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1. ABSTRAKT

Cil prace: Prace byla tvorena teoretickym souhrnem informaci o onemocnéni syfilis
a jeho diagnostice. Ddle byla tvofena experimentalni ¢asti, jejimz cilem bylo porovnat
vysledky hodnoceni manualniho a automatického provedeni netreponemového testu.
Hodnoceni bylo porovnavdno ve tfech skupinach pacientl. Prvni skupinu tvofili
pacienti s ¢erstvym zachytem syfilis, druhou pacienti jiz 1é¢eni se syfilis a tfeti skupinu
tvorili pacienti s negativnim nalezem syfilis. DalSim cilem bylo zhodnotit shodu
rozitazeni vzorkl na negativni a pozitivni, bez ohledu na titr protilatek. Cilem bylo také
zhodnotit opakovatelnost a reprodukovatelnost automatického hodnoceni RPR pomoci

analyzatoru AIX1000.

Metody: Studie byla uskute¢néna v Narodni referencni laboratofi pro syfilis se vzorky
zaslanymi ke konfirmaci. Do studie bylo zafazeno 170 vzorkd, z nichz 50 vzork( bylo
od léCenych pacientld, 20 od negativnich a 100 od pacientd s Cerstvym zachytem.
Pro manualni hodnoceni byla pouZita metoda VDRL (Dialab s.r.o.), pro automatické
hodnoceni byl pouzit analyzdtor AIX1000 (Gold Standard Diagnostics). Test
opakovatelnosti automatického hodnoceni byl proveden méfenim vzorku ve dvou
tésné po sobé jdoucich bézich za stejnych podminek. Test reprodukovatelnosti byl

proveden mérenim jednoho vzorku, riznymi pracovniky a v rizné dny.

Vysledky: V souboru vsech 170 vzork( byl zjistén statisticky vyznamny posun
(p<0,001), titry automatického hodnoceni vykazovaly nizs$i hodnoty nez manudlni
hodnoceni. Posun byl patrny ve skupiné |éfenych pacientd (p<0,001) i pacientu
s Cerstvym zachytem (p<0,001). Ve skupiné negativnich pacientl byla absolutni shoda.
Pfi hodnoceni rozfazeni na negativni/pozitivni, bez ohledu na titr, byl zjistén statisticky
vyznamny posun v celkovém souboru vzorkd (p=0,006). Ve skupiné lécenych pacientl
byl posun patrny, ale nebyl statisticky vyznamny (p=0,063), ve skupiné negativnich
vzorkd byla absolutni shoda, ve skupiné pacientl s ¢erstvym zachytem nebyl zjiStén
statisticky vyznamny posun (p=0,125). Shoda pfi hodnoceni opakovatelnosti a
reprodukovatelnosti automatického hodnoceni za pouziti analyzatoru AIX1000 byla

100 %.



Zavér: Automatické hodnoceni netreponemovych testl vykazovalo niZsi titry neZ
hodnoceni manualni v celkovém souboru vzork(, ve skupiné |éfenych pacientl
a ve skupiné pacientll s cerstvym zachytem. Ve skupiné negativnich vzorkd byla
absolutni shoda. Hodnoceni rozfazeni na negativni/pozitivni bez ohledu na titr bylo
shodné ve skupiné negativnich pacientl a pacient(l s ¢erstvym zachytem. Patrny, nikoli
vSak statisticky vyznamny, posun byl rovnéZ u pacientd jiz |é¢enych. Hodnoceni
opakovatelnosti a reprodukovatelnosti AIX1000 vykazovalo 100 % shodu. Obé metody
jsou plnohodnotné vyuzitelné pro diagnostiku, jelikoz odrazeji skalu rozlozeni titru

v pribéhu [éCby.

Klicova slova: syfilis, VDRL, RPR, automaticky analyzdtor, netreponemové testy,

AIX1000



2. ABSTRACT

Background: The thesis consisted of a theoretical summary of information about
the syphilis disease and its diagnosis. Furthermore, it consisted of an experimental
part, theaim of which was to compare the evaluation results of manual and
instrumental performance of the nontreponemal test. The evaluation was compared in
three groups of patients. The first group consisted of patients with a recent diagnosis
of syphilis, the second group consisted of patients already treated for syphilis, and the
third group consisted of patients with a negative test for syphilis. Another aim was to
evaluate the agreement of sorting the samples into negative and positive, regardless
of the antibody titer. The aim was also to evaluate the repeatability and reproducibility

of the automatic RPR assessment using the AIX1000 analyzer.

Methods: The study was performed at the National Syphilis Reference Laboratory
with samples sent for confirmation. 170 samples were included in the study, of which
50 samples were from treated patients, 20 from negative and 100 from patients with
a recent diagnosis of syphilis. The VDRL method (Dialab s.r.o.) was used for manual
evaluation, the AIX1000 analyzer (Gold Standard Diagnostics) was used for automatic
evaluation. The repeatability test of the automatic evaluation was performed
by measuring the sample in two closely consecutive runs under the same conditions.
The reproducibility test was performed by measuring one sample, by different workers

and on different days.

Results: A statistically significant shift (p<0.001) was detected in the set of all 170
samples, the titers of the instrumental evaluation showed lower values than the
manual evaluation. The shift was evident in the group of treated patients (p<0.001) as
well as patients with a recently diagnosed syphilis (p<0.001). There was absolute
agreement in the group of negative patients. When evaluating the negative/positive
classification, regardless of the titer, a statistically significant shift was detected in the
total set of samples (p=0.006). In the group of treated patients, the shift was

noticeable, but not statistically demonstrable (p=0.063), in the group of negative



samples there was absolute agreement, in the group of patients with a recent
diagnosis, no statistically significant shift was detected (p=0.125). Agreement in

repeatability and reproducibility assessment using AIX1000 was 100%.

Conclusions: Instrumental evaluation of non-treponemal tests showed lower titers
than manual evaluation in the total sample set, in the group of treated patients and in
the group of patients with recent syphilis. There was absolute agreement in the group
of negative samples. The evaluation of negative/positive classification, regardless
of titer, was the same in the group of negative patients and patients with a recently
diagnosed syphilis. A noticeable, but not statistically significant, shift was also seen in
patients already treated. The repeatability and reproducibility test of AIX1000 showed
100 % agreement. Both methods are fully usable for diagnosis, as they reflect the

range of titer distribution during treatment.

Key words: syphilis, VDRL, RPR, automatic analyzer, nontreponemal tests, AIX1000



3. UvoD

Syfilis, neboli lues ¢i pfijice, je dlouho zndmé sexualné prenosné onemocnéni.
Prvni epidemie se v Evropé vyskytla na konci 15. stoleti. Historicky prvni konkrétni

popis nemoci, véetné sexualniho zplsobu prenosu, byl publikovany v roce 1547. [1,2]

Po obdobi sniZzovani poctu pripadl syfilis incidence tohoto onemocnéni
v poslednich letech opét stoupd. Zatimco v roce 1990 bylo v Ceské republice hlaseno

164 pripad(, v roce 2019 jiz bylo hlaseno 879 ptipadu syfilis. [3, 4]

Onemocnéni syfilis maze vést, pokud neni lé¢eno, kvyznamnému ohroZeni
zdravotniho stavu jedince. Infekce prenesend z matky na plod muZe zplsobit vazné
poskozeni plodu, které kon¢i ¢asto fatdlné, nebo narozenim ditéte s vrozenou syfilis.
Zivot dospélého nebo ditéte tak mlZe byt vohroZeni, proto je v€asnad a presna
diagnostika onemocnéni velmi dllezitd. Diagnostika se provadi kombinaci vicero
metod, mezi nimiz maji netreponemové testy nezastupitelné misto. V pfipadé
pozitivniho nebo hrani¢niho vysledku vzorku je nutnd jeho konfirmace v Ndarodni

referencni laboratofi pro syfilis, ktera sidli ve Statnim zdravotnim ustavu.

Stejné jako v jinych oblastech laboratorni diagnostiky, také v oblasti diagnostiky
syfilis dochazi krozvoji automatizace. Hlavnim ddvodem je eliminace chyb
zpusobenych vlivem lidského faktoru, redukce ¢asu potfebného pro provedeni analyzy
a zamezeni subjektivniho vlivu na hodnoceni. Automatizace tak muiZe v mnoha

pripadech vést k zefektivnéni prace a k objektivnéjsim vysledkiim.
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4. ZADANI - CiL PRACE

V prvnim Useku teoretické ¢&asti prace jsou shrnuty zakladni informace
o onemocnéni syfilis. Zejména informace o puvodci nemoci a pribéhu syfilis. Druhy
usek teoretické casti je zaméren na diagnostiku tohoto onemocnéni a popis
jednotlivych metod. Detailnéji jsou pak popsdny netreponemové testy s manudlnim

a automatickym provedenim.

