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Editorial

PROMARNĚNÁ ŠANCE
Milé kolegyně a milí kolegové,
letošní duben mohl být pro dermatovene-
rologii nejlepším momentem v novodobé 
historii. Pro někoho nebylo překvapením, 
že předseda naší odborné společnosti 
byl jmenován ministrem zdravotnictví. 
Upřímně jsem si přála, aby se mu poda-
řilo nejen obstát v této nelehké politické 
funkci, ale hlavně prosadit zlepšení finan-
cování našeho oboru. Doufala jsem, že 
možná bude jednodušší změnit i systém 
vzdělávání. Je-li ministrem mj. předseda 
akreditační komise (určuje akreditovaná 
pracoviště a náplň oboru), přednosta kli-
niky (navrhuje členy akreditační komise 
a zkoušející atestací), garant oboru na fa-
kultě (zodpovídá za pregraduální výuku 

i postgraduální výchovu rezidentů), před-
nosta Subkatedry korektivní dermatologie, 
člen Vědecké rady ČLK, člen Specializační 
oborové rady dermatovenerologie (navrhu-
je náplň a zkoušky atestantů), člen zkušeb-
ní atestační komise dermatovenerologie, 
revizní lékař specialista, 3. místopředse-
da ČLS JEP, předseda Dermatologické sek-
ce Evropské unie lékařských specializací 
(harmonizuje vzdělávání v Evropě), vidí 
do problematiky našeho oboru komplexně 
a zasvěceně. Otázkou však je, kolik času 
může těmto funkcím věnovat. Vzhledem 
k tomu, že v České republice je šestnáct 
aktivních profesorů a docentů dermatove-
nerologie, dovedu si představit mnohem 
efektivnější využití těchto pozic pro náš 
obor, a ne pro kumulaci funkcí.
Co se stalo, víme. Nevíme sice, jaké bude 
další působení kolegy ve vedení nemocni-
ce či kliniky, ale asi bychom se měli ote-
vřeně zeptat Výboru České dermatologické 
společnosti ČLS JEP, jak naloží s publiko-
vanými fakty. Reakce vás, dermatologů 
z privátních praxí i z klinik, je až překva-
pivě stejná. Máme ve vedení odborné spo-
lečnosti toho, kdo „káže vodu a pije víno“. 
Ráda bych vás poprosila o zamyšlení, zda 
si opravdu nezasloužíme alespoň na chvil-
ku táhnout za jeden provaz. Stále doufám, 
že by se mohly spojit síly v jednu odbornou 
společnost, možná vydávat jeden časopis 
nebo pořádat jeden velký kongres…
Práce je a bude dost a dost. Pokud se situa-
ce s covidem-19 ustálí, čeká nás konsolida-
ce fungování lůžkových oddělení a ambu-
lancí, vypořádání se se zvýšenými nároky 
na hygienické postupy, návrat k elektivní 
péči, a hlavně návrat k dermatovenerolo-
gii. A jaká bude dermatovenerologie v blíz-
ké budoucnosti? Kolik z  elektronických 
konzultací zbyde v  denní praxi kožního 
lékaře a nahradí nás brzy teledermatolo-
gie? Tyto a další otázky jsou před námi spo-

lečně s financováním zdravotní péče nebo 
s novými pravidly ve vzdělávání. Víte, že 
ani akreditační komise nebyla informo-
vána o jiném způsobu zkoušení atestací? 
Jenomže žijeme v době, kdy se neřeší nic 
jiného než pandemie. A přitom do oboru 
nastupují noví lékaři, kteří po dobu roku 
neviděli normální chod kožních oddělení, 
protože řada provozů byla zavřena nebo 
převedena na lůžka pro covid-19 pozitivní 
pacienty. Totéž platí i o studentech medi-
cíny. Máme sice poměrně rigidní pravidla, 
ale najednou vypadne ve vzdělávání rok, 
a nic se neděje. Nejhorší je však důsledek 
posledního roku na chování lidí – to by 
bylo samostatné téma.
Toto druhé číslo časopisu věnujeme často 
přehlíženým tématům, a  to venerologii 
a  magistraliter receptuře. Sdělení venero-
logická byla přednesena na 4. národním 
venerologickém kongresu 6. 2. 2021 virtuál
ně, proto jsem ráda, že většina kolegů 
poskytla písemné znění svých přednášek 
(ve třetím čísle časopisu zveřejníme další 
z  nich). Přehledné sdělení o  individuál-
ně vyráběných léčivých přípravcích udě-
lá snad radost kolegům před atestací, ale 
i těm více pokročilým. Nezapomeňte poslat 
odpovědi na testové otázky, abyste získali 
kredity celoživotního vzdělávání ČLK.
Ať jste v jakékoli praxi, přeji vám krásné 
léto, hodně zdraví a načerpání sil na dovo-
lené. Těším se na další setkávání na vzdě-
lávacích akcích nejen virtuálních. První 
bude 27. národní dermatologický kongres 
5.–6. 11. 2021 v Brně.
V úctě

Jana Třešňák Hercogová

Foto na obálce:
archiv doc. MVDr. Miši Škoriče, Ph.D., Ústav patologické morfologie a parazitologie, Veterinární univerzita Brno
(histologické foto), archiv 2. lékařské fakulty Univerzity Karlovy a Fakultní nemocnice Bulovka (klinické foto)
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kandidáty pro systémovou léčbu.2

Kyntheum zlepšuje kvalitu života

a nabízí celkovou úlevu od symptomů.

Více než 60 % pacientů dosahuje

úplného zhojení kožních projevů.1,2,3
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Rychlý nástup účinku4
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Dlouhodobý účinek5
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Postgraduální vzdělávání

Syfilis, co je nového 

Kuklová I.
Čes. Dermatovenerol., 2021, 11, č. 2, s. 4–7

SOUHRN

Cílem práce je popsat epidemiologická 
data pacientů se syfilis hospitalizovaných 
na Dermatovenerologické klinice 1. lékař-
ské fakulty Univerzity Karlovy a Všeobec-
né fakultní nemocnice v Praze v roce 2019. 
Dalším cílem je popsat rizikové faktory 
související s nárůstem syfilis u mužů mají-
cích sex s muži a zamyslet se nad některý-
mi kontroverzními tématy, která kompli-
kují práci poskytovatelům zdravotní péče.

KLÍČOVÁ SLOVA

syfilis • epidemiologie • MSM • profylaxe

SUMMARY

Kuklova, I. Syphilis, what’s new
The aim of the work is to describe the 
epidemiological data of syphilis patients 
hospitalised at the Department of Derma-
tovenerology of the 1st faculty of medicine 
and General Teaching Hospital in Prague 
in 2019. The second objective is to identify 
the risk factors associated with increased 
syphilis incidence in men having sex with 
men and discuss certain unresolved and 
controversial issues that may complicate 
the work of healthcare providers.

