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WSTEP

W maju 2005 r. mija sto lat od wykrycia kretka bladego — Treponema pallidum subspe-
cies pallidum (T. pallidum) - czynnika etiologicznego kily, a w przyszlym roku minie wiek
od wprowadzenia przez Wassermanna, Neissera i Brucka pierwszego odczynu serologicz-
nego do diagnostyki zakazenia kilowego (1,2). Zasada wspolczesnej serologicznej diagno-
styki kily, uznawang przez $wiatowe instytucje opracowujace standardy diagnostyczne
i lecznicze, jest stosowanie kombinacji odczyndéw niekretkowych i krgtkowych (3,4). Do
tradycyjnych odczynow niekretkowych naleza odczyny klaczkujace: Venereal Disease
Research Laboratory — VDRL test, rapid plasma reagin — RPR card test, unheated serum
reagin — USR test, toluidin red unheated serum test — TRUST, a kretkowych — Treponema
pallidum haemagglutination assay — TPHA, metoda mikrohemaglutynacyjna — MHA-TP
lub zastepujaca erytrocyty czasteczkami zelu jako no$nikiem antygenu — Treponema palli-
dum particle agglutination — TPPA test, fluorescent treponemal antibody — FTA test i jego
modyfikacja absorbcyjna — FTA-ABS test, odczyny immunoenzymatyczne (enzyme im-
munoassay — ETA), odczyn immobilizacji kr¢tkdéw i immunobloting. Zastosowanie poszcze-
gblnych odczynow do badan przesiewowych w kile r6zni si¢ w zaleceniach amerykanskich
i europejskich (3.4). Zaden z powyzszych, tradycyjnych juz odczynéw, nie spelnia jedno-
czesnie wszystkich kryteridw idealnego testu diagnostycznego: zapewnia maksymalng czu-
los¢, swoistos¢, powtarzalnos¢, daje jednorazowo jednoznaczny wynik po skutecznym le-
czeniu (ang. ,,test of cure”), pozwala na wykrywanie oddzielnie przeciwcial klasy 1gG
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oraz IgM, jest prosty technicznie i szybki, umozliwia automatyzacj¢ w celu obicktywizacji
otrzymanych wynikéw oraz jest dostgpny ekonomicznie (5). Dazenia do opracowania ide-
alnego odczynu stymuluja od stu lat badania nad udoskonaleniem zar6wno odczynow nie-
kretkowych jak i kretkowych.

Celem pracy jest przedstawienie wybranych najnowszych osiagni¢¢ w diagnostyce
serologicznej kily, ktore dokonaly si¢ w konicu XX wieku i na poczatku XXI wieku, a takze
prob opracowania szczepionki przeciwko kile, ze szczegdlnym uwzglednieniem mozliwo-
Sci praktycznego zastosowania wiedzy, jaka przyniosly badania materiatlu genetycznego
kretka bladego.

NOWE MODYFIKACJE ODCZYNOW NIEKRETKOWY CH

Nowoscia w serologicznej diagnostyce kily, wprowadzona w koncu XX wieku, bylo
zastosowanie antygenu VDRL w odczynie immunoenzymatycznym (EIA-VDRL). Odczy-
ny immunoenzymatyczne wprowadzono do diagnostyki kily w polowie lat siedemdziesia-
tych XX wicku. Umozliwily one przede wszystkim automatyzacj¢ i komputeryzacjg proce-
su diagnostycznego, co pozwolilo na obicktywizacje otrzymanych wynikéw i zbadanie
jednoczesnie duzej liczby surowic. Jeden z komercyjnie dost¢gpnych odczynéw EIA-VDRL
— Spirotek Reagin II™ (Organon Teknika, Durham, NC, USA) zostal zaaprobowany przez
Centers for Disease Control and Prevention jako test przesiewowy w kile. Odczyn ten ma
wyzsza czulo$¢ niz odczyny klaczkujace (odpowiednio 93% i 75% w kile pierwszego okresu
oraz 100% i 95% w kile utajonej wczesnej) i podobng do nich swoistos¢ (odpowiednio
97% 1 98%). Wykonywany jest tylko jakosciowo i nie umozliwia oceny skutecznosci le-
czenia. Za pomoca tego odczynu nie mozna wykry¢ oddzielnie przeciwcial klasy IgM
i IgG (6). Grupy badawcze opracowujq kolejne odczyny EIA-VDRL (wg 7).

