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W pracy przedstawiono wspolczesne metody identyfikacji kretka
bladego oraz najnowsze kierunki ich rozwoju. Poddano dyskusji proby
hodowli kretka bladego na sztucznym podtozu, rozne metody amplifikacji
jego materiatu genetycznego i ich praktyczne zastosowanie.
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WSTEP

Minglo sto lat od zidentyfikowania kretka bladego (Treponema pallium subspecies
pallidum — T. pallidum) jako czynnika etiologicznego kity (1). Metody diagnostyki labora-
toryjnej kily zaczgtly rozwija¢ si¢ bardzo dynamiczne wkrétce po tym odkryciu. Podstawa
rozpoznania choroby, poza danymi ze starannie zebranego wywiadu, ewentualnymi odchy-
leniami w badaniu przedmiotowym sa wyniki badan laboratoryjnych. Na ich dobér wplywa
w znacznym stopniu fakt wystgpowania w kile okreséw objawowych i bezobjawowych. Jak
w kazdej chorobie zakaznej, diagnostyka laboratoryjna powinna dazy¢ do wykrycia czyn-
nika etiologicznego. Kretek blady jest drobnoustrojem, ktory sprawia szereg problemow,
migdzy innymi jest bardzo wrazliwy na czynniki §rodowiska zewngtrznego, a najwigkszym
jest trudnos¢ hodowli na sztucznym podtozu. Dlatego w praktyce, poza przypadkami kity
wczesnej objawowej, diagnostyka laboratoryjna tego schorzenia opiera si¢ gtdéwnie na
wynikach r6znych odczyndéw serologicznych.

Celem pracy jest przedstawienie wspolczesnych metod bezposredniej diagnostyki kity
ze szczegolnym uwzglednieniem wynikdéw najnowszych badan, zmierzajacych do udosko-
nalenia sposobdw identyfikacji kretka bladego i prob ich praktycznego zastosowania.

WSPOLCZESNIE STOSOWANE METODY DIAGNOSTYKI BEZPOSREDNIEJ

Metoda, ktora jest najczesciej wykorzystywana w bezposredniej diagnostyce kity jest
identyfikacja zywych drobnoustrojéw na podstawie obserwacji ich morfologii i ruchu
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w ciemnym polu widzenia mikroskopu $wietlnego (cpw) (2). Materiatem badanym jest
wydzielina z saczacych zmian kity pierwszego lub drugiego okresu. Czutos¢ tej metody
wynosi okoto 70-80% (prog czutosci - okoto 10° bakterii/ml) i nawet trzykrotnie ujemny
wynik nie rozstrzyga o wykluczeniu kity. Ponadto ze wzgledu na obecnos¢ kretkow sapro-
fitycznych nie nadaje si¢ do diagnostyki zmian zlokalizowanych w jamie ustnej i okolicy
odbytu. Pomimo tych ograniczen probg wykrycia kretka bladego metoda cpw nalezy
zawsze wykonaé u chorych z podejrzeniem nabytej kily wczesnej objawowe;j, kity ptodu
i wrodzonej wczesnej.

W laboratoriach, dysponujacych odpowiednim sprzg¢tem oraz przeszkolonym persone-
lem, krgtek blady mozna zidentyfikowaé za pomoca mono- lub poliwalentnych przeciwciat
znakowanych izotiocjanianem fluoresceiny (direct immunofluorecence assay — DFA).
Czutosé i swoistosc tej metody jest nieco wyzsza niz cpw, a jej zasadnicza przewaga polega
na mozliwosci wykrycia drobnoustroju nie tylko w wysigku, ale rowniez w $wiezym lub
utrwalonym preparacie tkankowym (2).

Inne, szybkie metody bezposredniej identyfikacji krgtka bladego, np. z wykorzysta-
niem techniki immunoenzymatycznej, nie przewyzszaja swoisto$cia oraz czutoscia cpw
ani DFA (3).

