Epidemiologie 2-07

2.4.2007 11:24 Str. 66

o

FEpidemiol. Mikrobiol. Imunol. 56, 2007, ¢. 2, s. 66-71

Klinicky material pro prukaz syfilis metodou
polymerazové retézové reakce

Woznicova V., Votava M., Flasarova M.

Mikrobiologicky ustav LF MU a FN u sv. Anny v Brné, Brno

Souhrn

Prace podava prehled klinického materialu pouzZivaného pro diagnostiku syfilis metodou poly-
merazové Fetézové reakce. PCR je rutinni metodou detekce T. pallidum ve stérech z ulceraci
a v kozné-slizni¢nich projevech primarni a sekundarni syfilis. VySettit 1ze i nesrazlivou krev, moz-
komisni mok, amniovou tekutinu, punktaty, biopticky material i fixované tkané. Pro vysSetiovani
téchto materiala v klinické praxi je vSak nutno ziskat vice zkuSenosti predevsim s citlivosti PCR
v raznych stadiich syfilis.
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Summary

Woznicova V., Votava M., Flasarova 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.
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Syfilis - epidemiologické a klinické aspek-
ty. Syfilis ztGstava i ve tretim tisicileti vyznam-
nou globalni hrozbou. Svétova zdravotnicka orga-
nizace odhaduje pocet novych piipadtt na 12
miliont osob ro¢né, vétsinou v rozvojovych zemich
a v zemich vzniklych po rozpadu Sovétského sva-
zu [9]. Trendem v zapadni Evropé, v USA a v Ciné

je rast poétu pripada syfilis mezi homosexuélni-
mi muzi [6, 19, 22, 31, 32]. Primarni 1éze jsou pri-
blizné u 35 % homosexualnich muzt lokalizovany
mimo penis, v oblastech haie pristupnych aspek-
ci (rektum, perianalni oblast, dutina tustni)
a mohou mit atypicky neindurativni vzhled [15,
22, 31]. Na druhé strané léze v urogenitalni
a anogenitalni oblasti mohou byt také herpetické-
ho ptvodu, mutze je zptsobovat myotickad nebo
bakterialni infekce (erysipel, mékky vied) nebo
trauma [45].

Syfilis odpovida za 20 % ulcerativnich onemoc-
néni genitalu (genital ulcer disease, GUD), pii-
¢emz primarni syfilitické 1éze obsahuji mnozstvi
CD, T-lymfocyta. Syfilis proto vyrazné zvysuje
riziko pienosu viru HIV [34, 39]. Syfilis je pii-
tomna ¢astéji u HIV-pozitivnich pacientt se sexu-
alné pienosnym onemocnénim (STD), nez u HIV-
negativnich. Koinfekce @ HIV a  syfilis
u homosexualu ve velkych méstskych oblastech je
odhadovana na 20 — 70 % [4].

U HIV-pozitivniho pacienta mutze byt prabéh
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syfilis atypicky (véetné asymptomatické primarni
syfilis), HIV-pozitivni pacienti jsou proto c¢astéji
zachycovani ve stadiu sekundarni syfilis [15].
Sekundarni syfilis je u HIV-pozitivnich c¢astéji
spojena s ¢asnymi neurologickymi a oénimi p¥i-
znaky a obé infekce pfi vzajemném soubéhu také
rychleji a agresivnéji progreduji [4]. Sérologie
muze byt u primarni syfilis HIV-pozitivniho paci-
enta negativni, méné casto je negativni také
u sekundarni syfilis [15].

T. pallidum se diseminuje do celého organismu
jiZ béhem uvodnich hodin po poc¢ateénim kontak-
tu s mikroorganismem, prednostné se ale mnozi
v brané vstupu [5]. Ulcerace se obvykle objevi za
3 tydny po pienosu infekce, inkubaéni doba mezi
prenosem infekce a vytvorenim viedu muze ale
kolisat mezi 10-90 dny [18]. V poéatcich onemoc-
néni nejsou jesté vytvoreny protilatky. V téchto
souvislostech proto v diagnostice syfilis nabyvaji
stale vyznamnéjsi misto metody molekularni bio-
logie.