Primdarnim cilem této prdce je porovnat manudlni a automatické hodnoceni
netreponemovych testll u tfi rlznych skupin pacientld. Cilem je porovnat vysledky
ve skupiné pacientl bez prokazané syfilis, ve skupiné pacient(i s ¢erstvym zachytem
onemocnéni a ve skupiné jiz |éCenych pacientli. DalsSim cilem je urcit, jak se obé
hodnoceni shodnou v rozfazeni vzorkl na negativni a pozitivni, bez ohledu na titr.
Pro manualni hodnoceni je pouzit test VDRL (Dialab s.r.o0.), pro automatické hodnoceni
RPR je pouzit analyzator AIX1000 (Gold Standard Diagnostics, Davis, Kalifornie, USA).
Soucdsti experimentu je také hodnoceni opakovatelnosti a reprodukovatelnosti
automatického hodnoceni pomoci analyzatoru AIX1000. Vysledné hodnoty

jsou statisticky zpracovany a uvedeny v tabulkach.
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5. TEORETICKA CAST

5.1 Syfilis

Syfilis je zadvainé sexualné pfenosné onemocnéni, které se vyskytuje celosvétové.
V Ceské republice tato infekce podléha povinnému hlaseni Krajské hygienické stanici,
ktera vklada pfislusna data do Ndarodniho registru pohlavnich nemoci (RPN). Hlavnim
U¢elem je monitorovani syfilis a dalSich vybranych nemoci na Gzemi CR, sledovani

zdravotniho stavu obyvatel a posuzovani epidemiologické situace. [5,6]

Pfesto, Ze se béhem poslednich desetileti 20. stoleti incidence syfilis ve svété
snizovala, dochazi nyni v mnoha zemich opét k vzestupu. Proti tomuto onemocnéni
neexistuje vakcinace. Jedinou prevenci je bezpecné sexualni chovani, které zahrnuje
pouzivani ochrany béhem pohlavniho styku a vyhybani se promiskuité. Zvlasté
ohroZeni jsou muZi majici sex s muzi, toxikomani a lidé s HIV. Onemocnéni je dobre

[éCitelné, pti zanedbani |é¢by vSak mlzZe kondit fatalné. [7, 8]

5.1.1 Plvodce a prenos

Pavodcem syfilis je bakterie Treponema pallidum subsp. pallidum (TPP)
(viz Obrazek 1). Jednd se o patogenni gramnegativni spirochetu, kterd je 5-15 nm
dlouhd; 0,09-0,18 nm Sirokd a ma tvar pravidelnych zavitd. TPP se lisi od jinych
gramnegativnich bakterii usporadanim zevni membrany. Specifické treponemové
antigeny jsou zakotveny ve vnitfni fosfolipidové vrstvé a zevné jsou exponovany jen
velmi zfidka. Nizkd frekvence povrchové lokalizovanych proteinli muize pomahat
treponemdam unikat imunitni odpovédi organismu. Antigenni variace také mohou vést
k subpopulaci spirochet, které jsou odolné vaci fagocytéze makrofagu.
Mikroorganismus se pohybuje rotaci a vyvrtkovym pohybem. Pro TPP je typicky vinity
a lomivy pohyb kolem stfedu, coZ je charakteristicky rys pro odliSeni TPP od jinych
nepatogenich treponem pfi mikroskopovani vtemném poli. Charakter pohybu je vSak
do znacné miry zavisly na okolnim prostiedi (vazkost tekutiny, mikroskopické prekazky
apod.). Pfirozenym hostitelem této bakterie je pouze clovék. Pro laboratorni ucely

se mlZe provadét intratestikularni inokulace kralika, krfecka nebo subhumdnniho
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primata. Treponema je velmi citlivd na vysychani, zvySenou teplotu, UV zarfeni a okolni
tenzi kysliku. Tyto vlastnosti sniZzuji pravdépodobnost preziti bakterie mimo

organismus, proto je k pfenosu potrebny tésny kontakt. [2, 9, 10]

Obrazek 1 - Treponema pallidum subsp. pallidum [11]

K pfenosu dochdzi primarné pohlavnim stykem. Pfi sexualnim kontaktu
pronikne bakterie malymi odérkami na k(zi a na sliznici do téla. V misté vstupu infekce
se poté vytvali nebolestivd indurovand léze. Treponemata maji také schopnost
prochazet placentou, v dlsledku ¢ehoZz dochazi k prenosu infekce z matky na plod.
Z tohoto dlvodu je téhotnym Zendm provadén screeningovy test na syfilis béhem prvni
prenatalni prohlidky a v 28. tydnu téhotenstvi. Mozny je také prenos kontaktem
s aktivnimi |ézemi ¢i krevni transfuzi. Toto riziko je ovsem znacné eliminovdno
pravidelnym laboratornim vysetfenim darcl a také tim, Ze tato bakterie neni schopna
za podminek v krevni bance prezit déle nez 24 az 48 hodin. U zdravotnického
personadlu je také moznd ndkaza pfi poranéni jehlou nebo pfi zachazeni s infikovanym

materidlem, pokud nedodrzi zakladni pravidla BOZP. [2, 12, 13, 14, 15]
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5.1.2 Patogeneze

Vrozmezi hodin az dnl po tom, co TPP prekona neporusenou sliznici
nebo projde pres porusenou kizi, vstupuje do lymfatického a krevniho obéhu. V prvni
fazi dochazi klokdlnimu mnozeni TPP, které je velmi pomalé. V pfipadé
dosazZeni dostatec¢né kvantitativni hodnoty se nasledné Sifi po celém téle a témér
vSechny organy, zvlasté CNS, mohou byt napadeny. Pocet mikroorganism, ktery vede
k rozvoji infekce, se u kazdého pacienta lisi. U kralik( Ize ale obecné fici, Ze uz 4 az 8
spirochet vede k rozvoji infekce. Klinickd Iéze se objevi, pokud je dosazeno koncentrace
pFiblizné 107 bakterii/mg tkané. Za rozvoj chronické infekce je zodpovédny, stejné jako

u jinych chronickych infekci, presmyk z dominantni Th1 odpovédi na Th; odpovéd. [2]

V prvnich dvou tydnech po infekci se tvofi antikardiolipinové protilatky,
kterym se také fFikd reaginy. Tyto nespecifické protilatky jsou namifené proti
kardiolipinu, ktery je obsazen v membrané TPP. Kardiolipin se také ve velkém mnozstvi
vyskytuje v mitochondridlni membrané lidskych bunék a pti probihajicim zdnétu je
uvolfiovan. Hladiny antitreponemovych protilatek narlstaji pfiblizné 5. tyden po
infekci. 1gG protildtky pretrvavaji vorganismu po cely Zivot, nezajistuji vsak

dlouhodobou ochrannou funkci proti reinfekci syfilis. [2, 16, 17]

5.1.3 Pribéh

Onemocnéni syfilis ma velmi mnohotvarnou skalu projev, které jsou typické
pro urcité faze onemocnéni. Diky variabilnim klinickym projevim, pfipominajicim jiné
klinické jednotky, ziskala tato infekce prezdivku ,velky imitator”. Mlzeme rozliSovat
syfilis ziskanou a syfilis vrozenou. Z hlediska ¢asového priibéhu infekce mizeme délit
syfilis na ¢asnou formu a pozdni formu. Faze ¢asné formy probihaji béhem prvniho

roku onemocnéni. [2, 18]

5.1.3.1 Primarni stadium

Ptiblizné po 3 tydnech od ndkazy vznikd v misté vstupu infekce tvrdy vied (ulcus
durum). Vied se mlzZe vyskytovat samostatné, nebo jich miZe byt vice. Nejcastéji

se vyskytuje v oblastech genitalii, Ust nebo rekta a dosahuje velikosti 1 mm az 2 cm
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(viz Obrazek 2). Jelikoz je vied vétSinou nebolestivy a mlzZe se objevovat na skrytych
mistech, jako je napfiklad déloZni Cipek, pacient ho nemusi zaznamenat. Priblizné paty
tyden od infekce dochazi k nebolestivému zdufeni uzlin. Tyto projevy mohou byt
snadno zaménény s jinou infekci. V této dobé jiz dochazi k pozitivité sérologickych
testu. Jestlize nedojde k zahdjeni IéCby, onemocnéni prechazi do sekundarniho stadia.

[10, 18, 19, 20, 21]

Obrazek 2 — Ulcus durum [22]

5.1.3.2 Sekundarni stadium

Sekundarni stadium se rozviji pfiblizné desaty tyden od ndkazy. Organismus je
v tuto chvili zaplaven treponematy a objevuje se Unava, subfebrilie a artralgie. Typické
jsou kozni exantémy a enantémy, které mohou mit rlznou podobu a vyskytovat se na
raznych Castech téla, véetné plosek nohou a dlani rukou. Prikladem podob exantému
a enantému u syfilis je makuldzni forma (roseola syphylitica), papulézni forma nebo
condylomata lata, projevujici se zejména na vlhkych a teplych mistech. Exantém je
vétsinou nesvédivy a neolupuje se. Vzniklé erose jsou velmi nakazlivé. V této fazi jsou
pozitivni specifické i nespecifické sérologické testy. Zavaznou formou sekundarni syfilis
je lues maligna, ktera se velmi vzacné objevuje u imunosuprimovanych pacientd. Léze
maji ulceronoduldrni vzhled a nejéastéji postihuji trup a konéetiny. [18, 20, 21,23, 24,

25]

5.1.3.3 Latentni stadium

| pfi neléeni dochdzi po sekundarnim stadiu k vymizeni pfiznakd a nastdva
obdobi latence. V tuto chvili je diagnostika mozna pouze sérologicky, specifické testy

zGstavaji pozitivni. MUzZzeme rozliSovat latenci ¢asnou a pozdni. Dle Centers for Disease
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Control and Prevention (CDC) ¢asnd latence nastava do 1 roku od ndkazy, pozdéji je jiz
povazovana za pozdni latenci. Dle Mezindrodni klasifikace nemoci, ktera vychazi
z klasifikace Svétové zdravotnické organizace (WHO), je jako ¢asna latence povazované
obdobi do dvou let od nakazy. Pozdéji uz hovotime o latenci pozdni, kterd mUze trvat i
vice nei 20 let. Podle této klasifikace se fidi také Ceska republika. Zatimco v obdobi
Casné latence mUzZe byt pacient infekéni, v obdobi pozdni latence jiz neni povaZzovan za
nakazlivého. Az 90 % relapst se objevuje béhem prvniho roku. V pfipadé, zZe je
v latentni fazi téhotna Zena, mlze dojit k ndkaze plodu. Pozdni latentni syfilis mUze, ale

nemusi, vyustit v tercidrni syfilis. [2, 18, 19, 20, 21, 26]

5.1.3.4 Terciarni stadium

Terciarni stadium muzZe nastoupit 5-30 let po infekci a manifestuje se v jedné
formé nebo v kombinaci vicero forem. Vtéto fazi jiz neni pacient infekéni, zatéz
patogeny je nizka, ale je pfitomna silnd imunitni reakce. Tercidrni syfilis se mize
projevovat jako gumma, neurosyfilis nebo kardiovaskuldrni syfilis. V sou¢asné dobé je
vyskyt terciarni formy velmi vzacny, divodem je uzivani antibiotik, disledna péce

a lepsi imunokompetentnost populace ve vyspélych zemich. [10, 18, 21, 27]

Gumma je charakteristické granulomatéznim postizenim klze, lebky a dlouhych
kosti, kdy dochazi k tvorbé zanétlivych lozZisek vzacné rezultujici do otevienych viedu.
Tato loZiska se mohou vytvaret také na vnitfnich organech. V soucasné dobé

se vyskytuje jen zfidka. [18, 20]