W 2000 r. przedstawiono syntetyczny antygen (Ag) VDRL, skladajacy si¢ z syntetycz-
nej lecytyny i kardiolipiny, ktéry moze zastapi¢ Ag otrzymywany dotychczas z naturalnych
tkanek i stosowany w odczynie VDRL od 1946 roku. Syntetyczny Ag VDRL cechuje si¢
poréwnywalna swoistoscig oraz wyzszq czulo$cia niz antygen naturalny i jest jednocze$nie
bardzo stabilny. Czystos¢ Ag syntetycznego wynosi ponad 99% (naturalnej kardiolipiny
52-79%, a lecytyny 60-91%). Wyzsza czulo$¢ odczynu z syntetycznym Ag VDRL osia-
gnigto poprawiajac stabilnos$¢ czasteczki kardiolipiny: nienasycone kwasy thuszczowe (fatwo
ulegajace utlenieniu) obecne w kardiolipinie naturalnej zastapiono czterema 14-weglowy-
mi nasyconymi kwasami thuszczowymi (8). Nie opublikowano, jak dotad, badan oceniaja-
cych przydatnos¢ syntetycznego Ag VDRL do diagnostyki kily ukladu nerwowego.

NOWE MODYFIKACJE ODCZYNOW KRETKOWYCH

Zsekwencjonowanie w 1998 r. pelnego genomu 7. pallidum stalo si¢ kamieniem milo-
wym w badaniach nad immunogennoscia tej bakterii i zwigkszylo nadzieje na poprawe
swoistosci diagnostyki serologicznej kily oraz na opracowanie szczepionki przeciwko kile
(9,10).

Genom 7. pallidum jest kolistym chromosomem zbudowanym z 1 138 006 par zasad,
w ktérym znajduje si¢ 1041 sekwencji kodujacych biatka (open reading frames — ORFs).
Zgodnie z proponowanym przez Rileya systemem klasyfikacji (11), 55% genow (577 ORFs)
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ma okreslona, swoista rolg biologiczna, 17% ORFs wykazuje znaczna analogi¢ do gendw
kodujacych bialka innych bakterii, ale az 28% gendw 7. pallidum nie ma, jak dotad, pozna-
nej funkcji (9,10). Wlasciwosci biologiczne, wirulentne i immunogenne kretka pozostaja
Wigc W znacznym stopniu niepoznane. Za zjadliwos¢ kretka bladego odpowiada prawdo-
podobnie grupa 67 genow, ktore rozmieszczone sa z rézna gestoscia w poszczegolnych
regionach chromosomu. Szczegdlng rolg przypisuje si¢ rodzinie 12 spokrewnionych ge-
néw (zwanych Tpr), kodujacych bialka o znacznej homologii z gléwnymi biatkami po-
wierzchniowymi Treponema denticola i majacych funkcj¢ poryn i adhezyn. Wysunigto,
niepotwierdzong jak dotad hipoteze, ze istnicje mozliwo$¢ duzej zmiennosci sekwencji
DNA w obrebie tych genow. Kolejna grupe tworzg geny kodujace biatka podobne do he-
molizyn innych bakterii (np. hemolizyny III Bacillus cereus lub hemolizyny Serpulina hy-
odysenteriae). Grupa gendw nadzorujacych geny zjadliwosci kretka jest stabo poznana:
prawdopodobniec DNA bakterii zawiera pi¢¢ dwuczlonowych ukladéow regulacyjnych
0 nieduzym stopniu podobienistwa do analogicznych ukladéw istnicjacych w bakteriach
o0 znacznie wigkszym genomie. W 7. pallidum znajduja si¢ ponadto nieliczne biatka o struk-
turze podobnej do innych typowych bialek represorowych i aktywatorowych, ktére sa za-
angazowane w regulacje funkcji metabolicznych. Poza prawdopodobnym systemem dwu-
czlonowych ukladéw regulacyjnych, stwierdzono gen homologiczny do genu mviN, ktory
odpowiada za regulacje zjadliwosci takich drobnoustojow, jak Haemophilus influenzae,
Vibrio cholerae, Salmonella typhimurium iinnych. 7. pallidum zawiera takze sze$¢ gendw
homologicznych do czynnikéw sigma — genoéw regulujacych polimeraz¢ RNA, obecnych
w innych bakteriach, w tym m.in. w Escherichia (E.) coli. Z badan tych niewatpliwie wyni-
ka, ze regulacja zjadliwosci 7. pallidum wymaga wigcej mechanizmoéw niz w przypadku
bakterii takich jak E. coli. Geny kodujace syntezg lipolisacharydow, substancji o waznej
roli w odpowiedzi gospodarza na zakazenie, a takze bioracych udziat w przyleganiu bakte-
rii do tkanek, sa w genomie 7. pallidum nieliczne (9,10).