Uplatnéni polymerazové retézové reakce
(PCR) v diagnostice syfilis. Volba diagnostické
metody zavisi na stadiu syfilis. U priméarni syfilis,
sekundarni syfilis a ¢asné kongenitalni syfilis
jsou k dispozici jak metody pfimého prikazu, tak
zhruba od 2. tydne onemocnéni metody sérologic-
ké. U latentni syfilis je metodou volby sérologie,
ale uplatnéni PCR je moZné. Zadna z metod pii-
mého prikazu s vyjimkou pokusu na zvifeti (tzv.
rabbit infectivity testing - RIT) v8ak nedosahuje
citlivosti PCR. Citlivost mikroskopie v zastinu,
primé fluorescence i PCR ovSem zavisi na staii
1ézi — diagnostika z éerstvych 1ézi je vétSinou
na rozdil od PCR navic Spatné odliSuje nepato-
genni treponemata, coZz komplikuje diagnostiku
oralnich a anogenitalnich 1ézi; metody p¥imého
prukazu selhavaji také pii odliSeni T. pallidum
subsp. pertenue [18, 49].

Nalez treponemové DNA nerozliSuje mezi
mrtvymi a zivymi mikroorganismy, coz se pokla-
da za limitujici pro uplatnéni PCR pii kontrole
lécby. Wicher et al. ovSsem zjistili, Ze v experi-
mentu na kralicich je chromozoméalni DNA T.
pallidum eliminovana béhem 48 hodin. Clea-
rance treponemalni DNA tak pravdépodobné
zavisi na zivotaschopnosti 7. pallidum a je rych-
lejsi u mrtvych bakterii. Teplem usmrceny
Nicholstv kmen T. pallidum vymizi z krve ne-
imunnich kralika béhem 14 dna, zatimco Zivy
kmen byl prokazatelny u poloviny vzorku
pochéazejicich z neimunnich jedinci nejméné
dva mésice. Bylo proto navrzeno, aby pozitivita
PCR u lééenych pacientu dva az tii tydny po 1é¢-
bé byla hodnocena jako moZné terapeutické
selhani [47].

o

Po penicilinové 1é¢bé je klinicky relaps vzac-
ny, ale podle sérologickych kritérii se pfi podani
jedné davky 2,4 mil. jednotek penicilinu i.m.
objevi relapsy béhem 6 mésici u 18 % pacientt
[37]. (Je ale nutno poznamenat, Ze tento 1é¢ebny
rezim se u nas nepouziva.) Jinak je tomu v pri-
padé nelééenych pacientt, kde se az u 25 % osob
s Casnou latentni syfilis objevi rekurentni
sekundarni manifestace [10, 25]. Sérologické
rozliSeni relapsu a reinfekce ale neni mozné [18,
25, 49], kdezto metody molekularni biologie tuto
moznost skytaji. Myint et al. publikoval kazuis-
tiku, kde molekularni analyzou genu tprK
u kmene zachyceného z krve pri sekundarni
manifestaci syfilis a jeho srovnanim s kmenem
z primarnich projevi prokazal relaps syfilis
[25].

Vybér klinického materialu. Pro PCR lze
pouzit rozmanity klinicky material (viz tabulka):
typicky stéry z ulceraci ¢i jinych kozné-slizniénich
1ézi, nesrazlivou krev, mozkomisni mok, amnio-
vou tekutinu, exsudaty z ulceraci, punktaty, biop-
ticky material i fixované tkané [2, 3, 11, 20, 21,
29, 34, 38]. PCR prokazatelné predstihuje jiné
metody piimého prukazu u vzorkti s nizkym

obsahem treponemat a u latentni a terciarni syfi-
lis [1, 33, 51].

