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SOUHRN

Syfilis, jejimz pdvodcem je spirocheta Treponema pallidum, je chronické onemocnéni pfendsené prakticky vyhradné
sexudlnim kontaktem, vyjimec¢né téz i transplacentarné nebo krevni transfuzi. Ojedinélost pfenosu timto zptsobem
je ddna zejména nizkou rezistenci patogennich treponemat na pobyt v zevnim prostredi, proto jsou rizikové zejména
Cerstvé a nezmrazené piipravky. V CR je podle vyhldsky MZ CR €. 306/2012 Sb. stanovena povinnost vysetfeni
syfilis jak treponemovym, tak i netreponemovym testem, pro screening darcd krve pIné postacuje provedeni tre-
ponemového testu (vyhlaska MZ CR ¢&.143/2008 Sb.). Pro tyto Ucely se nejéastéji vyuzivd TPHA test(, které mohou
byt manualni nebo poloautomatizované, a v posledni dobé i imunochemické CMIA a ELISA testy, které jsou plné
automatizované. V uplynulych dvou letech byly na trh rovnéz uvedeny dva zcela nové treponemové testy pro scree-
ningové vysetreni syfilis: TPHA ScreenTM firmy Immucor a Elecsys®Syphilis firmy Roche. Cilem této prace je popis
a zhodnoceni téchto testl na zékladé provedenych vaIidaén,l’ch studii se vzorky darcl krve a souborem pozitivnich @
vzorkd z Narodni referencni laboratore (NRL) pro syfilis SZU Praha. Na zakladé vysledk( je mozné konstatovat, ze
oba tyto testy jsou vhodné pro rutinni vySetfeni darct krve a krevnich slozek.
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SUMMARY

Bohonék M., Zakoucka H., Landova L., Sladkova E.

New screening tests for syphilis in blood donors

Syphilis is a chronic disease, transmitted almost exclusively by sexual contact, and also exceptionally transplacen-
tary or by blood transfusion, which is caused by a spirochete Treponema pallidum. The unigueness of transmission
by blood transfusion is due mainly to the low resistance of pathogenic treponemas to survive in the environment
and especially fresh and not frozen products are risky. For the clinical diagnosis of syphilis in the Czech Republic
by Decree Ministry of Health No. 306/2012 Coll. made compulsory examination at the same time treponemal and
nontreponemal test. For the screening of blood donors is sufficient to perform the treponemal test (Decree. Ministry
of Health No. 143/2008 Coll.). In the Czech Republic for this purposes TPHA tests CMIA immunochemical tests
are frequently introduced. In the past two years, the world and domestic market was supplied by two brand new
treponemal screening tests for syphilis: TPHA Screen Immucor and Elecsys®Syphilis f. Roche. The aim of the article
is to describe and evaluate these tests. Based on the validation studies with blood donors and a set of positive
samples from the NRL for syphilis State Institute of Health, authors state, that each of the two tests are suitable
for routine testing of blood donors.
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Syfilis je chronické onemocnéni prenasené prak-
ticky vyhradné sexualnim kontaktem (cca 90 %), vy-
jimecné téz i transplacentarné nebo krevni transfuzi.
Vstupni branou infekce je jakadkoliv oblast kiiZe a sliz-
nic, nejcastéji vsak genitalni, rektalni a tstni sliznice.
Inkubacni doba silné kolisa mezi 9-90 dny, nejcastéji je
21 dni. Pivodcem onemocnéni je spirocheta Treponema
pallidum. Onemocnéni se projevuje pestrou §kalou pti-
znakd a z hlediska infek¢nosti je délena na dvé stadia
- Casné (infekéni) a pozdni (neinfekéni).

Klinicky se u syfilis rozliSuji ¢tyfi stadia: primarni
stadium s kozni 1ézi 3-90 dni po nakaze, sekundarni
stadium s nejriznéjsimi projevy od koZznich az po or-
ganové 4-10 tydnt po primarnim infektu, asympto-
matické latentni stadium a terciarni stadium, které
se objevuje 3-15 let po pocatecni infekci ve tfech riiz-
nych formach (gumatézni syfilis, pozdni neurosyfilis
a kardiovaskularni syfilis), pficemz v tomto stadiu jiz
postizené osoby nejsou infekéni. Zvlastni formou je
kongenitdlni syfilis, kdy k ndkaze plodu muZze dojit
béhem téhotenstvi nebo pii porodu [1].

