im projevem
sekundarni syfilis je kozni vyrazka (Ho a Lukehart, 2011). Vétsinou se jedna o velké mnozstvi

zarudlych skvrnek a pupinkii na obli¢eji, dlanich, trupu, koncetinach, chodidlech a oblasti
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genitalu (Zeltser a Kurban, 2004). Tyto 1éze jsou nezanétlivé, vyvijeji se pomalu, ale piesto
jsou vysoce nakazlivé (Marple et al., 2014).

Dalsim piiznakem sekundarni syfilis mohou byt vyristky zvané condylomata lata.
Condylomata lata jsou bradavi¢naté utvary, které jsou nejcastéji lokalizovany Vv analni
a genitalni oblasti. Mén¢ Casto se mohou objevit v podpazi, obliceji a koutcich tust. Pacienti
mohou také mit bolesti v krku pfi zanétu hltanu, hrtanu nebo mandli. Asi u 5-6 % pacient se
muze vyskytnout vypadavani vlasi, voust a oboc¢i (Ficarra a Carlos, 2009). Sekundarni faze
mize byt doprovazena nespecifickym piiznaky jako je horecka, bolest hlavy, bolest v krku,
malatnost, ibytek hmotnosti, ale také Sirokou Skalou systémovych projevi jako meningitida,
hepatitida, onemocnéni ledvin, gastritida, generalizovana lymfadenopatie
a hepatosplenomegalie (Cohen et al., 2013; Marple et al., 2014).

Neurologické komplikace syfilis byvaji spojeny s terciarnim onemocnénim. Nekteré studie
ale prokazaly, Ze k pronikani T. pallidum do CNS dochazi béhem ¢asnych stadiich onemocnéni,
a to zejména u HIV infikovanych jedinct (LaFond a Lukehart, 2006; Ho a Lukehart, 2011).
Nasledkem zapojeni CNS se muze vyvinout meningitida, hluchota a poskozeni zrakového
nervu (Ficarra a Carlos, 2009; Ho a Lukehart, 2011).

Projevy sekundarni syfilis se opét spontanné zhoji obvykle béhem 2-6 tydnt (Votava et al.,
2010). Protilatkova odpovéd’ je v této fazi infekce jiz velmi zietelna a vSechny sérologické
reakce uzivané v diagnostice syfilis jsou obvykle silné pozitivni (Strnadel, 2010; Votava et al.,
2010). Vyjimkou mohou byt pacienti s poruchou imunity (HIV pozitivni, autoimunitni

onemocnéni), kde mize dochazet k riiznym posuntim v imunitni odpovédi (Strnadel, 2010).

Sekundarni syfilis je klinicky nejméné obtizn€ diagnostikovat, 1 kdyZ v n&kterych ptipadech
muze byt zaménéna s celou fadou onemocnéni kiize (Ficarra a Carlos, 2009). Condylomata lata
sekundarni syfilis by méla byt odlisena od condylomata accuminata, ktera zptisobuje lidsky

papilomavirus (Cohen et al., 2013).

4.3.3 Latentni syfilis

Po piekonani sekundarniho stadia nastava ¢asna latentni syfilis. Jedna se o asymptomatické
obdobi béhem prvniho roku, po prvotni infekci syfilis (Cohen et al., 2013). Asi u 25 %
neléCenych pacientd se mohou objevit relapsy pfiznakid sekundarniho stadia (LaFond
a Lukehart, 2006).
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Pozdni latentni syfilis je oznaCovana infekce star$i nez jeden rok. V této fazi je
nepravdépodobny pifenos pohlavnim stykem, ovSem infekce miize byt pfenesena na plod
(LaFond a Lukehart, 2006). Asi 60 % pacientii muiZe ziistat bez ptiznakt po zbytek jejich zivota
(Sukthankar, 2014). Nemoc Ize prokazat jen pomoci specifickych protilatek (LaFond
a Lukehart, 2006).

4.3.4 Terciarni syfilis

Pozdni syfilis se mize projevit ve 3 riznych formach: benigni (gummatozni) syfilis,
kardiovaskularni syfilis nebo neurosyfilis. Vzhledem k dostupnosti u¢inné 1é¢by antibiotiky
nastava terciarni stddium jen ve vyjimecnych piipadech, a to po 2 az 40 letech od nékazy

(Sukthankar, 2014).

Benigni syfilis je charakterizovana jednou nebo vice gummaty, coz jsou fttvary,
ptipominajici tuberkulozni uzliky (Sukthankar, 2014). Gummata jsou tvrdé, nebolestivé, tmave
rudé vyrastky riznych velikosti a tvart, které jsou nejasné ohrani¢ené (Zeltser a Kurban, 2004;
Ficarra a Carlos, 2009). Nachazeji se v Sirokém mnozstvi organd, predevsim na kazi, kostech,
organech, svalech nebo v oku (LaFond a Lukehart, 2006; Marple et al., 2014). Na kazi se
gummata zobrazi jako uzliny nebo viedy (Sukthankar, 2014). Gummata se mohou rozvinout jiz
2 roky po pocateéni infekci, i kdyz se obvykle objevi mnohem pozdéji (LaFond a Lukehart,
2006).

Kardiovaskularni syfilis je dnes velmi vzacna. Je charakterizovandna zanétem aortalni st€ny
a postizena je nejvice proximalni aorta (Sukthankar, 2014). Sténa je oslabena, tvoii se
aterosklerotické platy a zanét se miiZe rozsifit az k Gsti koronarnich tepen. Myokard mize mit
omezené mnozstvi kysliku, coz muze vést k angin¢ pectoris (Cohen et al., 2013). Asi 40 %

z téchto pacientli mize mit neurologické zapojeni (Sukthankar, 2014).

Neurosyfilis se miize projevovat riizné. Casna neurosyfilis miize byt asymptomaticka nebo
pacienti mohou mit syfilitickou meningitidu ¢i menigovaskulitidu (Costiniuk a MacPherson,
2013). Asymptomatické postizeni se projevuje jen zménou mozkomisniho moku bez klinickych
zmén (Polackova, 2008). U pozdni neurosyfilis jsou nejcastéjsi formy tabes dorsalis
neurologickymi a psychickymi piiznaky zpiisobenych pfitomnosti virulentnich treponemat.
Klinicky se jedna o meningoencefalitidu. Obvykle se projevi po uplynuti inkuba¢ni doby, ktera

je ptiblizné 15-20 let. Tabes dorsalis postihuje zadni kofeny a provazce misni a nékdy také
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opticky nerv. Projevuje se skubavou a nejistou chiizi, nekoordinovanymi pohyby, vymizenim
reflexti dolnich koncetin. Ptidava se inkontinence, impotence, zazivaci potize a zvraceni.

Inkubacni doba se pohybuje v rozmezi piiblizn¢ 20-25 let (Cohen et al., 2013).