Proba biologiczna, czyli test zakaznosci dla krolika (rabbit infectivity test — RIT),
pozostaje testem referencyjnym, zapewniajacym najwyzsza czutos¢ i swoistos¢ (zakazenie
zwierzgeia 10 kretkami stymuluje powstanie przeciwciat przeciwkretkowych), ale ze wzgledu
na wysoki koszt i skomplikowana procedurg w polskich osrodkach nie jest wykonywany
dla celéw diagnostycznych (2, 3).

HODOWLA KRETKA BLADEGO

Kretek blady jest jednym z niewielu drobnoustrojow, ktérego przez wiele lat nie udato
si¢ wyhodowa¢ na sztucznym podtozu. Utrzymywanie wirulentnych drobnoustrojow dla
celow diagnostycznych wymaga, nawet obecnie, jego pasazowania na zwierzgtach doswiad-
czalnych. Dopiero 76 lat po odkryciu kretka bladego po raz pierwszy opracowano podtoze,
znane jako system hodowlany Fieldsteela, ktore umozliwito 100-krotny wzrost bakterii in
vitro. Jego gtdéwnymi sktadnikami sa komodrki nabtonka krolika (linia komérkowa Sf1Ep),
20% ptodowa surowica bydlgca i 0,63 mM ditiotreitol. Hodowla przebiega w warunkach
ubogotlenowych i temperaturze 33-34°C. W dotychczasowych obserwacjach liczba kretkow
rosta w sposob wyktadniczy do 10-15 dnia, a nastgpnie malata. Podwojenie liczby bakterii
uzyskano po 30-50 godzinach. Tak opracowane podioze odtworzyty inne grupy badawcze
i wykorzystywano je do oceny wrazliwosci kretkoOw na antybiotyki (4, 5, 6, 7). Dalsze
badania wykazaly, ze w trakcie hodowli ulega zmianie pH, potencjat redoksowy, stezenie
rozpuszczalnego tlenu, glukozy oraz liczba komorek nabtonka. Udato sig¢ rowniez przeniesé
zywe kretki blade z trzydniowej hodowli na kolejne podtoze, nie tracac ich wlasciwosci
wzrostu ani ruchu. Dtuzszy odstep (6 dni) powodowat, ze w kolejnej hodowli kretki rosty
wolniej, ale zachowywaly wlasciwosci ruchu (7). Stabilizacja warunkow hodowlanych
oraz krétsze przerwy pomigdzy pasazami powinny zapewni¢ utrzymanie zywotnosci bak-
terii w warunkach hodowli in vitro. Pomimo obiecujacych wynikow wstgpnych badan, po
dziesigciu latach brak jest prac na temat praktycznego zastosowania systemu Fieldsteela
do rutynowej diagnostyki kity.
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METODY AMPLIFIKACJI MATERIALU GENETYCZNEGO KRETKA

Poszukiwanie nowych metod bezposredniej diagnostyki kity byto stymulowane kilko-
ma czynnikami. Po pierwsze — niepowodzeniami, a w konsekwencji brakiem mozliwosci
rutynowej hodowli krgtka bladego na sztucznym podtozu dla celow diagnostycznych, nawet
w szczegblnych, klinicznie trudnych sytuacjach. Po drugie faktem, Zze dostepne obecnie
inne metody diagnostyki bezposredniej maja wady, ktore ograniczaja ich zastosowanie we
wszystkich okresach zakazenia, cechuja si¢ ponadto niska czutoscia (cpw), skomplikowana
procedura laboratoryjna (DFA, RIT), lub na rozstrzygajacy wynik trzeba czekac kilka tygodni
(RIT). Po trzecie, metody diagnostyki serologicznej, bedace obecnie podstawa rozpoznania
kity, nie sa w stanie w pelni zastapi¢ diagnostyki bezposredniej, a ponadto brakuje wérod
nich odczynu zapewniajacego jednocze$nie wysoka czuto$é i swoistos¢, powtarzalnosé
i jednoznaczny wynik po zakonczeniu leczenia. Interpretacja wynikéw odczynow serolo-
gicznych moze by¢ szczegdlnie trudna w kile uktadu nerwowego, kile wrodzonej i przy
wspotistniejacym zakazeniu HIV.