Ojedinélost prenosu krevni transfuzi je dana zejmé-
na nizkou rezistenci patogennich treponemat na pobyt
v zevnim prostfedi. Skladovani > 72 hod. pfi teploté
20 °C vede k nevratnému poS§kozeni viability bakterie
a jejiinfekcnosti, pti chladnickové teploté treponema
hyne béhem 4 hodin, mraz treponemata hubi oka-
mzité (s vyjimkou laboratorniho uchovavani vzorkt
viabilnich treponemat pfi velmi nizkych teplotach
(-80 °C a méné pii soucasném pouziti kryoprotektivnich
1atek). Rizikové jsou proto z tohoto pohledu zejména
kratkodobé skladované pripravky. Dal$im faktorem
ovliviiujicim pfenos infekce krvi je zpravidla kratka
bakteriémie po nakaze, kdy treponemata mohou byt
pfitomna v krevnim fecisti zejména v pribéhu akutni
faze onemocnéni, resp. jiz v éasném primarnim stadiu
- obrazek 1.

Primary Secondary
lesion lesion

Primary stage Secondary stage Latent (asymptomatic) stage Tertiary stage Aut.v type;

E Tests

Untreated H

iNon-

i treponemal
{Tests

Non-
i treponemal |
Test '

Treated

! v i H
T 10 12 2 10 20
Time of infection Weeks Time post-infection Years

Adapted from Peeling, RW. Ye, H. (2004). Bull World Health Organ 82, 439-446.

Obr. 1 Sérologicky obraz syfilis
Upraveno z Peeling R.W., Ye H.: Bull World Health Organ. 2004: 82;
439-446.
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V ¢asnych dobach transfuziologie, kdy se transfuze
provadély pfimym prevodem z darce do ptijemce, byla
ale syfilis podstatné vétsi hrozbou z hlediska rizika pre-
nosu touto cestou. Stala se tak prvni krvi pfenosnou in-
fekci, jejiz zjisténi bylo divodem k vylouceni darce [2].

Laboratorni diagnostika syfilis se podle zacileni
testll rozliSuje na pfimou a nepfimou.

Prima diagnostika syfilis

Zakladnim vySetfenim pti podezieni na specifickou
1ézi na k{zi nebo sliznici bylo vySetfeni v zastinovém
mikroskopu, které umoznuje mj. vySetfit serézni ex-
sudat z 1ézi, likvor, amniovou tekutinu apod. Metoda
histopatologického vySetfeni (impregnace stfibrem)
je zdlouhava a zatiZena fadou artefaktii. Dnes je proto
prima diagnostika postavena predevsim na vysSetfeni
PCR [3, 4].

Neprima diagnostika syfilis

Je zaloZena na humoralni imunitni odpovédi na
specifické antigeny nebo na detekci nespecifickych,
tzv. netreponemovych protilatek.

Netreponemové testy

Tyto testy jsou zaloZeny na detekci tzv. netrepome-
novych protilatek, které jsou namireny proti antigenu
kardiolipinu, ktery neni pro treponemata specific-
ky. Jedna se o fosfolipid, ktery je soucasti bunécnych
membran savéich bunék. Prikladem takové diagnos-
tické reakce, jejimz vysledkem je flokulace, je VDRL
(Venereal Disease Research Laboratory test, RRR (rychla
reaginova reakce) nebo RPR (rapid plasma reagin) [5].

Treponemové testy

Treponemova diagnostika detekuje specifické pro-
tilatky, které lze zachytit nejdtive ve druhém tydnu
infekce ve formé IgM protilatek, nasledovanych béhem
2 tydnt protilatkami IgG. Tyto protilatky jsou namiteny
proti specifickym treponemovym lipoproteintim a je-
jich detekce je zakladem riznych, tzv. treponemovych
testdl.

Zakladnim, velmi jednoduchym a soucasné vysoce
citlivym screeningovym testem je TPHA (Treponema
pallidum hemagglutination), nebo jeji varianta TPPA
(Treponema pallidum particle agglutination assay).
Metodami ELISA (enzyme-linked immuno sorbent as-
say) mohou byt stanovovany protilatky tfidy IgG, IgM,
pripadné celkové protilatky [6, 7].