Obrazek 6 Gummata na noze, prevzato z Zeltser a Kurban (2004)

4.3.5 Vrozena syfilis

Bakterie T. pallidum je schopna projit placentou a infikovat plod. K nakaze mize dojit
béhem téhotenstvi i pii porodu. Riziko infekce plodu se zvysuje s délkou t€hotenstvi. Projevy
vrozené syfilis jsou ovlivnény staiim plodu, fazi mateiské syfilis, 1é¢by matky a imunologickou
odpovédi plodu. Pokud je Zzena nakazena 4 roky pted téhotenstvim, ma 70 % Sanci, ze dojde
k infekci plodu. Ve 30-40 % piipadi dochazi ke spontannimu potratu. Naopak narozené déti
mohou mit zjevné znamky infekce nebo infekce mize byt zcela bezpiiznakova (zhruba dvé
tietiny piipadt) (Santis et al., 2012). Vrozenou syfilis mizeme rozdé€lit na brzkou kongenitalni
syfilis a pozdni kongenitalni syfilis (Rodriguez-Cerdeira a Silami-Lopes, 2012; Santis et al.,
2012).

U brzké kongenitalni syfilis se ptiznaky vétSinou projevuji v prvnich dvou letech Zivota.
Projevy brzké kongenitalni syfilis jsou vysoce infekéni a podobné sekundarni syfilis (LaFond

a Lukehart, 2006). Zahrnuji hepatosplenomegalii, lymfadenopatii, selhani ledvin, myxedém,
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kozni 1éze, periostitis, anémii, trombocytopenii a fetalni hydrops (Rodriguez-Cerdeira a Silami-
Lopes, 2012; Santis et al., 2012). Mezi ¢asné ptiznaky zapojeni nervové soustavy patii
meningitida a hydrocefalus, které mohou vést k mirné az zavazné mentalni retardaci nebo
k psychomotorickym poruchdm. Destrukce kostni tkané¢ mtize zpusobit bolest a zlomeniny

(Rodriguez-Cerdeira a Silami-Lopes, 2012).

Prvnim piiznakem az u 50 % novorozenct s kongenitalni syfilis je mukdzni hnisavy vytok
z nosu. Invaze T. pallidum do nosni sliznice zpuisobuje trvalou rymu s bélavym vytokem, ktery
muze byt i s piimési krve. Tento proces pozd&ji mize prejit na tkdné nosu, s naslednou destrukci
nosni chrupavky (LaFond a Lukehart, 2006). Kojenci s ¢asnou kongenitalni syfilis mohou mit
ptitomny i Kozni léze. Léze jsou serdzni, hnisavé nebo hemoragické (Rodriguez-Cerdeira
a Silami-Lopes, 2012). Nejcastéji se vyskytuji na ploskach a dlanich (Rodriguez-Cerdeira
a Silami-Lopes, 2012; Santis et al., 2012). Pfitomny mohou byt i condylomata lata (Santis et
al., 2012). Viedy a strupy se rozvijeji pozd&ji. Léze obsahuji vysokou koncentraci T. pallidum,

jsou tedy vysoce nakazlivé (Rodriguez-Cerdeira a Silami-Lopes, 2012).

Po vice nez dvou letech trvani vrozené infekce mluvime o pozdni kongenitalni syfilis, ktera
je ve skute¢nosti velmi vzacna a vyskytuje se asi u 40 % nelécenych déti. Mohou se objevit
malformace infikovanych rostoucich tkani zptisobené chronickym zanétem (Santis et al., 2012).
Mezi charakteristicka stigmata patii sedlovity nos a soudkovité fezéky, perforace horniho patra,
intersticialni keratitis, hluchota a nebolestivé otoky kolen a loktu (Cluttonovy klouby) (LaFond
a Lukehart, 2006; Sukthankar, 2014). Jako typicky syndrom, tzv. Hutchinsonova triada, se
oznacuje spojeni keratitidy s vestibularni hluchotou a soudkovitymi fezaky. K poskozeni
kardiovaskularniho systému u vrozené syfilis nedochazi (Rodriguez-Cerdeira a Silami-Lopes,
2012).

4.3.6 Koinfekce HIV a syfilis

Sougasnym trendem v rozvinutych evropskych zemich, predevsim v USA a v Cing, je riist
poctu piipadi syfilis mezi skupinou MSM. U téchto muzu je Castd koinfekce HIV a syfilis
(Woznicova et al., 2009). Syfilis se u vétsiny HIV pozitivnich projevuje jako u HIV
negativnich, pfesto kombinace mlize zménit prib¢h obou nakaz. HIV infekce mize urychlit

pribéh syfilis, a naopak syfilis mize zpiisobit progresi onemocnéni HIV.

V priméarni syfilis az 70 % HIV nakaZenych pacientll mize mit pfitomno vice 1ézi, které jsou

vetsi a hlubsi (Zetola a Klausner, 2007). Tyto primarni 1éze jsou u MSM casto lokalizovany
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mimo penis, v oblastech jako rektum, perianalni oblast a dutina tstni (Woznicova et al., 2009).
U osob, které jsou HIV pozitivni, ma syfilis atypicky klinicky prubéh se zavaznymi celkovymi
pfiznaky a neobvyklymi koZznimi vyrazkami. Tyto osoby jsou vystaveny i zvySenému riziku
vzniku neurosyfilis a postizeni o¢i (Ficarra a Carlos, 2009). Neurosyfilis u HIV pozitivnich
mize probihat asyptomaticky a jednak se u pacienti mohou objevit i ptiznaky neurosyfilis
- bolesti hlavy, ztrata sluchu, meningitida, poruchy chtze, mrtvice, chronicka myelopatie
a demence apod. (Lynn and Lightman, 2004; Ho a Spudich, 2015). Neurosyfilis v souvislosti

vvvvvv

spojovana se zvysenym poctem celularnich element v CSF (Lynn and Lightman, 2004).

Nekteré studie ukazuji, ze syfilis, stejné¢ jako mnoho jinych infekci, mize zpusobit
pfechodné zvyseni virové naloze, tak snizeni po¢tu bun€k CD4+. Je mozné, Ze toto pfechodné
zvySeni virové ndloze muze prispét ke zvySenému riziku prenosu HIV u pacientil se soucasnou
infekci HIV a syfilis. Jak tyto ptechodné zmény ovlivni celkovy pribéh onemocnéni HIV nebo

riziko pienosu syfilis je stale neobjasnéné (Zetola a Klausner, 2007).
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5 TERAPIE A PREVENCE

5.1 Terapie

Syfilis Ize ucinné lecit antibiotiky (Stamm, 2010). Nejcastéji se pouziva penicilin, ktery
zUstava lékem volby pro vSechny faze syfilis (Cameron a Lukehart, 2014). Davka a trvani 1é¢by

zavisi na stadiu a klinickych projevech nemoci (Stamm, 2010).