KEY WORDS

syphlis • epidemiology • MSM • prophy-
laxis

Uplynulo téměř 500 let od doby, kdy ital-
ský lékař a básník Girolamao Fracastoro 
(1478–1553) napsal báseň o pastýři Syphilo-
vi, který se rozzlobil na Apollóna za to, že 
spotřeboval prameny, které napájely pas-
týřská stáda, a přísahal, že bude místo něj 
uctívat svého krále Alcithoüse. Apollón se 
urazil a seslal na lidstvo smrtelnou nemoc 
zvanou syfilis podle pastýřova jména. Pro-
kletí se rozšířilo na celou populaci, včetně 
krále Atlantidy Alcithoüse. Syfilis měla 
v té době výrazně rychlejší a destruktivněj-

ší průběh a charakterizovaly ji zcela jiné 
epidemiologické souvislosti než dnes.(1, 2)

Po zavedení penicilinu ve 40. letech 
20. století incidence syfilis rychle klesala, 
ale dosud se ji nepodařilo zcela eradiko-
vat. V současnosti souvisí kolísání jejího 
výskytu s různými sociálními trendy. Ná-
růst souvisel například se sexuálním osvo-
bozením v 60. letech a s nárůstem spotře-
by kokainu v USA na konci 80. a 90. let. 
Naopak k dočasnému poklesu incidence 
syfilis došlo na počátku epidemie HIV 
kvůli obavám z  šíření dosud neznámé 
epidemie a  následnému bezpečnějšímu 
sexuálnímu chování.(3) V posledních de-
seti letech se však výskyt syfilis v západní 
Evropě, USA a Číně opět zvyšuje, přičemž 
nejrychleji roste u mužů, kteří mají sex 
s muži (MSM).(4, 5)

Dle údajů TESSy (The European Surveillan-
ce System of the ECDC) byla v  roce 2018 
v zemích Evropské unie a Evropského hos-
podářského prostoru (EU/EET) incidence 
syfilis zhruba 7,0 případů na 100 000 oby-
vatel. Dvě třetiny (69 %) případů byly hlá-
šeny u mužů, kteří mají sex s muži (MSM), 
především v městské populaci, podíl žen 
tvořil 7 %.(6) V České republice byl v roce 
2019 podíl homo-/bisexuálního přenosu 
45,5 %, v Praze 72,8 %.(7)

PŘÍČINY NÁRŮSTU SYFILIS 
U MUŽŮ MAJÍCÍCH SEX 
S MUŽI
Faktory přispívající k  nárůstu syfilis 
u MSM nejsou zcela přesně známy. Je otáz-
kou, zda k nárůstu přispívají pouze změny 
chování, nebo i jiné příčiny. K nejčastěji 
citovaným behaviorálním faktorům patří 
sex bez kondomu, vysoký počet sexuálních 
partnerů, užívání drog s cílem zlepšit se-
xuální prožitek (chemsex), dále séroadap-
tivní chování (selektivní výběr partnerů 
s identickým HIV statutem), ale i měnící 
se způsoby vyhledávání sexuálních part-
nerů, například pomocí mobilních aplika-
cí, a seznamování přes internet.(8)

Syfilis je častěji diagnostikována zejména 
u HIV negativních MSM užívajících preex-

poziční profylaxi HIV (PrEP) tenofovir diso-
proxil fumarát s emtricitabinem, to je vy-
světlováno jednak rizikovějším sexuálním 
chováním, jednak častějším screeningem 
STI u této populace. Podle pokynů WHO 
a pokynů německo-rakouské zdravotnické 
společnosti pro AIDS je pro uživatele PrEP 
doporučováno testování na syfilis každé tři 
měsíce a testování na chlamydie a gono-
reu každé tři až šest měsíců.(9)

Rekart et al. navrhli novou hypotézu, že 
nárůst syfilis může souviset s antiretro-
virovou terapií (ART), která má potenciál 
změnit vrozenou a získanou imunitní od-
pověď způsobem, který zvyšuje citlivost 
organismu na TPA.(10) Opírá se o klinická 
pozorování: za prvé výskyt syfilis je ne-
přiměřeně zvýšen ve srovnání s výskytem 
kapavky a chlamydií a za druhé vysoký 
podíl pacientů s nově diagnostikovanou 
a opakovanou syfilis je současně infiko-
ván HIV. Autoři tvrdí, že vyčerpání pa-
měťových CD4+ T-buněk u jedinců infi-
kovaných HIV zvyšuje jejich náchylnost 
k opětovné infekci syfilis a že upregulace 
CCR5 receptorů treponemálními lipopro-
teiny zvyšuje náchylnost monocytů k in-
fekci HIV-1, což dále oslabuje vrozenou 
a  adaptivní imunitní odpověď na TPA. 
Tato hypotéza má ale mnohá omezení. 
Autoři vztahují rizikovější chování k po-
čtu partnerských vztahů, ale nezachycují 
další aspekty rizika přenosu. Například 
méně časté používání kondomů v rámci 
partnerského vztahu by mohlo být hypo
teticky ovlivněno právě užíváním ART 
(a jako takové by mohlo poskytnout alter-
nativní vysvětlení pro zvýšenou citlivost 
bez imunologického dopadu). Vysvětle-
ním pro nepřiměřený nárůst incidence 
syfilis ve srovnání s kapavkou a chlamy-
diemi u MSM může být jednoduše nedo-
statečný screening: více než 90 % extra-
genitálních infekcí je asymptomatických 
a většina MSM není na extragenitální in-
fekce vyšetřována.(11)

I  přes tato omezení je hypotéza zajíma-
vá a měla by být brána v úvahu. Během 
posledních patnácti let roste syfilis mezi 
MSM nekontrolovaně. Dosud nedošlo 
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k žádnému zásahu, který by vedl u této 
populace k jejímu trvalému poklesu. Po-
kud další výzkumy podpoří roli ART při 
zvyšování náchylnosti k syfilis, bude to 
další argument, proč musí být screening, 
diagnostika a léčba pohlavně přenosných 
chorob u MSM prioritou.(12) CDC (Centers 
for Disease Control and Prevention) dopo-
ručuje u MSM alespoň každoroční sérolo-
gický screening na syfilis (bez ohledu na 
stav infekce HIV) a minimálně každoroč-
ní testování na gonoreu (odběry z uretry, 
rekta a orofaryngu) a chlamydie (odběry 
z uretry a rekta).(13)

