
Syfilis – epidemiologické a klinické aspek-
ty. Syfilis zůstává i ve třetím tisíciletí význam-
nou globální hrozbou. Světová zdravotnická orga-
nizace odhaduje počet nových případů na 12
milionů osob ročně, většinou v rozvojových zemích
a v zemích vzniklých po rozpadu Sovětského sva-
zu [9]. Trendem v západní Evropě, v USA a v Číně

je růst počtu případů syfilis mezi homosexuální-
mi muži [6, 19, 22, 31, 32]. Primární léze jsou při-
bližně u 35 % homosexuálních mužů lokalizovány
mimo penis, v oblastech hůře přístupných aspek-
ci (rektum, perianální oblast, dutina ústní)
a mohou mít atypický neindurativní vzhled [15,
22, 31]. Na druhé straně léze v urogenitální
a anogenitální oblasti mohou být také herpetické-
ho původu, může je způsobovat myotická nebo
bakteriální infekce (erysipel, měkký vřed) nebo
trauma [45].

Syfilis odpovídá za 20 % ulcerativních onemoc-
nění genitálu (genital ulcer disease, GUD), při-
čemž primární syfilitické léze obsahují množství
CD4 T-lymfocytů. Syfilis proto výrazně zvyšuje
riziko přenosu viru HIV [34, 39]. Syfilis je pří-
tomna častěji u HIV-pozitivních pacientů se sexu-
álně přenosným onemocněním (STD), než u HIV-
negativních. Koinfekce HIV a syfilis
u homosexuálů ve velkých městských oblastech je
odhadována na 20 – 70 % [4].

U HIV-pozitivního pacienta může být průběh
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Klinický materiál pro průkaz syfilis metodou
polymerázové řetězové reakce

Woznicová V., Votava M., Flasarová M.

Mikrobiologický ústav LF MU a FN u sv. Anny v Brně, Brno 

Souhrn

Práce podává přehled klinického materiálu používaného pro diagnostiku syfilis metodou poly-
merázové řetězové reakce. PCR je rutinní metodou detekce T. pallidum ve stěrech z ulcerací
a v kožně-slizničních projevech primární a sekundární syfilis. Vyšetřit lze i nesrážlivou krev, moz-
komíšní mok, amniovou tekutinu, punktáty, bioptický materiál i fixované tkáně. Pro vyšetřování
těchto materiálů v klinické praxi je však nutno získat více zkušeností především s citlivostí PCR
v různých stadiích syfilis.

Klíčová slova: syfilis – T. pallidum – klinický materiál – PCR.

Summary

Woznicová V., Votava M., Flasarová M.: Clinical Specimens for PCR Detection
of Syphilis

A review is presented of types of clinical specimens used for diagnosis of syphilis by polymerase
chain reaction. PCR is a routine method for detection of T. pallidum in swabs of chancres and pri-
mary and secondary syphilis mucocutaneous lesions. Whole blood, cerebrospinal fluid, amniotic
fluid, aspirate and biopsy specimens, and paraffin-embedded tissues can also be tested by PCR
for T. pallidum. However, further research on PCR detection sensitivity at various stages of syp-
hilis is needed before these specimens are used in clinical practice.

Key words: syphilis – T. pallidum – clinical specimens – PCR.
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syfilis atypický (včetně asymptomatické primární
syfilis), HIV-pozitivní pacienti jsou proto častěji
zachycováni ve stadiu sekundární syfilis [15].
Sekundární syfilis je u HIV-pozitivních častěji
spojena s časnými neurologickými a očními pří-
znaky a obě infekce při vzájemném souběhu také
rychleji a agresivněji progredují [4]. Sérologie
může být u primární syfilis HIV-pozitivního paci-
enta negativní, méně často je negativní také
u sekundární syfilis [15].

T. pallidum se diseminuje do celého organismu
již během úvodních hodin po počátečním kontak-
tu s mikroorganismem, přednostně se ale množí
v bráně vstupu [5]. Ulcerace se obvykle objeví za
3 týdny po přenosu infekce, inkubační doba mezi
přenosem infekce a vytvořením vředu může ale
kolísat mezi 10–90 dny [18]. V počátcích onemoc-
nění nejsou ještě vytvořeny protilátky. V těchto
souvislostech proto v diagnostice syfilis nabývají
stále významnější místo metody molekulární bio-
logie.