Uz vice nez 50 let je penicilin uspé$né pouzivan k 1é¢bé jedinca se syfilis a penicilin-
rezistentni kmeny dosud nebyly zaznamenany (Ho a Lukehart, 2011). Analyza sekvence
genomu T. pallidum piedpovédéla tii domnélé PBP, ale zadné typické B-laktamazy (Stamm,
2010). Nicmén¢ Cha et al. (2004) prokazali, ze Tp47 lipoprotein se vaze s penicilinem a ma
vysokou B-laktamazou ¢innost, ktera je pfedmétem silné inhibice produktu (Cha et al., 2004;
Stamm, 2010). Vyvoj rezistence na penicilin bude ale pravdépodobné vyzadovat vicestupiiovy
proces mutaci, nelze ovsem vyloucit, Ze se penicilin-rezistentni kmeny v budoucnu neobjevi

(Stamm, 2010).

Penicilinova terapie probiha parenteralnim podanim benzathin penicilinu G (BPG) nebo
podanim vodného krystalického penicilinu G intravenozné ¢i prokain penicilinu s probenicidem
intramuskularng, a to pfedev§im u pacienta s neurosyfilis (Cameron a Lukehart, 2014). BPG
neprochazi hematoencefalickou bariérou. To ma vyznam zejména pro HIV infikované osoby
se syfilis (Ho a Lukehart, 2011). U t€hotnych Zen je uc¢innym antibiotikem BPG. V piipadé
alergie u téhotnych by méla byt provedena desenzibilizace (Workowski a Berman, 2006).
Makrolidové antibiotika se v CR vyuzivaji pro 1é¢bu syfilis zejména u gravidnich Zen, kde jsou
tetracyklinova antibiotika kontraindikovana. Desenzibilizace pii alergii na penicilin (podle
doporudeni CDC v Atlantd, USA) neni v CR provadéna (Grillova et al., 2015).
U vrozené syfilis je doporucen krystalicky penicilin G, prokain penicilin G a v n¢kterych

ptipadech BPG (Workowski a Berman, 2006).

U pacientii alergickych na penicilin se musi pouzit jind antibiotika. Alternativou jsou
tetracyklinova antibiotika (doxycyklin, tetracyklin) inhibujici syntézu proteinti reverzibilni
vazbou na 30S ribozomalni podjednotku (Stamm, 2010). Dalsi variantou jsou makrolidova
antibiotika (erytromycin, azitromycin), ktera se reverzibilné vazi na 50S podjednotku ribosomu,
¢imz také omezuji bakterialni syntézu proteint (Stamm, 2010; Ho a Lukehart, 2011). Dalsi
antibiotika, kterd jsou téz doporucovany jsou chloramfenikol a cefalosporiny tfeti generace

(ceftriaxon) (Ho a Lukehart, 2011).
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Bohuzel se zvySenym vyuzitim azithromycinu doslo K narGstu vyskytu rezistence
T. pallidum k makrolidim (Ho a Lukehart, 2011). Molekularni analyza T. pallidum odhalila
pfitomnost genové mutace v molekule 23S rRNA (LaFond a Lukehart, 2006; Stamm, 2010).
Az do nedavné doby byla dokumentovana pouze mutace A2058G. Matéjkova et al. (2009)
identifikovali novou mutaci (tj. A2059G) v 23S rRNA genu T. pallidum v klinickych vzorcich
pacient?i z CR se sekundarni syfilis, ktefi nereagovali na 1é¢bu spiramycinen (Mat&jkova et al.,
2009; Stamm, 2010; Chen et al., 2013). Mutace A2058G zpusobuje rezistenci k azitromycinu,
erytromycinu, klaritromycinu a roxitromycinu, nikoliv ke spiramycinu. Oproti tomu mutace
A2059G zpusobuje rezistenci ke vsem bézné vyuzivanym makrolidovym antibiotikim. Vysoky
vyskyt rezistentnich kmentl byl popsan v Australii, Cing, Irsku, USA a Velké Britanii. Nizsi
prevalence byla zaznamenana v Kanadg, Jizni Africe a na Tchaj-wanu. Naopak na Madagaskaru
nebyly zaznamenany zadné rezistentni kmeny k markolidim. Z ostatnich oblasti nejsou data
k dispozici. Zatimco vyskyt mutace A2058G je u izolovanych kment T. pallidum vysoky
a neustale roste, prevalence mutace A2059G se zda byt pomérné nizka. Zatimco v letech
2004-2010 v CR bylo 37 % kmenti T. pallidum rezistentnich k makrolidim, v letech
2011-2013 67 % kmenu T. pallidum rezistentnich k makrolidim. Vzhledem K vzristajicimu
vyskytu makrolidové rezistence nelze makrolidova antibiotika pouzivat k 16¢bé syfilis v CR
(Grillova et al., 2015). Jak jiz bylo feCeno vySe, makrolidova rezistence byla dokumentovana
i v mnoha jinych zemich béhem poslednich deseti let. Proto v sou¢asné dobé¢, v téchto zemich,
nejsou také doporuceny k 16¢bé nebo prevenci syfilis (Cameron a Lukehart, 2014; Grillova et
al., 2015).

U nékterych pacienti se béhem 2-12 hodin od podani 1éEby muze objevit Jarisch-
Herxheimerova reakce (Santis et al., 2012). Dochazi k masivnimu uvoliiovani endotoxini
z T. pallidum do organismu projevujici se horeckou, bolesti hlavy, svalii a malatnosti (Zeltser
a Kurban, 2004; Santis et al., 2012). Nejc¢astéji se objevuje u pacientti s ¢asnou syfilis (Zeltser
a Kurban, 2004). Jarisch-Herxheimerova reakce miize zvysit riziko pfed¢asného porodu v druhé
poloviné téhotenstvi (Santis et al., 2012). Pti kardiovaskularnich syfilis, neurosyfilis mize byt
12 hodin pfed nebo soucasné s antibiotiky mohou zabranit nebo zmirnit reakci (Zeltser

a Kurban, 2004).
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Obrazek 7 Prevalence rezistetnich kmenu T. pallidum k makrolidiim ve svét€, ptevzato z Grillova et al. (2015)

5.2 Prevence

Syfilis podléh4a povinnému hlasSeni, to znamena, Ze pokud Iékat u pacienta onemocnéni
objevi, je povinen tuto informaci sd€lit mistni hygienické stanici, se kterou se ucastni
na vyhledani pacientovych sexualnich kontaktt, které museji byt na tuto nemoc vySetieny.
Sexualné aktivnim muzim, zejména skupiné MSM, se doporucuje, aby se nechali otestovat

alespon jednou ro¢né (stejné jako kapavka, chlamydie a HIV) (CDC).

Prevenci je v prvni fadé vyhnout se rizikovym faktorim. K niZ§imu riziku pfenosu této
nemoci prispiva vyhybani se intimnimu fyzickému kontaktu s nakazenou osobou a pouzivani
kondomu pii pohlavnim styku. CDC doporucuje i vyhybani se latkam, jako jsou napi. alkohol

a dalsi drogy, které zvySuji pravdépodobnost rizikového sexualniho chovani (CDC).