Kardiovaskularni syfilis se pfed zavedenim antibiotik do bézné praxe objevovala
az ul0% pacientll s neléCenou syfilis. PostiZeny mohou byt vSechny cévy,
ale v nejvétsim ohrozZeni je aorta a korondrni arterie. Nasledkem muze byt aZ ruptura
aneuryzmat. [20]

Neurosyfilis se mulze projevit jak v primarnim a sekundarnim stadiu,
Treponemata jsou schopna proniknout do CNS jiz v prvnich hodindch po vstupu
do organismu. Podstatnou roli v patogenezi hraje jak neuroinvazivita kmene TPP,
tak imunoreaktivita pacienta. Neurosyfilis miZzeme délit na ¢asnou (asymptomatickou,

meningedlni, meningovaskuldrni) a pozdni (parenchymatdzni progresivni paralyza,
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tabes dorsalis). Az u 40 % pacientll mUZe neurosyfilis probihat asymptomaticky,
kdy dochazi pouze k abnormalnimu nalezu v likvoru. Tento nalez muiZe do dvou let
spontanné vymizet. Pouze pfiblizné v5 % prechdzi v manifestni neurosyfilis,
a to zejména u imunodeficitnich jedincl a pacientl s infekci HIV. Syfilitickd meningitida
je charakterizovand pfitomnosti meningealnich pfiznakd s poruchou mozkovych nerv.
V likvoru iv krvi se nachdzi velké mnoiZstvi protilatek namirfenych proti virulentnim
spirochétam, v likvoru je pfitomna lymfocytarni pleocytéza. Meningovaskularni syfilis
se projevuje vznikem trombdz, aneuryzmat a hemoragii. Typickych obrazem je cévni
mozkova prihoda u relativné mladé osoby. Parenchymatézni progresivni paralyza
nastava az u 5 % nelécenych syfilitikl. Klinicky dominuji psychopatologické projevy,
halucinace, zména osobnosti a rozvoj demence. Onemocnéni béhem 3-5 let kon¢i
fatalné. Tabes dorsalis se objevuje pftiblizné 10 az 15 let po infekci. Dochazi pfi ni
k pomalé degeneraci nervovych bunék a nervovych vldken, které pfenaseji senzorické
informace do mozku. To se projevuje napfiklad ataxii, snizenymi reflexy dolnich
koncetin a degeneraci kloub(. Pro diagnostiku neurosyfilis je nezbytné soucasné

vysSettit krev a likvor. [8, 18, 21, 28, 29,]

5.1.3.5 Dalsi typy projevii syfilis

Mezi dalsi projevy syfilis mGze byt fazeno postizeni oka infekci. Ktomu mize
dojit ve vSech tfech stadiich onemocnéni. Dle studie probihajici v Tel Aviv Medical
Center, byla syfilis oka zjiSténa u jedné ctvrtiny pacientd pfijatych s infekci syfilis.
Vyskyt tohoto ptiznaku souvisel s vyssim vékem pacientl. Syfilis midze napadnout
jakoukoliv o€ni strukturu, nejcastéji se vSak vyskytuje zadni uveitida nebo pan-uveitida.
Primarni syfilis oka se projevuje jako vied na o¢nim vicku a spojivce, velmi vzacné také
vslzné Zlaze. Kinfekci dojde vétSinou bud pfimym kontaktem se sekretem,
nebo pomoci kontaminovanych prsta. Syfiliticka vyrazka, projevujici se u sekundarni
syfilis, mlze postihnout ocni vicka a vést k blefaritidé. U sekundarni syfilis Ize také
zaznamenat konjunktivitidu, episklerititidu, keratitidu nebo iridocyklitidu. Terciarni
syfilis oka se mlze projevit jako gumatdzni postizeni ocniho vicka nebo gumatézni
dakryoadenitida ¢i difuzni periostitis. Pri vyskytu terciarni neurosyfilis je typicka tzv.

Argyll-Robertsonova zornice, kterad se projevuje areflektorickym ztuhnutim zornic bez
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reakce na svétlo a zneokrouhlenymi zornicemi. Pfi kongenitalni syfilis je nejcasté;si

oboustranna intersticialni keratouveitida. [2, 30, 31, 32, 33]

Méné znamou komplikaci je syfilis ucha, ktera mlze vést k irreverzibilni ztraté
sluchu. JelikoZ neni tento projev bézny, ¢asto dochazi k odhaleni pficiny ztraty sluchu,

az ve chvili, kdy uz je poSkozeni nevratné. [34]

5.1.3.6 Vrozena syfilis

Vrozena syfilis je charakterizovdna pfenosem patogennich treponemat z matky
na plod béhem téhotenstvi, pfipadné muize dojit k infekci kontaktem infikovanych lézi
matky béhem porodu. Pravdépodobnost prenosu infekce na dité se snizuje s rostouci
délkou doby od primdrni infekce matky, zavisi vSak predevsim na bakteriémii matky.
V obdobi primdrni infekce matky se riziko prenosu udavd 70 - 100 %,
béhem sekundarni syfilis 90 %, v latentni fazi 30 % (zejména v ¢asné fazi latence).
Nelécena aktivni syfilis v gravidité konci ve Ctvrtiné pripadd porodem mrtvého plodu.
Dojde-li k ndkaze pfi poceti a infekce matky neni |é€ena, dochazi k pfenosu na plod,
coZz ma za nasledek potrat nebo porod tézce postizeného ditéte, které se rodi mrtvé
nebo do jednoho roku umird. Tento typ vrozené syfilis nazyvame syphilis congenita
praecox. Syphilis congenita recens se, v pfipadé, Ze nedojde k abortu, klinicky projevuje
do dvou let od narozeni. Dité se rodi se znamkami sekundarni syfilis. Projevy
jsou intrauterinni retardace rustu, hepatosplenomegalie s ikterem nebo bez ikteru,
nebo naptiklad kostni abnormality. Syphilis congenita tarda je typicka absenci ¢asnych
projevi infekce, dité se po porodu jevi jako zdravé. Jestlize neni proveden
novorozenecky screening, byva syfilis rozpoznana az po dvou letech Zivota ditéte,
kdy dojde k prvnim projevim casto jiz ve formé stigmat (v mistech plvodniho
specifického zanétu). Typickym ptiznakem je Hutchinsonova tridda, kterd zahrnuje
hluchotu, slepotu, zpisobenou zakalenim rohovky, a soudkovité rezaky. Dale se mlze

také objevit sedlovity nos. [18, 20, 35, 36, 37, 38, 39]

Diagnostika je zaloZena na sérologickém prikazu IgM protilatek, které, na rozdil
od IgG protilatek, nepronikaji pfes placentu. Diagndéza novorozence je urcéena

na zakladé anamnézy matky, klinického stavu ditéte a vysledku sérologickych metod.
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Findlni diagnostika je mozna az po 18. mésici, kdy u zdravého ditéte dojde k uplnému

vymizeni I1gG protilatek od matky. [29]

5.1.3.7 Koinfekce s HIV

Koinfekce syfilis a HIV je velmi bézina. Infekce se mohou navzdjem ovliviiovat
mnoha zpUsoby. Vyskyt viedl zlepSuje podminky pro vstup infekce HIV. Syfilis také
reguluje expresi koreceptoru CCR5, ¢imzZ dojde k lokdIni imunitni aktivaci. Tim se zvysi
pravdépodobnost ziskani infekce HIV. Prirozeny pribéh infekce syfilis mize byt
ovlivnén tak, Ze dochazi k malignéjSimu pribéhu a tvofi se mnohocetné viedy.
Sérologické testy pro syfilis mohou byt modifikované a projevuji se extrémné vysokymi
titry protilatek. Prfi koinfekci syfilis se mohou castéji vyskytnout syfilitické
oftalmologické a otologické manifestace. Syfilis naopak muzZe ovlivnit progresi
chronické infekce HIV. Doporucené je sérologické testovani ve 3., 6., 12. a 24. mésici
po léCbé. Sérologické testy pro diagnostiku syfilis mohou byt u HIV pozitivnich pacientt
Casto falesné pozitivni nebo faleSné negativni, diagnostika se ovSem fidi standardnimi

kritérii. [2, 40]

5.1.4 Lécba

Kazdy pacient, u kterého je diagnostikovana syfilis, je povinen podrobit se |é¢bé
a zdriet se sexualniho kontaktu. Lékem volby pro syfilis je penicilin podany
parenteralné. Penicilin narusuje zevni membranu treponemat a nici je v jejich rlistové
fazi. Dobre prochazi pres hematoencefalickou bariéru (krystalicky-PNC-G) a snadno
prochazi také placentou. Jeho poddni je mozné iv gravidité. Pacientlim v ¢asné fazi
syfilis je jednoradzové aplikovan benzatin penicilin G s dlouhotrvajicim ucinkem (2,4
MIU v jedné ddvce). Pacientiim v pozdnich stadiich onemocnéni jsou doporucovany tfi
davky v tydennich intervalech benzatin penicilinu G s dlouhotrvajicim uGcinkem (2,4
MIU v jedné davce, celkem 7,2 MIU ve tfech davkach). Benzatin penicilin G se podava
intramuskularné, jeho koncentrace v séru zlstava dostatecna po dobu az 2 tydnd.
U pacientl alergickych na penicilin Ize podat tetracyklin. Vroce 2002 byla popsana
rezistence TPP k azithromycinu. Rezistence je zplUsobend mutaci A->G v pozici 2058

genu 23S rRNA T. pallidum. Lééba azithromycinem ¢i jinymi makrolidy je tedy rizikova
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z hlediska rlstu rezistence. V soucasné dobé je cca 70 % kmenU TPP zachycenych

na Uzemi CR rezistentnich. [8, 18, 41, 42, 43]

U pacientli se spirochetovym onemocnénim se po lécbé antibiotiky muaze
objevit tzv. Jarisch Herxheimerova reakce. P¥icina je, Ze z rozpadajicich se treponemat
jsou uvolfovany endotoxiny, které se uvoliuji do krevniho recisté, kde vyvolaji akutni
zanétlivou reakci. Nasledkem je horecka, tfesavka, bolest téla, vyrdzka, nevolnost
a zvraceni. Pfiznaky obvykle nastoupi do 2 hodin od podani antibiotik a ustoupi do 24
hodin. Jejich rozvoj je moZné zastavit jednordzovym podanim kortikoidl (napf.
hydrokortisonu i.m.) Ztohoto dlivodu je vhodné provddét |écbu za soucasné

hospitalizace pacienta. [44]