EPIDEMIOLOGIE SYFILIS 
U HOSPITALIZOVANÝCH 
PACIENTŮ V ROCE 2019
V roce 2019 jsme hospitalizovali celkem 
111  pacientů se syfilis; 91  mužů (82  %) 
a 20 žen (18 %) (tab. 1, 2). Do souboru není 
započítáno deset žen, které byly přijaty 
k  opakované léčbě v  graviditě. Většina 
pacientů byla z věkové skupiny 30–40 let. 
Podíl cizinců byl 23,4 % (24 mužů a čtyři 
ženy). Primární syfilis mělo 23,4  % pa
cientů (22 mužů a čtyři ženy), sekundár-
ní 22,5 % pacientů (23 mužů a dvě ženy). 
V  souboru mužů bylo 48 MSM (52,7  %). 
Celkem pět mužů bylo HIV pozitivních, 
čtyři již o své HIV pozitivitě věděli, jeden 
byl nově pozitivní. Jednalo se o muže ve 
věku 30–52  let, čtyři z  nich byli MSM, 
tři měli primární syfilis, jeden sekun-
dární. Ve čtyřech případech se jednalo 
o reinfekci syfilis. Koinfekce s ostatními 
STI byla zaznamenána pouze v  souboru 
mužů (4× gonorea, 2× chlamydie). Jeden 
pacient měl terciální syfilis (aneuryzma 
aorty). V porovnání s nálezy publikovaný-
mi před deseti lety poklesl počet pacientů 
o 50 %, což nekoreluje s celorepublikový-
mi nálezy, v nichž dochází během posled-
ních pěti let k nárůstu počtu hlášených 
případů. Dále byl prokázán nárůst pomě-
ru hospitalizovaných mužů vůči ženám 
a nárůst počtu HIV pozitivních mužů, toto 
zjištění je v souladu s celorepublikovými 
i celoevropskými trendy. Podíl cizinců ani 
věkový průměr se nezměnil. Podíl MSM 
zůstává přibližně stejný, ale je nižší než 
v průměru pražské populace.(14)

NEDOŘEŠENÁ 
A KONTROVERZNÍ TÉMATA 
SPOJENÁ SE SYFILIS
Se syfilis je spojena řada témat, která jsou 
předmětem kontroverzí. V otázce diagnos-
tiky není dosud definována optimální 
kombinace sérologických testů a nejsou 
určeny nejdůležitější ukazatele léčebné 

odpovědi, chybí přesná diagnostická kri-
téria neurosyfilis včetně indikace lumbál-
ní punkce.
Zlatým standardem diagnostiky syfilis je 
přímá identifikace T. pallidum subsp. palli­
dum (TPA) mikroskopií v temném poli nebo 
přímými testy využívajícími fluorescenční 
protilátky. Tyto metody jsou však u mnoha 
pacientů nepoužitelné, a proto je diagnó-
za obvykle založena na klinickém a séro-
logickém obrazu. Sérologické testy ale 
neumožňují jednoznačné rozlišení mezi 
jednotlivými stadii syfilis a  dosud není 
definována jejich optimální kombinace. 
Sérologický screening na syfilis tradičně 
začíná netreponemálním testem, jako 
je rychlá reaginová reakce (RRR), a poté 
následuje potvrzení pomocí jednoho z ně-
kolika treponemálních testů. V poslední 
době však zvýšená dostupnost a snížené 
náklady na automatizované testy vedly 
mnoho laboratoří ve Spojených státech 
k přijetí screeningu v opačném pořadí (re-

verse sequence testing), při kterém se nej-
prve provede treponemální test, po kterém 
následuje testování reaktivních sér netre-
ponemálním testem. Tyto algoritmy vedly 
k detekci populace „sérodiskordantních“ 
pacientů s potvrzenými reaktivními tre-
ponemálními testy a nereaktivními ne-
treponemálními testy. Bylo prokázáno, 
že až 20–25 % pacientů s neléčenou pozdní 
latentní syfilis může mít negativní test na 
netreponemální protilátky.
Detekce výsledků sérodiskordantního 
testu u osob bez dokumentované historie 
léčby syfilis vyvolává několik důležitých 
klinických otázek týkajících se veřejného 
zdraví: Jaká jsou rizika pohlavního a ver-
tikálního přenosu syfilis u těchto jedinců? 
Jaká jsou rizika, že buď v současnosti mají, 
nebo se u nich v budoucnu vyvine terciární 
syfilis? Přehled literatury týkající se pří-
padů neurosyfilis a oční syfilis mezi séro-
diskordantními osobami odhaluje velkou 
variabilitu a nepřináší jasné výsledky.(15)

Tab. 1 Syfilis u pacientů hospitalizovaných na Dermatovenerologické klinice 1. lékařské fakulty Uni­
verzity Karlovy a Všeobecné fakultní nemocnice v Praze v roce 2019

Muži Ženy

abs % abs %

celkem 91 82 20 18,0

primární 22 24,1 4 20,0

exantém 23 25,2 2 10,0

MSM 48 52,7 0 0

cizinci 24 26,3 4 20,0

současně gonorea 4 4,4 0 0

současně chlamydie 2 2,2 0 0

HIV pozitivní 5 5,5 0 0

neurolues 0 0 0 0

záchyt v graviditě – – 3 15

abs – absolutní počet

Tab. 2 Syfilis u pacientů hospitalizovaných na Dermatovenerologické klinice 1. lékařské fakulty Uni­
verzity Karlovy a Všeobecné fakultní nemocnice v Praze v roce 2009 a 2019

2009 2019

abs % abs %

muži 153 74,3 91 82,0

ženy 53 25,7 20 18,0

MSM 99 48,1 48 43,2

HIV pozitivní muži 2 2,6 5 5,5

cizinci/cizinky 40 19,9 26 23,4

Celkem 206 – 111 –
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DIAGNOSTICKÁ KRITÉRIA 
NEUROSYFILIS
Dalším nedořešeným tématem jsou přes-
ná diagnostická kritéria neurosyfilis včet-
ně indikace lumbální punkce, resp. iden-
tifikace pacientů, kteří by z ní měli mít 
prospěch.
Současné testy na neurosyfilis nejsou ani 
dostatečně citlivé, ani specifické. Zatím-
co pozitivní CSF-VDRL neurosyfilis „po-
tvrzuje“, negativní FTA-ABS v  CSF tuto 
diagnózu nutně „nevylučuje“, zvláště 
když mají pacienti neurologické přízna-
ky. Přestože je pozitivní výsledek testu 
CSF-VDRL diagnostický, je tento test rela-
tivně necitlivý a většina lékařů se spoléhá 
na nepřímé markery zánětu CNS, jako je 
lymfocytární pleocytóza vyšší než 5 bu-
něk/µl a elevace bílkovin. Tyto markery 
mohou být ale zvýšeny u HIV pozitivních 
pacientů, kteří syfilis nemají. Vzhledem 
k těmto skutečnostem je další práce na 
vývoji lepších diagnostických testů velmi 
nutná.(16, 17)