Nowe mozliwosci diagnostyki bezposredniej schorzen zakaznych otworzyto opracowanie
w 1988 r. metody amplifikacji DNA za pomoca termostabilnej polimerazy, dzigki czemu mozna
bylo powieli¢ sekwencje genetyczng ponad 10° razy (8). Metody amplifikacji genetycznej
zastosowano wkrotce do diagnostyki zakazen wywotanych przez rézne drobnoustroje, a na
poczatku lat 90. opracowano pierwsze polimerazowe reakcje tancuchowe (PCR), w ktdrych
amplifikowano fragmenty gendw kodujacych biatka blonowe kretka bladego o masie cza-
steczkowej 47 kD (tpp47) oraz tmpA (9, 10). Prog czutosci tych metod wynosit od 1 do 10
kretkow w badanym materiale (0,01 pg oczyszczonego DNA). Umozliwiaty wykrycie mate-
rialu genetycznego bakterii w surowicy, ptynie mézgowo-rdzeniowym, ptynie owodniowym,
a takze utrwalonym preparacie histologicznym, ale wypadly ujemnie w ptynie moézgowo-
rdzeniowym pacjentéw z porazeniem postepujacym. Przy pomocy tych metod nie udato si¢
odrozni¢ zakazenia T. pallidum subspecies pallidum od zakazenia T. pallidum subspecies
pertenue. Podjgto probe rozrdznienia tych podgatunkow kretka bladego na podstawie roéznic
w budowie nukleotydéw homologicznych gendw tpf-1 (7. pallidum subspecies pallidum) i tyf-1
(T. pallidum subspecies pertenue). Pomimo, ze w wigkszo$ci szczepow kretka zawierajacego
tpf-1 w pozycji 123 znajdowata si¢ adenina a tyf-1 guanina nie umozliwito to z catkowita
pewnoscia odroznienia czynnika etiologicznego kity od frambezji (11).

Kolejne opracowywane metody amplifikujace materiat genetyczny 7. pallidum subspe-
cies pallidum nie przewyzszalty czuloécia proby biologicznej i stuzyty do wykrywania genow
obecnych w komorce bakterii w pojedynczych kopiach: Tp39, a najczeséciej TpN47 (12, 13,
14). W 1997 r. przedstawiono metode amplifikacji fragmentu genu 16S rRNA (zawierajacego
366 par zasad), o ktorym wiadomo, Ze obecny jest w komorkach innych bakterii w ponad
1000 kopii, modyfikujac jednoczesnie metode amplifikacji (reverse transcriptase — RT-PCR)
(15). Prog czutosei tej metody byt 100-1000 razy nizszy niz metod istniejacych, rowniez
po zastosowaniu do badania ptynu moézgowo-rdzeniowego. Umozliwiata ona wykrycie
materiatu genetycznego kregtka w obecnos$ci inhibitorow PCR, ktore moga by¢ we krwi,
tkankach oraz ptynie mézgowo-rdzeniowym. Autorzy podkreslali mozliwos¢ zastosowania
tego odczynu do odrdznienia infekcji czynnej od infekcji przebytej i leczonej, poniewaz
RNA, jest degradowane znacznie szybciej niz DNA. Pomimo bardzo wysokiej swoistosci,
za pomoca tej metody nie udalto si¢ odro6zni¢ podgatunkow kretka bladego.
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W drugiej potowie lat 90. zaczgto wprowadzac¢ metody, ktore pozwalaty na jednoczesne
wykrycie w wydzielinie ze zmian skornych lub sluzowkowych materiatu genetycznego
drobnoustrojow odpowiedzialnych za najczgstsze owrzodzenia narzadow piciowych:
T. pallidum, Haemophilus (H.) ducreyi oraz HSV-1 i HSV-2 (multiplex-PCR — M-PCR)
(16). W tescie tym amplifikacji podlega fragment genu T. pallidum (240 par zasad) kodu-
jacego biatko 47-kD, glikoproteina B HSV 1 16S rRNA H. ducreyi. Do potwierdzenia kily
stosowano metode PCR (amplifikacja genu kodujacego biatko TpN39) oraz hodowle (HSV
i H. ducreyi). Czuto$¢ tej metody w wykrywaniu zakazenia krgtkiem bladym wynosita 91%,
a swoisto$¢ 99%, przewyzszajac parametry metody cpw, a zgodnos¢ z wynikami odczynu
VDRL (lub RRP) — 88% (16). W 2005 r. przedstawiono modyfikacj¢ tego testu poszerzona
0 mozliwo$¢ wykrycia materiatu genetycznego Chlamydia trachomatis (gen omp1/ompb),
umozliwiajac jednoczesne wykrycie ziarnicy wenerycznej pachwin (17).