Vsichni nemocni zUstavaji v dispenzarni péci venerologického oddéleni a je
u nich provadéno pravidelné sérologické a klinické vysetreni. Pacienti jsou sérologicky
kontrolovani za 3, 6, 12 a 24 mésic(. Od dvou let po I1é¢bé mohou byt intervaly kontrol
pétileté, oviem s ohledem na sexudlni aktivitu pacienta. Zeny ve fertilnim véku je
doporucovano kontrolovat castéji. U diagnostikovaného pacienta je nutné vyhledat
vSechny sexudlni partnery, se kterymi mél sexudlni kontakt méné nez 90 dni
pred diagndzou u primarni syfilis nebo méné nez 2 roky pfi sekundarni syfilis. Sexualni
partnefi mohou podstoupit 1é€bu penicilinem i v pfipadé, Ze vysledky jejich testu
na syfilis jsou negativni. Jde o formu postexpozi¢ni profylaxe. Partnefi, se kterymi doslo
k sexudlnimu kontaktu pred vice nez 90 dny, se nemusi podrobit |é¢bé, pokud jsou
negativni. Téhotné Zeny, které byly l1éCeny pro syfilis, se museji podrobit tzv. zajistovaci
|écbé. Zajistovaci 1éCba se provadi v 1. a 3. trimestru u infekce zachycené v aktudlni

gravidité. [18, 45]
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5.1.5 Diagnostika

Diagnostika syfilis je ztizena tim, Ze bakterii Treponema pallidum nelze
kultivovat in vitro. V poslednich letech se jiz objevila moZnost kultivace, neni ale
doposud rutinné pouzivanou metodou. Pro diagnostiku se proto vyuZivaji predevsim
metody nepfimého stanoveni, které jsou zaloZeny na prlikazu protilatek. Pro specifitu
a citlivost diagnostiky se pouzivd kombinace nespecifického screenigového testu,
doplnéného specifickym testem. V pfipadé pozitivniho nebo hrani¢niho nalezu
screeningovych test(l je vzorek zaslan do Narodni referencni laboratofe pro syfilis
ke konfirmaci. Vysetfeni pacientd je soucasti povinnych schémat. Celkova diagnostika
je vysledkem mezioborové spoluprace, vyslednou diagndzu urci klinicky lékar
na zakladé klinickych projevi a laboratorniho vysetfeni. Vysetreni se provadi v rdmci
prenatalni péce, pfi hospitalizaci, vramci predoperacniho vysetfeni, u darctd krve
¢iorganl a u kazdé Zeny v téhotenstvi Ci pred provedenim interrupce. Nejcastéjsim
biologickym materialem pro vySetieni je sérum, plazma, likvor a stéry z infikovanych

[ézi. Méné Casté jsou pak tkané, plna krev, amniova tekutina a biopsie. [29, 46, 47]

5.1.5.1 Metody primého stanoveni

Pfimou detekci lze vyuZit pouze v prvnim a druhém stadiu onemocnéni, kdy se
nemoc manifestuje a biologicky material s treponematy je pfistupny k odbéru. Mezi

metody pfimého stanoveni patfi:

e Mikroskopie v zastinu — zastinova mikroskopie umoznuje prikaz syfilis jiz
vraném stadiu. Jeji vyuziti je predevsim pfi podezieni na specifickou lézi
na sliznici, ¢i na kGzi. Mikroskopii je moiné pouzit pro likvor, exudat z lézi,
amniovou tekutinu apod. Nelze ji pouzit pro vySetfeni tkani. Mikroskopie
v zastinu vyZaduje zkuSeného odbornika, jelikoZ je mozné zaménit patogenni
treponemata s nepatogennimi (Treponema denticola v dutiné Ustni). Hodnoti

se morfologie a motilita.

e PfFima imunofluorescence — metoda, pfi niZ se na treponemata vazou protilatky
znacené fluorescencnim barvivem (FITC). Vysledny preparat se poté hodnoti

pod fluorescenénim mikroskopem. Vyhodou je, Ze zde neni problém
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morfologické schody mezi spirochetami a fixovany preparat Ize hodnotit
s Casovym odstupem. Nevyhodou je nedostupnost komercnich sad pro

diagnostiku.

PCR (polymerase chain reaction, polymerazova retézcova reakce) — amplifikacni
metoda, kterou se prokazuji specifické konzervativni Useky genomu TPP.
Pro prikaz se vyuZivaji primery specifické pro TPP. Vyhodou je vysoka
specificnost vysetfeni a moznost vysetieni vice patogenl soucasné. Nevyhodou
je vysokd cena. PCR nepatfi mezi rutinni vySetfeni v diagnostice syfilis. Tuto
metodu lze vyuZit pro prlkaz treponemat vlikvoru a pro diagnostiku
kongenitalni syfilis, kdy nedochdzi k interferenci s protilatkami prenesenymi
z organismu matky. Dale se da vyuzZit ke zjisténi nékterych typua rezistence TPP

na antibiotika (makrolidy).

Pfima hybridizace — metoda, pfi niz se specificky znaéend sonda vaZe
na definovany usek genetického materidlu. Pro jeji nizkou citlivost se pfi

diagnostice syfilis témér nepouziva.

Inokulace zvifecimu hostiteli — pouze pro experimentalni pouziti, dfive

vyuzivana k odliseni nevenerickych treponematoz. [8, 10, 48, 49]
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5.1.5.2 Metody nepirimého stanoveni

Nepfimé stanoveni je zaloZeno na detekci protildtek a je dllezité pro
diagnostiku vSech stadii onemocnéni, predevsim pak tam, kde nelze pouzit metody
pfimého stanoveni. Jde také o jediny mozZny ptistup vhodny ke kontrole Uspésnosti
IéCby a pripadnych reinfekci nebo relapst. Sérologické vySetreni se provadi pfiblizné 4
tydny po ndkaze. PouZivané metody délime na treponemové (specifické)

a netreponemové (nespecifické, blize popsané v kapitole 5.2). [8, 29]

Treponemové testy prokazuji pritomnost specifickych protildtek proti
antigenim TPP (lipoproteinlim). Treponemové testy zlstavaji pozitivni dlouhodobé
i po 1é¢bé. Radime sem testy screeningové i konfirmaéni. Je moZné také samostatné
stanovit IgM protilatky, jestlize chceme sledovat ucinnost |é¢by ¢i aktivitu syfilis. U 2 %
IgG testd a u 30 % IgM testl se vyskytuje falesné negativni reakce, a to predevsim
v inkubaéni dobé a na pocdtku I. stadia onemocnéni. U 1-2 % pripadl se vyskytuje
faleSné pozitivni reakce. Pri¢inou falesné pozitivni reakce muze byt napfiklad
autoimunitni onemocnéni, ockovani, malignity, hepatitidy, boreliéza a dalsi.

Mezi treponemové testy patfi:

e TPPA (Treponema pallidum particle agglutination) - jedna
se o screeningovy aglutinacni test, ve kterém jsou jako nosice antigenu
pouzity inertni Zelatinové (astice, které wvykazuji vyssi stabilitu,
nez krvinky. Sérum obsahujici protilatky proti TPP reaguje s Zelatinovymi
Casticemi sensibilizovanymi antigenem (Nicholsiv kmen TPP). V pfipadé
pozitivity se vjamce mikrotitracni desti¢ky vytvofi soumérna vrstva
aglutinovanych castic. V pfipadé negativity se neaglutinované castice

usadi na dné jamky.

e MHA-TP (microhemagglutination Treponema pallidum) — screeningovy
aglutinaéni test, fungujici na obdobném principu jako TPPA. Test
probihd v mikrotitracni destiéce a jako nosi¢ antigenu jsou vyuZivany

zvifeci krvinky. Vyhodou je minimalni spotfeba vzorku.
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ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) — tato metoda je vhodnd
ke screeningovému semi-kvantitativnimu vysSetfeni séra. Umoznuje
prokazat vSechny tfidy protilatek. Funguje na principu reakce antigenu
a protilatky, kdy antigen je imobilizovan na povrchu jamky mikrotitracni
desti¢ky. Pokud jsou v séru pritomny protilatky, navdzou se na antigen
a vytvari komplex. Takto vznikly komplex je detekovan protilatkou proti
lidskému imunoglobulinu, zna¢enou enzymem. Intenzita vniklé barevné
reakce je mérena na fotometru. Intenzita zbarveni je pfimo umérna

koncentraci protilatek proti TPP.

Imunochromatografické testy — rychly screeningovy test, vyuZivajici
antigen imobilizovany v nitroceluldzové membrané. Barevnou reakci lze
prokazat pfitomnost vsech tfid protilatek spole¢né. VyuZiva se zejména
v urgentnich pfipadech nebo vterénnich studiich. Vykazuje nizkou

citlivost na po¢atku onemocnéni a pfi vyhasinajici syfilis.

Latex-aglutinacni test — uréen pro rychlé vyhleddvaci testovani,
umoznuji detekovat protilatky vSech tfid spolec¢né bez rozliseni. Test
obsahuje latexové castice, které nesou navazany specificky antigen.

V pripadé pfitomnosti protilatky dochazi k aglutinaci.

Chemiluminiscencni testy (CLIA, chemiluminescent immunoassay) —
specificky antigen navdzany na jamce desticky reaguje s protilatkou
pritomnou v séru. Po inkubaci s konjugatem se méri kvantum vyzarené
svételné energie. Vyhodou této metody je schopnost automatizace a

tim eliminace lidské chyby.