Uplatnění polymerázové řetězové reakce
(PCR) v diagnostice syfilis. Volba diagnostické
metody závisí na stadiu syfilis. U primární syfilis,
sekundární syfilis a časné kongenitální syfilis
jsou k dispozici jak metody přímého průkazu, tak
zhruba od 2. týdne onemocnění metody sérologic-
ké. U latentní syfilis je metodou volby sérologie,
ale uplatnění PCR je možné. Žádná z metod pří-
mého průkazu s výjimkou pokusu na zvířeti (tzv.
rabbit infectivity testing - RIT) však nedosahuje
citlivosti PCR. Citlivost mikroskopie v zástinu,
přímé fluorescence i PCR ovšem závisí na stáří
lézí – diagnostika z čerstvých lézí je většinou
nadějnější [13, 18, 36, 46]. Mikroskopie v zástinu
na rozdíl od PCR navíc špatně odlišuje nepato-
genní treponemata, což komplikuje diagnostiku
orálních a anogenitálních lézí; metody přímého
průkazu selhávají také při odlišení T. pallidum
subsp. pertenue [18, 49].

Nález treponemové DNA nerozlišuje mezi
mrtvými a živými mikroorganismy, což se poklá-
dá za limitující pro uplatnění PCR při kontrole
léčby. Wicher et al. ovšem zjistili, že v experi-
mentu na králících je chromozomální DNA T.
pallidum eliminována během 48 hodin. Clea-
rance treponemální DNA tak pravděpodobně
závisí na životaschopnosti T. pallidum a je rych-
lejší u mrtvých bakterií. Teplem usmrcený
Nicholsův kmen T. pallidum vymizí z krve ne-
imunních králíků během 14 dnů, zatímco živý
kmen byl prokazatelný u poloviny vzorků
pocházejících z neimunních jedinců nejméně
dva měsíce. Bylo proto navrženo, aby pozitivita
PCR u léčených pacientů dva až tři týdny po léč-
bě byla hodnocena jako možné terapeutické
selhání [47].

Po penicilinové léčbě je klinický relaps vzác-
ný, ale podle sérologických kritérií se při podání
jedné dávky 2,4 mil. jednotek penicilinu i.m.
objeví relapsy během 6 měsíců u 18 % pacientů
[37]. (Je ale nutno poznamenat, že tento léčebný
režim se u nás nepoužívá.) Jinak je tomu v pří-
padě neléčených pacientů, kde se až u 25 % osob
s časnou latentní syfilis objeví rekurentní
sekundární manifestace [10, 25]. Sérologické
rozlišení relapsu a reinfekce ale není možné [18,
25, 49], kdežto metody molekulární biologie tuto
možnost skýtají. Myint et al. publikoval kazuis-
tiku, kde molekulární analýzou genu tprK
u kmene zachyceného z krve při sekundární
manifestaci syfilis a jeho srovnáním s kmenem
z primárních projevů prokázal relaps syfilis
[25].

Výběr klinického materiálu. Pro PCR lze
použít rozmanitý klinický materiál (viz tabulka):
typicky stěry z ulcerací či jiných kožně-slizničních
lézí, nesrážlivou krev, mozkomíšní mok, amnio-
vou tekutinu, exsudáty z ulcerací, punktáty, biop-
tický materiál i fixované tkáně [2, 3, 11, 20, 21,
29, 34, 38]. PCR prokazatelně předstihuje jiné
metody přímého průkazu u vzorků s nízkým
obsahem treponemat a u latentní a terciární syfi-
lis [1, 33, 51].

Stěry z ulcerací. Nejvíce zkušeností je zatím
s vyšetřováním stěrů z ulcerací a kožně-sliznič-
ních projevů primární a sekundární syfilis, kde je
PCR již rutinní metodou [30]. Stěr na suchém
tampónu lze zmrazit a podrobit vyšetření s mno-
hatýdenním časovým odstupem, aniž by výrazně
klesl obsah DNA T. pallidum. Výtěry či exsudát
v pufru lze skladovat při pokojové teplotě až dva
měsíce. Přesto skladování při pokojové teplotě
přináší určité ztráty DNA, a proto se doporučuje
stěry uchovávat při nižší teplotě nebo zmrazit
[46].

Pravděpodobnost pozitivního záchytu ze stěru
však klesá (podobně jako u mikroskopických
metod) u hojících se lézí a v případech, kdy je
pacient již léčen. V době hojení lézí je ale sérolo-
gie už pozitivní u 70 % - 95 % pacientů [46]. Pro
zajímavost dodejme, že v experimentu byla trepo-
nemální DNA detekována i po 4 měsících v tkáni
10 % králíků s již zhojenými ložisky [47].