W tradycyjnych odczynach kretkowych (np. TPHA, FTA-ABS) wykorzystuje si¢ do
przygotowania antygenu cale zywe kretki blade szczepu Nicholsa, pasazowane na zwie-
rzg¢tach laboratoryjnych. We wspolczesnie opracowywanych odczynach wykrywajacych
przeciwciala swoiste dla kretka bladego stosuje si¢ wybrane antygeny 7. pallidum otrzy-
mywane metoda rekombinacji lub syntetycznie. Produkcja duzej ilosci antygendw rekom-
binowanych w hodowli komorek E. coli do celow diagnostycznych lub naukowych nie
wymaga zakazania zwierzat i jest, tym samym, uzasadniona ekonomicznie oraz etycznie.
Nie ma jak dotad pelnej zgody co do tego, ktére antygeny kretka zapewniaja najlepsza
swoisto$¢ i czulos¢ odczynu serologicznego. W opracowywanych, dost¢gpnych komercyj-
nie odczynach, jako antygeny znalazly zastosowanie rézne lipoproteiny 7. pallidum, naj-
czescie] TpN44,5 (TmpA), TpN15, TpN17 i TpN47. Lipoproteiny stymuluja silng odpo-
wiedz immunologiczna zwigzana prawdopodobnic z ich zdolno$cia do aktywowania ko-
morek prezentujacych antygen poprzez receptory toll-like 2 (12).

Sadzono poczatkowo, ze lipoproteiny powszechnie stosowane w nowoczesnych od-
czynach serologicznych sa bialkami blony zewngtrznej krgtka. Obecnie wiadomo, ze znaj-
duja si¢ one w przestrzeni periplazmatycznej, wigzac si¢ kowalencyjnie z periplazmatyczna
warstwa blony cytoplazmatycznej (13). Topografia lipoprotein powoduje, ze moga by¢
one stabo dostepne dla przeciwcial wytwarzanych w przebiegu zakazenia, a skierowane
przeciwko nim przeciwciala sa syntetyzowane po fagocytozie i wstegpnym niszczeniu kret-
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kéw bladych w okresie kily wezesnej. Bialka eksponowane na powierzchni bakterii moga
okaza¢ si¢ bardziej przydatne w diagnostyce, poniewaz sa najwczesniej rozpoznawane
przez uklad immunologiczny gospodarza i moga go stymulowac w sposob ciagly. W naj-
nowszych opracowywanych odczynach wykorzystywane sa bialka, ktorych prawdopodo-
bienstwo ekspozycji w bloniec zewnetrznej kretka wynosi 69-92% (13). W swietle tych
badan, bialka Tp0453, Tp0257 oraz Tp92 (Tp0326), zastosowane jako antygeny w odczy-
nach immunoenzymatycznych, umozliwiaja uzyskanie bardzo dobrej czulosci (odpowied-
nio: 100%, 91%, 98%) oraz swoistosci (100%, 93% i 97%) w kile wczesnej objawowej
oraz utajonej. Zastosowanie biatka Tp0453 pozwalalo na osiagnigcie odczynu o stupro-
centowej czulosci 1 swoistosci, dzigki brakowi homologii z biatkami innych bakterii. Ba-
dane odczyny umozliwialy rozpoznanie kily w najwcze$niejszym okresie (gdy odczyn VDRL
jest ujemny). Nowe, wymienione bialka moga by¢ dobrymi kandydatami jako antygeny do
opracowania diagnostycznych immunoenzymatycznych odczyndéw komercyjnych.

