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Laboratorna diagnostika syfilisu
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Syfilis je systémové infekéné venerické ochorenie vyvolané fragilnou Spiralovitou baktériou Treponema pallidum.
Cesta prenosu je vo vacsine pripadov sexudlnym kontaktom s infekénymi lIéziami - ziskany syfilis. Podla uda-
jov Eurépskeho centra pre prevenciu a kontrolu chorob (ECDC) takmer dve tretiny pripadov so znamym spoéso-
bom prenosu sa tykaju muzov, ktori maju sex s muzmi. Nebezpecna je moznost prenosu z matky na plod in ute-
ro — kongenitalny syfilis — a transfiziou krvnych derivatov. Su tri dolezité aspekty stanovenia diagnézy syfilis:
epidemiologicka analyza, klinické vySetrenie a laboratérna diagnostika. V nasom laboratériu pouzivame na skri-
ning netreponémové RPR (Rapid Plasma Reagin) a Specifické treponémové TPPA (Treponema Passive Particle
Agglutination Assay) testy alebo CMIA (Chemiluminiscent Microparticle InmunoAssay). VSetky reaktivne vzor-
ky konfirmujeme metédou imunoblot IgM a IgG.
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Laboratory diagnosis of syphilis

Syphilis is a systemic infectious venereal disease caused by the fragile spiral bacterium Treponema pallidum.
The route of transmission is mostly by sexual contact with infectious lesions — acquired syphilis. According to
the European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC), almost two-thirds of the syphilis cases with in-
formation on transmission category were reported in men who have sex with men (MSM). Dangerous is the pos-
sibility of transmission from mother to foetus in utero — congenital syphilis and by blood products transfusion.
There are three aspects of syphilis diagnosis: clinical history, physical examination and laboratory diagnosis. In
our laboratory, we use for screening non-treponemal RPR (Rapid Plasma Reagin), and specific treponemal TP-
PA (Treponema Passive Particle Agglutination Assay) tests or CMIA (Chemiluminescent Microparticle Immuno-
Assay). All reactive samples we confirm with immunoblot IgM and IgG test.
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Uvod

Syfilis (lues) je historicky zname chronické multisystémo-
vé pohlavne prenosné infek&né ochorenie spdsobené bakté-
riou Treponema pallidum. Uvazuje sa 0 moznosti, ze do Euro-
py sa dostal s ndmornikmi Christophera Columba po nédvrate
z Nového sveta. Pomerne rychlo zachvatil mnoho eurép-
skych krajin a prepukol do rozsiahlej epidémie. Predpoklada
sa, ze mnoho vyznamnych osobnosti trpelo tymto ochore-
nim, napriklad Beethoven, Karol VIII., Ivan Hrozny, Shakespe-
are, Vincent Van Gogh, Oscar Wilde, Adolf Hitler a Abraham
Lincoln. Napriek si¢asnym moznostiam diagnostiky a lie¢-
by je to stdle aktualny problém zdravotnictva na celom sve-
te. VSR ma od roku 1990 alarmujutco stipajuci trend. S ocho-
renim sa stretdvame hlavne u sexualne aktivnych dospelych,
ked' sa infekcia akviruje sexualnym kontaktom s infek&ny-
mi |éziami. Podla Gdajov Eurdpskeho centra pre kontrolu
choréb (ECDC) takmer dve tretiny novodiagnostikovanych
pripadov tvoria muzi majuci sex s muzmi. Velké nebezpe-
Censtvo spociva v prieniku T. pallidum cez placentu na novo-
rodencov u nelieCenych alebo nedostatocne lieCenych séro-
pozitivnych matiek, ¢o je, zial, u nas aktualny problém najma
v socialne slabsich vrstvach. Mozny je aj prenos transfuziou
krvnych derivatov. Velmi prilezitostne sa stretdvame so zis-
kanim infekcie cez poruseny kozny kryt. Jediny znamy priro-
dzeny hostitel je ¢lovek.