V poslednich letech jsou k dispozici imunochemic-
ké metody zalozené na principu chemiluminiscence
(CMIA: chemiluminescent microparticle immuno-
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assay), respektive elektrochemiluminiscence (ECLIA:
electro-chemiluminescence immunoassay) [8, 9].
Imunofluorescenc¢ni reakce FTA-ABS (fluorescent tre-
ponemal antibody - absorption test), i kdyZ je zatiZzena
jinym spektrem pric¢in nespecifické reakce nez TPHA,
se tradi¢né vyuziva jako konfirmacni reakce. Mtze v§ak
byt pozitivni jiz v dobé, kdy je TPHA jeSté negativni.
Odliseni zkfiZené reagujicich protilatek umoznuje
westernblot, ktery detekuje protilatkovou odpovéd IgM
nebo IgG vici jednotlivym vysoce specifickym antige-
nam oddélené. Vyhodou westernblotu je jeho vysoka
citlivost, umoznujici zachytit nizké hladiny protilatek,
napt. vsamém pocatku infekce a zaroven vysoka spe-
cificita. Uplatriuje se jako konfirmacni reakce a v dia-
gnostice kongenitalni syfilis (IgM protilatky) [10, 11].

V Ceské republice jsou pro uicely vyhledavaciho tes-
tovani nejcastéji zavedeny testy TPHA, provadéné rucné
nebo poloautomatizovanym zptisobem, plné automa-
tické chemiluminiscenc¢ni testy a ddle metody ELISA,
umoznujici podle pouzité technologie ¢astecnou nebo
plnou automatizaci pfi zpracovani vzorku. Novymi
testy pro screeningové vysetfeni syfilis jsou pak TPHA
ScreenTM f. Immucor a Elecsys®Syphilis f. Roche.
Cilem prace je popis a zhodnoceni téchto testi.

SOUBORY A METODIKY

1. TPHA Screen™ (Immucor Inc., Norcross, GA, USA)

Test je urcCen pro kvalitativni vySetfeni IgG a IgM
protilatek proti Treponema pallidum u darct krve ze vzorkli
séra nebo EDTA plazmy nepfimou pasivni hemagluti-
naci za pouziti automatizovanych imunohematologic-
kych analyzatorti Galileo nebo GalileoNEO (Immucor,
Inc., Norcross, GA, USA).
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Obr. 2 Zndzornéni negativniho a pozitivniho vysledku testu TPHA
Screen™

Tab. 1 Deklarovana senzitivita a specificita testu TPHA Screen™

Senzitivita (%) Specificita (%)

TPHA Screen™ 98,40 99,90

Nepfima pasivni hemaglutinace je sérologicka
reakce, pri které dochazi k reakci mezi specifickymi
antigeny uméle naviazanymi na povrch erytrocytl
a protilatkami proti témto antigentm. Antigeny se
na nosic - erytrocyty - navazou chemicky nebo pro-
stou adsorpci. Takto upravené krvinky se nazyvaji
,senzibilizované“. Protilatka pfitomna v séru nebo
plazmeé vysSetfovaného vzorku se pak navaze na tyto
erytrocyty, zpusobi jejich spojeni do shluki (aglu-
tinaci) a pfi nasledné sedimentaci jejich zachyce-
ni na sténach jamky. Jde o velmi citlivou metodu,
kterd umoznuje i detekci protilatek ve velmi malém
mnozstvi (pg). U testu TPHA ScreenTM se k detekci
protilatek pouzivaji kufeci erytrocyty s navazanym
antigenem Treponema pallidum, vlastni reakce probiha
na mikrodestickach v jamkach tvaru V, po pridani
diluentu a vySetfovaného séra nebo plazmy s néasled-
nou 60minutovou inkubaci. Krvinky s nenavazanou
protilatkou sedimentuji na dno V jamky a negativni
vysledek je prezentovan ve formé zietelného terciku.
V pripadé pozitivniho vysledku jsou shluky krvinek
s navazanymi protildtkami vzajemné zachycené a roz-
prostfené na sténach jamky - obrazek 2.

Za ucelem validace a zhodnoceni testu TPHA
Screen™ bylo v bfeznu 2013 na automatickém ana-
lyzatoru Galileo vySetfeno 100 vzorkd darct krve, pro
soucasné ovéreni pripadného vlivu typu vzorku byly
testovany vzorky jak séra, tak i EDTA plazmy). Vzorky
byly testovany dvakrat, ve dvou po sobé jdoucich
dnech (D0/D1). V DO byly vzorky séra i plazmy darc
krve soucasné testovany metodou Abbott Architect
Syphilis TP na analyzatoru Abbott Architect i2000
(Abbott Laboratories, Abbott Park, IL, USA). Dale
bylo pomoci TPHA Screen™ vySetfeno 124 reaktivnich
vzorkd séra (100 vzorkd pacientli s prokazanou infekci
syfilis a 24 vzorkl pacientl s vyloucenou infekci, ale
reagujicich pozitivné s nékterymi treponemovymi
testy), které byly ziskdny z Narodni referen¢ni labo-
ratofe pro syfilis SZU v Praze. Pozitivita, respektive
faleSna pozitivita téchto vzorkli byla deklarovana pa-
nelem konfirmacnich testli SZU: VDRL (mikroskopic-
ky odecitand metoda Immutrep, Omega Diagnostics
Ltd) [12], TP-PA (Serodia TP-PA, FujiRebio Inc.) [13],
TPHA (TPHA Immutrep, Omega Diagnostics Ltd.) [14],
FTA-ABS, IgM SPHA (vlastni metody NRL pro syfilis
SzU).
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Obr. 3 Princip testu Elecsys® Syphilis (Roche, 2014)