Na poczatku 2000 r. przedstawiono nowy odczyn, znany pod komercyjna nazwa INNO-
LIA Syphilis™ (Innogenetics N. V., Ghent, Belgia), w ktérym wykorzystano trzy antygeny
kretka uzyskane metoda rekombinacji w komorkach £. coli (TpN47, TpN17 i TpN15) oraz
syntetyczny peptyd TmpA, umieszczone na pasku testowym (14). Odczyn jest linijna mo-
dyfikacja odczynu immunoenzymatycznego (line immunoassay — LIA), a oceny reakcji
dokonuje si¢ metoda polilosciowa: sprawdzajac intensywnos¢ zabarwienia dla poszcze-
golnych paskow (od 0 do 4) i poréwnujac wynik z kontrola dodatnia i ujemng. Czulos¢
i swoisto$¢ tego odczynu, oceniana w znacznych liczbowo grupach surowic (840 i 531),
wyniosta odpowiednio 99.6% i 100% oraz 99,5% i 99,3%; czulo$¢ w plynic moézgowo-
rdzeniowym — 100% (14,15). Autorzy zgadzajq si¢, ze mimo koniecznosci inkubacji bada-
nej surowicy (lub plynu mézgowo-rdzeniowego) przez noc, co opdznia otrzymanie wyni-
ku, INNO-LIA Syphilis™ jest prostym odczynem, ktory moze samodzielnie stuzy¢ jako
odczyn potwierdzajacy kile, zast¢gpujac kombinacj¢ innych odczynéw (TPHA/MHA-Tp,
FTA-ABS i odczyn immobilizacji kretkow bladych), zwlaszcza w sytuacji, gdy istnicje
konieczno$¢ wiarygodnego rozpoznania zakazenia przy braku danych klinicznych i epide-
miologicznych pacjenta. Wada jednej z cytowanych publikacji (15) moze by¢ brak analizy
czulosci i swoistosci odczynu w poszczegolnych okresach kily oraz po leczeniu.

Innym nowym i prostym testem, w ktérym wykorzystano rekombinowane biatka TpN15,
TpN171TpN47 do diagnostyki kily jest PAGIA™ (DiaMed AG, Cressier sur Morrat, Szwaj-
caria), (16). Zestaw do odczynu sklada si¢ z mikroprobowek, ktére zawieraja czerwone
polimerowe czasteczki w zelowym podlozu, oplaszczone wymienionymi antygenami. Po
dodaniu badanej surowicy, S-minutowej inkubacji i 10-minutowym odwirowaniu, wynik
odczynu odczytuje si¢ na podstawie aglutynacji czasteczek: jednolicie czerwona warstwa
na powierzchni zelu oznacza wynik dodatni (obecno$¢ w badanej surowicy przeciwcial
przeciwko stosowanym antygenom), a na dnie — wynik ujemny. W przypadku obecnosci
nieduzej ilosci przeciwcial w badanej surowicy lub ich slabej swoistosci zaglutynowane
czasteczki sa rozproszone w calej objetosci zelowego podloza. Czulos$¢ odczynu spraw-
dzono w stosunku do tradycyjnych odczyndéw skryningowych i potwierdzajacych kile
(VDRL, TPPA, ICE-Syphilis, FTA-ABS, IgM-Captia, 19S-IgM-FTA-ABS) w surowicach
60 chorych z kila pierwszego okresu, 27 — kila drugiego okresu, 32 — kila utajona wczesna
i 5 —kilg uktadu nerwowego, uzyskujac przecigtng czutos¢ 91,9% (100 % w kile drugiego
okresu i kile uktadu nerwowego). W kile pierwszego okresu czuto$§¢ PaGIA™ byla wyzsza
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niz odczynu VDRL, identyczna jak odczynu immunoenzymatycznego (ICE-Syphilis™)
i tylko nieco nizsza niz odczynu TPPA. Czulo$¢ w kile utajonej wezesnej nie przewyzszala
czulo$ci innych odczyndw. Swoisto$¢ odczynu wyniosta 99.8%; nie uzyskano zadnego
dodatniego wyniku z dwudziestoma surowicami osob zakazonych Borrelia burgdorferi.
Podsumowujac, autor uwaza, ze stosunkowo prosty i szybki odczyn o znakomitej swoisto-
$ci i czulosci, poréwnywalnej z innymi stosowanymi odczynami, moze by¢ dobra alterna-
tywna metoda serologicznej diagnostyki kily. Niewatpliwie dalszych badan wymaga ocena
odczynu pod katem jego przydatnosci w diagnostyce kily pdznej oraz w kontroli po lecze-
niu.