Western blot IgG, I1IgM — konfirmacni test, ktery umoznuje stanovit
protilatkovou odpovéd proti jednotlivym antigenlm, coZz pomaha
k lepSimu posouzeni vyvoje onemocnéni. Klicovymi jsou proteiny
o molekulové hmotnosti 15,5 kDa, 17 kDa a 47 kDa ziskané
z virulentniho kmene Nichols. Antigeny jsou rozdéleny elektroforézou
a pfeneseny na membranu. Vysledna pozitivita po inkubaci se vzorkem

se projevuje jako tmavy prouzek na membrané.
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19S SPHA IgM (19S IgM solid phase hemadsorption) — konfirmacni test,
ktery je zaloZen na vychytavani IgM ze séra, pomoci konjugatem
potazenych jamek mikrotitracni desticky, a nasledné vizualizaci pomoci
zvifecich krvinek nebo syntetickych partikuli. Vychytavani IgM pred
vizualizaci zvysSuje citlivost metody. Tento test je vhodny k uréeni titru

protilatek a jeho sledovani béhem dispenzarni péce.

FTA-ABS IgG, IgM (fluorescent treponemal antibody absorption)—
konfirmacni test s vysokou citlivosti a specifitou, zaloZzeny na nepfimé
imunofluorescenci. Jako antigeny jsou vyuZivané usmrcené bakterie TPP
kmene Nichols. Pomoci sorbentu, pfipraveného z Treponema
phagedensis Reiter, se provede vysyceni protilatek spole¢nych s rody
Borrelia, Leptospira a ostatnimi zrodu Treponema. To vede
ke znaénému zvySeni specifiCnosti testu. Vzorek je inkubovan
s bakteriemi TPP, které jsou imobilizované na sklicku. Vysledny komplex
je vizualizovdn pomoci fluorescenéné znaceného anti-lidského
imunoglobulinového konjugdtu. Nasledné se provadi hodnoceni

fluorescenénim mikroskopem.

TPl (Nelson-Mayerav Treponema pallidum imobilizacni test) — prvni
specificky test zavedeny do praxe v roce 1949, ktery se v soucasné dobé
jiz nepouziva. VyZaduje zkuSeny personal a dostupnost Zivého
virulentniho kmene TPP. Na prelomu primarniho a sekundarniho stadia
syfilis se tvoti protilatky (imobiliziny), které za pritomnosti komplementu
zpUsobuji imobilizaci a rozpad bunék TPP. Po delsi dobé dochazi
u pacientll ke spontannimu vymizeni imobilizini, proto neni test

pozitivni celozZivotné. [10, 29, 50, 51, 52, 53, 54]
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5.2 Netreponemoveé testy

Netreponemové testy slouZzi k priikazu nespecifickych antikardiolipinovych
protilatek. Kardiolipin je souédsti membrany treponemat, ale i sou¢asti mitochondrialni
membrany lidskych bunék. Tyto testy vykazuji vysokou citlivost, ale vzhledem k tomu,
Ze je kardiolipin soucasti i jinych struktur, nejsou tyto testy specifické. Jsou nezbytnou
soucdsti posouzeni Ucinnosti |écby a sledovani pribéhu nemoci. Netreponemové testy
vykazuji ¢asto falesSnou pozitivitu, a to az v 2-10 % testl. Nejcastéjsi priciny falesné

pozitivni reakce jsou uvedeny v tabulce (viz Tabulka 1).

U sér s vysokym titrem specifickych a nespecifickych protilatek pfi akutni syfilis
mUze také dojit k faleSné negativnimu vysledku, ktery se projevuje jako tzv. zondlni
fenomén. Ten je charakteristicky tim, Ze v nefedéném stavu vykazuje sérum negativni
vysledek a pfi fedéni se stava ¢im dal vice pozitivnim. Vzhledem k vysoké falesné
pozitivité i riziku falesné negativniho vysledku v akutnim stadiu (zonalni fenomén) je
zakladem screeningu treponemovy test. Mezi netreponemové testy fadime VDRL test

(Veneral disease research laboratory) a RPR test (Rapid plasma reagin). [8, 10, 46, 55]

Akutni pfic¢iny (trvani méné neZ 6 mésict) Chronické pfFiciny (trvani déle nez 6 mésicti)
virové hepatitidy Hepatitidy

PFiusnice PFiusnice

infekéni mononukledza infekéni mononukledza
plané nestovice plané nestovice

ostatni virové infekce ostatni virové infekce
Malarie Malarie

rozsahly infarkt myokardu rozsahly infarkt myokardu
rozsahlé poskozeni tkané (popaleniny, crush

syndrom) autoimunitni onemocnéni
Ockovani

Gravidita

uzivani drog

vsve

Tabulka 1 — Priciny falesné pozitivni reakce u netreponemovych testii [Prevzato 29]
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5.2.1 Manualni provedeni netreponemovych testi

Test VDRL se hodnoti mikroskopicky a je vhodny pro posouzeni uUcinnosti 1éCby.
Netreponemovy test muze také slouzit k detekci reinfekce a je vhodny k testovani séra,
plazmy i likvoru. VDRL obvykle vykazuje pozitivitu béhem prvnich nékolika tydnd po
infekci, vrchol pak nastava béhem prvniho roku a poté pomalu klesa. Jeho vyhodou je
rychlost a snadnost provedeni testu. Test je zaloZen na principu, Ze lidské télo
produkuje protilatky namifené proti kardiolipinu, ktery je soucasti membrany
treponemat. Na podloznim sklicku se testované sérum, plazma ¢i likvor smisi
s antigenem, ktery je sloZen z bezbarvého alkoholového roztoku hovéziho kardiolipinu,
cholesterolu a lecitinu. Po kratké inkubaci se vzorek na podloznim sklicku pozoruje pod
mikroskopem. V pfipadé pozitivity Ize vidét zfetelné shluky antigenu a protilatky (viz
Obrazek 3). V pripadé negativity nedochazi k Zzadnému shlukovani (viz Obrazek 4). Test
VDRL je moiné semi-kvantifikovat provedenim série Fedéni. Redéni se provadi
v pomérech 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128, 1:256, 1:512 a 1:1024. Pro zakladni
screening je potfeba 50 ul vzorku, pro naslednou titraci dalSich 50 pl. Citlivost testu je

dle vyrobce 78 % pro primarni syfilis a 100 % pro sekundarni syfilis. [56, 57, 58]

Obradzek 3 — Pozitivni vzorek VDRL [Autor]
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Obrazek 4 — Negativni vzorek VDRL [Autor]

RPR je test, ktery funguje na obdobném principu jako test VDRL. Rozdil je
v provedeni testu. RPR se provadi na plastem potazené karté a vyhodnoceni se provadi
makroskopicky. Po osmiminutové inkubaci za stalého michani je nutné vysledek bez
prodlevy odecist. Antigen je vtomto ptipadé adsorbovany na karbonovych ¢asticich,
coz zajistuje vizualni detekovatelnost. Antigen se sklada z kardiolipinu, lecitinu,
cholesterolu, 10% cholinchloridu, EDTA a aktivniho uhli v pufru. Vysledna pozitivita
se projevuje jako shluk castic, v pfipadé negativity ke shlukovani nedochdzi (viz
Obrazek 5). Stejné jako u VDRL i zde se mliZze provadét semi-kvantitativni hodnoceni
v sérii redéni. Sensitivita testu se pohybuje okolo 73 % u latentni syfilis, 100 % u
sekundarni syfilis a 86 % u primarni syfilis. Pro zakladni screening je potfeba 50 pl

vzorku, pro naslednou titraci dalSich 50 ul. [29, 59, 60]

Jednd se o levny a rychly test, existuje vSak studie o vysoké mezilaboratorni
variabilité vysledk(. Report vytvoreny skupinou Gupta a kol. v roce 2009 ukdazal 58,7 %
odchylku vtestovdani RPR 138 sérologickymi panely mezi 26 laboratoremi. Tato
variabilita byla pfisuzovdna nékolika faktorim. Mezi né patfi opozdéné hodnoceni,
nedostatecna laboratorni teplota, pouZiti rGznych RPR karet a zkreslena interpretace

vysledkd. [61]
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Obrdzek 5 — RPR [Autor]
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5.2.2 Automatické provedeni netreponemovych testu

Automatické provedeni RPR testu lze provést pomoci plné automatizovaného
analyzatoru AIX1000, ktery je schvaleny FDA a ma rovnéz CE certifikaci. Jedna se
o analyzator, ktery provadi kvalitativni i semi-kvantitativni hodnoceni RPR. Analyzator
provadi vSechny kroky zpracovani, véetné redéni, davkovani a pipetovani. AIX1000 je
fizen vlastnim softwarovym programem. Reakce probiha na stejném principu jako
manudlni RPR. Kséru se pfiddvd antigen navdzany na karbonovych d¢asticich,
v pfitomnosti antikardiolipinovych protilatek dochazi k aglutinaci, ktera je detekovana
CCD kamerou. Reakce probiha v 48 jamkové mikrotitracni desti¢ce s plochym dnem.
Pro titraci hladiny protildtek je pouzivanda 96 jamkova desticka s plochym dnem.
Kapacita pfistroje je 192 vzorkd. Spotfeba vzorku je 105 pl pro zakladni screening,
93,75 ul pro nizky titr a 20 pl pro vysoky titr. Dohromady s mrtvym objemem je
potieba na vSechny analyzy 500 pl séra. [62, 63, 64]

Séra se radi do stojanu uré¢eného pro vzorky na uréené pozice. Soucasti pfistroje
je také ctecka carovych kédu. V pripadé, Ze laboratof nedisponuje systémem ¢arovych
kodl, lze identifikaci vzork(i zavést do systému rucné nebo importem z predem
pfipraveného souboru. Pristroj je vybaven automatickym rozpoznanim lokace vzorku

pomoci inteligentniho stojanu. [65, 66]

Reagencie jsou umistény ve stojanu na predem uréenych mistech a béhem
procesu je kontrolovana jejich hladina. Antigen je béhem procesu michan
magnetickym michadlem pro zajisténi homogenity. Pfistroj automaticky pipetuje
vzorky do pfislusnych mist v mikrotitracni desti¢ce. Desti¢ky jsou béhem inkubace
promichdvdny pomoci integrované orbitdlni trepacky, kterd je navrzena tak,
aby nedoslo k rozliti a kontaminaci vzorkd. Nosi¢ je vybaven prostorem pro Ctyfi
mikrotitracni desticky (viz Obrazek 6). Pokud je provadéna titrace, jedna z pozic bude

obsazena 96 jamkovou destickou pro fedéni vzorkd. [65, 66]
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Obrazek 6 — Prostor pro mikrotitracni desticky analyzdtoru AIX1000 [67]