Liu et al. identifikovali v  CSF pacientů 
s neurosyfilis několik významně exprimo-
vaných metabolitů včetně L-gulono-gama-
-laktonu, D-manózy, N-acetyl-L-tyrosinu 
a  hypoxantinu. Role těchto diferenciál-
ních metabolitů v diagnostice neurosyfilis 
si zaslouží další zkoumání.(18)

INDIKACE LUMBÁLNÍ PUNKCE
Vyšetření mozkomíšního moku je v po-
čátečních fázích syfilis indikováno pouze 
u pacientů se zjevnými očními, aurikulár-
ními nebo neurologickými příznaky (jak 
u HIV negativních, tak i u HIV pozitivních 
osob).(13, 19, 20) U HIV pozitivních pacientů 
s časnou syfilis nebylo prokázáno zvýšené 
riziko očního a neurologického postiže-
ní. Pro pozdní syfilis chybí přesná data. 
Někteří odborníci doporučují rutinní 
CSF vyšetření u HIV pozitivních pacientů 
s pozdní syfilis k vyloučení asymptoma-
tické neurosyfilis, jiní omezují indika-
ce k  vyšetření CSF počtem CD4+ buněk 
(≤  350/mm3) anebo titrem RPR v  séru 
(titr > 1 : 32). V současné době ale chybí 
údaje o  výhodách vyšetření mozkomíš
ního moku u asymptomatických osob in-
fikovaných HIV.
Vyšetření likvoru má být vždy provedeno:
•	 u séropozitivních pacientů s neurologic-

kou či oční symptomatologií,
•	 u  pacientů s  aktivní terciární syfilis 

(aortitida, gumata),
•	 u asymptomatických pacientů, jejichž 

sérologické titry po doporučené terapii 
odpovídajícím způsobem neklesnou 
a u nichž je vyloučena reinfekce,

•	 u ostatních pacientů s latentní syfilis 
či při nejasném stáří infekce má být 

vyšetření likvoru zváženo zvláště při ti-
trech netreponemového testu vyšších 
než 1 : 32.(17, 21, 22)

Chemoprofylaxe STI
V rámci prevence syfilis a dalších STI u vy-
soce rizikových osob se uvažuje o nových 
přístupech, jako je pre- nebo post-expo-
ziční chemoprofylaxe (STI-PEP). Molina et 
al. zkoumali STI postexpoziční profylaxi 
v kohortě 232 HIV neinfikovaných MSM. 
Účastníci, kteří byli randomizováni do 
skupiny STI-PEP, užívali 200 mg doxycy-
klinu do 72  hodin od nechráněného po-
hlavního styku (ne více než 600 mg/týden, 
aby se snížilo riziko vzniku rezistence na 
doxycyklin a nežádoucích účinků léku). 
U  této skupiny došlo k  46% relativnímu 
snížení výskytu STI. Když byla každá STI 
analyzována samostatně, došlo ke snížení 
relativní incidence chlamydiální infekce 
a syfilis o 70 % a 71 %; snížení incidence ale 
nebylo pozorováno u kapavky, což lze vy-
světlit možnou rezistencí Neisseria gonorrho­
eae (NG) v oblasti prováděného šetření.(23) Je 
otázkou, zda bude chemoprofylaxe STI při-
jata jako forma prevence stejně jako byla 
přijata preexpoziční profylaxe HIV a zda 
výhody chemoprofylaxe převáží nad riziky 
nežádoucích účinků léku včetně ovlivnění 
mikrobiomu a vzniku rezistence.

REZISTENCE TPA 
K MAKROLIDOVÝM 
ANTIBIOTIKŮM
Historicky byl první kmen TPA rezistentní 
k erytromycinu (nazývaný Street Strain 14) 
izolován v CDC Johnem Clarkem u pacien
ta, u  kterého selhala léčba sekundární 
syfilis erytromycinem. Stamm a Bergen 
následně prokázali, že rezistence u toho-
to kmene byla spojena s přechodem A → G 
v obou kopiích genu 23S rRNA. Po selhání 
léčby azitromycinem prokázala laborator-
ní analýza vzorků v San Franciscu u části 
cirkulujících kmenů TPA přítomnost mu-
tace A2058G v genu 23S rRNA. Tato mutace 
byla identická s mutací identifikovanou 
v Street Strain 14. Identické mutace byly 
prokázány u historických kmenů a vzorků 
shromážděných z různých geografických 
míst (např. v Seattlu, Baltimoru, Dublinu, 
Albertě, Vancouveru, Šanghaji).(24, 25) Podíl 
vzorků obsahujících tuto mutaci se postu-
pem času zvyšuje zvláště u MSM, u nichž 
dosahuje 80  % (San Francisco,  Seattle). 
Matějková et al. popsali klinické selhání 
makrolidového antibiotika spiramycinu 
u pacienta se sekundární syfilis v České 
republice. Tento kmen obsahoval mutaci 
A2059G, která byla identifikována i v dal-
ších vzorcích odebraných v  letech 2005 
až 2008. Původ kmenů s mutacemi mak-

rolidové rezistence není znám. Existuje 
několik možných teorií, včetně širokého 
užívání azitromycinu k  léčbě Chlamydia 
trachomatis nebo k profylaxi infekcí Myco­
bacterium avium. Kmeny obsahující muta-
ci způsobující rezistenci lze rozdělit do 
více molekulárních typů, což naznačuje, 
že mutace není omezena na jediný typ 
kmene.(26, 27)

Azitromycin a ostatní makrolidová anti
biotika by měla být proto používána 
pouze jako poslední možnost, a to pouze 
tehdy, pokud lze pacienty po léčbě pečlivě 
sledovat.
Lékem první volby všech stadií syfilis zů-
stává parenterálně podávaný penicilin G. 
Pokud nelze použít penicilin, je přijatel-
nou alternativní možností doxycyklin 
(u  netěhotných žen) nebo ceftriaxon. 
Novější studie naznačují mezi peniciliny 
a cefalosporiny méně než 2,5% míru zkří-
žené reaktivity.(28) K  léčbě neurosyfilis, 
vrozené syfilis nebo syfilis u  těhotných 
žen dosud neexistují k penicilinu žádné 
osvědčené alternativy.(13) Ve Spojených 
státech byla v roce 2020 zahájena studie 
posuzující účinnost perorálně podávaného 
cefiximu (400 mg 2× denně 10 dní), která 
je plánována na 2,5 roku. Pokud se proká-
že dostatečný účinek cefiximu, mohl by 
být, vzhledem k dobrému průniku placen-
tou, vhodnou alternativou i pro těhotné 
ženy.(29) Dále probíhá studie na zvířecím 
modelu posuzující účinnost nízkonákla-
dového oxazolidinonu linezolidu.(30)