Plná krev. Většina autorů uspěla s izolací DNA
spíše z plné krve než ze séra nebo plazmy. Studie
zabývající se typizací T. pallidum konstatovaly, že
plná krev v EDTA je materiálem vhodným pro
typizační metody podobně jako stěry [21, 40].
Kouznetsov prokázal T. pallidum v periferní krvi,
kde byly mononukleáry podobně spolehlivým
zdrojem DNA jako kožní léze; prokazován byl gen
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pro protein 47-kDa [17]. K dispozici jsou rozdílné
údaje o možnosti záchytu T. pallidum v krevním
oběhu v latentním stadiu onemocnění. Předpoklá-
dalo se, že T. pallidum lze zachytit v krevním
řečišti pouze v primárním a sekundárním stadiu
onemocnění [42]. Marfin et al. a další autoři ale
DNA T. pallidum zachytili v krvi i v latentní fázi
syfilis [16, 17, 21, 33].

Sérum. Sérum je pro detekci T. pallidum méně
vhodné [46]. T. pallidum byla prokázána pokusem
na zvířeti u 5 z 18 (38 %) vyšetřovaných vzorků
plné krve, ale u žádného z odpovídajících sér [43].
Podobného výsledku bylo poté dosaženo i při
detekci DNA T. pallidum metodou PCR. Z 18 sér
od zvířat, u nichž byl záchyt DNA v krvi pozitiv-
ní, byla zjištěna pozitivita pouze jednoho séra a ve
studii, v níž bylo testováno 15 plných krví pozi-
tivních v PCR, nebylo pozitivní žádné odpovídají-
cí sérum, zato všechny krevní koláče DNA T. pal-
lidum obsahovaly [46, 47]. Uvádí se, že
treponemata jsou lapena v koagulech, takže jejich
koncentrace v séru významně klesá [46].

Výjimkou jsou novorozenci s kongenitální syfi-
lis, kde Grimprel et al. detekovali treponemální
DNA v sérech 30 % dětí s kongenitální syfilis [11].
Michelow et al. prokázal, že infekci CNS u konge-
nitální syfilis nejlépe predikuje právě nález
DNA T. pallidum v séru nebo plné krvi [24]. Vyso-
ký záchyt treponemové DNA ze séra zjistil také
Pietravalle et al. [33]. Pozitivní bylo 5 ze 6 sér
pacientů v primárním a sekundárním stadiu pří-
jice a 6 z 9 sér u latentní syfilis.

Naše zkušenosti získané vyšetřením 138 krev-

ních sér odebraných od 111 dospělých pacientů
svědčí proti použití sér v diagnostice syfilis. Sou-
bor pacientů zahrnoval osoby s podezřením
na syfilis a pacienty v primárním, sekundárním,
časně latentním a pozdně latentním stadiu. I přes
opakované pokusy nebyla chromozomální DNA T.
pallidum v séru dospělých pacientů detekována.
Aby bylo možno vyloučit degradaci DNA nebo
eventuální ztráty během purifikace chromozo-
mální DNA, byla k opakovaně negativním sérům
přidávána ředěná chromozomální DNA T. palli-
dum. Takto provedené experimenty byly vždy
pozitivní a ukázaly relativně malé ztráty chromo-
zomální DNA (cca do 50 %) během její izolace ze
séra a následné purifikace. Uvedené výsledky
ukazují na skutečnost, že během syfilitického pro-
cesu a pravděpodobně i během latentní infekce
nejsou v krevním séru přítomny treponemy
v detekovatelném množství [7].

Mozkomíšní mok. T. pallidum proniká do
CNS v různých stadiích infekce [42]. Neuroinva-
zivita je dána individuálními biologickými vlast-
nostmi konkrétních infikujících kmenů trepone-
mat. V experimentech na králičích modelech byla
zjištěna silná vazba zejména mezi infekcí kme-
nem T. pallidum Sea 81-4 a perzistující pleocytó-
zou [41]. Tato zjištění otevírají perspektivu pro
cílenou identifikaci neuroinvazivních kmenů T.
pallidum. Podle Noordhoekové může DNA usmr-
cené T. pallidum v likvoru dlouhodobě (snad
i roky) přetrvávat i po úspěšné léčbě [27]. Při
pochybnostech je možno vzít v úvahu, že pro neu-
rosyfilis je vysoce patognomický nález RPR vyšší
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Tab. 1. Klinický materiál pro PCR detekci T. pallidum v jednotlivých fázích syfilis

