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Souhrn

Zavedli jsme metodu detekce chromozomalni DNA Treponema pallidum subsp. pallidum dvou-
krokovou (nested) PCR reakci, ktera amplifikuje ¢ast genu TP0319, kédujiciho hypoteticky mem-
branovy lipoprotein (gen tmpC). VysSetiili jsme 138 sér od 111 dospélych pacientd v primarnim,
sekundarnim, ¢asné latentnim a pozdné latentnim stadiu a také pacientu s podezirenim na syfilis.
Chromozomalni DNA T. p. pallidum se v séru dospélych pacienti nepodarilo detegovat. Pii vyse-
tireni 11 koznich a slizniénich stéru (7 genitalnich, 4 faryngealnich) jsme nalezli 6 pozitivnich
od 3 pacientu ve stadiu primarni a sekundarni syfilis. Pozitivni byl rovnéz jeden stér pacienta
s ¢asnou kongenitalni syfilis. Sekvenovani DNA genu TP0136 a TP0548 z pozitivnich vzorku pro-
kazalo vyskyt dvou kmenu sekvenéné identickych s kmenem 7. p. pallidum SS14 a dvou unikat-
nich syfilitickych kmenu, doposud u 7. p. pallidum nepopsanych. U jednoho vysetirovaného novo-
rozence s pozitivnim vysledkem vysetieni kozniho vzorku jsme prokazali treponemalni DNA také
v séru a v cerebrospinalnim moku. Pokroky v molekularni typizaci T. p. pallidum v klinickém
materialu prispéji k rozvoji epidemiologie syfilis a pFinesou moznosti rozliSeni mezi reinfekci
a reaktivaci syfilitického procesu.

Kli¢ova slova: Treponema pallidum subsp. pallidum - detekce v klinickém materialu — molekular-
ni typizace - koZni a slizniéni stéry.

Summary

Flasarova M., Smajs D., Mat&jkova P., Woznicova V., Heroldova-Dvoiakova M.,
Votava M.: Molecular Detection and Subtyping of Treponema pallidum subsp.
pallidum in Clinical Specimens

An in-house two-step nested PCR amplification targeting the ¢tmpC gene (TP0319, encoding
putative membrane lipoprotein) was used for detection of chromosomal DNA of Treponema
pallidum subsp. pallidum in clinical specimens. We tested 138 blood serum samples from 111 adult
patients with suspected, primary, secondary, early or late latent syphilis. T. p. pallidum DNA was
not detected in any of the analyzed specimens. Out of 11 mucocutaneous swabs (7 genital and 4
pharyngeal), 6 collected from 3 patients with primary or secondary syphilis tested positive. One
skin swab from a patient with early congenital syphilis was also positive as were his serum and
cerebrospinal fluid samples. DNA sequencing of the genes TP0136 and TP0548 from the positive
samples revealed two strains with DNA sequences identical to that of T. p. pallidum strain SS14
and two unique previously undescribed T. p. pallidum strains. The advances in molecular typing
of T. p. pallidum in clinical specimens will be of relevance to the epidemiology of syphilis and will
allow for clinical discrimination between reinfection and syphilitic reactivation.

Key words: Treponema pallidum subsp. pallidum - detection in clinical specimens - molecular
typing - mucocutaneous swabs.

Treponema pallidum subspecies pallidum (T
p. pallidum) je puvodcem sexuilné pienosného
onemocnéni syfilis. Béhem posledniho desetileti
doslo v Ceské republice k vyraznému nartstu
poétu hlasenych pripada c¢asné syfilis. Napt.
v roce 2000 vzrostla incidence ziskané syfilis