Stéry z ulceraci. Nejvice zkuSenosti je zatim
s vySetfovanim stéra z ulceraci a kozné-sliznié-
nich projeva primarni a sekundarni syfilis, kde je
PCR jiz rutinni metodou [30]. Stér na suchém
tamponu lze zmrazit a podrobit vySetieni s mno-
hatydennim ¢asovym odstupem, aniz by vyrazné
klesl obsah DNA T. pallidum. Vytéry ¢ exsudat
v pufru lze skladovat pti pokojové teploté az dva
mésice. Presto skladovani pii pokojové teploté
prinasi urcité ztraty DNA, a proto se doporucuje
stéry uchovavat pii nizsi teploté nebo zmrazit
[46].

Pravdépodobnost pozitivniho zachytu ze stéru
vSak klesa (podobné jako u mikroskopickych
metod) u hojicich se 1ézi a v pripadech, kdy je
pacient jiz 1é¢en. V dobé hojeni 1ézi je ale sérolo-
gie uz pozitivni u 70 % - 95 % pacientu [46]. Pro
zajimavost dodejme, Ze v experimentu byla trepo-
nemalni DNA detekovéana i po 4 mésicich v tkani
10 % kralika s jiz zhojenymi lozisky [47].

PlIna krev. Vétsina autort uspéla s izolaci DNA
spiSe z plné krve neZ ze séra nebo plazmy. Studie
zabyvajici se typizaci T. pallidum konstatovaly, Ze
plna krev v EDTA je materidlem vhodnym pro
typizaéni metody podobné jako stéry [21, 40].
Kouznetsov prokazal T. pallidum v periferni krvi,
kde byly mononukleary podobné spolehlivym
zdrojem DNA jako kozni 1éze; prokazovan byl gen
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Tab. 1. Klinicky material pro PCR detekci 7. pallidum v jednotlivych fazich syfilis

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

Stadium Klinicky material Metoda Literatura
primarni syfilis stéry, exsudat z léze, biopsie nebo aspirat mikroskopie v zastinu, PCR, 1, 20, 29, 34, 35,
z lymfatickych uzlin, plna krev ptrima fluorescence 46, 47

(DFA-TP, DFAT-TP), RIT

sekundarni syfilis stéry, exsudat, biopsie nebo aspirat

z lymfatickych uzlin, plna krev, likvor

mikroskopie v zastinu, PCR, 14, 16, 17, 20, 25
piima fluorescence (DFA-TP,

DFAT-TP), RIT

latentni syfilis plna krev, biopsie PCR 21, 33, 16
terciarni syfilis mozkomi$ni mok, tkan, gumma PCR 23, 27,41, 44
neurosyfilis mozkomi$ni mok, oéni mok, gummata CNS | PCR 27, 38, 41, 44

kongenitalni syfilis
tekutina, plna krev, sérum, tkan,

placenta, pupecnik

mozkomi$ni mok, exsudat z 1ézi, amniova

mikroskopie v zastinu, PCR, 8,11, 26, 24, 38, 50
piima fluorescence (DFA-TP,

DFAT-TP), RIT

PCR = polymerazova fetézova reakce, DFA-TP = pfima imunofluorescence k detekei 7' pallidum (direct fluorescent-
antibody-T. pallidum), DFAT-TP = modifikace DFA-TP k detekci 7. pallidum ve tkanich, RIT = p¥imy prukaz T. pallidum izo-

laci na kralikovi (rabbit infectivity testing)

PCR = polymerase chain reaction, DFA-TP = direct fluorescent antibody-7. pallidum, DFAT-TP = direct fluorescent antibody

tissue test for 7' pallidum, RIT = rabbit infectivity testing

pro protein 47-kDa [17]. K dispozici jsou rozdilné
adaje o moznosti zachytu T. pallidum v krevnim
obéhu v latentnim stadiu onemocnéni. Piedpokla-
dalo se, ze T. pallidum lze zachytit v krevnim
fecisti pouze v primarnim a sekundarnim stadiu
onemocnéni [42]. Marfin et al. a dalsi autoii ale
DNA T pallidum zachytili v krvi i v latentni fazi
syfilis [16, 17, 21, 33].