Najnowsza modyfikacja PCR w diagnostyce kity jest amplifikacja polimerazy DNA
I (polA) (18). Cecha wyrozniajaca ten gen w komorkach 7. pallidum subspecies jest nie-
zmienna struktura, kodowanie biatka o duzej zawarto$ci cysteiny w stosunku do polimerazy
DNA innych drobnoustrojow (okoto 20-krotnie) oraz wystepujace cztery insercje. Wysoka
czutosc¢ 1 swoistos¢ testu (porownywalne z proba biologiczna), uproszczona metodyka oraz
dane dotyczace jego zastosowania we krwi, ptynie mézgowo-rdzeniowym i owodniowym,
zdaniem autorow pozwalaja na uzycie tego testu do rutynowej diagnostyki (18).

W ciagu ostatnich 15 lat opracowano rézne metody amplifikacji materialu genetycz-
nego kretka bladego, wykorzystujace rozne primery, bedace czgécia gendw o nie zawsze
dobrze poznanej funkcji (tab. 1). Swoistos¢ tych metod nie jest absolutna, czg$¢ materiatu

Tabela 1. Poréwnanie testow amplifikacji materialu genetycznego krgtka
Table 1. Comparison of Treponema pallidum nucleic acid amplification methods
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genetycznego stosowanego w amplifikacji ma homologi w innych bakteriach, zadna z nich
nie pozwala na odrdéznienie podgatunkow kretka bladego ani kretkdw patogennych od
saprofitycznych. Ich czuto$¢ rozni si¢ w zaleznosci od badanego materiatu i w tkankach
zawierajacych znikoma ilo§¢ kretkow bladych, np. pltynie moézgowo-rdzeniowym, moze by¢
nizsza niz RIT. Wigkszo$¢ tych metod wymaga dodatkowej fazy wzmocnienia sygnatu (np.
hybrydyzacji DNA, blottingu). Nalezy takze zwrdci¢ uwage na fakt, ze oceng nowo opra-
cowywanych metod amplifikacji genomu kretka bladego (takze ich czutosci i swoistosci)
przeprowadzano, porownujac ich wyniki z wynikami réznych innych metod: RIT, DFA,
M-PCR, odczynoéw serologicznych (12, 13, 14, 17), lub wcale nie przedstawiajac metod
poréwnawczych (9, 10). Problemy diagnostyczne moga takze wynika¢ ze zmiennosci ge-
netycznej kretka bladego (19).