Infekce syfilis béhem téhotenstvi stale predstavuje celosvétovy problém pro vetejné zdravi.
Doporucuje se serologické vysetieni vSech zen pifi prvni prenatalni navstéveé a U téhotnych

s vysokym rizikem, ptedevsim ve tfetim trimestru (Santis et al., 2012).

Vyvoj vakciny

Pokracujici vysoka mira vyskytu syfilis, bez ohledu na dostupnost levné a ucinné 1é¢by,
pfedstavuje nejpresveédCivejsi argument pro rozvoj vakciny syfilis, kterd by zabranila

onemocnéni i prenosu (Cameron a Lukehart, 2014). VVzhledem k tomu, ze T. pallidum je
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obligatni lidsky patogen, GispéSny ockovaci program by mohl G¢inn¢ eliminovat vyskyt syfilis.
Pokusy pro vyrobu vakciny byly provedeny v pruabéhu mnoha let imunizaci kralika se zcela
usmrcenou nebo oslabenou T. pallidum, ale byly neuspésné. Pouze jedna imunizace po injekci
treponemat inaktivovanych gama-zafenim prokazala uplnou ochranu proti infekci v krali¢im

modelu. Avsak u lidi nakladné a nepraktické pro testovani (Ho a Lukehart, 2011).

Prace na tomto fascinujicim organismu se nadale zamétuji na pochopeni jeho schopnosti
vyhnout se hostitelské imunitni odpovédi, které mize v koneéném dusledku vést k rozvoji
uspésné vakciny (Ho a Lukehart, 2011). Nad¢ji na vyvoj vakciny je hledani vhodnych antigent
pro Konstrukci rekombinantni vakciny (Cameron a Lukehart 2014). Genomova sekvence
T. pallidum je proto v soucasné dob¢ intenzivné studovana z hlediska moznych kandidatskych

zevnich membranovych proteind.

Antigeny, které jsou nejpravdépodobné&jsi pro vyvoj vakciny, se nachazi na bunétném
povrchu T. pallidum. Vyznamnymi antigeny pro vznik vakciny jsou Tp92 (TP0326), dale
enzym TP0257 (Gpd/GlpQ). Siroce studovana je rodina Tpr proteint, predevsim TprK, o némz
je znamo, ze je cilem opsonizovanych protilatek a obsahuje variabilni tiseky, jejichz role se
rizni. Dalsi predpokladané T. pallidum OMPs, které uvedli ve své praci Cullen a Cameron
(2006) a mohou slouzit jako ochranné imunogeny, jsou TP0453 (lipoprotein vytvaiejici pory),
TPO0155 a TP0483 (fibronektin vazajici proteiny) a TP0751 (laminin vazajici protein) (Cullen
a Cameron, 2006).
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6 LABORATORNI DIAGNOSTIKA

Syfilis ma rozmanité klinické projevy a mnoho klinickych ptiznak je shodnych s ostatnimi

treponemovymi a netreponemovymi nemocemi. Syfilis proto mize byt snadno zaménéna

S jinymi chorobami. Je nutné, aby klinicka diagnéza byla vzdy podlozena vhodnymi

laboratornimi testy. V nékterych fazich onemocnéni vSak miize byt syfilis bez ptiznaki, a to

muze byt problém v diagnostice. Volba konkrétni diagnostické metody zavisi na fazi syfilis.

U primarni syfilis, sekundarni syfilis a ¢asné kongenitalni syfilis, jsou k dispozici metody

pfimého priikazu, tak sérologické vySetfeni. U latentni syfilis je metodou volby sérologie,

predevsim treponemové testy (Ratnam, 2005). Pouziti riznych diagnostickych testi v riznych

fazich syfilis je shrnuto v Tabulce 3.

Tabulka 3 Aplikace a omezeni diagnostickych test v riiznych fazich syfilis, pfevzato a upraveno dle Ratnam

(2005)

Stadium

Primarni syfilis

Sekundarni syfilis

Latentni syfilis

Terciarni syfilis

Doporucené testy

pfimé vySetfeni
netreponemové reakce

treponemové reakce

piimé vySetieni
netreponemové reakce

treponemové reakce

netreponemove reakce

treponemové reakce

netreponemoveé reakce

treponemové reakce

Interpretace
Detekce T. pallidum v 1ézich podava definitivni dikaz o syfilis,
ale negativni vysledek syfilis nevylucuje. Testy zalozené na
PCR maji vysokou spolehlivost. V prvnich 2-3 tydnech
sérologie nemusi byt pozitivni, ve vétsin¢ piipadi na zacatku
primarni  syfilis jsou ale treponemové testy doporuceny.
Pfitomnost genitalniho viedu a pozitivni netreponemové testy
nemusi znamenat primarni Syfilis. V prab&hu 2-12 tydna se

opakuje sérologie k vylouéeni syfilis.

T. pallidum miZe byt detekovana v koznich a slizni¢nich 1ézich,
PCR mize byt uzitecna u atypickych lézich. Sérologické testy
maji tém&F 100 % citlivost. Ctyfnasobné zvy3eni titru poskytuje

predpokladanou diagnozu sekundarni syfilis.

Netreponemové testy jsou reaktivni v ¢asné latentni syfilis, ale

citlivost klesa v prubéhu casu.

Az 30 % nemusi byt reaktivni v netreponemovych testech,
zatimco treponemové testy jsou témét vzdy reaktivni. Léze

nejsou vhodné pro ptimé mikroskopické vysetieni.
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Diagnoza vyzaduje kombinaci testi. VDRL testy jsou

netreponemové reakce specifické, ale necitlivé, proto negativni vysledek nevylucuje

i i neurosyfilis. Diagndza téz zavisi na reaktivnich sérologickych
Neurosyfilis treponemové reakce v g SIesy

testech a abnormalit¢ CSF. FTA-ABS test mize vyloucit

neurosyfilis. Testy zalozené na PCR maji vysokou spolehlivost.

Diagnéza vyzaduje kombinaci testli. Testuje se Zilni krev od
matky i ditéte. IgM-specifické testy jsou uzitetné pro

novorozenecké sérum, ale negativni vysledky nemusi vyloucit
fimé vysetfeni - : U . v
Kongenitalni syfilis P y vrozenou syfilis. T. pallidum miZe byt detekovana piimym

netreponemocé reakce vySetfenim riznych vzorkti od novorozence. Testy zalozené na

PCR maji vysokou spolehlivost. Asymptomaticka vrozena

syfilis vyzaduje komplexni pfistup.

6.1 Klinicky material

Klinickym materidlem pro piimé vySetfeni miize byt stér z ulceraci a slizni¢nich projevi
primarni a sekundarni syfilis suchym tamponem (Ratnam, 2005; Woznicova 2007). Stér lze
zmrazit a podrobit vySetfeni s nékolikatydennim ¢asovym odstupem, aniz by vyrazné klesl
obsah DNA T. pallidum. Jinou moznosti je plna krev a sérum, které je ale pro detekci ale méné
vhodné. VétSina autorti uspéla s izolaci DNA spiSe z plné krve neZ ze séra nebo plasmy. Lze
vyuzit i punktované materialy jako punktat z lymfatickych uzlin, sklivec apod. Pro konfirmaci
kongenitalni syfilis se mize odebrat amniova tekutina. T. pallidum lze také detekovat
v tkanovych fezech a v neposledni fadé v mozkomisnim moku, kdy T. pallidum do CNS pronika
v ruznych stadiich syfilis. Mozkomi$ni mok je také cennym materialem pro diagnostiku

kongenitalni syfilis (Woznicova, 2007).