Povodca
Treponema pallidum subs. pallidum (obrazok 1) z cela-
de Spirochetaceae je fragilny Spirdlovity mikroorganizmus

0,18 pum Siroky, 20 um dlhy so 4 az 14 pravidelnymi zavitmi.
Z oboch koncov vy¢nievajuce axidlne fibrily, podobné bakte-
rialnym bi¢ikom, umoznuju rotaciu v priestore. Protoplazma-
ticky valec je obaleny 3-vrstvovou stenou, ktora obsahuje ky-
selinu muramovd, a udrziava vlaknity tvar. Celé telo je obalené
tenkou fragilnou membranou. Virulentné kmene maju na svo-
jom povrchu slizovu vrstvu. Treponémy maju nizku odolnost
a su citlivé na vplyvy vonkajSieho prostredia, nicia ich aj zrie-
dené roztoky beznych dezinfek&nych prostriedkov a kyslik.
Pri teplote nad 39,5 °C hynu za 4 hodiny a v krvnych konzer-
vach nepreziju 4 dni. Inkubacny ¢as je od 10 do 90 dni, prie-
merne asi 3 tyzdne. Treponémy su vel'mi invazivne, prenikaju
koZou alebo sliznicami a Specificky sa viazu na rézne druhy

Obrazok 1. Treponema pallidum, elektrénova fotomikrografia zv.
36 000x

. 7 Ly

Zdroj: CDC/NCHSTP/Division of STD Prevention, STD Clinical Slides
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buniek. K diseminacii dochddza relativne skoro po inokulacii.

Rozmnozuju sa extracelularne. Ich lipoproteiny induku-
ju perivaskularny zapalovy proces. Mézu byt fagocytova-
né makrofagmi a endoteliami krvnych vlasocnic, poSkodzu-
ju kapilary a zhor$uju ich funkciu. Vdaka unikatnej Strukture
vonkajsej membrany vedia uniknut hostitel'skej imunitnej od-
povedi. Obsahuju enzym degradujuci hyalurénovu kyselinu,
¢o umoznuje hematogénny rozsev napriek vysokému titru
cirkulujucich protilatok. Nasledné imunopatologické proce-
sy su spOsobené komplexmi antigénu s protilatkou. Slizova
vrstva chrani baktérie pred ucinkom protilatok a komplemen-
tu. Specificka protilatkova (IgM, IgG) i bunkové obrana méze
viest k spontannemu uzdraveniu. Imunita sa rozvija pomaly,
asi za 2 roky po infekcii. Napriek komplexnej imunitnej odpo-
vedi v priebehu prvej epizédy syfilisu st v§ak mozné reinfek-
cie. Umoznuje ich existencia 7 diskrétnych variabilnych (V)
regiénov Treponema pallidum repeat protein K (TprK). Proti-
latkova odpoved v priebehu infekcie je namierend prave pro-
ti tymto V regiénom. Diverzita proteinu K (TprK) je prekazkou
rozvoja ucinnej vakciny.

Stadia syfilisu

Primarne po 10 az 90 drioch od akvirovania infekcie sa vy-
skytne nebolestivy tvrdy vred (obrazok 2) v mieste prenosu.
Progreduje od makuly cez papulu do vysokoinfekéného ulcus
durum, z ktorého mézu byt treponémy izolované. V infiltrate

Obrazok 2. Primarne stadium - lézia na jazyku

o

Zdroj: CDC/NCHSTP/Division of STD Prevention, STD Clinical Slides

Obrazok 3. Sekundarny syfilis — generalizovany ras

Zdroj: Cincinnati STD/HIV Prevention Training Center

nachadzame lymfocyty, plazmatické bunky a makrofagy, za-
palova reakcia sposobuje obliterativnu endoarteritidu. Po 3 az
12 tyzdnoch sa i bez lie¢by spontanne vyhoji. Celé primarne
Stadium je sprevadzané regionalnou lymfadenopatiou. V sko-
rej faze tohto Stadia mozu byt sérologické testy na syfilis nega-
tivne. Protilatkova odpoved nezabrani rozvoju druhého stadia.
Sekundarne stadium (obrazok 3) sa rozvinie po 4 az 10 tyz-
dnoch od objavenia sa primarnej I1ézie. Treponémy sa mnozia
a zaplavuju organizmus. Systémova manifestacia zahfma ne-
svrbivy generalizovany makulopapuldzny ras, nevolnost, ho-
rucku, myalgie, artralgie, lymfadenopatiu. Objavuju sa condy-
lomata lata a alopécia. Vyrazne stipa koncentracia protilatok
a tvoria sa komplexy antigénu s protilatkou.