témér pétkrat ve srovnani s incidenci v roce 1990
[24]. Pocet pripadu kongenitalni syfilis — jedné
z nejvaznéjsich jejich forem — vzrostl v letech
1994-1998 23krat ve srovnani s piedchozim étyi-
letym obdobim [9]. V letech 2000-2002 bylo v Ces-
ké republice diagnostikovano 967-1376 piipadu
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syfilis a 7-13 ptipada kongenitalni syfilis roéné
[12]. V roce 2000 incidence syfilis dokonce piekro-
¢ila incidenci kapavky [24]. Poéet piipadu syfilis
v jinych ¢astech svéta je pritom casto jesté vyssi
nez v Ceské republice, napi. v USA bylo b&éhem
epidemie v roce 1990 zaznamenano vice nez 130
000 ptripadu aktivni syfilis [2]. Syfilis tedy nadale
zustava vyznamnym globalnim zdravotnim pro-
blémem [17].

Rod Treponema zahrnuje nékolik druht a pod-
druht patogennich spirochet. Infekce zptisobova-
né patogennimi treponematy predstavuji skupinu
onemocnéni s podobnymi symptomy a epidemio-
logii, ve které jejich invazivita klesa od venerické
dum, puvodce sexualné prenosné infekce syfilis
(lues). StiFedné invazivni jsou ptvodci neveneric-
kych onemocnéni frambézie (yaws) a endemické
syfilis — T. pallidum subsp. pertenue (T. p. perte-
nue) a T. pallidum subsp. endemicum (T. p. ende-
micum). Treponema carateum je neinvazivni spi-
rocheta zpusobujici pouze lokalni kozni léze
a Treponema paraluiscuniculi je pak pro ¢lovéka
zcela nepatogenni. T. p. pallidum zahrnuje fadu
izolatu (napt. Nichols, SS14, Chicago etc.), u kte-
rych se predpoklada, Ze se liSi zejména jednonu-
kleotidovymi zadménami v chromozomalni DNA
(SNP). Kompletni chromozomalni sekvence kme-
ne SS14 se napiiklad lisi od kompletni chromozo-
malni sekvence kmene Nichols ve vice nez 300
nukleotidovych zaménach (P. Matéjkova, nepubli-
kované vysledky). Jednonukleotidové zamény pii-

—

tom nejsou v chromozomalni DNA kmene SS14
rovnomérné rozmistény. Existuji pomérné kratké
chromozomové oblasti s relativné vysokym
poc¢tem SNP. Tyto useky DNA splnuji kritéria pro
vybér kandidatnich lokust pro molekularni typi-
zaci jednotlivych treponeméalnich kment: jedna se
o oblasti s vysokou hustotou SNP, které sousedi
s konzervativnimi sekvencemi, vyuzitelnymi
k navrhu primera pro PCR amplifikaci. Dostupné
sérologické testy totiZ nejsou plné specifické pro
T. p. pallidum a vykazuji pozitivitu také u ostat-
nich treponemalnich infekei [1].

V této praci jsme se zamétili na vyvoj a testo-
vani specifického diagnostického testu na syfilis
zalozeného na molekularni detekci DNA 7. p. pal-
lidum v razném klinickém materidlu. Vyuzili
jsme piitom detekce variabilnich éasti genomu 7.
p. pallidum tak, aby bylo mozZzno provadét zaklad-
ni typizaci DNA T p. pallidum izolované z klinic-
kych vzorku.

Material a metodika

Sbér klinického materidlu. Sbér klinického
materialu a sérologické vySetfeni probihalo
v Mikrobiologickém dustavu Lékatrské fakulty
a Fakultni nemocnice u sv. Anny v Brné. Celkem
jsme vySetrili 172 klinickych vzorku odebranych
od 115 pacientt. Navic jsme vySettili vzorky
novorozence s kongenitalni syfilis. Vzorky 138 sér
pochazely od 111 pacientt (60 Zen, 51 muzu) ve
véku od 16 do 83 let (median pro skupinu muzu:
36, pro zeny: 34 roku), vzorky 12 stért od 7 pa-
cienta a vzorky 20 krevnich srazenin od 20 paci-
entu (viz tab. 1). U pacienta s kongenitalni syfilis
byly vysetfeny vzorky likvoru, séra a stéru z koz-
nich puchyia. U kazdého pacienta byly vySetfeny
RRR, TPHA a stanoveny IgM a IgG metodou Eli-
sa, pripadné western blotem.