Materidl vhodny pro sérologické vysSetieni je krevni sérum, srazliva krev a mozkomisni

mok. U kongenitalni syfilis by méla byt testovana zilni krev od matky i ditéte (Ratnam, 2005).

V neposledni fad¢ je tieba zabranit kontaminaci, kterd by mohla vést k faleSné pozitivnimu
vysledku (Ratnam, 2005).

6.2 Metody primé

T. pallidum neni kultivovatelna na umélych kultiva¢nich médiich, a to predstavuje hlavni
omezeni diagnostiky pro piimy prukaz. T. pallidum se da prokazat v koznich nebo slizni¢nich

1ézi, prokazatelna je také v 1ézich sekundarni syfilis nebo vrozené syfilis (Woznicova, 2007).
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Kvili technickym narokiim metod, pomérmné vysoké cené téchto vySetfeni a ne vzdy
vyhovujici citlivosti metod je ptfimy pritkaz treponem zatim vyhrazen spise specializovanym
pracovistim (Woznicova, 2007). V bézné praxi je proto stale rozhodujicim diagnostickym

nastrojem pro prukaz syfilis sérologie.

6.2.1 Mikroskopie v zastinu

v

Nejjednodussich a nejspolehlivéjsi piimou metodou pro detekcei T. pallidum je mikroskopie
v zastinu. Nicméné tato technika vyzaduje vyskoleny a zkuSeny persondl, ma omezenou

citlivost a 1é¢ba antibiotiky muze vést k falesné negativnim vysledkiim (Ratnam, 2005).

Pro mikroskopii v zastinu se pouziva vétSinou exsudat ze spodiny 1éze. M4 byt Cisty, serdzni,
bez erytrocyti a ulomka tkané, protoze piimés muze komplikovat pozorovani treponemat
(Ratnam, 2005). Kromé exsudatu z 1éze se daji v zastinu vySetfit 1 télni tekutiny - aspirat
lymfatické uzliny, CSF, plodova voda. Vyjimkou jsou ustni 1éze v disledku pfitomnosti
spirochet jinych nez T. pallidum (Powers-Fletcher, 2011). Identifikace T. pallidum spociva
V posouzeni morfologie a motility. Behem primarni faze serdzni tekutina z Iéze obsahuje cetné
treponemy, a proto je tento piistup zvlasté uzitecny u pacientli s imunodeficienci nebo béhem

casné faze syfilis (Ratnam, 2005).

Citlivost této vySettovaci metody se blizi 80 %, ale do znac¢né miry zavisi na stavu vyvoje
1ézi. I pfes tuto vysokou citlivost, negativni vysledky syfilis nevylucuji. Negativni testy mohou
vyplyvat z riznych vysvétleni, jako je pfili§ rychlé suseni preparatu, piili§ mnoho tekutiny na
skli¢ku a nespravna tloust’ka kryciho skla (Powers-Fletcher, 2011). T. pallidum mize byt lehce
zaménéna s nepatogennimi spirochetami bézné pritomnymi na sliznici ¢loveéka. V dutin€ tstni
se nachazi T. denticola. Léze v této oblasti, hlavné v blizkosti dasné, je velmi t€zké mikroskopii
v zastinu posoudit, a proto se da T. denticola snadno morfologicky zaménit s T. pallidum
(Zakoucka, 2007).

Potencial pro pouziti této techniky v misté péce o pacienta je vyznamny, a proto by méla byt

stale tato metoda povazovana za cenny diagnosticky nastroj (Powers-Fletcher, 2011).
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Obrazek 8 T. pallidum v temném poli, pfevzato z Powers-Fletcher (2011)

6.2.2 Molekularné biologicka diagnostika

T. pallidum se da detekovat metodou PCR ve vSech fazich infekce. Idealni je stadium

primarni, sekundarni a ¢asna kongenitalni syfilis.

PCR je metoda rychlého a snadného zmnozeni Giseku DNA, ktera se fadi mezi vysoce citlivé
a specifické metody (Zakoucka, 2007). Bylo zjisténo, ze PCR vykazuje vysokou citlivost se
schopnosti detekce 1-10 organismu na vzorek (Ratnam, 2005; Ficarra a Carlos, 2009). Na rozdil
od ostatnich pfimych metod dokaze odliSit nepatogenni treponemata, coz zkvalitiiuje
diagnostiku orélnich 1ézi (Woznicova, 2007). OvSem nedokaze odliSit ziva a mrtva treponemata

(Powers-Fletcher, 2011).

Materialem vhodnym pro prikaz ptitomnosti T. pallidum jsou stéry z 1ézi, biopsie, plna
krev, CSF, tkan, amniova tekutina a do parafinu zalité tkan¢ (Zakoucka, 2007). Vyhodou je, ze
klinicky material neni nutné zpracovavat ihned po odbéru, je mozno ho skladovat pti pokojové
teploté a opakované zmrazovat a rozmrazovat, aniz by to vyrazné ovlivnilo detekéni moZnosti

(Woznicova, 2007).

PCR lze pouzit k typizaci kmeni na zakladé specifickych sekvenci, ale 1 ke kvantifikaci
mikroorganizmti, k rozliSeni zivych a mrtvych bunék a k prikazu DNA T. pallidum

v biologickych archivnich materialech atd. (Zakoucka, 2007).

Molekularni diagnostické metody jsou zaroven jedinym zptisobem, jak stanovit v CR ¢astou
rezistenci treponemat na makrolidy, ktera se podavaji jako alternativni 1écba pii alergii na

penicilinova antibiotika (Woznicova et al., 2009).
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6.2.3 Prima imunofluorescence

DFA-TP umoznuje vySetfit rizné typy vzorka. Uplatnuje se pro detekci T. pallidum

Vv exsudatech z 1ézi nebo ruznych télesnych tekutinach (Powers-Fletcher, 2011).

Ke znaceni primarni protilatky se nejcastéji pouziva fluorescein isothiokyanat. Ptima
imunofluorescence slouzi k detekci antigenu, nevyzaduje pfitomnost pohyblivych treponemat,
a proto je daleko snadné&jsi nez mikroskopie v zastinu (Ratnam, 2005). Test je spolehlivy pro
hodnoceni Gstnich a analnich 1ézi, protoze se obarvi jen T. pallidum. Naopak nerozliSuje
T. pallidum a jiné patogenni treponemy zpusobujici frambézii, endemickou syfilis a pintu
(Ficarra a Carlos, 2009). Podobné jako u mikroskopie v zastinu ani negativni vysledek
DFA-TP nemusi syfilis vylouéit. Nevyhodou metody jsou naklady na techniku a nedostupnost

komer¢niho testu na naSem trhu (Zakoucka, 2007).