Pro srovnavani vSech sledovanych primarnich i se-
kundarnich veli¢in mezi soubory i uvnitf soubort
byly pouzity neparové t-testy (Mann-Whitney U-test
a Kolmogorov-Smirnov), s p < 0,05 pfi dvoustranném
intervalu spolehlivosti. K porovnani a sledovani dis-
tribuce dat byl vyuZzit Shapiro-Wilktiv test s QQ grafy.
Vypocty a grafy byly vytvofeny statistickym softwarem
Statistica 10 spolecnosti StatSoft (verze 10) uréenym
k biostatistickym vypoctim klinickych studii.

Senzitivitaa specificita testu, které uvadi vyrobce [15],
jsou uvedeny v tabulce 1.

2. Elecsys® Syphilis (Roche Diagnostics GmbH,
Manheim, SRN)

Jedna se o test ureny pro kvalitativni vySetfeni
protilatek proti Treponema pallidum v krevnim séru nebo
plazmé darcti krve a jejich slozek. Principem metody
je jednokrokova sendvicova analyza s dvojim antige-
nem (DAGS) a naslednou detekci fluorescence vyvolané
elektrochemiluminiscené¢ni reakci pomoci fotonasobice
(ECLIA), ktera detekuje IgG a IgM protilatky proti trepo-
nemovym antigentim TpN15, TpN17 a TpN47 - obrazek 3.

Tento test je urcen pro pouziti na imunochemickych
analyzatorech Roche fady Elecsys 2010, MODULAR
ANALYTICS E170 a cobas e.

® $;%‘ ‘3%'
M c AN L

ZaUcelem validace a zhodnoceni testu
bylo testem Elecsys®Syphilis na analy-
zatoru cobas®6000 (Roche Diagnostics
GmhB, Manheim, SRN) v ¢ervnu 2014 vy-
; Setfeno 200 vzorkd darct krve (sérum).

Vzorky byly testovany dvakrat, ve dvou
po sobé jdoucich dnech (D0/D1). Soucasné
byly tyto vzorky vySetfeny testem TPHA
Screen™ na automatickém analyzatoru
Galileo a testem Abbott Architect Syphilis
TP na analyzatoru Abbott Architekt i2000.

Déle bylo pomoci testu Elecsys®Syp-
hilis na analyzatoru cobas®6000 a téz
srovnavacimi metodami (test TPHA
Screen™ na automatickém analyzatoru Immucor
Galileo a test Abbott Architect Syphilis TP na ana-
lyzatoru Abbott Architekt i2000) ve dvou nasle-
dujicich dnech vySetfeno 81 reaktivnich vzorkd
séra z Narodni referencni laboratofe pro syfilis
SZU v Praze, z toho 61 vzorkl pozitivnich a 20 vzor-
ki s neprokizanou infekci. Pozitivita, respektive
fale$na pozitivita téchto vzorka byla deklarovana pa-
nelem konfirmacnich testli SZU: VDRL (mikroskopic-
ky ode¢itand metoda Immutrep, Omega Diagnostics
Ltd) (12), TP-PA (Serodia TP-PA, FujiRebio Inc.) [13],
TPHA (TPHA Immutrep, Omega Diagnostics Ltd.)
(14), FTA-ABS (vlastni metoda), IgM SPHA (vlastni
metoda).

Pro srovnavani vsech sledovanych primarnich i se-
kundarnich veli¢in mezi skupinami i uvnitf skupin
byly pouzity nepdrové t-testy (Mann-Whitney U-test
a Kolmogorov-Smirnov), s p < 0,05 pfi dvoustranném
intervalu spolehlivosti. K porovnani a sledovani dis-
tribuce dat byl vyuZzit Shapiro-Wilkav test s QQ grafy.