AIX1000 vyuZiva systém sjednou sondou a duadlnimi jehlami. Nejsou zde
vyuzivané jednordzové hroty, jehly jsou dekontaminovdny pomoci specidlniho
dekontaminacniho roztoku. Tento systém je schopny presného davkovani v rozmezi
mnozstvi 1u-300u. Detekce hladiny kapalin je provadéna prostifednictvim vodivosti.
Systém mUlzZe pracovat jak se separovanym sérem/plazmou, tak i s originalnim
materialem obsahujicim srazeninu nebo erytrocyty. Vyhodnoceni se provadi pomoci
CCD kamery, kterad je namontovana na sondé. Kamera nejdrive poridi vysoce kvalitni
snimky kazdé jamky mikrotitraéni desticky pomoci odrazu svétla. Koneény vysledek je
analyzovan pomoci algoritmu pro zpracovani obrazu ze snimk( potizenych CCD
kamerou. Snimky jednotlivych jamek desti¢ky jsou k dispozici spolecné s vysledkem

meéreni (viz Obrazek 7). [65, 66]
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Obrdzek 7 — Zobrazeni vysledkii na analyzdtoru AIX1000 [68]

Soucasti pristroje je pocitac s integrovanym softwarem, ktery zajistuje mimo
jiné také archivaci vSech dat. Vprvnim kole analyzdtor provede screening
s nefedénymi vzorky. V pfipadé pozitivity vzorku pokracuje prvnim Fedénim
v pomérech 1:2 az 1:16. Jestlize je vzorek pozitivni pti fedéni 1:16, provadi se vyssi

fedéni, a to do poméru 1:256. [65, 66]

Na obrazku (viz Obrazek 8) Ize vidét pozitivni vysledek a negativni vysledek (viz

Obrazek 9), ktery je jednou z forem vystupu vysledku z analyzatoru.
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Obrdazek 8 - Pozitivni vysledek na Obrdzek 9 — Negativni vysledek na

analyzatoru AIX1000 [69] analyzatoru AIX1000 [70]

32



6. EXPERIMENTALNI CAST

6.1 Vybér vzorki

Experiment byl proveden ve Statnim zdravotnim Ustavu, v Narodni referencni
laboratofi pro syfilis. Srovnavaci studie byla uskutecnéna se vzorky zaslanymi
ke konfirmaci od ledna 2022 do srpna 2022. Do studie bylo zarfazeno celkem 170
vzorkd od pacient(. Jednim z kritérii pro vybér vzorku bylo jeho dostatecné mnozstvi
pro automatické i manualni hodnoceni. Soubor pacientl byl rozdélen do tfi skupin,
rozdéleni bylo provedeno na zakladé vysledkl konfirmacnich test(. V potaz byly brany
vysledky testu TPPA, TPHA, FTA-ABS IgG (pfip. 1gM) a 19SPHA IgM. Pacienti byli
zenského i muzského pohlavi z riznych vékovych skupin. Ke vSem pacientim byla

dostupna celkova anamnéza, véetné pritomnosti klinickych ptiznakd.

Prvni skupinu tvofili pacienti s negativnim nalezem pro syfilis. Skupina byla
tvofena 20 vzorky, jednalo se prevainé o détské pacienty. U téchto pacientli nebyla
prokdzana pozitivita v Zzadném z provedenych testl. Druhou skupinu tvofily cerstvé
zachyty. Jednalo se o pacienty, u kterych byla poprvé prokazana ¢asna syfilis, nebo se
jednalo o relaps Ci reinfekci. V této kategorii bylo celkem 100 pacientd. Treti skupinu
tvofili jiz |éceni pacienti, ktefi byli na zakladé konfirmacnich testd pozitivné
diagnostikovani jiz drive. Tuto skupinu tvofilo 50 vzorkl. Toto rozdéleni je velmi
dllezité z hlediska volby lécby, volby pfistupu k jednotlivym pacientdm a zvoleni
vhodné péce. Vzorky byly postupné otestovany manudlnim netreponemovym testem

a nasledné automatickym netreponemovym testem.

Pro hodnoceni opakovatelnosti a reprodukovatelnosti testu byl vybran vzorek
jednoho séra, u kterého se provedlo opakované automatické hodnoceni pomoci

analyzatoru AIX1000.
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6.2 Pouzité diagnostické metody

6.2.1 Manualni netreponemovy test

Pro manuadlni analyzu vzorku byl pouzit test VDRL od spolecnosti Dialab s r.o.
Jednd se o panelovy aglutinacni test pro kvalitativni a semi-kvantitativni detekci
reaginl. Antigenni Castice po smichani aglutinuji s reaginy ve vzorku. Reaginy jsou
tvofeny v prliibéhu syfilitické infekce. Interferujici latkou je predevsim hemoglobin,
lipidy a bilirubin. Pfi kazdé analyze je potieba provést kontrolu kvality k posouzeni

ucinnosti testu. Ta se provadi pouZitim pozitivni a negativni kontroly.
Pomticky a reagencie

VDRL kit obsahuje antigenni reagencii tvofenou suspenzi lipidovych komplex,
pozitivni kontrolu a negativni kontrolu. Pozitivni kontrola je tvofena umeélym sérem
s redénim reaginl > 1:8. Negativni kontrola je tvofena zvifecim sérem. Reagencie jsou
pripraveny k okamzitému pouziti. Dale je potreba fyziologicky roztok na titraci vzorku,

mechanicky rotator, pipety s jednorazovymi Spickami, sklicka a svételny mikroskop.
Pracovni postup

Vzorky a ostatni reagencie bylo nutné privést na laboratorni teplotu (18-25°C).
PFi nizsich teplotach mlze byt ovlivnéna citlivost testu. Kvalitativni metoda se provedla
aplikaci 50 pl vzorku a 20 ul antigenu na sklicko. Nasledné se sklicko umistilo na
mechanicky rotator, ktery provadi rotaci pfi 160-180 rpm/min po dobu 4 minut.
Vysledek byl odeéten pomoci svételného mikroskopu do 4 minut po ukonceni
inkubace. Pfi pozdéjSim odectu by mohlo dochazet kvyskytu faleSné pozitivniho
vysledku. Pro pozitivni vzorky se povedlo semi-kvantitativni hodnoceni sériovym
fedénim fyziologickym roztokem. Postup zpracovani byl stejny jako pfi kvalitativni

metodé.
Vysledek

Pfitomnost nebo nepfitomnost aglutinace se hodnotila pfi zvétSeni 100x
ve svételném mikroskopu. Titr se definuje jako prevracend hodnota nejvyssiho fedéni,

pfi kterém reakce jesté vykazuje pozitivni vysledek.
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6.2.2 Automaticky netreponemovy test

Pro automatickou analyzu byl pouzit analyzator AIX1000 Agglutination Analyzer

(Gold Standard Diagnostics, USA) a GSD RPR reagencie.
Pomticky a reagencie

Soucdsti kitu je antigenni suspenze, pozitivni kontrola (reaktivni lidské sérum)
a negativni kontrola (nereaktivni lidské sérum). VSechny reagencie jsou pfipraveny
k okamzitému pouziti. Dalsi potfebnou reagencii je fosfatovy pufr (PBS),
dekontaminacni roztok, fyziologicky roztok pH 6 - 7,5 a destilovanad voda. DalSim
potfebnym materidlem je 48 jamkova desti¢ka s plochym dnem, 96 jamkova desticka
s plochym dnem pro fedéni vzorkli a magnetické michadlo. Pro fedéni do vysokych
titrd je nutné si pripravit roztok nereaktivniho séra smichaného s fyziologickym

roztokem v poméru 1:50.
Pracovni postup

Pfed zacatkem meéreni byly vSechny reagencie a vzorky vytemperovany na
laboratorni teplotu. Pro promyvani pfistroje byl vyuZit roztok PBS, ktery byl umistén
v urcené lahvi vedle pfristroje. Po spusténi systému proved| pfistroj 10 cykll promyti.
Dilezitym krokem pfipravy bylo odstranit veSkeré necistoty z podsviceného nosice
desticek pomoci alkoholového ubrousku. Nasledné se v programu postupné
prochdzelo zalozkami Worklist, kde se zapisoval ndzev analyzy a Sarze kitu. Dale
zadlozkou Samples, kde se provedlo zaneseni identifikacnich cCisel vzorkd do systému.
Identifikaéni ¢isla byla do systému zaddna importem z predem pfipraveného souboru.
Po umisténi vzorkl na pfislusnd mista se pokracovalo zadlozkou Microtiter Plates. Dle
indikace systému se vloZil potfebny pocet desti¢ek na pfislusny nosi¢. Jamky, které jiz
byly pouzity v predchozich analyzach, bylo mozné oznacit a ddle jiz nebyly pouzity
v procesu. V zalozce Racks bylo moziné vidét rozloZeni vzork(i a reagencii. Dle
znazornéni na obrazku bylo nutné vlozit reagencie do pfislusnych pozic. Nezbytné bylo
umistit do lahvicky s antigenem magnetické michadlo. Nasledné se mohlo pfejit ke
spusténi analyzy. Po spusténi analyzatoru bylo ve vyskakovacich oknech potfeba
potvrdit spravné mnozstvi a pozici reagencii a dalSiho vybaveni. V urcité fazi cyklu, kdy

si pfistroj napipetoval vzorky do jamek, bylo moiné zkumavky se vzorky vyjmout
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z pfistroje a pouZit pro dalsi analyzu v laboratofi. Kazdy vzorek nejdfive prosel
screeningem a v pripadé pozitivity byla provedena nizka titrace. Jestlize byl vzorek

pozitivni pfi fedéni 1:16, bylo provedeno fedéni do vyssich titra.
Vysledek

Po skonceni béhu bylo moiné v zaloice Evaluation vidét vesSkeré vysledky
méreni. Dle vysledku pfistroj predurcil, zda se bude pokracovat s titraci i nikoliv.
Pro jednotlivé vzorky bylo mozné v programu kromé vysledku v titrech vidét také

snimky jamky.
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6.2.3 Hodnoceni opakovatelnosti

Opakovatelnost je méreni tésnosti shody mezi vysledky zkousek za urcitych
podminek. Hodnoceni opakovatelnosti testu spociva v provedeni opakovaného méreni
stejnou metodou, ve stejné laboratofi, stejnym pracovnikem, se stejnym vybavenim
a v kratkém casovém rozmezi mezi jednotlivymi méfenimi. Pfedpokladem je, Ze pfi

opakovaném méreni dosahujeme stejnych nebo srovnatelnych vysledka. [71]
Postup

Soucdsti experimentdlni ¢asti prace je méreni opakovatelnosti automatického
hodnoceni RPR pomoci analyzatoru AIX1000. Méreni probihalo stejnym postupem jako
porovndvani metod hodnoceni vzorku. Byl vybran jeden vzorek, ktery byl desetkrat
zméren ve dvou nezavislych kratce po sobé nasledujicich bézich. Méreni probihalo
stejnym pracovnikem, v tésném casovém rozestupu. Vysledky hodnoceni byly zapsany

do tabulky.