Izolace treponemdlni DNA a stanoveni citlivos-
ti PCR reakce. 1zolovana standardni treponemal-
ni DNA o koncentraci 112 ng/ul z T. p. pallidum
kmene Nichols nam byla poskytnuta S. J. Norri-
sem (University of Texas Medical School, Hous-

Tab. 1. Piehled vySetfenych vzorka krevnich sér (138 sér od 111 pacienttr) a krevnich srazenin (20 srazenin od 20 pacientt).

Table 1. Summary of 138 blood sera (from 111 patients) and blood clots (from 20 patients) tested.

VySetifeny material Klinickéa klasifikace syfilis
suspektni primarni sekundarni latentni nd
Sérum pocet vzorkl 6 11 10 97 14
pocet pacienti 6 10 8 74 13
Krevni srazeniny pocet vzorka 1 3 1 15 0
pocet pacienti 1 3 1 15 0

Vysvétlivky: nd — nebylo zjistovano.
Explanatory notes: nd — not determined.
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ton, Texas). Koncentraci DNA jsme zjistovali na
spektrofotometru NanoDrop ND — 1000 Spectrop-
hotometer (NanoDrop Technologies). DNA z kli-
nickych vzorku jsme izolovali pomoci kitu
QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen) podle instrukei
vyrobce.

Provedeni  PCR. Primery oTP0319F
(5-CTGCTCATCGGCTGCTCTA-3’) a oTP0319R
(5'-~ACCACAGACTTCGACCCATC-3) byly pou-
zity pro 1. krok detekce genu tmpC (TP0319)
a vedly ke vzniku produktu PCR o délce 773 para
bazi. Pro 2. krok reakce byly pouzity primery
iTP0319F (5~-GAAGGTGGTGACTTCGTCGT-3’)
a iTP0319F (5-CAAAACCCGCTTCAAAGA
GA-3’), které ohranicovaly produkt PCR o délce
451 bp.

Pro kazdou reakci PCR (25 ul) bylo pouZito po
0,125 ul 10mM dATP, 10 mM dGTP, 10 mM dCTP,
10 mM dTTP, 2,56 ul 10krat koncentrovaného
pufru pro PCR, 0,25 ul kazdého z primert o kon-
centraci 100 pmol/ul ve variabilnim objemu rede-
stilované vody (12—21 ul) a vySetiovaného vzorku
(1-10 ul). K této smési jsme pridali 0,05 ul poly-
merazy Taq (5000 U/ml, New England BioLabs).
Reakce byly provedeny v termocykleru GeneAmp
9700 (Applied Biosystems) za nasledujicich pod-
minek: 94 °C (60 s); 94 °C (30 s), 58 °C (30 s), 72
°C (60 s), 30 cykld; 72 °C (10 min). 2. krok PCR
probihal identicky, jako templat slouzil 1 ul vzor-
ku z prvniho kroku a namisto 30 cyklu bylo pou-
Zito cyklt 40. Vyhodnoceni PCR reakce jsme pro-
vedli na 2% agarosovém gelu. Pro eliminaci
fale$né pozitivnich vysledkta byla piiprava PCR
reakce a amplifikace provadéna v oddélenych
mistnostech v pracovnich boxech, které byly pra-
videlné vyzaiovany UV svétlem. Pii kazdé ampli-
fikaci byla pridanim fedéné chromozoméalni DNA
T. p. pallidum kmene Nichols provedena kontrola
amplifikace pro eliminaci faleSné negativnich
vysledk.