Sérum. Sérum je pro detekci T. pallidum méné
vhodné [46]. T. pallidum byla prok4dzana pokusem
na zvifeti u 5 z 18 (38 %) vysSetrovanych vzorka
plné krve, ale u zadného z odpovidajicich sér [43].
Podobného vysledku bylo poté dosazeno i pii
detekci DNA T. pallidum metodou PCR. Z 18 sér
od zviiat, u nichz byl zachyt DNA v krvi pozitiv-
ni, byla zjiSténa pozitivita pouze jednoho séra a ve
studii, v niz bylo testovano 15 plnych krvi pozi-
tivnich v PCR, nebylo pozitivni zddné odpovidaji-
ci sérum, zato vSechny krevni kolace DNA T. pal-
lidum obsahovaly [46, 47]. Uvadi se, Zze
treponemata jsou lapena v koagulech, takze jejich
koncentrace v séru vyznamné klesa [46].

Vyjimkou jsou novorozenci s kongenitalni syfi-
lis, kde Grimprel et al. detekovali treponemalni
DNA v sérech 30 % déti s kongenitalni syfilis [11].
Michelow et al. prokazal, ze infekci CNS u konge-
nitalni syfilis nejlépe predikuje pravé nalez
DNA T. pallidum v séru nebo plné krvi [24]. Vyso-
ky zachyt treponemové DNA ze séra zjistil také
Pietravalle et al. [33]. Pozitivni bylo 5 ze 6 sér
pacientt v primarnim a sekundarnim stadiu pti-
jice a 6 z 9 sér u latentni syfilis.

Nase zkuSenosti ziskané vySetfenim 138 krev-

nich sér odebranych od 111 dospélych pacientt
svéddi proti pouziti sér v diagnostice syfilis. Sou-
bor pacienttt zahrnoval osoby s podeztenim
na syfilis a pacienty v primarnim, sekundarnim,
¢asné latentnim a pozdné latentnim stadiu. I pfes
opakované pokusy nebyla chromozomalni DNA 7.
pallidum v séru dospélych pacientti detekovana.
Aby bylo mozno vylouéit degradaci DNA nebo
eventualni ztraty béhem purifikace chromozo-
malni DNA, byla k opakované negativnim sérum
pfidavana fedéna chromozomalni DNA T. palli-
dum. Takto provedené experimenty byly vzdy
pozitivni a ukazaly relativné malé ztraty chromo-
zomalni DNA (cca do 50 %) béhem jeji izolace ze
séra a nasledné purifikace. Uvedené vysledky
ukazuji na skutecnost, Ze béhem syfilitického pro-
cesu a pravdépodobné i béhem latentni infekce
nejsou v krevnim séru pritomny treponemy
v detekovatelném mnozstvi [7].

Mozkomi$ni mok. 7. pallidum pronika do
CNS v raznych stadiich infekce [42]. Neuroinva-
zivita je dana individualnimi biologickymi vlast-
nostmi konkrétnich infikujicich kment trepone-
mat. V experimentech na krali¢ich modelech byla
zjisténa silna vazba zejména mezi infekci kme-
nem 7. pallidum Sea 81-4 a perzistujici pleocyto-
zou [41]. Tato zjisténi oteviraji perspektivu pro
cilenou identifikaci neuroinvazivnich kment 7.
pallidum. Podle Noordhoekové maze DNA usmr-
cené T. pallidum v likvoru dlouhodobé (snad
i roky) pretrvavat i po uspésné 1écbé [27]. Pri
pochybnostech je mozno vzit v tvahu, Ze pro neu-
rosyfilis je vysoce patognomicky nalez RPR vys$si
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nez 1:32 v likvoru, a to bez ohledu na dobu trvani
infekce nebo HIV status [23]. Mozkomi§ni mok je
také cennym materialem pro diagnostiku konge-
nitalni syfilis [7, 24, 38, 48].

