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W pracy przedstawiono współczesne metody identyfikacji krętka 
bladego oraz najnowsze kierunki ich rozwoju. Poddano dyskusji próby 
hodowli krętka bladego na sztucznym podłożu, różne metody amplifikacji 
jego materiału genetycznego i ich praktyczne zastosowanie.
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WSTĘP

Minęło sto lat od zidentyfikowania krętka bladego (Treponema pallium subspecies 
pallidum – T. pallidum) jako czynnika etiologicznego kiły (1). Metody diagnostyki labora-
toryjnej kiły zaczęły rozwijać się bardzo dynamiczne wkrótce po tym odkryciu. Podstawą 
rozpoznania choroby, poza danymi ze starannie zebranego wywiadu, ewentualnymi odchy-
leniami w badaniu przedmiotowym są wyniki badań laboratoryjnych. Na ich dobór wpływa 
w znacznym stopniu fakt występowania w kile okresów objawowych i bezobjawowych. Jak 
w każdej chorobie zakaźnej, diagnostyka laboratoryjna powinna dążyć do wykrycia czyn-
nika etiologicznego. Krętek blady jest drobnoustrojem, który sprawia szereg problemów, 
między innymi jest bardzo wrażliwy na czynniki środowiska zewnętrznego, a największym 
jest trudność hodowli na sztucznym podłożu. Dlatego w praktyce, poza przypadkami kiły 
wczesnej objawowej, diagnostyka laboratoryjna tego schorzenia opiera się głównie na 
wynikach różnych odczynów serologicznych. 

Celem pracy jest przedstawienie współczesnych metod bezpośredniej diagnostyki kiły 
ze szczególnym uwzględnieniem wyników najnowszych badań, zmierzających do udosko-
nalenia sposobów identyfikacji krętka bladego i prób ich praktycznego zastosowania.

WSPÓŁCZEŚNIE STOSOWANE METODY DIAGNOSTYKI BEZPOŚREDNIEJ

Metodą, która jest najczęściej wykorzystywana w bezpośredniej diagnostyce kiły jest 
identyfikacja żywych drobnoustrojów na podstawie obserwacji ich morfologii i ruchu 
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w ciemnym polu widzenia mikroskopu świetlnego (cpw) (2). Materiałem badanym jest 
wydzielina z sączących zmian kiły pierwszego lub drugiego okresu. Czułość tej metody 
wynosi około 70-80% (próg czułości - około 105 bakterii/ml) i nawet trzykrotnie ujemny 
wynik nie rozstrzyga o wykluczeniu kiły. Ponadto ze względu na obecność krętków sapro-
fitycznych nie nadaje się do diagnostyki zmian zlokalizowanych w jamie ustnej i okolicy 
odbytu. Pomimo tych ograniczeń próbę wykrycia krętka bladego metodą cpw należy 
zawsze wykonać u chorych z podejrzeniem nabytej kiły wczesnej objawowej, kiły płodu 
i wrodzonej wczesnej.

W laboratoriach, dysponujących odpowiednim sprzętem oraz przeszkolonym persone-
lem, krętek blady można zidentyfikować za pomocą mono- lub poliwalentnych przeciwciał 
znakowanych izotiocjanianem fluoresceiny (direct immunofluorecence assay – DFA). 
Czułość i swoistość tej metody jest nieco wyższa niż cpw, a jej zasadnicza przewaga polega 
na możliwości wykrycia drobnoustroju nie tylko w wysięku, ale również w świeżym lub 
utrwalonym preparacie tkankowym (2). 

Inne, szybkie metody bezpośredniej identyfikacji krętka bladego, np. z wykorzysta-
niem techniki immunoenzymatycznej, nie przewyższają swoistością oraz czułością cpw 
ani DFA (3).

Próba biologiczna, czyli test zakaźności dla królika (rabbit infectivity test – RIT), 
pozostaje testem referencyjnym, zapewniającym najwyższą czułość i swoistość (zakażenie 
zwierzęcia 10 krętkami stymuluje powstanie przeciwciał przeciwkrętkowych), ale ze względu 
na wysoki koszt i skomplikowaną procedurę w polskich ośrodkach nie jest wykonywany 
dla celów diagnostycznych (2, 3).