Restrikéni $tépeni PCR produkti. Amplifikaéni
produkty jsme vySet¥ili pomoci restrikéniho $té-
peni enzymy Dde I, Nhe I a Sac I podle doporuce-
ni vyrobce (New England BioLabs). Vysledek
restrikéniho §tépeni jsme odecetli na 2% gelu.

Presnéjsi charakterizace chromozomdlni DNA
v klinickém materidlu. Hypervariabilni useky
v genech TP0136 a TP0548 byly amplifikovany
pomoci PCR s vyuzitim oligonukleotidovych prime-
ru navrzenych v softwaru Primer3. Pro gen TP0136
bylo pouZito primerd TP0136F (5-AGTGTCTT-
CCTCGTCCGTTC-3) a TP0136R (5-CACGTGGT-
GGTGTCAAACTT-3), jez vedly ke vzniku produktu
0 délce 1207 bp. Pro gen TP0548 bylo uzito primert
TP0548F (5—-GCGGTCCCTATGATATCGTGT-3)
a TP0548R (5-GAGCCACTTCAGCCCTACTG-3")
amplifikujicich tsek o délce 1066 bp. SloZeni smési
PCR bylo shodné jako u detekce TP0319 a podmin-

—

ky, za kterych reakce probihala, byly nasledujici: 94
°C (60 s); 94 °C (30 s), 55 °C (30 8), 72 °C (120 s),
30 cykla; 72 °C (10 min). Vzniklé produkty PCR byly
purifikovany s vyuzitim kitu QIAquick PCR Purifi-
cation Kit (Qiagen) a nasledné sekvenovany dideo-
xyterminatorovou metodou ptvodnimi amplifikac-
nimi primery a ptridatnymi primery TP0136-673R
(5-TGACGCTTGCCAGAATGGGC-3) a TP0548-
415F (5~GTACGCAGAACACCGGCTAC-3). Hod-
noceni sekvenci bylo provedeno v softwaru
DNASTAR (Lasergene) a nalezené sekvence byly
srovnany s kompletni sekvenci kmene Nichols
(AE000520).

Vysledky a diskuse

1. Dvoukrokova PCR detekce chromozomalni
DNA T. p. pallidum.

Vypracovali jsme metodu dvoukrokové (nested)
PCR detekce chromozomalni DNA T. p. pallidum.
Pro detekci jsme zvolili gen TP0319, ktery kéduje
hypoteticky membranovy lipoprotein (gen tmpC),
pro né&jz bylo znamo, Ze jeho varianty se navzajem
lisi mezi raznymi kmeny 7. p. pallidum a také
mezi T. p. pertenue a T. paraluiscuniculi (D.
Smajs, nepublikované vysledky). Maximalni moz-
nou citlivost dvoukrokové PCR reakce jsme ovéri-
li sériovym fedénim chromozomalni DNA T.
p. pallidum Nichols o znamé koncentraci
s naslednou detekci PCR amplifikaci. Chromozo-
malni DNA T. p. pallidum kmene Nichols o kon-
centraci 112 ng/ul vedla k pozitivni PCR reakci
1 pti fedéni 107, coZ p¥i objemu Fedéného vzorku
(1ul), ktery byl ptidavan do PCR reakce, odpovida
1-10 kopiim templatu ve vySetfovaném vzorku.
Citlivost dvoukrokové PCR reakce je tedy velmi
blizka teoreticky maximéalni mozné citlivosti PCR
reakce. I jini autofi udavaji podobnou citlivost
nested PCR reakce [21].