Badan oceniajacych przydatno$¢ metod amplifikacji materiatu genetycznego kretka
do oceny skutecznos$ci leczenia jest niewiele (14, 20, 21). O ile test zakaznosci krélika
umozliwia stwierdzenie wylacznie zywych i wirulentnych bakterii, o tyle przy pomocy
PCR mozna wykry¢ materiat genetyczny zarowno kretkow zywych, jak i martwych. Czgs$¢
autorow stwierdzita, ze w surowicy oraz ptynie mézgowo-rdzeniowym niemowlat leczonych
z powodu wrodzonej kity uktadu nerwowego zar6wno wyniki RIT, jak i PCR, dodatnie
przed leczeniem, wypadaty ujemnie 2 do 7 miesigcy po zakonczeniu kuracji (14). Natomiast
inni badacze wykazali, ze u 5 sposrdéd 7 chorych z kita objawowa uktadu nerwowego po
adekwatnym leczeniu wciaz wykrywa si¢ DNA kretka (gen bmp, kodujacy biatko o masie
czasteczkowej 39-kDa), pomimo ustapienia objawdw klinicznych, nawet 21 miesigey po jego
zakonczeniu (20). Wynik PCR wypadt réwniez dodatnio, nawet 3 lata po leczeniu, u pigciu
z szesnastu pacjentow z bezobjawowa kita uktadu nerwowego. U kilku chorych wykrywano
materiat genetyczny kretka wytacznie po leczeniu. Na podstawie tych wynikoéw autorzy
sugerowali, ze metody amplifikacji DNA kretka bladego w plynie mézgowo-rdzeniowym
maja ograniczone zastosowanie do oceny skutecznos$ci leczenia kity uktadu nerwowego,
poniewaz czasteczka DNA jest bardzo stabilnym biopolimerem, mogacym przetrwac bardzo
dhlugo w tym materiale biologicznym (20). W eksperymentalnej kile krolika stwierdzono,
ze DNA kretkow martwych jest niewykrywalne w skorze oraz jadrach odpowiednio 151 10
dni po zakazeniu, DNA kretkow zywych — 7-30 dni po leczeniu, w zalezno$ci od miejsca
inokulacji. U krolikéw nieleczonych material genetyczny bakterii byt wykrywany w roznych
tkankach ponad 120 dni po zakazeniu. Wyniki otrzymane metoda PCR byty w 100% zgodne
z wynikami RIT. Autorzy zasugerowali, ze dodatni kretkowy PCR po uptywie kilku tygodni
po leczeniu wskazuje na niepowodzenie lecznicze (21).

PODSUMOWANIE

W praktyce klinicznej, do badan pacjentéw dla celow diagnostycznych stosuje sig,
jak dotad, M-PCR (17, 22, 23). Jego wartos¢ wydaje si¢ najwigksza w przypadkach kity
wczesnej, a szczegblnie - kity pierwszego okresu, do badania materiatu pobranego ze
zmian pierwotnych, w ktorych liczba kretkdéw jest stosunkowo duza (22x10° — 5,7x10°).
Prog czulosci tej metody wynosi 1 pg DNA (okoto 800 bakterii) i ma ona zadowalajace
parametry (czuto$¢ 1 swoistos¢) do badan skryningowych w zakaznym okresie kity, umoz-
liwiajac wykrycie zakazenia przed serokonwersja (17, 22, 23). Metoda PCR, bez wskazania
na jej konkretng odmiang, zostata polecona do diagnostyki kity wczesnej objawowej oraz
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kity wrodzonej (w materiale ze zmian skérnych, sluzowkowych, w tozysku) w zalecenia
europejskich (24).

Podsumowujac, rozwdj metod identyfikacji czynnika zakaznego kity przebiega powoli,
napotykajac na trudnosci. Wydaje si¢, ze duze nadzieje nalezy wiazaé¢ z metodami ampli-
fikacji materiatu genetycznego kretka bladego, chociaz poznanie jego pelnego genomu nie
wptynglo, jak dotad, znaczaco na ich rozwoj (25). Metody te wymagaja standaryzacji, a ich
przydatnos¢ w trudnych klinicznie sytuacjach, w szczegolnosci do diagnostyki kity uktadu
nerwowego niewatpliwie wymaga dalszych badan. Poszukuje si¢ wciaz najlepszych, sposrod
ponad 1000, genoéw kretka do amplifikacji.

A B Serwin, B Chodynicka

THE DIRECT DIAGNOSIS OF SYPHILIS - MODERN STANDARDS
AND DIRECTIONS OF DEVELOPMENT

SUMMARY

The methods of direct diagnosis of syphilis developed slowly, in contrast to dynamic
development of serological diagnosis of the disease. The authors present modern modes of
identification of Treponema pallidum and directions of their modifications. The cultivation
of Treponema pallidum in vitro, the different methods of nucleic acids amplifications and
their practical application are discussed.
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