ZÁVĚR
Nižší obavy z  HIV infekce mohou vést 
k rizikovému sexuálnímu chování, které 
usnadňuje přenos syfilis a dalších pohlav-
ně přenosných chorob. Epidemie syfilis by 
neměla být brána jako izolovaný problém. 
V posledních několika letech byly hlášeny 
rostoucí trendy u gonorey, lymphogranu-
loma venereum, sexuálně přenosné shi-
gelózy a hepatitidy. Tyto choroby by měly 
být sledovány v širším sociálním, beha
viorálním a epidemiologickém kontextu. 
Integrovaný přístup napříč nemocemi by 
měl vyústit ve spolupráci s ostatními pro-
gramy v  oblasti veřejného zdraví, které 
mají často lepší finanční zdroje, jako jsou 
např. programy prevence HIV.
V České republice (ČR) existuje jen málo 
studií sledujících výskyt a  trendy STI 
(i v kontextu HIV), vzhledem k dopadům 
na veřejné zdraví by jim měla být věnována 
větší pozornost.(31–33) Důležitým předpokla-
dem pro přesné zpracování epidemiologic-
kých dat je volný přístup do anonymizova-
ných údajů Registru pohlavních nemocí. 
Tento registr je v ČR z nepochopitelných 
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důvodů nedostupný a  data lze získat až 
na písemné vyžádání. Často diskutova-
ným nedostatkem je chybějící metodický 
pokyn, který by pomohl poskytovatelům 
zdravotní péče lépe se orientovat ve složité 
legislativě STI.(34)

Prohlášení: autorka nemá v souvislosti s  tématem 
práce žádný střet zájmů.
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SOUHRN

Tato práce shrnuje poznatky o  přímé 
diagnostice Treponema pallidum subsp. pa­
llidum (TPA) z lidských klinických vzorků 
metodou PCR. Výsledky PCR diagnostiky 
treponem srovnává s běžně používanými 
sérologickými testy. Uvádí také detailní 
protokol zahrnující sběr vzorků, jejich 
transport a uchovávání, izolaci DNA a pro-
vedení PCR. Současně se také zabývá další 
charakterizací amplifikované trepone-
mální DNA v rámci molekulární typizace 
původce syfilis a uložení sekvenačních dat 
do databáze.

KLÍČOVÁ SLOVA

Treponema pallidum subsp. pallidum 
• PCR detekce v klinickém materiálu • 
molekulární typizace

SUMMARY

Smajs, D., Vrbova, E., Pospisilova, P., Kuklova, I., 
Zakoucka, H. PCR in syphilis detection
This work summarizes our current 
knowledge about direct PCR detection of 
Treponema pallidum subsp. pallidum (TPA) in 
clinical samples. The results of PCR detec-
tion of TPA were compared to the serolo-
gical methods including treponemal and 
nontreponemal tests. A detailed protocol 
for collection, handling and storage of 
clinical samples as well as for isolation of 
DNA and PCR amplification is described. 
Moreover, a molecular typing of TPA iso-
lates is described including analysis and 
storage of the sequencing data.

KEY WORDS

Treponema pallidum subsp. pallidum 
• PCR detection in the clinical material • 
molecular typing

Treponema pallidum subspecies pallidum (TPA) 
je původcem sexuálně přenosného one-
mocnění syfilis. Zatímco globální inciden-

ce syfilis představuje více než 6 milionů 
nových případů ročně,(1, 2) počet případů 
v  ČR se po několikanásobném nárůstu 
mezi lety 1990 a 2000(3) ustálil na počtu 
700–1000 případů ročně, což představuje 
asi desetinu průměrné celosvětové inci-
dence syfilis. Tato nízká incidence v ČR 
je jednak dána vysokou kvalitou lékařské 
péče v ČR a jednak také častým výskytem 
genetického polyformismu (rs5743708) 
v genu pro TLR2 v české populaci. Tento 
polymorfismus, který je častý v české po-
pulaci a nepříliš častý v jiných evropských, 
asijských, amerických a afrických popula-
cích, má velmi pravděpodobně protektivní 
účinek vzhledem k vnímavosti k infekci 
treponematy.(4)

Rod Treponema zahrnuje několik druhů 
a  poddruhů patogenních spirochet,(5) 
způsobujících onemocnění s podobnými 
symptomy a epidemiologií. Zatímco syfilis 
způsobuje většinou poddruh T. p. pallidum, 
v  několila recentních prací se ukazuje, 
že i poddruh T. pallidum subsp. endemicum 
(původce endemické syfilis, TEN) vyvolá-
vá u lidí příznaky časné syfilis, které jsou 
nerozeznatelné od infekce TPA.(6–8) T. palli­
dum subsp. pertenue pak kromě onemocnění 
yaws u lidí(9) způsobuje infekce u afrických 
primátů včetně šimpanzů a goril.(10, 11)

TPA jsou typickými zástupci tzv. mono-
morfních patogenů, bakterií, které jsou 
adaptovány na jednoho nebo několik málo 
hostitelů a které jsou zpravidla geneticky 
velmi málo variabilní. V souladu s tím pak 
TPA vykazuje nízkou mutační rychlost(12) 
a minimální genetickou variabilitu mezi 
jednotlivými kmeny TPA. Přesto byly v po-
sledních dvou dekádách vyvinuty typizač-
ní systémy TPA, založené na genetických 
rozdílech jednotlivých kmenů TPA.(13–15)

V této práci shrnujeme vědomosti o PCR 
detekci původce syfilis v lidských klinic-
kých vzorcích. Současně se zabýváme 
použitím vhodných nástrojů k  typizaci 
původce syfilis, umožňujících jednak při-
spět k dignostice syfilis (zejména u nety-
pických případů), jednak lépe porozumět 
epidemiologii syfilis identifikací riziko-
vých skupin a přenosových cest, jednak 

lépe charakterizovat genetickou variabi-
litu původce syfilis, což je nezbytný před-
poklad pro vývoj vakcíny proti treponemo-
vým onemocněním.