Measurement

Tab. 2 Senzitivita a specificita testu Elecsys®Syphilis

Senzitivita (%)
Elecsys®Syphilis 100

Specificita (%)
99,93

Tab. 3 Srovnani vysledkl testovani vzork( darcd krve pomoci testu Syphilis TP Abbott Architect a TPHA Screen™

Test TPHA Screen™ Galileo Abbott Architect Syphilis TP ARCHITECT i2000
Vzorek plazma sérum sérum
Den provedeni DO DO
Pocet vzorki 100 100 100 100 100
Medién 7,600* 7,300* 4,950* 4,700* 0,055**
Horni kvartil (percentil 0,75) 9,325 9,400 7,425 6,425 0,070
Dolni kvartil (percentil 0,25) 6,225 5,675 3,050 2,900 0,050
Interpretace NEG NEG NEG NEG \[¢]

*aglutina¢ni hodnota stanovena digitalni analyzou obrazu, **extinkce
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Vypocty a grafy byly vytvofeny statistickych softwarem
Statistica 10 spolecnosti StatSoft (verze 10) urcéeny k bio-
statistickym vypoctam klinickych studii.

Senzitivitaaspecificita testu, které uvadivyrobce [16],
jsou uvedeny v tabulce 2.

VYSLEDKY

1. TPHA ScreenTM

Vysledky testovaného souboru vzorkdl darct krve
metodou TPHA Screen™ meély ve 100 % shodny inter-
pretovany vysledek jako vysledky testu Abbott Architect
Syphilis TP. Vysledky vzorkd plazmy vykazovaly mirné
vyssi aglutinacni hodnotu nez vysledky vzorki séra, ale
bez ovlivnéni interpretace vysledku - tabulka 3.

V souboru 100 vzorkd pacientti s detekovanou in-
fekci syfilis v akutni nebo 1lé¢ené formé byla prokazana
shoda vysledkd vySetfeni metodou TPHA Screen™
a vysledki z NRL pro syfilis SZU u 97 z nich. U tfech
vzorki s diskrepantnim vysledkem, tj. TPHA Screen™
negativnich, se ale ani v jednom ptipadé nejednalo
o aktivni syfilis (jednalo se o dva pfipady pacienti

s pfelécenou infekci v minulosti na hranici detekéniho
minima testli a jeden pripad transplacentirné pre-
nesenych protilatek u 6meésic¢niho ditéte s fyziologic-
kym poklesem matefskych protilatek). Tyto vzorky
proto byly pfi opakovaném vySetfeni v NRL SZU tes-
tem TPHA, tedy srovnatelnou metodikou, jiZ nere-
aktivni.

V druhém souboru 24 pacientd s vylouc¢enou infekci
syfilis, kde byla ale prokdzdna nespecificka reaktivita
v nékterych TP testech, byly pouze 3 vzorky potvrzeny
jako reaktivni ve shodé s nespecifickou reaktivitou
v TPHA testu provedeném v NRL SZU, ostatni vzorky vy-
Setfené na analyzatoru Galileo metodou TPHA Screen™
byly nereaktivni, pficemz tyto vzorky byly nespecificky
reaktivni v NRL SZU jinou metodou neZ TPHA. Celkovy
prehled vySetfenych reaktivnich vzorkd z NRL pro sy-
filis je uveden na obrazku 4.

2, Elecsys®Syphilis

Vysledky u 200 vzorkt darct krve zméfené metodou
Elecsys® Syphilis na analyzatoru cobas®6000 byly in-
terpretovany shodné jako vysledky namétené na ana-

Vzorky SZU - NRL
n=124

Pacienti s detekovanou
infekei syfilis (akutni
nebo lééena)

Pacienti s vylouéenou
infekci syfilis, ale
reaktivni v nékterych

n =100 TP testech
g (faledna pozitivita)
n,=24
Vzorky Vzorky pacientt Vzorky fale$né reagujici Vzorky faleSné
s detekovatelnou lééenych pred dlouhou v TPHA a/nebo jinych TP reaguijici v jinych TP
hladinou protilatek dobou (nebo dité), testech testech, ale
proti TP, TPHA nereaktivni TPHA reaktivni TPHA nereaktivni
TPHA reaktivni =3 = —
i re;;nlvnl n, n,, 3 n,, 21
11
A A Y A 4 h 4
TPHA Screen™ TPHA Screen™ TPHA Screen™ TPHA Screen™
Galileo Galileo Galileo Galileo
REAKTIVNI NEREAKTIVNI REAKTIVNI NEREAKTIVNI
n =97 n,,=3 n,,=3 n,,=21

Obr. 4 Srovnani klinické senzibility testu TPHA Screen™ vysetrenim reaktivnich vzork(l z NRL pro syfilis SZU Praha
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Tab. 4 Srovnani vysledk testovani vzork( darct krve pomoci testu TPHA Screen™, Elecsys®Syphilis a Architect Syphilis TP