HODOWLA KRĘTKA BLADEGO

Krętek blady jest jednym z niewielu drobnoustrojów, którego przez wiele lat nie udało 
się wyhodować na sztucznym podłożu. Utrzymywanie wirulentnych drobnoustrojów dla 
celów diagnostycznych wymaga, nawet obecnie, jego pasażowania na zwierzętach doświad-
czalnych. Dopiero 76 lat po odkryciu krętka bladego po raz pierwszy opracowano podłoże, 
znane jako system hodowlany Fieldsteela, które umożliwiło 100-krotny wzrost bakterii in 
vitro. Jego głównymi składnikami są komórki nabłonka królika (linia komórkowa Sf1Ep), 
20% płodowa surowica bydlęca i 0,63 mM ditiotreitol. Hodowla przebiega w warunkach 
ubogotlenowych i temperaturze 33-34°C. W dotychczasowych obserwacjach liczba krętków 
rosła w sposób wykładniczy do 10-15 dnia, a następnie malała. Podwojenie liczby bakterii 
uzyskano po 30-50 godzinach. Tak opracowane podłoże odtworzyły inne grupy badawcze 
i wykorzystywano je do oceny wrażliwości krętków na antybiotyki (4, 5, 6, 7). Dalsze 
badania wykazały, że w trakcie hodowli ulega zmianie pH, potencjał redoksowy, stężenie 
rozpuszczalnego tlenu, glukozy oraz liczba komórek nabłonka. Udało się również przenieść 
żywe krętki blade z trzydniowej hodowli na kolejne podłoże, nie tracąc ich właściwości 
wzrostu ani ruchu. Dłuższy odstęp (6 dni) powodował, że w kolejnej hodowli krętki rosły 
wolniej, ale zachowywały właściwości ruchu (7). Stabilizacja warunków hodowlanych 
oraz krótsze przerwy pomiędzy pasażami powinny zapewnić utrzymanie żywotności bak-
terii w warunkach hodowli in vitro. Pomimo obiecujących wyników wstępnych badań, po 
dziesięciu latach brak jest prac na temat praktycznego zastosowania systemu Fieldsteela 
do rutynowej diagnostyki kiły. 
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METODY AMPLIFIKACJI MATERIAŁU GENETYCZNEGO KRĘTKA

Poszukiwanie nowych metod bezpośredniej diagnostyki kiły było stymulowane kilko-
ma czynnikami. Po pierwsze – niepowodzeniami, a w konsekwencji brakiem możliwości 
rutynowej hodowli krętka bladego na sztucznym podłożu dla celów diagnostycznych, nawet 
w szczególnych, klinicznie trudnych sytuacjach. Po drugie faktem, że dostępne obecnie 
inne metody diagnostyki bezpośredniej mają wady, które ograniczają ich zastosowanie we 
wszystkich okresach zakażenia, cechują się ponadto niską czułością (cpw), skomplikowaną 
procedurą laboratoryjną (DFA, RIT), lub na rozstrzygający wynik trzeba czekać kilka tygodni 
(RIT). Po trzecie, metody diagnostyki serologicznej, będące obecnie podstawą rozpoznania 
kiły, nie są w stanie w pełni zastąpić diagnostyki bezpośredniej, a ponadto brakuje wśród 
nich odczynu zapewniającego jednocześnie wysoką czułość i swoistość, powtarzalność 
i jednoznaczny wynik po zakończeniu leczenia. Interpretacja wyników odczynów serolo-
gicznych może być szczególnie trudna w kile układu nerwowego, kile wrodzonej i przy 
współistniejącym zakażeniu HIV. 

Nowe możliwości diagnostyki bezpośredniej schorzeń zakaźnych otworzyło opracowanie 
w 1988 r. metody amplifikacji DNA za pomocą termostabilnej polimerazy, dzięki czemu można 
było powielić sekwencję genetyczną ponad 106 razy (8). Metody amplifikacji genetycznej 
zastosowano wkrótce do diagnostyki zakażeń wywołanych przez różne drobnoustroje, a na 
początku lat 90. opracowano pierwsze polimerazowe reakcje łańcuchowe (PCR), w których 
amplifikowano fragmenty genów kodujących białka błonowe krętka bladego o masie czą-
steczkowej 47 kD (tpp47) oraz tmpA (9, 10). Próg czułości tych metod wynosił od 1 do 10 
krętków w badanym materiale (0,01 pg oczyszczonego DNA). Umożliwiały wykrycie mate-
riału genetycznego bakterii w surowicy, płynie mózgowo-rdzeniowym, płynie owodniowym, 
a także utrwalonym preparacie histologicznym, ale wypadły ujemnie w płynie mózgowo-
rdzeniowym pacjentów z porażeniem postępującym. Przy pomocy tych metod nie udało się 
odróżnić zakażenia T. pallidum subspecies pallidum od zakażenia T. pallidum subspecies 
pertenue. Podjęto próbę rozróżnienia tych podgatunków krętka bladego na podstawie różnic 
w budowie nukleotydów homologicznych genów tpf-1 (T. pallidum subspecies pallidum) i tyf-1 
(T. pallidum subspecies pertenue). Pomimo, że w większości szczepów krętka zawierającego 
tpf-1 w pozycji 123 znajdowała się adenina a tyf-1 guanina nie umożliwiło to z całkowitą 
pewnością odróżnienia czynnika etiologicznego kiły od frambezji (11).