6.2.4 Histologické metody

Pvodni histologicka metodika, impregnace kovy (stéibieni), je velmi zdlouhava a zatizena

celou tadou artefaktd (Zakoucka, 2007).

Alternativnimi metodami pro detekci tkané je imunofluorescence a imunoperoxidazova
metoda. Imunobarveni polyklonalnich nebo monoklonalnich protilatek proti T. pallidum je vice

citlivy a specificky zptisob ve srovnani s metodou barveni stiibrem (Ficarra a Carlos, 2009).
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Obrazek 9 T. pallidum ve svételém mikroskopu po obarveni stéibrem, pfevzato a upraveno dle Ficarra a Carlos
(2009)
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6.2.5 Inokulace zvirecimu hostiteli

T. pallidum, stejné jako ostatni virulentni treponemy, nemuze byt kultivovana in vitro.
Vhodna metoda k izolaci i K mnozeni je o¢kovani na zvifatech. Test je nesmirné citlivy

a specificky, se schopnosti detekce asi jeden az dva organismy (Powers-Fletcher, 2011).

Izolace na kralikovi (RIT) umoznuje vysetfit Sir§i spektrum materiald. K inokulaci kralika
muze byt pouzita krev, CSF, plodova voda, exsudaty z 1ézi a aspiraty lymfatickych uzlin
(Powers-Fletcher, 2011). Infek¢ni material je nejcastéji injekéné vpraven do krali¢ich varlat,
ale mize se podat také intradermalné€. Inkubacéni doba je nepfimo umérna velikosti inokula.
Pokud je ve vysetfovaném vzorku T. pallidum, vyvine se u kralika ptiblizn¢ za 10 dni orchitida.

Mezi inokulaci materialu a onemocnénim muze uplynout az 90 dnti (Woznicova, 2007).

Metoda se pro diagnostické tcely provadi jen zcela vyjimeéné, je totiz ¢asoveé narocna.
Jednim z omezeni metody je pomérné dlouhé cekani na vysledek. Z toho divodu se RIT

nepovazuje za prakticky nastroj pro diagnézu syfilis (Powers-Fletcher, 2011).

6.3 Metody neprimé

Neptima diagnostika je zalozena na sérologicky testech pro detekci protilatek a je stézejnim

nastrojem v diagnostice syfilis.

Reakce uzivané v sérologii syfilis miizeme rozdélit na dvé skupiny podle povahy pouzitého
antigenu. Jsou to reakce netreponemové (nespecifické) pro screening a reakce treponemové
(specifické) pro potvrzeni nakazy. U reakci specifickych se detekuje ptitomnost IgM a IgG
protilatek proti bilkovinam specifickych pro T. pallidum. U nespecifickych reakci se zjist'uji
IgM a IgG protilatky proti fosfolipidovym antigenim (jako jsou kardiolipin a lecitiny) tvofici
soucast bunéénych membran hostitele i bakterie (Soreng et al., 2014). Citlivost a specificnost
sérologickych testu se 1i8i v zavislosti na typu testu a fazi onemocnéni (Ratnam, 2005). V bézné
praxi se pouziva kombinace vice testl, kazdy cileny na jiny antigen nebo vyuZzivajici jiny
technicky pfistup, aby poskytovaly co nejucinngjsi diagnostickou metodu (Powers-Fletcher,
2011).
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Obrazek 10 Detekce protilatek v treponemovych a netreponemovych testech, pievzato a upraveno dle Soreng et
al. (2014)

6.3.1 Netreponemové reakce

Netreponemové testy, zahrnujici prikaz nespecifickych antikardiolipinovych protilatek,
slouzi k monitorovani onemocnéni v pribéhu a po ukonceni 1é¢by, avSsak mohou slouzit
I k detekci reinfekce. Nespecifické testy jsou rychlé, jednoduché a levné (Ratman, 2005). Jsou
vSak zatizeny 2-10 % faleSné pozitivnich vysledkl a faleSné negativnich reakci (Zakoucka,
2007). K prikazu nespecifickych protilatek se pouziva Kardiolipinovy antigen, coz je smés

lecitinu, cholesterolu a kardiolipinu (Sefia et al., 2010; Powers-Fletcher, 2011).

Netreponemové testy se stavaji pozitivni cca 1-4 tydny po vzniku tvrdého viedu (Ratnam,
2005). Testy vsak vyzaduji potvrzeni treponemovymi testy, protoze nespecifické protilatky
mohou byt produkovany i U jinych zanétlivych stavi, jelikoz kardiolipinovy antigen je soucasti
mnoha lidskych tkani. Citlivost se 1i$i v zavislosti na typu zkousky a stadia infekce (Sefia et al.,
2010). Hlavnim omezenim je jejich snizena citlivost v primarni syfilis a pozdni latentni syfilis

(Ratnam, 2005; Sena et al., 2010).

Nespecifické testy maji ha rozdil od specifickych testii prognosticky vyznam. V prabéhu
1é¢by antikardiolipinové protilatky vyznamné klesaji. Béhem jednoho roku v piipadé primarni

nebo béhem dvou let v ptipadé sekundarni syfilis miizeme nachazet negativni vysledky.

Dnesni netreponemové reakce jsou modifikacemi ptivodni Wassermanovy reakce, kdy se
Vv rutinni praxi provadéji RPR ¢i RRR, VDRL apod. (Woznicova, 2007). Jejich podstatou je
vazba pacientovych protilatek na antigen kardiolipin (Votava et al., 2010). Tyto testy lze
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provést bud’ kvalitativné nebo kvantitativné a jsou zalozeny na makroskopické nebo

mikroskopické flokulaci (Soreng et al., 2014).

Ptehled vybranych netreponemovych reakci je uveden nize:

VDRL

Veneral Disease Research Laboratory (VDRL) je mikroskopicky precipitaéni test na sklicku
(Ratnam, 2005). Jako jediny netreponemovy test mize byt pouzit k testovani mozkomisniho
moku vzhledem k omezené citlivosti a specifi¢nosti jinych testi (Powers-Fletcher, 2011).
Nevyhodou testu je, Ze suspenze antigeni musi byt vzdy pfipravena Cerstva (Ratnam, 2005).
Existuje také modifikace VDRL ve formatu ELISA. Vyhodou je vysoka citlivost a specifi¢nost,
jakoz i moznost automatizovaného screeningu. Test je mozné pouzit jak pro detekci syfilis, tak

pro vyhodnoceni G¢innosti terapie (Powers-Fletchers, 2001).