Test TPHA Screen™ Elecsys®Syphilis Architect Syphilis TP
Analyzator Galileo cobas®*6000 ARCHITECT i2000
Den méfeni DO D1 DO D1
Pocet vzorki 200 200 199

Medidn 8,80* 7,80* 0,070** 0,073** 0,08** 0,08**
Horni kvartil (percentil 0,75) 1,05 10,25 0,074 0,079 on on
Dolni kvartil (percentil 0,25) 5,95 5,40 0,07 0,06 0,06 0,06

Interpretace

NEG

*aglutina¢ni hodnota stanovena digitdlni analyzou obrazu, **extinkce

TPHA Screen™ ImmucorGamma
Galileo

T

|

L 1
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Obr. 5-7 Srovnani méfeni negativnich vzork( u jednotlivych analyzator(

lyzatoru Galileo metodou TPHA Screen™ a analyzatoru
Architect 12000 metodou Abbott Architect Syphilis TP
- tabulka 4. Vzorky zméfené metodou Elecsys®Syphilis
mély nejmensi rozdily v kvantitativni interpretaci vy-

sledk mezi DO/D1 - obr. 5-7.

Soubor 81 reaktivnich vzorkl sér pacienti z NRL
pro syfilis byl pti testovani senzitivity testu rozdélen
na dvé ¢asti: potvrzenych pozitivnich (61) a soubor
falesné pozitivnich vysledkt (20). VSechny vzorky
byly testovany nékolika testy (screeningovym testem

Syphilis Test
Cobas €601

T

DO D1

 Mean:SD
M Mean:SD
TMean-

reaktivnich vzorkd z NRL pro syfilis vySetfenych tes-
tem Elecsys®Syphilis na analyzatoru cobas®6000 jsou
uvedeny v souhrnné tabulce 5.

Pouze timto testem byla potvrzena negativita vSech

fale$né pozitivnich vysledki. Pri testovani pomoci testu

v terénu, VDRL, TPPA, TPHA, FTA-ABS IgG, FTA-ABS

IgM, 19S IgM SPHA, Abbott Architect Syphilis TP
a Elecsys® Syphilis. Statistické vysledky vySetfeni

Tab. 5 Prehled vysledk( pozitivnich vzork( méfenych analyzatorem

cobas®6000

Test
Den méfeni

Pocet vzorkii

DO

Elecsys®Syphilis cobas®*6000

61

Abbott Architect Syphilis TP byly 4 vzorky z 20 reaktiv-
ni tj. opét fale$né pozitivni, tfi z nich i testem TPHA
(1 netestovan pro nedostatecné mnozstvi séra) - tabul-
ka 6. Celkovy piehled vysetfenych reaktivnich vzorkd
z NRL pro syfilis je uveden na obrazku 8.

Screening syfilis v transfuzni sluzbé u darci krve
je v CR na zakladé legislativni povinnosti rutinni

praxi vSech zatizeni transfuzni sluzby a je i obvyklym

screeningovym testem darct krve v zahranici. Ackoli
podle Gdajl zdravotnich statistik UZIS vyskyt syfilis

L v poslednich letech v CR celkové stagnuje (cca 700

Medidn

49,35

51,57

Horni kvartil (percentil 0,75)

125,40

128,80

Dolni kvartil (percentil 0,25)

Interpretace
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17,51
POz

18,13
POz

znam [17].

pripadii/rok), jedna se nadale o redlné riziko, a ne-
1ze ani v budoucnu jeho screening podcerniovat. Kro-
mé toho je patrny narist vyskytu syfilis ve skupiné
MSM muzl a spolu s nim nartst koinfekce s HIV,
coz miize mit i urcity diferencialné-diagnosticky vy-
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Tab. 6 Negativni testy po méreni s testem Elecsys®Syphilis ve srovnani s ostatnimi vysledky test(

- screeningovy FTA-ABS FTA-ABS 19S IgM ABBOTT Syphilis
DIAGNOZA test v terénu VDRL TPPA TPHA ][] IgM SPHA ARCHITECT Roche
Syfilis nelécena TPHA+, EIA- N P NT P NT N N N
Syfilis 1é¢ena NT N HR NT N, WG HR NT N N N

P-pozitivni (potvrzeno v NRL), NT - nedetekovéno, N - negativni, HR - hrani¢ni hodnota, WG - western blotting

Moderni transfuzni sluzba by jiz neméla pouzivat
manudlni testy a pokud mozno i veSkeré poloautoma-
tické metody, pokud je na trhu k dispozici dostate¢ny
vybér plné automatizovatelnych metod. Uvedeni no-
vych testli pro plné automatizovany screening syfilis
je z tohoto pohledu jednoznaé¢nym prinosem.