Table 1. Clinical specimens for PCR detection of  T. pallidum at various stages of syphilis 

PCR = polymerázová řetězová reakce, DFA-TP = přímá imunofluorescence k detekci T. pallidum (direct fluorescent-
antibody–T. pallidum), DFAT-TP = modifikace DFA-TP k detekci T. pallidum ve tkáních, RIT = přímý průkaz T. pallidum izo-
lací na králíkovi (rabbit infectivity testing)

PCR = polymerase chain reaction, DFA-TP = direct fluorescent antibody–T. pallidum, DFAT-TP = direct fluorescent antibody
tissue test for T. pallidum, RIT = rabbit infectivity testing

Stadium Klinický materiál Metoda Literatura

primární syfilis stěry, exsudát z léze, biopsie nebo aspirát mikroskopie v zástinu, PCR, 1, 20, 29, 34, 35,

z lymfatických uzlin, plná krev přímá fluorescence 46, 47

(DFA-TP, DFAT-TP), RIT

sekundární syfilis stěry, exsudát, biopsie nebo aspirát mikroskopie v zástinu, PCR, 14, 16, 17, 20, 25

z lymfatických uzlin, plná krev, likvor přímá fluorescence (DFA-TP,

DFAT-TP), RIT 

latentní syfilis plná krev, biopsie PCR 21, 33, 16

terciární syfilis mozkomíšní mok, tkáň, gumma PCR 23, 27, 41, 44

neurosyfilis mozkomíšní mok, oční mok, gummata CNS PCR 27, 38, 41, 44

kongenitální syfilis mozkomíšní mok, exsudát z lézí, amniová mikroskopie v zástinu, PCR, 8, 11, 26, 24, 38, 50

tekutina, plná krev, sérum, tkáň, přímá fluorescence (DFA-TP,

placenta, pupečník DFAT-TP), RIT
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než 1:32 v likvoru, a to bez ohledu na dobu trvání
infekce nebo HIV status [23]. Mozkomíšní mok je
také cenným materiálem pro diagnostiku konge-
nitální syfilis [7, 24, 38, 48].

Skladování likvoru při 4 °C a opakované roz-
mražování nemají vliv na ztráty DNA T. palli-
dum, takže případný negativní výsledek, který je
v rozporu s klinickou situací, by měl být přičten
nedostatečnému počtu mikroorganismů nebo pří-
tomnosti inhibitorů [44].

Punktát. Pro záchyt T. pallidum lze využít
také punktované materiály, například punktát
z lymfatických uzlin nebo nitrooční tekutinu.
Treponemální DNA lze získat také z aspi-
rátů ingvinálních uzlin u pacientů se sekundár-
ní a dokonce i latentní syfilis [16]. Pro konfir-
maci kongenitální syfilis může být odebrána
amniová tekutina [11].

Tkáň. Tradičním způsobem detekce T. palli-
dum v tkáňových řezech je stříbření, ale citlivost
této metody ve srovnání s metodami molekulár-
ně-biologickými je jen 41 %. Imunohistochemické
postupy jsou citlivější (71 %) a specifičtější [12].
PCR je ale výhodnější pro možnost detekovat T.
pallidum i ve fixovaných řezech. U placentární
tkáně je pozitivita PCR signifikantně spojena
s histopatologickými změnami placenty a potvr-
zuje kongenitální syfilis [8]. T. pallidum je možno
prokázat také z gummat u terciární syfilis, ale cit-
livost PCR je zde nižší než u předchozích stadií
syfilis [51].

Závěr

Jak vyplývá z uvedeného, pro diagnostiku syfi-
lis pomocí PCR se hodí nejrůznější klinický mate-
riál. K diagnostice se hodí především stěry či exsu-
dáty z ulcerací či jiných kožně-slizničních lézí, kde
je PCR již dobře ověřena. Použít lze také nesrážli-
vou krev, mozkomíšní mok, amniovou tekutinu,
punktáty, bioptický materiál i fixované tkáně. Pro
vyšetřování těchto materiálů v klinické praxi je
však nutno získat více zkušeností především s cit-
livostí PCR v různých stadiích syfilis. Celkově je
však PCR citlivější než ostatní metody přímého
průkazu především u vzorků s nízkým obsahem
treponemat a v případě latentní a terciární syfilis.

Poděkování
Práce byla podpořena grantem IGA MZd

NR8967-4.