Skladovani likvoru pii 4 °C a opakované roz-
mrazovani nemaji vliv na ztraty DNA T. palli-
dum, takze piipadny negativni vysledek, ktery je
v rozporu s klinickou situaci, by mél byt piic¢ten
nedostate¢nému po¢tu mikroorganismu nebo p¥i-
tomnosti inhibitoru [44].

Punktat. Pro zachyt T. pallidum lze vyuzit
také punktované materialy, napiiklad punktat
z lymfatickych uzlin nebo nitrooéni tekutinu.
Treponemalni DNA lze ziskat také z aspi-
ratt ingvinalnich uzlin u pacientd se sekundéar-
ni a dokonce i latentni syfilis [16]. Pro konfir-
maci kongenitalni syfilis mtaze byt odebrana
amniova tekutina [11].

Tkan. Tradiénim zptsobem detekce T. palli-
dum v tkanovych tezech je sttibieni, ale citlivost
této metody ve srovnani s metodami molekular-
né-biologickymi je jen 41 %. Imunohistochemické
postupy jsou citlivéjsi (71 %) a specifi¢téjsi [12].
PCR je ale vyhodnéjsi pro moznost detekovat T
pallidum i ve fixovanych iezech. U placentarni
tkané je pozitivita PCR signifikantné spojena
s histopatologickymi zménami placenty a potvr-
zuje kongenitalni syfilis [8]. T. pallidum je moZno
prokazat také z gummat u terciarni syfilis, ale cit-
livost PCR je zde niZ8i nez u predchozich stadii
syfilis [51].

Zavér

Jak vyplyva z uvedeného, pro diagnostiku syfi-
lis pomoci PCR se hodi nejriuznéjsi klinicky mate-
rial. K diagnostice se hodi predevsim stéry ¢i exsu-
daty z ulceraci ¢i jinych kozné-slizni¢nich 1ézi, kde
je PCR jiz dobie ovérena. Pouzit 1ze také nesrazli-
vou krev, mozkomi$ni mok, amniovou tekutinu,
punktaty, biopticky material i fixované tkané. Pro
vySetfovani téchto materialt v klinické praxi je
v8ak nutno ziskat vice zkuSenosti piedevsim s cit-
livosti PCR v rtaznych stadiich syfilis. Celkové je
vSak PCR citlivéj§i nez ostatni metody piimého
prukazu piedev§im u vzorkt s nizkym obsahem
treponemat a v pripadé latentni a terciarni syfilis.

Podékovani
Prdace byla podporena grantem IGA MZd
NR8967-4.

Seznam zkratek:
PCR = polymerazova fetézova reakce
DFA-TP = pifima imunofluorescence

o

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

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

RIT = piimy prukaz T. pallidum izolaci
na kralikovi (rabbit infectivity
testing)
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RECENZE

ONDROVCIK P:: MACELA A., STULIK J., TREBICHOV-
SKY I., KROCA M., JANOVSKA S.: INFEKCNI CHORO-
BY A INTRACELULARNI PARAZITISMUS BAKTERII.
GRADA PUBLISHING, PRAHA 2006, L. VYDANI, 216
STRAN, ISBN 80-247-0664-4.

Sympaticky vyhlizejici prirucka je dilem kolektivu zkusSe-
nych autort z Fakulty vojenského zdravotnictvi Univerzity
obrany v Hradci Kralové, Usti¥edniho vojenského zdravotniho
ustavu v Praze a Mikrobiologického dstavu AV CR tamtéz.

Monografie je zaméfena predevsim na molekularni pod-
statu parazitickych vztaht intracelularnich bakterii k buné¢-
nym systémum hostitele a zmapovani moznosti exprese gent
s tim souvisejicich.