SÉROLOGIE A PCR 
V DIAGNOSTICE SYFILIS
Laboratorní diagnostika syfilis se rutinně 
opírá o použití sérologických testů. Tato 
nepřímá diagnostika využívá jak tzv. ne-
treponemových testů (rapid plasma rea-
gin – RPR; venereal disease research labo-
ratory – VDRL), které detegují přítomnost 
protilátek proti kardiolipinu, tak také 
tzv. treponemových testů detegujících pro-
tilátky proti TPA (např. fluorescent trepo-
nemal antibody absorption test – FTA-Abs; 
T. pallidum hemagglutination assay – TPHA; 
T. pallidum particle agglutination assay – 
TPPA). Sérologické testy, které jsou po-
užívané ve třech různých algoritmech 
(standardní, reverzní a tzv. ECDC),(16) mají 
vysokou specifitu a  senzitivitu, přesto 
však mají některá omezení, která zahr-
nují sníženou citlivost ve velmi raných 
fázích infekce, výskyt falešně pozitivních 
výsledků u některých jiných onemocně-
ní a výskyt falešně negativních výsledků 
kvůli efektu prozone.(2, 17, 18) Navíc dostup-
né sérologické testy nejsou plně specifické 
pro T. p. pallidum a vykazují pozitivitu také 
u ostatních treponemových infekcí (yaws, 
endemická syfilis).
Ačkoliv použití PCR pro přímou diagnos-
tiku původce syfilis lze vystopovat zpět až 
do roku 1990,(19–21) rutinní použití PCR pro 
diagnostiku syfilis(22, 23) je stále spíše výjim-
kou než pravidlem. Důvodem tohoto stavu 
je poměrně malý počet buněk treponem 
v lidském klinickém materiálu a také vy-
soká fragilita buněk TPA. Tyto faktory pak 
komplikují úspěšnou detekci treponemové 
DNA, a činí tak přímou detekci TPA velmi 
náročnou. Navíc se ukázalo, že existují 
zásadní rozdíly ve vhodnosti různého kli-
nického materiálu pro PCR diagnostiku 
treponem, jak ukázala analýza vzorků 
odebraných ve stejný čas jednomu pacien
tovi (viz níže).
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PCR U SÉROPOZITIVNÍCH 
PACIENTŮ SE SYFILIS
Výsledky PCR u séropozitivních pacientů 
se syfilis jsou značně ovlivněny tím, zdali 
se jedná o analýzu kožních nebo sliznič-
ních stěrů, nebo o  analýzu vzorků plné 
krve. Zatímco stěry z  primárních nebo 
sekundárních lézí byly PCR pozitivní 
v 76,4 %, vzorky plné krve byly PCR pozi-
tivní jen u 32,7 %.(24) Výrazně vyšší podíl 
pozitivních stěrů zjistily i další předcho-
zí studie,(25–27) které se však navzájem liší 
úspěšností detekce treponemové DNA 
v  důsledku použití různých detekčních 
protokolů a  souborů klinických vzorků. 
Nižší záchyt treponemové DNA v klinic-
kých vzorcích přitom nemusí být dán jen 
nižší citlivostí PCR testů. Alespoň část sé-
ropozitivních pacientů může představovat 
pacienty s neaktivní syfilis, ať už jako dů-
sledek předchozí cílené léčby, nebo jako 
důsledek neplánované léčby v rámci anti
biotické léčby jiné infekce. Toto vysvětle-
ní podporuje celosvětový růst rezistence 
k makrolidům u původce syfilis,(28, 29) ač-
koliv se terapie syfilis makrolidy již delší 
dobu nedoporučuje. Při izolované analýze 
pacientů v primárním stadiu syfilis vzrost-
la PCR detekce ve stěrech dokonce až na 
84,3 %, což ukazuje na to, že přímá PCR 
detekce v časných stadiích syfilis je poměr-
ně efektivní.(24)

U séropozitivních pacientů se syfilis v pri-
márním nebo sekundárním stadiu, od kte-
rých byly k dispozici jak stěry, tak vzorky 
plné krve, se ukázalo, že PCR detekce ze 
stěrů byla sice vyšší než u  vzorků plné 
krve, ale tento rozdíl nebyl tak výrazný 
(76,5 %, a 61,7 %).(24) To jednak ukazuje, že 
stěry kožních nebo slizničních lézí jsou 
vhodnějším materiálem, a  jednak také 
to, že vzorky plné krve jsou často odebírá-
ny pacientům s neaktivní syfilis, což vede 
k jejich nižší celkové pozitivitě. Nižší zá-
chyt treponem v plné krvi ukazuje, že je 
třeba dále vyvíjet citlivější detekční PCR 
protokoly pro vzorky plné krve.

PCR U SÉRONEGATIVNÍCH 
PACIENTŮ S PODEZŘENÍM 
NA SYFILIS
Celá řada studií identifikovala původce 
syfilis pomocí PCR detekce u séronegativ-
ních pacientů.(30–35) PCR detekce v těchto 
případech umožňuje diagnózu syfilis 
ještě před rozvinutím protilátkové imu-
nitní odpovědi. V souboru 126 séronega-
tivních pacientů s podezřením na syfilis 
(definovaným jako přítomnost klinických 
symptomů primárního nebo sekundární-
ho stadia anebo přítomnost relevantní 
anamnézy) izolovaných v ČR bylo 11 vzorků 
PCR-pozitivních (8,7 %).(24) Tento výsledek 

ukazuje na fakt, že přímá diagnostika pů-
vodce syfilis je v časných stadiích infekce 
nenahraditelná. V  konečném důsledku 
pak včasně stanovená diagnóza může vy-
ústit v omezení dalšího šíření nákazy.

PCR U SÉRODISKREPANTNÍCH 
PACIENTŮ S PODEZŘENÍM 
NA SYFILIS
Vrbová et al. (2020)(24) ve své studii zjistili, 
že asi 16 % pacientů vyšetřených PCR na 
přítomnost původce syfilis (n = 941) mělo 
sérologické výsledky diskrepantní. Větši-
nu těchto pacientů představovali pacienti 
s  negativním RPR testem a  pozitivním 
testem treponemovým (n = 154), zatímco 
jen 10 pacientů mělo pozitivní RPR test 
a negativní treponemový test. V obou sku-
pinách měla PCR detekce zhruba 50% pozi-
tivitu.(24) Tyto výsledky ukazují na význam 
používání obou typů testů (treponemových 
i netreponemových) a také naznačují, že 
tam, kde není možné kombinovat oba typy 
testů, je lépe používat reverzní algoritmus 
sérologických testů nebo tzv. ECDC algorit-
mus,(16) které eliminují falešně negativní 
výsledky RPR testování. Skupina pacientů 
s negativním RPR testem a pozitivním tes-
tem treponemovým patrně alespoň zčásti 
reprezentuje vzorky pacientů s prodělanou 
syfilitickou infekcí, jak naznačuje fakt, že 
68 PCR negativních pacientů z této skupi-
ny nemělo určeno stadium syfilis. Z 10 pa-
cientů, kteří měli pozitivní RPR test a ne-
gativní treponemový test, byla polovina 
PCR pozitivních. Protože RPR reakce se 
stává pozitivní během infekce syfilis poz-
ději ve srovnání s treponemovou reakcí, 
PCR pozitivní pacienti patrně představují 
pacienty v časné fázi infekce, kde je RPR 
pozitivita dána jiným onemocněním. Po-
dobně PCR negativní pacienti mohou být 
RPR pozitivní z jiných příčin, např. kvůli 
probíhající virové nebo bakteriální infekci 
nebo v důsledku vakcinace.