6.2.4 Hodnoceni reprodukovatelnosti

Méreni reprodukovatelnosti je méreni tésnosti shody pfi ménicich
se podminkach. Provadi se stejna metoda vrlzném case, rlznymi osobami.
Pfedpokladem je, Ze dojde k tésné shodé mezi vysledky méreni. [71]

Postup

Soucasti experimentalni Casti  prace je méreni reprodukovatelnosti
automatického hodnoceni RPR pomoci analyzatoru AIX1000. Nejdfive se provedlo
méreni deseti alikvotl jednoho vzorku jednim pracovnikem. V nasledujici den bylo

méreni zopakovano jinym pracovnikem laboratore. Vysledky hodnoceni byly zapsany

do tabulky.
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6.3 Pouzite statistické metody

Statistické zpracovani bylo realizovdno ve spolupraci s RNDr. Markem Malym, CSc.
z Oddéleni biostatistiky ve Statnim zdravotnim Ustavé. Statistické vypocty byly
provedeny pomoci statistického softwaru Stata 17 (StataCorp LLC, College Station,
USA). Pouzity byly testy symetrie, tzv. Bowker(v test a McNemarUv test. McNemarUv
test pro nase ucely vychazel zc¢tyfpolni kontingencni tabulky a byl pouZit pro
hodnoceni shody rozfazeni na pozitivni a negativni, bez ohledu na titr. BowkerQv test
vychazel z ¢tvercové kontingencni tabulky a pouZil se pro srovnani semi-kvantitativniho
hodnoceni v celkové skupiné i v jednotlivych skupindch. Testovani probihalo na 95 %
hladiné vyznamnosti. Opakovatelnost a reprodukovatelnost byla hodnocena na

zakladé procentualni shody v souboru méreni s tolerovanym rozdilem * 1 fedéni.
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7. VYSLEDKY

7.1 Porovnani automatického a manualniho hodnoceni

v celkovém souboru vzorki

Pfi celkovém porovndani automatického a manualniho hodnoceni 170 vzork( byl

zjistén statisticky vyznamny posun. Hodnota p byla mensi nez 0,001, tedy mensi nez

hladina vyznamnosti 0,05. Hodnoty automatického méfeni byly posunuty pod

evvs

Titry v tabulkach jsou zapisovany jako 1, 2, 4, 8 apod. Negativni vysledky jsou oznaceny

0.
AIX1000
Titry 0 1 2 4 8 16 32 64 128 256 Celkem

0 36 0 0 0 0 0 0 0 0 37

1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 10 15 3 0 0 0 0 0 0 0 28
4 1 5 6 0 0 0 0 0 0 0 12
8 0 1 3 10 1 0 0 0 0 0 15
VDRL 16 0 0 4 14 5 1 0 0 0 0 24
32 0 0 0 1 9 5 1 0 0 0 16
64 0 0 0 0 1 6 12 2 0 0 21
128 0 0 0 0 1 0 1 8 1 0 11

256 0 0 0 0 0 0 0 4 1 1 6

Celkem | 47 22 16 25 17 12 14 14 2 1 170

Tabulka 2 — Kontingencni tabulka pro celkovy soubor vzorki
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7.2 Porovnadni automatického a manuadlniho hodnoceni u
lécenych pacientii
Pfi porovnani automatického a manualniho hodnoceni v souboru 50 vzorkd
|éCenych pacientl byl zjiStén statisticky vyznamny posun. Hodnota p byla mensi nez
0,001, tedy mensi nez hladina vyznamnosti 0,05. Hodnoty automatického méreni jsou

evvs

3).

AIX1000
Titry 0 1 2 4 8 16 32 64 Celkem
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 5 4 1 0 0 0 0 0 10
4 0 2 2 0 0 0 0 0
VDRL 8 0 0 1 4 1 0 0 0
16 0 0 4 11 3 0 0 0 18
32 0 0 0 1 5 2 0 0
64 0 0 0 0 1 2 1 0
Celkem | 5 6 8 16 10 4 1 0 50

Tabulka 3 — Kontingencni tabulka pro skupinu lIécenych pacienti
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7.3 Porovnadni automatického a manualniho hodnoceni u
negativnich pacienti

PFi porovnani automatického a manualniho hodnoceni v souboru 20 negativnich
vzorkd doslo k absolutni shodé (viz Tabulka 4). Hodnota p byla rovna 1,00. Byla tedy

vys$si nez hladina vyznamnosti 0,05. Symetrie nebyla porusena.

AIX1000
Titry 0 Celkem
0 20 20
VDRL
Celkem 20 20

Tabulka 4 — Kontingencni tabulka pro skupinu negativnich vzorki
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7.4 Porovnadni automatického a manualniho hodnoceni u
pacienti s cerstvym zdchytem

Pfi porovnani automatického a manualniho hodnoceni 100 vzorkd od pacientt
s Cerstvym zachytem bylo zjisSténo statisticky vyznamné poruseni symetrie. Hodnota p
byla mensi nez 0,001, byla tedy mensi neZz hladina vyznamnosti 0,05 (viz Tabulka 5).
Hodnoty automatického hodnoceni jsou bud stejné, nebo niisi nez vysledky
manuadlniho hodnoceni. Pouze v jednom pfipadé je hodnota automatického hodnoceni

pozitivni 1:1, zatimco hodnota manualniho hodnoceni je negativni.

AIX100
Titry 0 1 2 4 8 16 32 64 128 256 Celkem
0 16 1 0 0 0 0 0 0 0 0 17
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 5 11 2 0 0 0 0 0 0 0 18
4 1 3 4 0 0 0 0 0 0 0 8
8 0 1 2 6 0 0 0 0 0 0 9
VDRL 16 0 0 0 3 2 1 0 0 0 0 6
32 0 0 0 0 4 3 1 0 0 0 8
64 0 0 0 0 0 4 11 2 0 0 17
128 0 0 0 0 1 0 1 8 1 0 11
256 0 0 0 0 0 0 0 4 1 1 6
Celkem 22 16 8 9 7 8 13 14 2 1 100

Tabulka 5 — Kontingencni tabulka pro skupinu pacienti s cerstvym zdchytem
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7.5 Shoda rozrazeni na negativni a pozitivni

Pro doplnéni byla v dalsi ¢asti data hodnocena bez ohledu na titr, jen v déleni

na pozitivni (kddovano 1) a negativni (kddovano 0).

V celkovém souboru 170 vzork( byla symetrie statisticky vyznamné porusena
(p=0,006), 11x nastala situace, pti které bylo ru¢ni hodnoceni reaktivni (pozitivni) a
automatické negativni. Pouze 1x nastala opacna situace. Ve vSech ostatnich pripadech

se obé metody ohledné reaktivity/negativity shodly (viz Tabulka 6).

AIX1000
Titry 0 1 Celkem
0 36 1 37
VDRL 1 11 122 133
Celkem | 47 123 170

Tabulka 6 — Shoda rozfazeni v celkovém souboru vzorki

V souboru 50 l|éfenych pacientd byl posun patrny, nebyl vSak statisticky

vyznamny (p=0,063, viz Tabulka 7).

AIX1000
Titry 0 1 Celkem
0 0 0
VDRL 1 5 45 50
Celkem | 5 | 45 50

Tabulka 7 — Shoda rozrazeni v souboru lécenych pacientii
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V souboru 20 negativnich vzork(l nebyl Zadny rozdil mezi vyhodnocenimi. Obé

metody se shodly na negativnich vysledcich (viz Tabulka 8).

AlIX1000

Titry 0 Celkem
VDRL 0 20 20
Celkem 20 20

Tabulka 8 — Shoda rozrazeni v souboru negativnich vzorki
V pfipadé skupiny vzorkl od 100 pacientl s ¢erstvym zachytem nebyl zjistén

statisticky vyznamny posun (p=0,125, viz Tabulka 9).

AIX1000
Titry 0 1 Celkem
0 16 1 17
VDRL 1 6 77 83
Celkem | 22 78 100

Tabulka 9 — Shoda roziazeni v souboru pacienti s cerstvym zdchytem
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7.6 Opakovatelnost

v hodnoceni opakovatelnosti je tedy 100 %.

VSechna méreni se shodla v fedéni hladiny protilatek 1:16 (viz Tabulka 10). Shoda

1. béh
A B C D E F G H | J
1:16 1:16 1:16 1:16 1:16 1:16 1:16 1:16 1:16 1:16
2. béh
A B C D E F G H | J
1:16 1:16 1:16 1:16 1:16 1:16 1:16 1:16 1:16 1:16

Tabulka 10 - Méreni opakovatelnosti

7.7 Reprodukovatelnost

v hodnoceni reprodukovatelnosti je tedy 100 %.

VSechna méreni se shodla v fedéni hladiny protilatek 1:16 (viz Tabulka 11). Shoda

1. béh
A B C D E F G H | J
1:16 1:16 1:16 1:16 1:16 1:16 1:16 1:16 1:16 1:16
2. béh
A B C D E F G H | J
1:16 1:16 1:16 1:16 1:16 1:16 1:16 1:16 1:16 1:16

Tabulka 11 — Méreni reprodukovatelnosti
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8. DISKUSE

Pocet pacientl s infekci syfilis v poslednich letech velmi stoupd a cilem zlstava
eradikace tohoto onemocnéni, ¢i snaha zabranit masivnéjSimu Sifeni v populaci. To je
dlvodem, proc€ jsou hleddny nové sméry, které by mohly zpfesnit a zrychlit diagnostiku
tohoto onemocnéni. Proces automatizace zasahuje témér do vSech odvétvi, jeho cilem

je zvySeni produktivity, snizeni naklad( a zefektivnéni prace [4, 72].