2. VySetieni krevniho séra pacienti na p¥itom-
nost chromozomalni DNA T. p. pallidum.

Celkem jsme vyset¥ili 138 krevnich sér odebra-
nych od 111 dospélych osob (vékovy pramér: 34,5
roka). Soubor pacientt zahrnoval osoby s pode-
zienim na syfilis (8 osob) a pacienty v primarnim,
sekundarnim, ¢asné latentnim a pozdné latent-
nim stadiu (103 pacientd). I pres opakované
pokusy nebyla chromozomalni DNA T. p. palli-
dum v séru dospélych pacientu detegovana. Aby
bylo mozZno vyloucit degradaci DNA nebo eventu-
alni ztraty béhem purifikace chromozomalni
DNA, byla k opakované negativnim sérum piida-
vana fedéna standardni chromozomalni DNA T.
p. pallidum. Takto provedené experimenty byly
vzdy pozitivni a ukazaly relativné malé ztraty
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Tab. 2. Ptehled vySetfenych vzorku ziskanych z genitalnich, faryngealnich a koznich stérta vySetienych pomoci PCR detekce

genu TP0319 (¢mpC)

Table 2. Results of PCR detection of the gene TP0319 (¢mpC) in the DNA isolated from mucocutaneous genital, pharyngeal and

skin swabs

Vék a pohlavi Pocet stért/ | Vysledek PCR/ Stadium RRR | Index pozitivity WB Sekvence

pacienta misto odbéru | restrikéniho Elisa IgM/IgG IgM TP0136/TP0548*
Stépeni

24M 1G +/SS14 primarni 1:16 2,3/7,5 nd SS14/SS14

31M 2G +/SS14 primarni 1:64 2,8/10 + unikatni**/SS14

20F 3F,G +/SS14 sekundarni | 1:128 6,6/9 + SS14/unikatni**

oM 1P +/SS14 kongenitalni | 1:16 9,2/9,9 + SS14/SS14

30M 1G - sekundarni 1:32 8,26/3,95 nd

28F 2F,G - sekundarni 1:64 9,99/2,99 nd

29M 2F,G - nd 1:32 7,74/10 +

Vysvétlivky: M — pohlavi muzské, F — pohlavi Zenské; G — genitalni stér, F — faryngealni stér, P — stér z koZnich puchytt; nd —
nebylo zjistovano; RRR — rychla reaginova reakce; Elisa IgM/IgG — pozitivni vysledky ELISA reakce pro antitreponemalni pro-
tilatky IgM a IgG (v indexech pozitivity); WB IgM — vysledky detekce antitreponemalnich protilatek IgM technikou western

blotting; *Sekvence ¢asti gentt TP0136 a TP0548 s vysledky sekvenéni piibuznosti ke kmeni 7. p. pallidum Nichols nebo SS14;

**unikatni — vyskyt dosud nepopsané sekvence (viz tabulka 3).

Explanatory notes: M — male sex, F — female sex; G — genital swab, F — pharyngeal swab, P — skin swab; nd — not determined;
RRR - rapid plasma reagin reaction; Elisa IgM/IgG — positive result of ELISA reaction with antitreponemal antibodies IgM a
IgG; WB IgM — western blot detection of antitreponemal antibodies IgM; *Sequencing results of TP0136 and TP0548 genes
and sequence similarity to the strain 7. p. pallidum Nichols or SS14; **unique sequence (see Table 3).