Sukoncenim platnostilicen¢nich omezeni na scree-
ning anti-HCV u darct krve, mohou se v transfuzni
sluzbé uplatnit screeningové testy pro darce krve od
podstatné §ir§iho spektra vyrobctli, zejména imuno-
chemickych metod a analyzatori, které v pfipadé kom-
pletni sady potfebné pro sérologicky screening darct
krve (anti-HIV 1/2 + Agp24, HBsAg, anti-HCV a syfilis)
mohou nabidnout plné automatizované a uzivatelsky
komfortni laboratorni vysSetfeni.

Hemaglutina¢ni metody byly provadény bud ryze
manualnim zpisobem, nebo poloautomatizované, kdy
automaticky, robotem rozpipetované vzorky na mikro-
titracni desticky, jsou ru¢né prenaseny a vkladany do
readerli. PIné automatizovany systém hemaglutinac-
niho vysetfeni syfilis na zafizeni Olympus (respektivé
nové Beckman-Coulter) PK 7200 byl pro mala ¢eska ZTS
prilis veliky a kapacitné nepouzitelny.

Popisovana plné automatizovand metoda TPHA
Screen™ pro zatizeni Galileo nebo GalileoNEO je vhodna
i pro mensi a stfedni ZTS, zejména ta, ktera maji tyto
automaty jiz instalované pro imunohematologicka
vySetfeni. Metoda zatim neni dostupna pro mensi
automaty Immucor Echo, pro které dosud nejsou k dis-
pozici mikrojamkové stripy s ,,V* tvarem mikrotitracni
jamKky. Pro aplnost je potfeba jesté dodat, Ze metoda
TPHA ScreenTM je zatim CE certifikovana pouze pro
pouziti v transfuzni sluzbé, je ale pouze otazkou casu
jeji CE certifikace i pro klinické pouziti pro vySetfeni
syfilis u pacientdi. Metoda je klasickym TPHA testem
vyuzivajicim kufeci krvinky s navazanym antigenem
a ma vlastnosti shodné s jinymi TPHA testy, které jsou
plné dostacujici pro screening darct krve.

Vzajemna statisticka srovnani vzorkt krve pomoci
testl TPHA Screen™ neprokézala zadny signifikantni
rozdil mezi méfenim v jednotlivych dnech (D0/D1), ani
mezi pouzitym testovanym odbérovym materidlem
tj. sérem a plazmou (p < 0,05). Vzajemné srovnani,
vzhledem k odlisnym vystupnim hodnotdm (extinkce

a aglutinaéni hodnota), nebylo providéno mezi jednot-
livymi analyzatory a bylo vyuZito grafického znazornéni
boxploty u negativnich vzorka (viz obr. 5-7).

Vy$$i median pozitivnich vzork u druhého tes-
tovaného dne (metoda Elecsys®Syphilis Roche D1) je
zplisoben vys$si extinkei vysoce pozitivniho vzorku
u opakované testovaného pacienta, ktery ale na inter-
pretace pozitivnich vzorkd nemél zadny vliv a vSechny
vysledky byly shodné oznaceny jako pozitivni v obou
testovanych dnech.

V pripadé hodnoceni testu TPHA Screen™ jsme
testovali soucasné vzorky plazmy i vzorky séra, protoze
na automatickém analyzatoru Galileo je provadén
imunohematologicky screening (stanoveni krevni
skupiny a nepravidelnych protilatek proti erytrocy-
tim), pro ktery jsou vzorky nabirdny do zkumavek
s K,EDTA.

V pripadé logisticky vyhodnéjsiho pouziti jedné
zkumavky pro imunohematologicky a sérologicky
screening je vychozim materidlem plazma, v pripadé
pouziti zkumavky pro ostatni sérologicka vySetfeni
je vychozim materidlem sérum. Pfi hodnoceni testu
Elecsys®Syphilis jsme testovali pouze vzorky séra, které
se v béZné praxi pouzivaji pti vySetfovani infekénich
markerdi.