RPR

Rapid plasma reagin (RPR) je jednim z nejéastéji pouzivanych netreponemovych testi a je
zjednoduSenou verzi testu VDRL. Kardiolipinové antigeny jsou navdzany na karbonovych
Casticich, coz usnadnuje vizualni odecteni vysledki (Ratnam, 2005). V piipadé pozitivni reakce
dochazi k vyvlockovani protilatek s kardiolipinovym antigenem. Mezi vyhody tohoto testu patii
jeho jednoduchost a potencial pro automatizaci, stabilita antigenu, makroskopické pozorovani
amirné vyssi citlivost ve srovnani s VDRL. Nevyhody vyplyvaji ze skutecnosti, Ze tato technika
neni Casto k dispozici u primarni zdravotni péce, a tim Se sniZuje jeji uzite¢nost pro Siroky

screening (Powers-Fletcher, 2011).

6.3.2 Treponemové reakce

Treponemové testy mohou zustat reaktivni pro mnoho let s 1é¢bou nebo bez 1é¢by. Pouzivaji
se hlavné jako konfirmacni testy pro ovéteni reaktivity v netreponemovych testech. Nicméné
mohou byt pouzity i pro screening. Nemély by byt pouzivany k vyhodnoceni odpovédi na 1écbu,
recidivy nebo reinfekce u dfive 1éCenych pacientd. Zaroven nerozliSuji pohlavni syfilis

od endemickych syfilis (Ratham, 2005).

vvvvvv

mizou probihat fale$né€ pozitivni reakce (Ratnam, 2005). V soucasné dobé¢ existuje mnoho testl

46



a n¢které z nejcastéji pouzivanych jsou uvedeny nize. Od dfive hojné pouzivaného T. pallidum

imobiliza¢niho testu (tzv. Nelsonlv test) se dnes jiz ustupuje.

Vybrané screeningové treponemové testy jsou uvedeny nize:

TPHA

Mezi vysoce citlivé i specifické metody patii hemaglutinaéni test TPHA. Antigen
T. pallidum je vazan na kruti erytrocyty (Votava et al., 2010). Nicméné test je nékdy provadény
v modifikaci T. pallidum particle agglutination (TPPA) (Strnadel, 2010). Misto kratich
erytrocytll JSOU pouzity inertni Zelatinové barevné ¢astice, ¢imz se eliminuji nespecifické reakce
ze vzorku plazmy (Ratnam, 2005). Sérum obsahujici protilatky proti T. pallidum shlukuje
¢ervené krvinky za vzniku aglutinatu (Powers-Fletcher, 2011). Je to velmi jednoducha reakce,
ktera je ¢asto pouzivana jako soucast screeningu s kardiolipinovou reakci (Votava et al., 2010).
V ptipad¢ kombinace téchto testli, VDRL podava informace o aktivité nemoci, TPHA zarucuje

specifitu. TPHA byva ¢asto po léta reaktivni, tudiz nepodava informaci o aktivité nemoci.

Obdobou zkumavkového testu TPHA je microhaemaglutinaéni test T. pallidum (MHA-TP),
provadény v mikrotitraénich destickach. Nosi¢em antigent T. pallidum jsou zviteci krvinky

(Zakoucka, 2007). Test MHA-TP vykazuje vysokou specifitu (> 98 %).

ELISAaEIA

Vysoce citliva a specificka metoda ELISA umoziuje detekci antitreponemovych protilatek
IgG a IgM (Powers-Fletcher, 2011). Metoda je vhodna pro screening, stejné jako pro potvrzeni
nespecifickych testi (VDRL, RPR, atd.) i specifickych testt (TPHA, atd.) (TestLine Clinical
Diagnostics). Metodou ELISA se daji stanovovat i celkové protilatky (obou ttid IgM a IgG)
proti riznym antigenim T. pallidum. Stanoveni celkovych protilatek je ponekud vyhodnéjsi,
ponévadZ na po€atku onemocnéni mohou byt po ur€itou dobu zachytitelné pouze protilatky

IgM (Woznicova, 2007).

Stanovenim protilatek IgG a IgM rozlis§ime novou a ptedchozi infekci, diagnostiku
vrozenych infekci a antibiotické monitorovani uc¢innosti 1é¢by. Sada EIA T. pallidum TOTAL
(TestLine Clinical Diagnostics s.r.o, CR) umozituje stanoveni pfitomnosti specifickych

protilatek v testovanych vzorcich soucasné (kvalitativni test), ¢imz se umozni vysetfit veétsi
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pocet vzorku (TestLine Clinical Diagnostics). Vyhodou je, ze ELISA se da snadno
automatizovat (Zakoucka, 2007).

Principem reakce je vazba specifickych 1gG nebo IgM protilatek na antigeny T. pallidum
v mikrotitra¢ni desti¢ce. Pfitomnost imunokomplexu se prokaze reakci konjugatu se

substratem, coz vede k tvorbé barevné reakce.

CLIA

Nov¢ byva pouzivana chemiluminiscen¢ni metoda (CLIA) napf. na transfaznich stanicich.
Jednéa se o specificky test s pouzitim rekombinantniho antigenu (Strnadel, 2010). Vyhodu

pfinasi pfedevs§im v automatizaci a diagnostiky z primarni zkumavky (Zakoucka, 2007).

Rychlé testy

Specifické testy jsou také komeréné dostupné ve formatech, které mohou byt provedeny
v misté poskytovani péce. K dispozici jsou aglutina¢nich testy s pouzitim latexovych ¢astic
¢1 imunochromatografické testy, na kterych se pozitvni reakce projevi barevnou carou.
Materialem pro detekci miize byt plnéa krev, sérum nebo plazma. Jsou jednoduché na provedenti,
vyzaduji minimalni $koleni a nepotiebuji zadné vybaveni. Vysledky jsou poskytnuty vétsinou
do 30 minut. Vzhledem k tomu, Ze tyto rychlé testy neobsahuji vnitini kontrolu kvality, se

doporucuje pravidelna externi kontrola kvality (Ratnam, 2005).

Vybrané konfirmacni treponemové testy jsou uvedeny nize:

FTA-ABS

Imunofluorescenéni reakce FTA-ABS je povazovana za nejcitlivéjsi metodu pro potvrzeni
ptitomnosti protilatek v Casné fazi infekce (Ratnam, 2005). OvSem je méné specifickd nez
TPHA, ale mtze byt pozitivni jiz v dob€, kdy TPHA je negativni (Votava et al., 2010).
Specifické IgG a IgM protilatky se vazi na antigeny T. pallidum, kterymi je potazeno podlozni
skli¢cko. Podstatou je vazba sekundarni protilatky oznacené fluorescenénim barvivem na
vznikly imunokomplex antigen-protilatka. V misté, kde protilatky reaguji s T. pallidum, se

objevi zlutozelena fluorescence (Woznicova, 2007). K odecitani reakce je nutny fluorescencni
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mikroskop. Neptimou imunofluorescenci mize byt stanovena i frakce IgM pomoci reakce 19S
IgM FTA-ABS (Zakoucka, 2007).