Pri prvom i druhom stadiu syfilisu m6zu priznaky ustupit
a v latentnej podobe moéze pévodca syfilisu prezivat u infi-
kovaného aj niekolko rokov alebo az do konca Zivota. Ziska-
ny primarny, sekundarny a vcasny latentny syfilis sa podla
Eurépskeho centra pre prevenciu a kontrolu choréb (ECDC)
a Svetovej zdravotnickej organizacie (WHO) definuje ako
véasny syfilis (infekény syfilis). Priblizne 30 % neliecenych
pacientov v priebehu 1 az 20 rokov progreduje do terciarne-
ho Stadia. Klinicky sa prejavuje ako gumatézny syfilis, paren-
chymatézny neurosyfilis a kardiovaskularny syfilis. Nasta-
vaju organové zmeny, poskodenie ciev a centralnej nervovej
sustavy (CNS). Treponémy sa v tomto $tadiu dokazuju iba vy-
nimocne. V ktoromkolvek stadiu infekcie moze dojst k roz-
voju neurosyfilisu, ked' spirochéty invaduji CNS. Méze byt
asymptomaticky, ale aj s velmi vaznymi klinickymi prejav-
mi. V¢asny sa po niekolkych mesiacoch az rokoch po infek-
cii prejavi ako syfilitickd meningitida, meningovaskularny
alebo okularny syfilis. Neskory sa ukaze dekady po infekcii
a charakteristické st parézy a tabes dorsalis. M6Ze sa koncit
Uplnou paralyzou, stratou reflexov a demenciou s rozpadom
osobnosti. Neskory latentny a terciarny (gumatdzny syfilis,
kardiovaskularny a neurosyfilis) sa definuju ako neskory sy-
filis (obrazok 4). Kongenitalny syfilis je dosledok penetré-
cie T. pallidum cez placentu alebo k akvirovaniu dochadza
v infikovanom pérodnom kandli. Od 70 do 100 % novoro-
dencov matiek s nelieCenym v€asnym syfilisom je infikova-
nych a v jednej tretine pripadov sa plod narodi mftvy. AvSak
aj primerane liecenym matkam sa moéze narodit mrtvy ale-
bo infikovany novorodenec. Deti s kongenitalnym syfilisom
sa rodia predcCasne, su dehydratované, maju nizku pérodnu

Obrazok 4. Neskory syfilis — ulcerujice gummy

Zdroj: CDC/ NCHSTP/ Division of STD Prevention, STD Clinical Slides
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hmotnost. Priznaky zodpovedaju sekundarnemu stadiu -
exantémové kozné prejavy, zvacsena pecen. Potom nastava
faza latencie. Po viac ako dvoch rokoch infekcie hovorime
o neskorom vrodenom syfilise, pri ktorom sa objavuju tazké
poskodenia organov — hluchota, intersticialna keratitida az
slepota, perforacie podnebia, nosa, sudkovity tvar rezakov.

Terapia

UrCena je vyhradne dermatovenerolégom. Liekom prvej
volby je G penicilin, vhodnejSie je parenteralne podavanie
a B-laktamové antibiotika. Pri alergii na penicilin je vhodny
tetracyklin a doxycyklin. V pripade azitromycinu a inych ma-
krolidov narasta podiel rezistencie spbsobeny bodovou mu-
taciou génu pre 23S rRNA. Dobru penetraciu do mozgovo-
miechového moku maiju tetracyklin, doxycyklin a ceftriaxon.

Laboratérna diagnostika

Na stanovenie diagnozy syfilis (Dg. A50 — A53) su nutné
tri zakladné aspekty: epidemiologicka anamnéza, klinické vy-
Setrenie a laboratérna diagnostika.