Srovnani jednotlivych sérologickych metod u darct
krve provedli Sommese et al. 2014, kdyZ vyhodnotili
vysledky test{l u vice nez 17 tisic vzorkd darcti krve na
analyzatoru Architect i2000 s konfirmaci pomoci EIA
[18]. Sami autofi konstatuji, Ze vzhledem k vysoké
specificité pouZitych testl 1ze dosdhnout shodnych
vysledki s tim, Ze se daji ovlivnit pouze faktory do
analyzy vstupujici (preanalytika atd.) s tim, Ze testy
by mély byt doplnény o vysledky PCR (tam, kde je to
vhodné). Dalsi retrospektivni studii komparace jednot-
livych metod pro stanoveni syfilis provedli Maragoni
et al. 2009, kteri srovnavali procento reaktivity, sen-
zitivitu a specificitu na zdkladé vysledkd ziskanych na
analyzatoru Abbott Architect, Enzygnost Syphilis, WB,
TPHA a RPR [19]. Prokézali témét shodnou specificitu
(99,2 %) i senzitivitu (98,5 %) u testit Enzygnost Syphilis
a Syphilis TP a podobné stanoveni reaktivity mezi TPHA
a Syphilis TP (> 97 %). Vysledky naS$ich valida¢nich stu-
dif tyto zavéry dopliiuji o srovnani mezi dvéma novymi
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Vzorky NRL-SZU
n=81
N
Pacienti s detekovanou Pacienti s wioucenou
infekci syfilis (akutni infekci syfilis, ale
neho lécend) reaktimi v néktenych
n=61 TP testech
(falesna pozitivita)
n=20
Vzorky s detekovateinou Vzorky s detekovatelnou Vzorky falesné reagujici Vtestu TPHA
hladinou Pfrgllﬂtﬁ‘ proti hladinou protilatek proti vtestu Abbott Architect nereaktivni
- TP, neshodny vysledek Syphilis TP ainebo jinych n=3
Eiiﬁfm';:?‘* mezi metodami* TP testech, ale
Syphilis TP/TPHA n=2 Elecsys®Syphilis
Screen nereaktimi
reaktivni n=4
n=59

Obr. 8 Srovnani klinické senzibility testu Elecsys®Syphilis vysetfenim reaktivnich vzorki z NRL pro syfilis SZU Praha

*Vlysvétleni neshody: 1. vzorek byl pacienta s nelé¢enou syfilis: EIA/ VDRL/19S IgM SPHA/Abbott Architect Syphilis TP/Elecsys®Syphlis negativni,
FTA-ABS 1gG reaktivni, screeningovy test v terénu TPHA reaktivni - viz tab. 6, 2. vzorek byl pacienta s Ié¢enou syfilis: VDRL/TPPAFTA-ABS IgG 19S
IgM SPHA/Elecsys®Syphlis reaktivni, Abbott Architect Syphilis TP nereaktivni - viz tab. 6. Oba vzorky byly na hranici detekéniho minima test(.

testy Elecsys®Syphilis a TPHA Screen™, Prezentované
vysledky potvrzuji vysokou specificitu i senzitivitu
obou testii, a to ve shodé i s podstatné véts§imi soubory
vySetfeni [15, 16].

ZAVER

Oba hodnocené testy spliiuji poZadavky na moderni,
plné automatizované metody, s dostatecnou specifici-
tou i senzitivitou.

Vysledky testu TPHA Screen™ se plné shoduji se
soucasnymi TPHA specifickymi testy. Metoda je vhod-
na pro rutinni vySetfeni darct krve a krevnich sloZek;
test mj. pfinasi novou moznost automatizovaného
screeningu darcti krve na protilatky proti Treponema
pallidum v séru a plazmé.

Vysledky ziskané na zakladeé testu Elecsys®Syphilis
jsou plné srovnatelné s dosud pouzivanymi specific-
kymi IgG a IgM testy ur¢enymi pro screening syfilis,
a prinasi nové moznosti pro automatizaci testovani
protilatek proti syfilis. Metoda pro stanoveni protilatek
syfilis Elecsys®Syphilis na analyzatoru cobas®6000 je
vhodna pro rutinni vySetfeni darci krve a krevnich
slozek.

TRANSFUZE HEMATOL. DNES 21, 2015

Pouzité zKkratky

CMIA - Chemiluminescent Microparticle Immuno-
assay

ECLIA  -Electro-Chemiluminescence Immunoassay

ELISA - Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay

FTA-ABS - Fluorescent Treponemal Antibody-Absorp-
tion test

NRL - Narodni referenc¢ni laboratot

PCR - Polymerase Chain Reaction

RPR - Rapid Plasma Reagin

RRR - rychld reaginova reakce

szU0 - Statni zdravotni Gstav

TPHA - Treponema Pallidum Hemagglutination
Assay

TPPA - Treponema Pallidum Particle Agglutination
Assay

VDRL - Venereal Disease Research Laboratory Test
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