MOLEKULÁRNÍ TYPIZACE 
PŮVODCE SYFILIS
Jednou ze zásadních výhod PCR detekce 
původce syfilis je, kromě přímé detekce in-
fekčního agens, také možnost molekulár-
ní typizace TPA. Přestože historicky bylo 
vyvinuto několik PCR testů, které specic-
ky detegují TPA, dnes se používají jen dva 
základní typizační systémy (nebo jejich 
modifikace). Prvním z  nich je tzv.  CDC 
typizační systém, který byl poprvé publi-
kován v roce 1998(13) a později poupraven 
a přejmenován na ECDC (Enhanced CDC 
typing).(14) Druhým typem molekulárněty-
pizačních testů je SBMT (sequence based 
molecular typing),(35) později modifikova-

ný a přejmenovaný na MLST (multilocus 
sequence typing).(15) Zatímco CDC systém 
deteguje restrikční profil PCR produktu 
vzniklého amplifikací 3 paralogních tpr 
genů a počet repetic v genu arp, MLST sys-
tém je založen na amplifikaci a sekvenaci 
3  chromosomálních genů, popř. jejich 
částí. Principiálním rozdílem obou testů 
je, že CDC (nebo ECDC) test neumožňuje 
získat z  detegované genetické variabili-
ty informaci o fylogenetické příbuznosti 
TPA kmenů. MLST systém toto umožňuje, 
a navíc má definovanou detekční kapaci-
tu, která umožňuje detegovat 30 % veške-
ré genetické diverzity TPA (tj. diverzity 
na úrovni celogenomové sekvence). CDC 
(nebo ECDC) test navíc představuje poten-
ciální riziko vzniku PCR chimér během 
amplifikace DNA, a  tudíž falešně dete-
govanou genetickou variabilitu.(36) V této 
práci se budeme dále věnovat jen MLST 
typizaci.

PROTOKOL PRO MLST 
TYPIZACI PŮVODCE SYFILIS
Detekce TPA je založena na dvoukroko-
vé (nested) PCR detekci chromosomální 
DNA původce syfilis. Pro optimální am-
plifikaci je použit protokol „touchdown“, 
který umožňuje velmi specifickou počá-
teční amplifikaci DNA TPA. Citlivost této 
dvoukrokové PCR reakce je velmi blízká 
teoreticky maximální možné citlivosti 
PCR reakce, která odpovídá jedné mole-
kule DNA.(35) Protokol používá polymerá-
zu „PrimeSTAR GXL polymerase“ (Takara, 
BioEurope, France), která v prvním kroku 
nested PCR reakce zajišťuje přesnost am-
plifikace, která je důležitá pro pozdější 
sekvenaci. Jsou amplifikovány a  sekve-
novány části těchto 3 genů: TP0136, TP0548 
a TP0705. Unikátní sekvence těchto genů 
(alely) jsou pak základem tzv. alelického 
profilu (AP), který se skládá z čísel alel pro 
TP0136.TP0548.TP0705 (např. AP 1.1.8 je častý 
v ČR). Celý protokol detekce TPA je podrob-
ně popsán v boxu 1.

MEZINÁRODNÍ DATABÁZE 
PRO MLST TYPIZACI PŮVODCE 
SYFILIS
Mezinárodní databáze pro MLST typizaci 
původce syfilis je podrobně popsána v pub-
likaci Grillová et al. 2019 (Treponema pallidum 
subsp. pallidum | PubMLST).(39) V lednu 2021 
obsahovala záznamy o celkem 844 PCR-po-
zitivních lidských vzorcích, které kromě 
ČR pocházely ze Švýcarska, Francie, Špa-
nělska, Portugalska, Nizozemí a Rakous-
ka. Dále pak z USA, Austrálie, Argentiny 
a  Číny. V  databázi pro MLST typizaci je 
zatím uloženo 94 identifikovaných alel 
a  78  unikátních alelických profilů. Ale-
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lické profily TPA jsou buď často se vysky-
tující (např. AP 1.3.1, 1.1.8, 1.1.1, 3.2.3) 
a společné vzorkům získaným od pacientů 
z mnoha států i světadílů, nebo vzácné, 
které jsou geograficky unikátní a odlišné 
v různých státech. Navíc bylo prokázáno, 
že alelické profily se mění s časem, některé 
z populace mizí a nové se objevují.(37) Vzác-
né alelické profily jsou asociovány s geo-
grafickým původem a také s mutacemi, 
které způsobují rezistenci původce syfilis 
k  makrolidům.(38) Na základě alelických 
profilů mohou být klinické izoláty kla-
sifikovány do dvou základních skupin, 
tj. do Nichols-like a SS14-like skupiny.(40) 
Přibližně 94  % klinických izolátů spadá 
do skupiny SS14-like a jen 6 % do skupiny 
Nichols-like. Obě skupiny se přitom liší 
v řadě parametrů a jsou izolovány s různou 
frekvencí od pacientů s různým věkem, po-
hlavím, stadiem syfilis, výskytem mnoha-
četných primárních lézí atp. Jednoznačná 
podstata výskytu Nichols-like a SS14-like 
skupin mezi kmeny způsobujícími lidskou 
syfilis zatím není uspokojivě vysvětlena.

ZÁVĚR

Molekulární diagnostika syfilis pomocí 
PCR se stále zdokonaluje a oproti sérologii 
nyní dosahuje zhruba 40–85% pozitivního 
záchytu, který mimo jiné závisí na typu 
klinického materiálu. Oproti sérologii je 
zatím suboptimální, ale sérologii vhodně 
doplňuje, zejména u pacientů s negativ-
ním nebo diskrepantním výsledkem séro-
logického vyšetření.
Z výsledků PCR detekce TPA je zřejmé, že 
je vhodnější používání obou typů séro-
logických testů (treponemových i netre-
ponemových), a výsledky také naznaču-
jí, že tam, kde není možné kombinovat 
oba typy testů, je lepší používat reverzní 
algoritmus sérologických testů (tj. trepo-
nemový test následovaný testem netre-
ponemovým) nebo tzv. ECDC algoritmus 
(tj. treponemový test následovaný dalším 
treponemovým testem).
Alelické profily TPA jsou buď často se vy-
skytující (např. 1.3.1, 1.1.8, 1.1.1, 3.2.3) 
a společné mnoha státům (nebo geogra-

fickým lokalitám), nebo vzácné, které jsou 
odlišné v různých státech. Alelické profily 
TPA jsou dynamické v čase a jsou asociová-
ny s geografickým původem, s pohlavím, 
věkem a výskytem mnohočetných primár-
ních lézí.
Klinické izoláty jsou dvojího typu: TPA izo-
láty buď patří do skupiny SS14-like kmenů, 
nebo Nichols-like kmenů. Původ těchto 
skupin kmenů treponem není uspokojivě 
vysvětlen; je možné, že souvisí s prudkým 
nástupem infekce syfilis v Evropě po ná-
vratu Kryštofa Kolumba z Ameriky.
Zjištění genetické diverzity klinických izo-
látů je prvním krokem pro vývoj úspěšné 
vakcíny proti syfilis, která je předpokladem 
pro eliminaci nebo eradikaci syfilis, popř. 
dalších onemocnění působených trepone-
maty (např. yaws a endemické syfilis).