Moznosti priamej laboratérnej diagnostiky si pomerne ob-
medzené. Na umelych kultivacnych pédach treponémy nerast,
nemnozia sa v kuracom embryu ani v tkanivovych kultdrach.
Met6dy molekularnej bioldgie sa rutinne nevyuzivaju pre viac
ako 95 % homoldgiu DNA patogénnych treponém (T. pallidum
subsp. pallidum, T. pallidum subsp. pertenue, T. pallidum subsp.
endemicum, T. carateum). UZitocné su iba pri diagnostike z pri-
marne sterilnych tekutin, ako je mozgovomiechovy mok, am-
nioticka alebo o¢na tekutina. T. pallidum nie je vizualizovatelna
Gramovym farbenim pre jej minimalnu hrdbku. Mozna je identi-
fikacia zivych treponém v tkanivovom moku ziskanom zo spo-
diny ulcus durum na zaklade ich rotacného a kyvavého pohybu
mikroskopiou vtmavom poli. Tato metodika patri do ruk derma-
tovenerolégov. Je velmi pracna, zatazena subjektivnou chybou
pozorovatela a moznostou ziskania faloSne pozitivnych aj ne-
gativnych vysledkov. Striebrenie podla Levadetiho je podobne
velmi ndro¢né, priama imunofluorescencia s vyuzitim polyklo-
nalnych protilatok identifikuje treponémy v léziach. Zaklad la-
boratérnej diagnostiky tvoria sérologické testy. Treba si vSak
uvedomit, Ze ziaden z tychto testov nerozlisi venericky syfilis
od nevenerickych treponematoz (yaws, bejel, endemicky syfilis
a pinta). Tieto patogény st morfologicky a antigénne podobné
a odlisit ich vieme iba na zaklade sposobu ziskania, epidemio-
I6gie a klinickej manifestacie a dnes uz aj DNA sekvenovanim.
Vsetky osoby s pozitivnymi sérologickymi nalezmi by mali byt
lietené na syfilis. Laboratorne sa syfilis diagnostikuje kombi-
naciou netreponémovych a treponémovych testov. V netrepo-
némovych (nespecifickych) reaginovych testoch dokazujeme
v sére po 10 az 15 dnoch, v likvore po 4 — 8 tyzdnoch po obja-
veni sa tvrdého vredu zmes heterofilnych IgM a IgG proti kar-
diolipinu, lecitinu a cholesterolu, uvolneného rozpadom tkaniv
hostitel'a v priebehu ochorenia a naviazaného ako haptén na
proteiny treponém. Titre reaginov koreluju s aktivitou ocho-
renia, monitoruju jeho aktivitu a Gspesnost lieCby. Pri absen-
cii terapie kulminuju po 1 az 2 rokoch. V praxi sa stretdvame
s r6znymi obmenami tychto testov: VDRL (Venereal Disease
Research Laboratory), BWR (Bordetova-Wassermanova reak-
cia), RPR (Rapid Plasma Reagin) a RRR (Rapid Reagin Reac-
tion). V nasom laboratériu pouzivany RPR test vyuziva flokula-
ciu kardiolipinového antigénu naviazaného na uhlikové Castice
protilatkami (reaginmi) v pacientskom sére. V treponémovych

(Specifickych) testoch sa stanovuiju Specifické IgM a IgG pro-
tilatky proti pévodcovi ochorenia Treponema pallidum. Vacsina
z nich vyuziva rekombinantné antigény treponém. NajcastejSie
sa pozivaju testy TPPA (Treponema Passive Particle Agglutina-
tion Assay), TPHA (Treponema pallidum Haemagglutination As-
say), EIA (Enzyme Immunosorbent Assay), CMIA (Chemilumi-
niscent Microparticle ImmunoAssay) — IgM, IgG, konfirmacny
test imunoblot — IgM, IgG a FTA-abs test (Fluorescent Trepone-
mal Antibody absorption test) v referenénom laboratériu. Rych-
ly Point of Care test pre jeho suboptimalnu senzitivitu odporu-
Ca ECDC aj WHO iba pre rozvojové krajiny. Treponémové testy
zacinaju byt reaktivne 1 az 2 tyzdne po objaveni sa tvrdého vre-
du, i ked' z praxe vieme, ze je to velmi individualne a niekedy to
moze trvat az do troch mesiacov. Stanovenie titrov Specifickych
protilatok v diagnostike a manazmente syfilisu nie je prinosné.
Vyznam stanovenia titrov je len v diagnostike kongenitalneho
syfilisu a neurosyfilisu. Specifické treponémové protilatky zo-
stdvaju u vacsiny pacientov pozitivne po cely zivot a identifikuju
osoby Uspesne lieCené aj osoby s nelieCenym syfilisom. Treba
si uvedomit moznost biologicky falo$nej reaktivity sérologic-
kych testov, ¢asto pri autoimunitnych ochoreniach, v gravidite
a pri boreliéze, preto sa reaktivne vzorky konfirmuju. Optimal-
na je metdda imunoblot, kde stanovujeme IgM a IgG protilatky
proti jednotlivym membranovym proteinom T. pallidum. Potvr-
denie IgM protilatok je zvlast cenné pri diagnostike kongenital-
neho syfilisu.