chromozomalni DNA (cca do 50 %) béhem jeji izo-
lace ze séra a nasledné purifikace. Uvedené
vysledky ukazuji na skuteénost, Zze béhem syfili-
tického procesu a pravdépodobné i béhem latent-
ni infekce nejsou v krevnim séru pritomny trepo-
nemy v detegovatelném mnozstvi. Podobné
vysledky jsou znamy ze studia hemokultur u Bor-
relia burgdorferi, kde i pii znaéném objemu krev-
ni plazmy (vét§im nez 9 ml), pouZitém pro kulti-
vaci u pacientd s ptiznaky lymské borelidzy bylo
méné nez 44 % hemokultur pozitivnich. Pfitom se
uvadi, ze citlivost PCR detekce mikrobialni DNA
ze séra je fadové mensi nez v hemokulturach [22].
Vysetteni 20 krevnich sraZenin na p¥itomnost
chromozomalni DNA T. pallidum bylo negativni.
Vysledky ostatnich autort, zabyvajicich se izolaci
a detekci treponemalni DNA z krevniho séra jsou
znacné rozporuplné. Nékteii autori uvadéji éasty
zachyt treponemalni DNA v krevnim séru u pri-
marni a sekundarni syfilis (75 %, [6]) a jini auto-
i uvadéji opakované negativni vysledky i pii
vySetfovani plné krve na piitomnost DNA T.
p. pallidum [10]. Lisi se také vysledky efektivity
prukazu treponemalni DNA ve vzorcich izolova-
nych z plné krve, krevni plazmy a krevniho séra.
Neékteri autofi uvadéji ¢asty zachyt treponemalni
DNA v krevni plazmé (68-91 %, [16]) nebo v plné
krvi (41 %, [7]; 36,6 %, [18]). Jini autoii poukazu-
ji na vysokou frekvenci zachytu treponemalni
DNA ve vzorcich krevniho séra (75 %, [6]) oproti
vzorkim krevni plazmy. Zaznamenané rozdily
odrazeji rozdily v metodach izolace treponemalni
DNA, metodach jeji PCR detekce nebo rozdily
v souborech klinického materialu (ev. kombinace
téchto faktoru). Je ziejmé, Ze popsané rozdily

vyzaduji prisnou evaluaci vysledkd, zejména
s ohledem na moznost laboratorni kontaminace
detekéni reakce PCR produkty vzniklymi pii
piredchozich amplifikacich. Kontaminace vysoce
citlivé ,,nested“ PCR reakce by mohla vést k vyso-
kému poctu falesné pozitivnich vysledka.

3. VySetfeni genitalnich a faryngealnich stéra
pacienttt na piitomnost chromozomalni DNA 7.
p. pallidum.

VysSettili jsme celkem 11 stért od dospélych
pacienta (7 genitalnich, 4 faryngealni) a mezi
nimi jsme nalezli 6 pozitivnich od 3 pacient
ve stadiu primarni a sekundarni syfilis. Byl pozi-
tivni rovnéz jeden stér od novorozence s kongeni-
talni syfilis. Vysledky vySetieni stéru jsou uvede-
ny v tabulce 2. Dalsi fedéni 6 vzorkd ze stéra (z
toho 2 faryngealnich) prokazalo, Ze chromozomal-
ni DNA je v nich moZno detegovat i po jejich 10-
az 10 000nasobném fedéni. U vSech pozitivnich
vzorkti jsme PCR produkty (z genu TP0319)
o velikosti 451 bp $tépili 3 restriktazami, Sac 1,
Nhe 1, Dde 1, k odliseni jednotlivych kment 7. pal-
lidum. Stépeni témito enzymy umoZiiuje rozeznat
nékteré zakladni typy kment z rodu Treponema:
T. p. pallidum, T. p. pertenue a T. paraluiscunicu-
li. Abychom vylouéili mozZnost detekce DNA
z jinych bakterii (napf. z nepatogennich trepo-
nem), vySetiili jsme pozitivni (a negativni) vzorky
na pritomnost genu polA, ktery byl prokazan jako
unikatni pro T. p. pallidum [3, 23]. U v8ech vySet-
fenych stéru byl prikaz genu polA pozitivni, coz
sveédéi pro to, Ze gen TP0319 z T. p. pallidum byl
detegovan specificky. Vysledky rtznych autort
izolace a detekce treponemalni DNA z koznich
a slizni¢nich stért jsou znacéné rozdilné. Senziti-
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Tab. 3. Piehled sekvenénich zmén nalezenych v DNA PCR pozitivnich genitalnich a faryngealnich stéra vysetienych pomoci
sekvenace usekd gent TP0136 (157355-157605%) a TP0548 (592100-592400)

Table 3. Sequencing results of TP0136 (157355-157605%) and TP0548 (592100-592400%)

genes using DNA isolated from positive swabs.