Z hlediska praktického posouzeni ma pouZzity automaticky analyzdtor pro RPR
vyhodu v tom, Ze je schopny davkovat minimalni objemy s velkou presnosti, dokaze
zajistit homogenitu antigenu pomoci magnetického michadla, je schopny analyzovat
velké mnozstvi vzork( soucasné a lze ho propojit pfimo s laboratornim informacnim
systémem. DalSim dUlezitym bodem je zajisténi dlkladného promichdvani vzorku
a antigenu béhem celé analyzy. Pokud neni brana v potaz Uvodni a zavérecna udrzba
pfistroje, doSlo automatickou analyzou kredukci ¢asu straveného zpracovanim

materidlu a odectem vysledku oproti manuadlni analyze.

3

Nevyhodou automatické analyzy je vétsi narok na personal z hlediska znalosti prace
s pocitatem, vétsi prostorova ndrocnost a velkd spotfeba vzorku. Zekologického
hlediska mizZe byt pouziti plastovych mikrotitracnich desticek vétsi zatézi pro Zivotni
prostfedi neZ pouzivani sklicek u manudlniho provedeni, pfi kterém jsou skla po
dezinfekci znovu pouzitelna. To je naopak vyvazeno tim, Ze ptistroj pouziva jehlu, kterd
je dekontaminovana, namisto jednordzovych plastovych Spicek, které jsou pouzivané

pfi manualnim zpracovani [62].

Manualni provedeni mlZe byt zatizeno vlivem lidského faktoru. Je zde vyssi riziko
zamény vzorku, vyssi riziko nedodrZeni laboratornich podminek a uréeného ¢asu pro

odecet testu. Nezbytnosti je fadné vyskoleny personal pro spravnou interpretaci dat.

Cilem prace bylo porovnat automatické a manudlni hodnoceni netreponemovych
testl pfi diagnostice syfilis. Dle statistickych vysledk(i mGzeme vidét, Ze v celkovém
souboru 170 vzork(li byl vyznamny posun mezi automatickym a manudlnim
hodnocenim. Automatické hodnoceni vykazovalo nizsi titry nez hodnoceni manudlni.
Skdla rozdéleni automatického hodnoceni byla zachovdna, pouze byla posunuta

k nizsim titrdm. Nicméné v pripadé, Ze je hodnoceni provadéno pouze jednim typem
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metody, neni tento posun prekazkou v pouZiti. Reakce automatického testu na zménu
titru protilatek pfi probihajici |écbé je zachovana. Problém by nastal pouze pfi
provedeni testovani jednou metodou a naslednou kontrolou lé¢by druhym typem
testovani. V tomto pfipadé by doslo k nesrovnalostem a nemohl by byt sprdvné uréen

ucinek Ié€by a aktivita onemocnéni.

Srovnani hodnoceni bylo nasledné provadéno ve tfech skupinach vzorkd tak, aby
byla detailnéji zjiSténa schopnost analyzy ve vzorcich srlznymi titry protilatek.
Kategorie byly vytvoreny na zakladé vysledkld konfirmacnich testl provadénych

v laboratofi NRL a na zakladé jejich anamnézy. Provedené testy byly FTA-ABS IgG, IgM,

onemocnénim syfilis. V této skupiné byl zjistén statisticky vyznamny posun k nizSim
titrdm pfi automatickém hodnoceni. Rozdilna situace nastala ve skupiné vzorkd od
negativnich pacient. VSechny vzorky byly shodné vyhodnoceny jako negativni. Ve
skupiné pacientl s ¢erstvym zachytem syfilis byly vysledky automatického hodnoceni

opét posunuty k nizsim hodnotdm titr(i nez vysledky hodnoceni manudlniho provedeni.

Dle studie, kterd probéhla vimunologické laboratoti v University of North Carolina
Hospitals, vznikla diskrepance mezi manualnim (metoda ASI RPR Card) a automatickym
(analyzator AIX1000) hodnocenim pouze u 12 vzork( z 1028. Vliv na tuto skutecnost
muzZe mit i to, Ze velkd c¢ast vzork( (996 testovanych vzork() byla negativnich. [60] Dle
vysledk(l naseho testovani Ize vidét, Ze pfi hodnoceni negativnich vzork( nebyl patrny

zadny statisticky vyznamny posun.

Podobna studie probéhla také v Jizni Koreji, kde byl porovnavan konvenéni RPR test
(Macro-Vue RPR Card Tests, USA) a automaticky RPR test HiSens Auto RPR LTIA (Jizni
Korea). | vtomto pripadé byly titry protilatek v ptripadé automatického hodnoceni nizsi
neZ v pripadé manualniho. Vyssi sérokonverze byla zaznamenana u IéCenych pacient(
pomoci automatického testu. [73] Opaéna situace nastala v ramci studie provadéné
v Severni Karoliné. Porovndvano zde bylo automatické hodnoceni pomoci analyzatoru
AIX1000 a manudlni hodnoceni pomoci Micro-Vue RPR Card. Automaticky analyzator
byl mnohem citlivéjsi nez manualni provedeni a vykazoval pozitivitu v nizkych titrech i

v pfipadé vzork(, u kterych nebyl pozitivni konfirmacni test TP-PA [74].
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Rozdéleni na pozitivni a negativni, bez ohledu na titr protilatek, v celkovém
souboru nasich vzork( vykazovalo statisticky vyznamny posun. Jedenactkrat nastala
situace, Zze manualni hodnoceni bylo pozitivni a automatické negativni. Pouze
jedenkrat byla situace opacnad. Pfi blizSim zkoumani v rdmci skupin bylo zjisténo, Ze ve
skupiné lécenych pacientl byl patrny posun, ktery ale nebyl statisticky vyznamny.
Ve skupiné negativnich vzork( byla absolutni shoda ve vysledcich. Ve skupiné vzorkt
s Cerstvym zachytem nebyl zjiStén statisticky vyznamny posun. Rozdilnost rozfazeni
v ramci skupiny Ié¢enych pacientd maze byt dana tim, Ze nékteré vzorky byvaji zrnitéjsi
nebo ovlivnény shluky fibrinu, ¢i jinych latek, které simuluji aglutindty. Tim muzZe dojit

k nespravnému subjektivnimu vyhodnoceni. [2, 75]

Méreni opakovatelnosti a reprodukovatelnosti hodnoceni pomoci analyzatoru
AIX1000 vykazovalo naprostou shodu. Analyzator nebyl ovlivnén zménou pracovnika
ani casovym rozptylem. Vysledky byly shodné také pti zachovani konstantnich

podminek.
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9. ZAVER
Syfilis patfi mezi vyznamna sexudlné prenosnd onemocnéni, jehoZ incidence
v poslednich letech opét narlstd. Metody nepfimého stanoveni, tedy detekce

protilatek, maji vyznamné postaveni nejen z hlediska diagnostiky tohoto onemocnéni,

ale maji rovnéz nezastupitelnou ulohu v ramci kontroly Uspésnosti terapie.

Vysledky dat ziskanych v této praci ukazuji, Ze i pres znatelny posun v hodnotdch
titrd pfi automatickém a manudlnim hodnoceni je mozné obé metody plnohodnotné
pouzivat jako soucast diagnostického schématu pro diagnostiku syfilis. A to predevsim
z dlvodu, Ze z(Ustdva zachovdna skala rozloZeni vysledk(l, kterd odrazi aktualni stav
infekce po |écbé. Analyzdtor AIX1000 je ucinnou volbou pro zautomatizovani

netreponemovych testd, s cilem poskytnout objektivné;jsi vysledky.
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10. POUZITE ZKRATKY

BOzP

CCR5

CCD

CDC

CE

CLIA

CNS

EDTA

ELISA

FITC

FDA

FTA-ABS

GSD

Bezpecnost a ochrana zdravi pfi praci
Bunécény chemokinovy receptor 5
Charge-coupled device

Zarizeni s vazanymi naboji

Centres for Disease Control and Prevention
Stfediska pro kontrolu a prevenci nemoci
z francouz. Conformité européenne
Evropska shoda

Chemiluminescence immunoassay
Chemiluminiscenéni analyza

Centralni nervova soustava

Ceska republika
Ethylenediaminetetraacetic acid
Ethylendiamintetraoctova kyselina
Enzyme-linked immuno sorbent assay
Enzymoveé vazany imunosorbentovy test
Fluorescein isothiocyanate

Isothiocyanat fluoresceinu

Food and Drug administration

Utad pro kontrolu potravin a léciv
Fluorescent treponemal antibody absorption
Fluorescencni absorb¢ni test

Gold Standard Diagnostics
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HIV

kDA

MHA-TP

MIU

PBS

PCR

PNC-G

Rpm

RPN

RPR

rRNA

SPHA

Th

TPP

Human Immunodeficiency Virus
Virus lidské imunodeficience
Imunoglobulin G

Imunoglobulin M

Kilodalton

Microhemagglutination Treponema pallidum
Mikrohemaglutinaéni Treponema pallidum test
Mezinarodni jednotka

Phosphate buffered saline
Fosfatovy pufr

Polymerase chain reaction
Polymerdzova retézova reakce
Penicilin G

Revolutions per minute

Otacky za minutu

Registr pohlavnich nemoci

Rapid plasma reagin

Rychla reaginova rekace
Ribosomal ribonucleic acid
Ribozomalni ribonukleova kyselina
Solid phase hemadsorption
Hemadsorpce na pevné fazi

T pomocny lymfocyt

Treponema pallidum subs. pallidum
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TPPA

USA

VDRL

WHO

Treponema pallidum particle agglutination
Treponema pallidum aglutinacni test s Casticemi
United States of America

Spojené staty americké

Veneral disease research laboratories test
Laboratorni test pro zjistovani pohlavnich chorob
World Health Organization

Svétova zdravotnicka organizace
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