Seznam zkratek:
PCR = polymerázová řetězová reakce 
DFA-TP = přímá imunofluorescence

k detekci T. pallidum 
(direct fluorescent-antibody–
T. pallidum)

DFAT-TP = modifikace DFA-TP k detekci
T. pallidum ve tkáních

RIT = přímý průkaz T. pallidum izolací
na králíkovi (rabbit infectivity 
testing)
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RECENZE

ONDROVČÍK P.: MACELA A., STULÍK J., TREBICHOV-
SKÝ I., KROČA M., JANOVSKÁ S.: INFEKČNÍ CHORO-
BY A INTRACELULÁRNÍ PARAZITISMUS BAKTERIÍ.
GRADA PUBLISHING, PRAHA 2006, L. VYDÁNÍ, 216
STRAN, ISBN 80-247-0664-4.

Sympaticky vyhlížející příručka je dílem kolektivu zkuše-
ných autorů z Fakulty vojenského zdravotnictví Univerzity
obrany v Hradci Králové, Ústředního vojenského zdravotního
ústavu v Praze a Mikrobiologického ústavu AV ČR tamtéž.

Monografie je zaměřena především na molekulární pod-
statu parazitických vztahů intracelulárních bakterií k buněč-
ným systémům hostitele a zmapování možností exprese genů
s tím souvisejících.

Autoři charakterizují vznik bakteriální infekce jako složi-
tý proces, jehož se účastní molekulární struktury a regulač-
ní mechanismy jak bakteriálních, tak hostitelských buněk.
Průběh tohoto děje popisují jako řadu postupných kroků. Na
jeho začátku stojí přímý kontakt bakteriálních a napade-
ných buněk za účasti adhezivních molekul a receptorových
struktur, jejichž charakter a úloha jsou v knize detailně
rozebírány. Následná reakce obou zúčastněných stran (zpro-
středkovaná zde přehledně popisovanými systémy signálů)
vyúsťuje v alteraci genové exprese a množení úspěšného
patogena v jím preferovaných buňkách a tkáních hostitele.
Toto zvýšení počtu mikrobů pak vyvolává aktivaci obran-
ných reakcí, proti nimž se bakterie brání sekrecí efektoro-
vých molekul eliminujících účinek hostitelských obranných
systémů. Výsledkem je poškození buněk a tkání hostitelské-
ho organismu.

Uvedené skutečnosti jsou detailně a srozumitelně probí-
rány zejména v obecné části příručky, sestávající ze sedmi
kapitol. V nich se autoři zabývají postupně významem koe-
voluce hostitelů a mikrobů pro jejich vzájemný vztah, úlo-

hou adhezinů a receptorů při jejich vzájemných interakcích,
mechanismy aktivního průniku bakterií do cílových buněk,
způsoby detekce okolního prostředí bakteriemi, úlohou
sekrečních systémů jakožto komunikačních kanálů, význa-
mem secernovaných bakteriálních molekul a konečně způ-
soby, kterými bakterie opouštějí usmrcené nebo vyčerpané
hostitelské buňky.

Speciální část monografie je uvedena kapitolou obsahově
vycházející z teze, že intracelulární bakterie samy řídí svůj
osud v hostitelské buňce. Dalších šest kapitol této části knihy
pak pojednává o vybraných významných zástupcích intrace-
lulárních patogenů, jmenovitě o Brucella melitensis, Franci-
sella tularensis, Legionella pneumophila, Listeria monocyto-
genes, mykobakteriích komplexu M. tuberculosis
a o Salmonella enterica. Uvedené kapitoly mají povětšinou
shodné členění, totiž úvod, interakce daného mikroba s hosti-
telskými buňkami a jejich molekulární aspekty.

Publikace je doplněna deseti názornými obrázkovými sché-
maty a pěti tabulkami. Jednotlivé kapitoly obecné i speciální
části jsou zakončeny seznamy citované literatury, na konci
příručky nechybí ani rejstřík důležitých pojmů.

Po stránce formální i jazykové je tato práce na dobré úrov-
ni. Drobné výhrady lze možná mít jen k poněkud nejasnému
systému vytváření v knize užitých zkratek (str. 8–10), vyšší
by mohlo být i zastoupení citací z posledních pěti let. Přes
tyto drobnosti lze vyjádřit naději, že se tato zajímavá publi-
kace přiřadí k titulům, jakých není v naší odborné literatuře
nikdy dost a nejen studentům, ale i zkušenějším mikrobiolo-
gům a odborníkům příbuzných oborů bezesporu přispěje
k hlubšímu poznání složitých interakcí vymezené skupiny
patogenů, na nichž je postavena schopnost jejich intracelulár-
ního přežívání a množení.
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