Diagnostika v MEDIREX-e

Podl'a odborného usmernenia NRC pre syfilis (2005) pre
skrining syfilisu podliehaju vyhladavaniu novych pripadov
(Specificky + nespecificky test) vsetci dospeli po 50. roku
pri prvej hospitalizacii v roku, do 50. roku pri kazdej hospi-
talizacii, kazdy STD chory, kazda tehotna 2x pocas gravidity
(3.-4.m. a 7.-8.m.), vSetci darcovia krvi, kostnej drene, tkaniv,
organov a spermii a novorodenci. KedZe kombinacia testov
RRR + TPPA je pracna a Casovo naroc¢na a vysledky su az na
2. den po doruceni vzorky do laboratéria, zaviedli sme v na-
Sich laboratéridch na skrining syfilisu Specificky test CMIA
IgM + 1gG. Vdaka detekcii IgM protilatok je reaktivny od 2.
tyzdna ochorenia, plne automatizovany a negativny vysle-
dok je v den dorucenia vzorky do laboratéria. Kombinaciu
testov RRR + TPPA sme ponechali Standardne pre dermato-
venerologickych pacientov a novorodencov. Kazdé reaktivne
sérum v teste CMIA overujeme testami RRR a TPPA a vSet-
ky novodiagnostikované nalezy konfirmujeme metddou
imunoblot IgM a IgG. Séra novych sérologicky diagnostikova-
nych suspektnych ochoreni zasielame na konfirmacné vyset-
renie do RUVZ - Narodného referenéného centra pre syfilis
v Kosiciach. Specifickou sti¢astou nasej éinnosti je vySetre-
nie z plodovej a o¢nej tekutiny a diagnostika neurosyfilisu.
Intratekalnu produkciu protilatok stanovujeme porovnanim
titra TPPA v sére a v likvore.

Odber biologického materialu a transport do laboratéria

Odobera sa krv v mnozstve 5 — 7 ml do Specialnej odbe-
rovej supravy urc¢enej na odber a transport krvi. Do dvoch ho-
din sa moze krv transportovat pri izbovej teplote. Plodovu
vodu, o¢nu tekutinu a likvor je vhodné zasielat v mnozstve
min. 1 ml.

Ak transport vyzaduje dlhsi Cas, je potrebné vzorku trans-
portovat a uchovavat pri 2 - 8 °C.
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Tabulka 1. Vysetrenie specifickych protildtok metddou TPPA
alebo CMIA v rokoch 2008 — 2016

Tabulka 2. ViySetrenie Specifickych protilatok metédou TPPA ale-
bo CMIA v rokoch 2008 — 2016 u gravidnych Zien a novorodencov

pocet vySetreni | pozitivnych pozitivity pocet vySetreni  pozitivnych pozitivity
Sérum 753 865 9367 124 % Gravidné Zeny 107 788 486 0,45 %
Likvor 1258 49 8,39 % Novorodenci 53177 264 0,49 %
Oc¢na tekutina 16 4 25 %
Zaver séra 9 367 je alarmujuci. Na druhej strane je potesitelng, ze

Z prehladu klinickych prejavov syfilisu vyplyva, Ze nie kaz-
dy symptdm je typicky pre toto ochorenie, Stadium latencie je
bez klinickych prejavov, ale pacient méze byt infekény, preto
skrining a nasledna lieCba su dolezitym preventivnhym opat-
renim proti Sireniu syfilisu. V tabulke 1 a 2 je uvedeny celko-
vy pocet vySetreni Specifickych protilatok na nasom oddele-
ni v rokoch 2008 az 2016 a celkovy pocet pozitivhych vzoriek
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GUTTA Slovakia spol. s r. 0. je obchodna spolo¢nost zamerana na distribuciu,

prenajom a servis Specidlnej zdravotnickej techniky a materialu. Spolo¢nost
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vznikla v januari 1997 a v sucasnosti jej patri popredné miesto medzi obchodnymi
spolo¢nostami na slovenskom, ¢eskom a madarskom trhu v oblasti denzitometrie
a mamografie.

Od roku 2014 sme zacali s distribuciou $pecialneho zdravotnickeho materialu

a predajom Specialneho testu, ktory zistuje agresivitu rakovinového nadoru pfs na
stanovenie optimalnej lieCby. V roku 2016 sme zacali s distribuciou laboratérneho
spotrebného materialu, ako odberné skimavky, ihly a iné.

MOLEKULARNA DIAGNOSTIKA

Systém Panther® od spolo¢nosti HOLOGIC je
integrovany systém pre testovanie nukleovych
kyselin. Detekcia RNA: HPV, HPV 16 18/45,
Chlamydia trachomatis (CT), Neisseria gonorrhoeae
(GC), Trichomonas vaginalis (TV), Mycoplasma
genitalium, HIV-1 Quant, HCV Quant, HBV Quant,
HSV 1 a 2, ZIKA (EUA). V priprave: Bacterial
vaginosis, Candida.

UZATVORENE / VAKUOVE
ODBEROVE SYSTEMY

VACUSERA® vakuovy systém na odber krvi
a mocu, odberové ihly, systém najvyssej kvality,
pohodlia pacienta a vysoka urover bezpecnosti.

LBC - CYTOLOGIA

HOLOGIC ThinPrep® Integrated Imager

a Imaging systém su automatizované
mikroskopy pre cytologické hodnotenie a su
navrhnuté na zobrazovanie gynekologickych
alebo negynekologickych vzoriek.
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