Poděkování
Tento výzkum byl podporován grantem AZV MZd číslo 
(17-31333A).

Prohlášení: autoři nemají v souvislosti s tématem práce 
žádný střet zájmů.

Box 1  Detekce TPA v klinickém materiálu

Detekce treponemální DNA se nejčastěji provádí z kožního nebo slizničního stěru primárního stadia (z mokvajícího vředu) nebo 
sekundárního stadia (kondylomy), kdy se štětička po odebrání ponoří do připraveného lyzačního pufru (100 mM TRIS, 100 mM 
EDTA, 1% SDS; pH = 8) a vzorek se buď rovnou zpracuje, nebo zamrazí na –20 °C. Dalším vhodným materiálem je nesrážlivá krev 
odebíraná do zkumavek s K2EDTA. Odebrané vzorky je nejlépe co nejrychleji zpracovat (do 120 min), jinak je třeba je zamrazit 
(ideálně na –80 °C). Izolace DNA by měla proběhnout co možná nejdříve po odebrání/rozmražení vzorku. Osvědčenou možností 
je QIAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen, Hilden, Německo), který jako vstupní materiál vyžaduje 200 µl výluhu/krve. Postupuje-
me podle pokynů výrobce a nakonec eluujeme do 100 µl pufru AE (Qiagen). Pro amplifikaci typizačních lokusů (TP0136, TP0548, 
TP0705) a lokusu 23S rDNA používáme nested PCR.(15, 24, 37, 38)

V prvním kroku nested PCR se používá PrimeSTAR GXL polymerase (Takara Bio Europe, France). Jedna PCR reakce s konečným 
objemem 25 μl v tomto kroku obsahuje 16,3 μl vody, 2 μl 2,5 mM dNTP mixu, 5 μl 5× PS GXL pufru, 0,1 μl od každého primeru 
(100 pmol/μl), 0,5 μl PrimeSTAR GXL polymerázy a 1 μl izolované DNA. Při dostatečném množství vzorku je možné použít i 10 µl 
izolovné DNA a menší objem vody. Primery pro první krok nested PCR pro jednotlivé typovací lokusy a 23S rDNA jsou následující: 
136F 5‘-AACCCGTTAGCGCCCAACAT-3‘ a 136R 5‘-TCCCAGCTCAGCCGAATCTC-3‘, délka produktu 1789 bp; 548F 5‘-TGGGGCACTAAACC-
GGAAGA-3‘ a 548R 5‘-TACGGGCATTTGCGGATAGG-3‘, délka produktu 1567 bp; 705F 5‘-GGTCTATATGCAGCCCTTCTTC-3‘ a 705R 5‘-GCTT-
GAGAACGATACCGGATAC-3‘, délka produktu 1181 bp; 23SF 5‘-CGAAGGGAAGCAGGTGTAGT-3‘ a 23SR1 5‘-GCGCGAACACCTCTTTTTAC-3‘ 
a 23SR2 5‘-GAACCGTCCCTGAAAACTCA-3‘, délka 1666 a 1658 bp. Protokol pro tuto reakci obsahuje postupně klesající teplotu ve fázi 
vazby primerů (tzv. „touchdown“ PCR protokol) a běží při následujících podmínkách: 94 °C (1 min); 98 °C (10 s), 68 °C (15 s; −1,0 °C 
na cyklus), 68 °C (1 min a 45 s) pro 8 cyklů; 98 °C (10 s), 61 °C (15 s), 68 °C (1 min a 45 s) pro 35 cyklů a 68 °C (7 min).
Druhý krok PCR již není třeba povádět s vysoce přesnou polymerázou (protože amplifikovaný vzorek obsahuje dostatečné množství 
kopií DNA), a používá se tedy Taq polymeráza (5 000 U/ml; New England BioLabs, Ipswich, MA) a složení jedné reakce je následu-
jící: 20,5 μl vody, 2,5 μl ThermoPol Reaction pufru, 0,5 μl 10 mM dNTP mixu, 0,25 μl od každého primeru (100 pmol/μl), 0,1 μl Taq 
polymerázy a 1 μl PCR produktu z prvního kroku. Primery pro druhý krok jsou tyto: 136inF 5‘-AGTGTCTTCCTCGTCCGTTC-3‘ a 136inR 
5‘-CACGTGGTGGTGTCAAACTT-3‘, délka produktu 1206 bp; 548inF 5‘-GCGGTCCCTATGATATCGTGT-3‘ a 548inR 5‘-GAGCCACTT-
CAGCCCTACTG-3‘, délka produktu 1065 bp; 705inF 5‘-TGCGGCTTATCCTGATGAATAG-3‘ a 705inR 5‘-TATTCTGCGGCGTTGGATAG-3‘, 
délka produktu 803 bp; 23SinF 5‘-GTACCGCAAACCGACACAG-3‘ a 23SinR 5‘-AGTCAAACCGCCCACCTAC-3‘, délka 629 bp. PCR pak běží 
za těchto podmínek: 94 °C (1 min); 94 °C (30 s), 48 °C (30 s), 72 °C (1 min a 15 s) pro 40 cyklů a 72 °C (7 min).
Jako pozitivní kontrola je používána DNA Nicholsova kmene treponem (5 pg/μl; CP004010), podle kterého jsou odvozeny délky 
amplifikovaných oblastí. Jako negativní kontrola je používána destilovaná voda. Vzorky jsou analyzovány pomocí elektroforézy 
na 1,5% agarózovém gelu s velikostním markerem 100 bp. V případě pozitivity přečišťujeme PCR produkt kitem QIAquick PCR 
Purification Kit (Qiagen, Hilden, Německo) podle pokynů výrobce. Pro sekvenaci se používají primery identické s primery pro 
druhý krok amplifikace. Získané konsensuální sekvence jsou vloženy do databáze (Treponema pallidum subsp. pallidum | PubMLST) 
a tato databáze jim přiřadí čísla alel. Spojením čísel alel pro TP0136, TP0548 a TP0705 vzniká výsledný alelický profil, který je 
v databázi uložen spolu s dalšími informacemi o vyšetřeném vzorku.
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