R&zne laboratoria opracowaly dotad ponad dwadziescia dostgpnych komercyjnie od-
czyndéw do szybkiej diagnostyki kily, z wykorzystaniem antygendéw rekombinowanych
TpN15, TpN17, TpN47 i techniki immunochromatograficznej lub aglutynacyjnej. Testy te
nie wymagaja skomplikowanej aparatury ani wysoko wykwalifikowanego personelu i umoz-
liwiaja uzyskanie wyniku w ciagu okoto 15 minut. Cz¢$¢ tych odczynow jest obecnie przed-
miotem dokladnej analizy prowadzonej przez specjalny program Swiatowej Organizaciji
Zdrowia pod katem ich przydatnosci w badaniach przesiewowych w kierunku kily, glow-
nie w krajach rozwijajacych si¢ (17).

Nowatorska metoda oceny odpowiedzi immunologicznej w kile jest modyfikacja od-
czynu EIA (enzyme-linked immunospot assay — ELISPOT™), w ktdrej ocenia si¢ liczbg
komorek produkujacych przeciwciala przeciwko biatku Tppl7 (Tppl7 antibody secreting
cells — ASCs), (18). Opracowany odczyn interpretuje si¢ jako dodatni, gdy stwierdzi si¢ co
najmnigj 3 Tppl7-ASCs w 10° jednojadrowych komoérek krwi obwodowej. Czutos¢ odczy-
nu jest poréwnywalna z czulo$cia odczynu RPR w kile objawowej wczesnej i nizsza w kile
utajonej. Srednia liczba ASCs u chorych z kila pierwszego okresu byla nieco wyzsza niz
u chorych z kila drugiego okresu i utajona wczesng (odpowiednio 58, 26 i 14 ASCs/10°
jednojadrowych komorek krwi obwodowej). Stwierdzenie ASCs produkujacych przeciw-
ciala przeciwko Tppl7 po leczeniu wskazywatlo jednoznacznie na niepowodzenie leczni-
cze, co potwierdzono badaniem klinicznym oraz tradycyjnymi odczynami serologicznymi.
Zaleta odczynu jest fakt, ze ASCs pojawiaja si¢ juz kilka (3-5) dni po stymulacji antyge-
nem i zanikaja w ciagu 8-16 dni po jego eliminacji, a takze nie przenikajq przez lozysko do
plodu w wykrywalnych ilosciach, dzigki czemu moga by¢ przydatne do diagnostyki naj-
wczesniejszych okreséw zakazenia (przed synteza przeciwcial IgM), oceny skutecznosci
leczenia oraz diagnostyki kily wrodzonej. Dotychczas nie podjgto jednak proby opracowa-
nia komercyjnego odczynu ELISPOT do diagnostyki kily.

SZCZEPIONKA PRZECIWKO KILE

Proby opracowania szczepionki przeciwko kile nie przyniosly dotychczas pomyslnych
rezultatdw. Przed poznaniem genomu kretka bladego w eksperymentalnym szczepieniu
krolikéw stosowano rézne biatka kretka (bialko 4D, endofalgelli, Tromp 1 oraz inne —
o0 masie czasteczkowej od 15 do 47 kDa), nie uzyskujac ochrony zwierzat przed reinfekcja
(wg 19). Czgsciowe wlasciwosci immunoprotekcyjne wykazano w stosunku do rekombi-
nowangj fosfodiesterazy glicerofosfodiestrowej (Gpd), bedacej lipoproteing blony zewngtrz-
nej bakterii (19).