Oznaceni vzorku TP0136 TP0548
kmen SS14 602%* A => G 463-464 ACGG inzerce
626 G =>C 464-465 ATGAT inzerce
648 G =>C 469 G =>A
676 G =>A 473 A =>G
677T =>A 478 G =>A
682A=>G 481G =>A
689 A =>G 484 A =>G
707T =>G 485 A =>G
T19A=>C
786-791 CGGTGG delece
24M sekvenéni zmény shodné se zménami sekvenéni zmény shodné se zménami
nalezenymi u kmene SS14 nalezenymi u kmene SS14
31M sekvenéni zmény shodné se zménami sekvenéni zmény shodné se zménami
nalezenymi u kmene SS14 a nové nalezenymi u kmene SS14
nalezeny tyto jednonukleotidové zdmény:
566 G => C
569 T => C
570 T => G
572 A =>C
574 A=>T
580 C => A
590 C => G
20F sekvenéni zmény shodné se zménami sekvenéni zmény téméf shodné se zménami
nalezenymi u kmene SS14 nalezenymi u kmene SS14;
jednonukleotidova zadména v pozici 473 chybi
a nové nalezena v pozici 479 G => A
0M sekvenéni zmény shodné se zménami sekvenéni zmény shodné se zménami
nalezenymi u kmene SS14 nalezenymi u kmene SS14

* pozice nukleotidi v genomu kmene Nichols (AE000520)

** pozice nukleotidu v sekvenci prislusného otevireného ¢teciho ramce u kmene Nichols [4]

*nucleotide positions in the chromosomal DNA of T p. pallidum Nichols (AE000520)
**nucleotide positions in the sequence of putative gene of Nichols strain [4]

vita vySetfeni stért u primarni a sekundarni syfi-
lis znaéné kolisa — od 17,5 % do 93 % [11, 15, 18].
Nase vysledky s 50% zachytem pozitivnich vzor-
ktt ze stért dospélych pacientt jsou nejblize
vySetfeni bioptickych vzorkd z mist koZnich
a slizniénich afekci u sekundarni syfilis, které
vedlo k identifikaci 41,7 % pozitivnich vzorku
(20].

4. Presnéjsi charakterizace chromozomalni
DNA kment T. p. pallidum izolovanych z klinic-
kého materialu.

V prabéhu komparativni genomové analyzy
kment Nichols a SS14 (P. Matéjkova, nepubliko-
vané vysledky) byly nalezeny sekvenéné rozdilné
dseky v genomu 7. p. pallidum SS14 a téchto
oblasti jsme vyuzili jako kandidatnich lokusa pro
typizaci. Amplifikovali jsme tuseky gentt TP0136
a TP0548 a vzniklé produkty PCR podrobili
sekvenaci DNA. Vysledky sekvenaci materialu ze
stéria od dvou pacientt ukazaly vyskyt kmene

sekventéné totozného s kmenem SS14 a u dalsich
dvou pacientt (z celkem 4 nezavislych stérta — viz
tab. 2) jsme nalezli dalsi sekven¢ni zmény, které
prokazaly vyskyt unikatnich syfilitickych kmen,
doposud nepopsanych u 7. p. pallidum (viz tab. 3).
Nahodné chyby vzniklé béhem amplifikace poly-
merazou Taq jsme u téchto pacientt — vzhledem
k identickym vysledkim sekvenace materialu ze
dvou nezavislych stéra od kazdého pacienta —
mohli vyloudit. Také jini autoii se zabyvaji pro-
blematikou typizace klinickych izolatt T. p. palli-
dum, a to na zékladé restrikéniho S$tépeni pro-
dukta PCR 3 tpr genu a variabilni délky genu arp
[13]. S pouzitim této techniky bylo nalezeno 35
subtypt mezi 161 typovanymi vzorky od pacienti
s primarni syfilis v jizni Africe [14]. Jina recentni
prace vyuzivajici stejnou metodiku identifikovala
7 molekularnich subtypua 7' p. pallidum ve skupi-
né 23 vzorka DNA izolovanych od pacientt
z oblasti Severni a Jizni Karoliny [15]. Tyto
vysledky ukazuji na fakt, Ze kmeny 7. p. pallidum
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izolované od pacientt vykazuji sekvenéni hetero-
genitu, které bude mozno vyuZzit pro typovani kli-
nickych treponemalnich izolatu.