Kolejne opracowywane metody amplifikujące materiał genetyczny T. pallidum subspe-
cies pallidum nie przewyższały czułością próby biologicznej i służyły do wykrywania genów 
obecnych w komórce bakterii w pojedynczych kopiach: Tp39, a najczęściej TpN47 (12, 13, 
14). W 1997 r. przedstawiono metodę amplifikacji fragmentu genu 16S rRNA (zawierającego 
366 par zasad), o którym wiadomo, że obecny jest w komórkach innych bakterii w ponad 
1000 kopii, modyfikując jednocześnie metodę amplifikacji (reverse transcriptase – RT-PCR) 
(15). Próg czułości tej metody był 100-1000 razy niższy niż metod istniejących, również 
po zastosowaniu do badania płynu mózgowo-rdzeniowego. Umożliwiała ona wykrycie 
materiału genetycznego krętka w obecności inhibitorów PCR, które mogą być we krwi, 
tkankach oraz płynie mózgowo-rdzeniowym. Autorzy podkreślali możliwość zastosowania 
tego odczynu do odróżnienia infekcji czynnej od infekcji przebytej i leczonej, ponieważ 
RNA, jest degradowane znacznie szybciej niż DNA. Pomimo bardzo wysokiej swoistości, 
za pomocą tej metody nie udało się odróżnić podgatunków krętka bladego.
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W drugiej połowie lat 90. zaczęto wprowadzać metody, które pozwalały na jednoczesne 
wykrycie w wydzielinie ze zmian skórnych lub śluzówkowych materiału genetycznego 
drobnoustrojów odpowiedzialnych za najczęstsze owrzodzenia narządów płciowych: 
T. pallidum, Haemophilus (H.) ducreyi oraz HSV-1 i HSV-2 (multiplex-PCR – M-PCR) 
(16). W teście tym amplifikacji podlega fragment genu T. pallidum (240 par zasad) kodu-
jącego białko 47-kD, glikoproteina B HSV i 16S rRNA H. ducreyi. Do potwierdzenia kiły 
stosowano metodę PCR (amplifikacją genu kodującego białko TpN39) oraz hodowle (HSV 
i H. ducreyi). Czułość tej metody w wykrywaniu zakażenia krętkiem bladym wynosiła 91%, 
a swoistość 99%, przewyższając parametry metody cpw, a zgodność z wynikami odczynu 
VDRL (lub RRP) – 88% (16). W 2005 r. przedstawiono modyfikację tego testu poszerzoną 
o możliwość wykrycia materiału genetycznego Chlamydia trachomatis (gen omp1/ompb), 
umożliwiając jednoczesne wykrycie ziarnicy wenerycznej pachwin (17).

Najnowszą modyfikacją PCR w diagnostyce kiły jest amplifikacja polimerazy DNA 
I (polA) (18). Cechą wyróżniającą ten gen w komórkach T. pallidum subspecies jest nie-
zmienna struktura, kodowanie białka o dużej zawartości cysteiny w stosunku do polimerazy 
DNA innych drobnoustrojów (około 20-krotnie) oraz występujące cztery insercje. Wysoka 
czułość i swoistość testu (porównywalne z próbą biologiczną), uproszczona metodyka oraz 
dane dotyczące jego zastosowania we krwi, płynie mózgowo-rdzeniowym i owodniowym, 
zdaniem autorów pozwalają na użycie tego testu do rutynowej diagnostyki (18). 

W ciągu ostatnich 15 lat opracowano różne metody amplifikacji materiału genetycz-
nego krętka bladego, wykorzystujące różne primery, będące częścią genów o nie zawsze 
dobrze poznanej funkcji (tab. 1). Swoistość tych metod nie jest absolutna, część materiału 

Tabela 1. Porównanie testów amplifikacji materiału genetycznego krętka
Table 1. Comparison of Treponema pallidum nucleic acid amplification methods 

p m-r – płyn mózgowo-rdzeniowy, p o – płyn owodniowy, s – surowica, b w c – bioptat węzła chłon-
nego, k – krew pełna, w – wysięk z dna owrzodzeń, p h – preparat histologiczny
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genetycznego stosowanego w amplifikacji ma homologi w innych bakteriach, żadna z nich 
nie pozwala na odróżnienie podgatunków krętka bladego ani krętków patogennych od 
saprofitycznych. Ich czułość różni się w zależności od badanego materiału i w tkankach 
zawierających znikomą ilość krętków bladych, np. płynie mózgowo-rdzeniowym, może być 
niższa niż RIT. Większość tych metod wymaga dodatkowej fazy wzmocnienia sygnału (np. 
hybrydyzacji DNA, blottingu). Należy także zwrócić uwagę na fakt, że ocenę nowo opra-
cowywanych metod amplifikacji genomu krętka bladego (także ich czułości i swoistości) 
przeprowadzano, porównując ich wyniki z wynikami różnych innych metod: RIT, DFA, 
M-PCR, odczynów serologicznych (12, 13, 14, 17), lub wcale nie przedstawiając metod 
porównawczych (9, 10). Problemy diagnostyczne mogą także wynikać ze zmienności ge-
netycznej krętka bladego (19). 