FTA-ABS ovsem vyzaduje odstranéni nespecifickych protilatek, které mohou do reakce
vstupovat, ale se syfilis nesouvisi (Ratnam, 2005; Votava et al., 2010). K tomu se pouziva
sorbent pfipraveny z T. phagedenis Reiter, ¢imz se sérum vysyti a odstrani se tak zkiizené
reagujici protilatky (Zakoucka, 2007). I kdyz jsou tyto testy velmi citlivé a specifické, mohou
vést k rozdilnym vysledkim v dusledku zmén v zafizeni, ¢inidlech a interpretace (Ratnam,
2005).

Test FTA-ABS se obvykle neprovadi pro vysetieni CSF. Nicméné¢ technika je velmi citliva,
a proto negativni test mize byt uzite¢ny pii vylouceni neurosyfilis, zejména u pacientli

infikovanych HIV.

Obrazek 11 Pozitivni vysledek testu FTA-ABS, pievzato z Woznicova (2007)

Westernblot

Westernblot byva nejcastéji pouzivan ke konfirmaci pfi zjisténi pozitivity TPHA nebo
nespecifickych testd (Strnadel, 2010). Metoda poskytuje molekularni charakterizaci
protilatkové odpovédi T. pallidum prostfednictvim charakteristickych prouzka (Ratnam, 2005)

Metoda umoziuje stanovit specifické protilatky t¥idy IgG a IgM proti riznym antigeniim
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T. pallidum. Nejcastéji pouzivanami antigeny jsou lipoproteiny 15,5, 17 a 47 kDa (Zakoucka,
2007). Specifické IgG nebo IgM se vazi na antigeny T. pallidum na membrané westernblotu.
Tato vazba se prokaze pomoci konjugatu se substratem, coz vede k tvorbé barevnych pruha
v mistech specifickych antigeni (Woznicova, 2007). Westernblot je ¢asto pouzivan
v nékterych laboratofich k vyfeSeni spornych vysledki ziskanych jinymi treponemovymi testy

(Ratnam, 2005).

L
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Obrazek 12 Poloha charakteristikych pruhti 15,5 kDa, 17 kDa, 44,5 kDa a 47 kDa ve westernblotu

(pfevzato z: http://www.testlinecd.com/file/1558/treponema.pdf)

6.3.3 Interpretace serologickych testi pro prikaz T. pallidum

Jak bylo feceno vyse, serologické reakce jsou zatizeny vyskytem faleSné pozitivnich

a negativnich vysledkd.

Specificita netreponemovych reakci je ovlivnéna mnoha faktory. Protilatky proti
kardiolipinovému antigenu se mohou objevovat nejen pfi infekci T. pallidum, ale téz v ptipade
jinych chorobnych stavii (Soreng et al., 2014). Antigen kardiolipin pouzivany u téchto
nespecifickych testi je totiz soucasti mnoha lidskych tkani (Salavec et al., 2013). Pticin
biologické pozitivity mlize byt mnoho, napft. jiné onemocnéni (bakterialni endokarditida, zanét,
autoimunitni onemocnéni, téhotenstvi, onemocnéni pojivové tkang, infekce HIV, injekéni
uzivani drog, malignity apod. (Soreng et al., 2014). Falesnou pozitivitu netreponemovych testl
vylou¢i provedeni testi za pouziti specifickych treponemovych testii, které pii negativité

potvrdi falesnou pozitivitu RPR nebo VDRL (Salavec et al., 2013).

Falesné negativni vysledky se mohou vyskytnout z divodu jevu znamého jako prozonovy
fenoném. Fenomén se muze projevit u sér s vysokou koncentraci nespecifickych protilatek
v dob¢ akutni syfilis (Zakoucka 2007; Soreng et al., 2014). Prozonovému fenoménu mize byt

zabranéno sériovym fedéni vzorku (Soreng et al., 2014).
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Samozfejme i u treponemovych testd je nutné pocitat s vyskytem falesné pozitivnich
vysledku, a to zejména v ptitomnosti jinych onemocnéni a stavi jako tyroiditida, systémovy
lupus erythematodes, infek¢ni mononukledza, genitalni herpes, cirhdza, t¢hotenstvi, bakterialni
infekce, bruceloza, leptospiroza, lymska borelioza, malérie, lepra, injekéniho uzivani drog,
vyboci, pinta a pribyvajici veék (Soreng et al., 2014). K falesné pozitivité vysledki FTA-ABS
muze vést infekce zpusobena Borrelia burgdorferi, avsak pozitivitu netreponemovych testi

nezpusobi (Salavec et al., 2013).
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7 ZAVER

Syfilis je celkové chronické onemocnéni zplsobené bakterii T. pallidum z celedi
Spirochaetaceae. Onemocnéni syfilis je stile aktualnim problémem na celém svéts. V CR je
roéné zaznamenano nékolik set piipadd syfilis. Incidence syfilis v CR je v poslednich letech
stale pomérné vysoka, zejména v rizikové skupin¢ zvané MSM. Onemocnéni syfilis trapi tedy
v CR ¢&ast&ji muze nez zeny. Od roku 2011 dochazi k poklesu poétu piipadi syfilis v CR.
Oficiélni data jsou dostupna do roku 2012.

S ohledem na neexistenci vakciny, je kontrola vyskytu choroby zavisla hlavné na ¢asné
identifikaci infikovanych osob a adekvétni terapii antibiotiky. Lécba penicilinem je stale
ucinnd, ale problémem se stava rozvoj rezistence k alternativnim antibiotikim — makrolidim.
Pacienti, ktefi uzivaji tyto antibiotika, by méli byt peclivé sledovani a v oblastech, kde je vyskyt
vysoky, nejsou vhodnym antibiotikem k 1é¢bé syfilis. U pacienti s alergii na penicilin je tfeba
provést desenzibilizaci, poptipad€é pouzit tetracyklinovad antibiotika, na kterd jsou kmeny

T. pallidum plné¢ citlivé.

Nemoznost kultivovat T. pallidum in vitro je vyznamnym problémem pfi prikazu syfilis.
Vedle pfimych vySetfovacich metod zachytu patogena jsou rozhodujici zejména postupy
nepiimé diagnostiky. I pfes rozsdhlou Skalu pfimych i nepfimych testli, vhodnych pro
diagnostiku syfilis, zistava ftada situaci, ve kterych mohou byt vysledky vySetieni
problematické a neumoznuji rychlé a spolehlivé stanoveni diagnézy. Jedna se zejména

o0 vrozenou syfilis a neurosyfilis.

Korunou veskerych snah pii vyzkumu syfilis je pochopitelné vytvoreni vakciny, ktera dosud
neni k dispozici. Problém spoc¢iva v bunécné struktute T. pallidum. Vné&jsi membrana bakterie
nema dostatek povrchovych proteinii pro protilatky, aby byly ucinné. Protektivni kapacita
krélicich vzniku 1ézi po intradermdlnim podédni treponemat nebo léze aspoil omezuji.
Nejnovéjsi poznatky snad brzy ptispéji k vyvoji u€¢inné vakciny a onemocnéni syfilis bude

eliminovano.
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