5. VySetfeni klinickych vzorka odebranych od
novorozence s kongenitalni syfilis.

U jednoho vySetiovaného novorozence s pozi-
tivnim vysledkem vySetfeni kozniho stéru jsme
provedli detekci T. p. pallidum v séru a v likvoru.
Oba vzorky byly PCR pozitivni; pocty kopii trepo-
nemalni DNA (odvozené z maximalniho fedéni
vzorkt davajicich pozitivni PCR reakci) byly
v séru a v likvoru shodné a ¢inily ~100 000 trepo-
nemaélnich molekul DNA v 1 ul vzorku. Ukazuje
to na skutecnost, Ze u ¢asné kongenitalni syfilis je
poéet treponem v séru a likvoru srovnatelny
a napadné vyssi nez u dospélych pacientti. Podob-
né vysledky byly nalezeny také jinymi autory.
Grimprel et al. [5] uvadi, Ze vySetieni fetalnich
a novorozeneckych krevnich sér a cerebrospinal-
niho likvoru ukazalo 80% a 71% senzitivitu ve
srovnani s RIT (rabbit-infectivity test). Michelow
et al. [8] zjistil, Ze infekci CNS u ¢asné kongeni-
talni syfilis nejlépe predikovala pozitivita PCR ze
séra nebo plné krve.

Zavér

Pozitivni vysledky PCR detekce treponemalni
DNA v koznich a slizniénich stérech odebranych
od pacientu se syfilis ukazuji na moznost zavede-
ni typizaénich technik pro ptvodce syfilis, 7.
p. pallidum. Molekularni typizace a identifikace
jednotlivych kmenu a izolata 7. p. pallidum p¥i-
spéje zasadné k rozvoji epidemiologie syfilis a pii-
nese i moznost rozliSeni mezi reinfekei a reakti-
vaci syfilitického procesu. Nové publikované
poznatky [19] ukazuji, Ze klinickd manifestace
infekci, zptusobenych riznymi kmeny 7. p. palli-
dum, se navzajem lii a naznacuji zvySené riziko
neuroinvazivity a neurosyfilis u pacientt infiko-
vanych nékterymi kmeny. Tento fakt dale zduraz-
nuje potfebu molekularni typizace kment 7.
p. pallidum.

Podékovani
Tento vyzkum byl podporovdn grantem IGA MZ
¢islo NI7351-3.
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SLOVNIK o o ,
NESPISOVNE Rozséahly vykladovy slovnik obsahuje vice nez 12 000 slangovych
e a dalSich nespisovnych vyrazli, v€etné klasické mluvy podsvéti

CESTINY (Ceského argotu). Vedle celé fady tradiCnich profesnich slangl
obsahuje téz slang souCasné mladeze, véetné studentského, ¢i dro-
gového. Na klasicky kriminalni argot navazuje soucasny vézerisky
slang, tradi¢ni brnénsky argot, ale i méné znamy jazyk svétskych.
Hesla jsou doplnéna poznamkami o historii a puvodu slov. Slovnik
odhaluje prekvapivé souvislosti, ukazuje ,uctyhodné“ stafi fady
zdanlivé modernich vyraz( (Corka, benga, kérka, vejsky, Silingr),
velmi zajimava jsou rovnéz slova plivodem z romstiny Ci z jidi$. Zaji-
mavy je i divadelni nebo hudebni slang, na jehoz pfipravé se podi-
lely predni osobnosti ¢eského uméleckého zivota.
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