Badań oceniających przydatność metod amplifikacji materiału genetycznego krętka 
do oceny skuteczności leczenia jest niewiele (14, 20, 21). O ile test zakaźności królika 
umożliwia stwierdzenie wyłącznie żywych i wirulentnych bakterii, o tyle przy pomocy 
PCR można wykryć materiał genetyczny zarówno krętków żywych, jak i martwych. Część 
autorów stwierdziła, że w surowicy oraz płynie mózgowo-rdzeniowym niemowląt leczonych 
z powodu wrodzonej kiły układu nerwowego zarówno wyniki RIT, jak i PCR, dodatnie 
przed leczeniem, wypadały ujemnie 2 do 7 miesięcy po zakończeniu kuracji (14). Natomiast 
inni badacze wykazali, że u 5 spośród 7 chorych z kiłą objawową układu nerwowego po 
adekwatnym leczeniu wciąż wykrywa się DNA krętka (gen bmp, kodujący białko o masie 
cząsteczkowej 39-kDa), pomimo ustąpienia objawów klinicznych, nawet 21 miesięcy po jego 
zakończeniu (20). Wynik PCR wypadł również dodatnio, nawet 3 lata po leczeniu, u pięciu 
z szesnastu pacjentów z bezobjawową kiłą układu nerwowego. U kilku chorych wykrywano 
materiał genetyczny krętka wyłącznie po leczeniu. Na podstawie tych wyników autorzy 
sugerowali, że metody amplifikacji DNA krętka bladego w płynie mózgowo-rdzeniowym 
mają ograniczone zastosowanie do oceny skuteczności leczenia kiły układu nerwowego, 
ponieważ cząsteczka DNA jest bardzo stabilnym biopolimerem, mogącym przetrwać bardzo 
długo w tym materiale biologicznym (20). W eksperymentalnej kile królika stwierdzono, 
że DNA krętków martwych jest niewykrywalne w skórze oraz jądrach odpowiednio 15 i 10 
dni po zakażeniu, DNA krętków żywych – 7-30 dni po leczeniu, w zależności od miejsca 
inokulacji. U królików nieleczonych materiał genetyczny bakterii był wykrywany w różnych 
tkankach ponad 120 dni po zakażeniu. Wyniki otrzymane metodą PCR były w 100% zgodne 
z wynikami RIT. Autorzy zasugerowali, że dodatni krętkowy PCR po upływie kilku tygodni 
po leczeniu wskazuje na niepowodzenie lecznicze (21).

PODSUMOWANIE

W praktyce klinicznej, do badań pacjentów dla celów diagnostycznych stosuje się, 
jak dotąd, M-PCR (17, 22, 23). Jego wartość wydaje się największa w przypadkach kiły 
wczesnej, a szczególnie - kiły pierwszego okresu, do badania materiału pobranego ze 
zmian pierwotnych, w których liczba krętków jest stosunkowo duża (22x103 – 5,7x106). 
Próg czułości tej metody wynosi 1 pg DNA (około 800 bakterii) i ma ona zadowalające 
parametry (czułość i swoistość) do badań skryningowych w zakaźnym okresie kiły, umoż-
liwiając wykrycie zakażenia przed serokonwersją (17, 22, 23). Metoda PCR, bez wskazania 
na jej konkretną odmianę, została polecona do diagnostyki kiły wczesnej objawowej oraz 
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kiły wrodzonej (w materiale ze zmian skórnych, śluzówkowych, w łożysku) w zalecenia 
europejskich (24).

Podsumowując, rozwój metod identyfikacji czynnika zakaźnego kiły przebiega powoli, 
napotykając na trudności. Wydaje się, że duże nadzieje należy wiązać z metodami ampli-
fikacji materiału genetycznego krętka bladego, chociaż poznanie jego pełnego genomu nie 
wpłynęło, jak dotąd, znacząco na ich rozwój (25). Metody te wymagają standaryzacji, a ich 
przydatność w trudnych klinicznie sytuacjach, w szczególności do diagnostyki kiły układu 
nerwowego niewątpliwie wymaga dalszych badań. Poszukuje się wciąż najlepszych, spośród 
ponad 1000, genów krętka 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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