Poznanie genomu 7. pallidum dostarczylo bodzca do badan nad immunoprotekcyjny-
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mi wlasciwoséciami innych bialek kretka, zlokalizowanych w jego blonie zewngtrznej: Tp92,
TprK lub jego czgscia (ang. ,,TprK Vregion™), Tp0453, Tp0257 (13,20,21). Chociaz pod-
stawy teoretyczne tych badan sa obiecujace, to opracowanie szczepionki przeciwko kile,
czyli identyfikacja biatek, ktore wejda w jej sktad, wymaga wciaz wielu badan. Bariera jest
z jednej strony réznorodno$¢ (i by¢ moze zmienno$¢) antygenowa bakterii, a z drugicj
przyczyny ekonomiczne. Diagnostyka kily, chociaz niedoskonala, jest stosunkowo niedro-
ga, a kretek blady weiaz pozostaje wrazliwy na penicyling. Ewentualna szczepionka miata-
by zatem zastosowanie w populacjach wysokiego ryzyka, w ktorych koszty diagnostyki
ileczenia zakazenia kr¢tkiem bladym przewyzszaja koszty szczepienia (np. w populacjach
krajow rozwijajacych si¢ o wysokim wspolczynniku zachorowalnosci na kile, a zwlaszcza
celem prewencji kilty wrodzonej) (22).

PODSUMOWANIE

Stulecie badan przyniosto szereg osiagni¢¢ w zrozumieniu patogenezy zakazenia kret-
kiem bladym, odpowiedzi immunologicznej organizmu na zakazenie oraz postgpy w jego
diagnostyce. W zwiazku z ograniczona mozliwoscia zastosowania badan identyfikujacych
czynnik etiologiczny (brak mozliwosci hodowli kretka na sztucznym podlozu, brak standa-
ryzowanych metod amplifikacji jego materialu genetycznego), tradycyjne odczyny serolo-
giczne pozostaja wciaz podstawa rozpoznania choroby. Maja szczegolng wartos¢ w dia-
gnostyce bezobjawowych okreséw schorzenia, a ponadto pozwalaja na oceng skutecznosci
leczenia. Wspdlczesne badania nad poprawa diagnostyki serologicznej w kile zmierzaja
z jednej strony do uproszczenia i obiektywizacji (automatyzacji) stosowanych testow,
a z drugiej — do ustalenia jak najbardziej swoistych antygenow, ktére poshuza w nowo
opracowywanych odczynach. Praktyczne zastosowanie najnowszych testéw wymaga jed-
nak dalszych badan. Problemem moze pozosta¢ rozpoznawanie najwczesniejszych okre-
séw zakazenia, kily wrodzonej i kily ukladu nerwowego, a szczego6lnie kily u zakazonych
HIV. Szczepienie przeciwko kile pozostaje, jak dotad, kwestia blizej nicokreslonej przy-
szlosci.

AB Serwin, PKKohl, B Chodynicka

THE CENTENARY OF WASSERMANN REACTION — THE FUTURE
OF SEROLOGICAL DIAGNOSIS OF SYPHILIS, UP-TO-DATE STUDIES

SUMMARY

One hundred years after the discovery of the infectious agent of syphilis and implementation of
the first serological test for the diagnosis of syphilis, important progress in the evaluation of host
immune response against Treponema (T.) pallidum infection has been made. The paper focuses on
the new modifications of non-treponemal tests (the use of synthetic cardiolipin and lecithin in Vene-
real Disease Research Laboratory — VDRL test and the application of the VDRL antigen to immuno-
enzymatic assays) as well as of treponemal tests. Original treponemal antigens are replaced by
recombinant and synthetic antigens (TpN44.,5 — TmpA, TpN15, TpN17 and TpN47) and by anti-
gens obtained after sequencing of the complete 7. pallidum genome (Tp0453, Tp0257 and Tp92) in
modifications of immunoenzymatic assays. The new diagnostic strategy, namely the examination of
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the number of cells producing 7. pallidum specific antibodies is also presented. Despite the progress
achieved in studies on humoral response in syphilis during last years, the practical application of
new tests in diagnosis of the infection requires further studies.
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