Autoii charakterizuji vznik bakterialni infekce jako slozi-
ty proces, jehoz se u¢astni molekularni struktury a regulaé-
ni mechanismy jak bakterialnich, tak hostitelskych bunék.
Prubéh tohoto déje popisuji jako fadu postupnych kroka. Na
jeho zacéatku stoji pfimy kontakt bakterialnich a napade-
nych bunék za tcasti adhezivnich molekul a receptorovych
struktur, jejichz charakter a uloha jsou v knize detailné
rozebirany. Nasledna reakce obou zucastnénych stran (zpro-
sttedkovana zde prehledné popisovanymi systémy signala)
vyustuje v alteraci genové exprese a mnoZeni uspésného
patogena v jim preferovanych bunkach a tkanich hostitele.
Toto zvySeni poc¢tu mikrobt pak vyvolava aktivaci obran-
nych reakci, proti nimz se bakterie brani sekreci efektoro-
vych molekul eliminujicich déinek hostitelskych obrannych
systému. Vysledkem je poskozeni bunék a tkani hostitelské-
ho organismu.

Uvedené skuteénosti jsou detailné a srozumitelné probi-
rany zejména v obecné ¢dsti prirucky, sestavajici ze sedmi
kapitol. V nich se autofi zabyvaji postupné vyznamem koe-
voluce hostiteld a mikrobu pro jejich vzajemny vztah, ulo-

o

51. Zoechling, N., Schluepen, E. M., Soyer, H. P, Kerl, H.
et al. Molecular detection of Treponema pallidum in
secondary and tertiary syphilis.Br J Dermatol, 1997,136,
683-686.
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hou adhezinu a receptort pii jejich vzajemnych interakcich,
mechanismy aktivniho praniku bakterii do cilovych bunék,
zpusoby detekce okolniho prostfedi bakteriemi, tlohou
sekreénich systému jakozto komunikaénich kanalt, vyzna-
mem secernovanych bakteridlnich molekul a koneéné zpu-
soby, kterymi bakterie opoustéji usmrcené nebo vycerpané
hostitelské bunky.

Specidlni ¢ast monografie je uvedena kapitolou obsahové
vychazejici z teze, Ze intracelularni bakterie samy ¥idi svij
osud v hostitelské bunce. Dalsich Sest kapitol této ¢asti knihy
pak pojednava o vybranych vyznamnych zastupcich intrace-
lularnich patogent, jmenovité o Brucella melitensis, Franci-
sella tularensis, Legionella pneumophila, Listeria monocyto-
genes, mykobakteriich komplexu M. tuberculosis
a o Salmonella enterica. Uvedené kapitoly maji povétSinou
shodné ¢lenéni, totiZ ivod, interakce daného mikroba s hosti-
telskymi bunikami a jejich molekularni aspekty.

Publikace je doplnéna deseti nazornymi obrazkovymi sché-
maty a péti tabulkami. Jednotlivé kapitoly obecné i specialni
¢asti jsou zakonfeny seznamy citované literatury, na konci
priruéky nechybi ani rejstiik dulezitych pojmu.

Po strance formalni i jazykové je tato prace na dobré turov-
ni. Drobné vyhrady lze mozna mit jen k ponékud nejasnému
systému vytvatreni v knize uzitych zkratek (str. 8-10), vyssi
by mohlo byt i zastoupeni citaci z poslednich péti let. Pres
tyto drobnosti 1ze vyjadiit nadéji, ze se tato zajimava publi-
kace prifadi k titulim, jakych neni v nasi odborné literatuie
nikdy dost a nejen studenttim, ale i zkuSenéjsim mikrobiolo-
gum a odborniktim p#ibuznych obortt bezesporu ptispéje
k hlubSimu poznani slozitych interakci vymezené skupiny
patogent, na nichz je postavena schopnost jejich intracelular-
niho piezivani a mnozeni.

MUDr. Petr Ondrovéik, CSc.

Epidemiologie, mikrobiologie, imunologie

71

—



