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Clanek se zaméruje na rutinné nekultivovatelné treponemové infekce, které i nadale
predstavuji celosvétovy problém. Pojednava o soucasnych poznatcich v oblasti
molekularni genetiky a zdlraznuje dalezitost implementace aktualnich vyzkum( do
dermatovenerologie. Soustfedi se na vyuziti metody PCR v diagnostice a propojeni
klinické medicinské praxe s védeckymi poznatky v oblasti molekularni genetiky

u treponemovych infekci.
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Genetic background of routinely uncultivable treponemal infections with

clinical correlation: concise information for medical practice

The article deals with routinely uncultivable treponemal infections that continue
to be a global problem. The current knowledge in the field of molecular genetics is
presented and the importance of implementing current research into dermatoven-
erology is emphasized. The article focuses on the use of the PCR method in diagnosis
as well as on linking clinical medical practice with scientific knowledge in the field of
molecular genetics in treponemal infections.
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Uvod

Patogenni treponemy jsou gramnega-
tivni bakterie vinitého az spirdlovitého tva-
ru o velikosti 10 az 20 um na délku a 100 az
200 nm v priméru (3), které zahrnuji kulti-
vovatelné a rutinné nekultivovatelné pato-
geny. Rutinné nekultivovatelné treponemy
predstavuji bakteridlni druhy a poddruhy,
které jsou obligatnimi patogeny zplsobujici
specifickd onemocnéni u lidi a zvifat (Tab.
1). U lidi jsou plvodci onemocnéni syfilis
(venericka ptijice, lues), yaws (framboesie),
endemicka syfilis (bejel) a pinta (carate). Mezi
tzv. kultivovatelné treponemy muizeme fadit

napftiklad Treponema denticola, T. vincentii, T.
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socranskii, T. amylovorum stojici za periodon-
talnimi infekcemi lidi (1). Spirochety, kam se
fadirod Treponema, Leptospira, a také Borrelia
(plvodce Lymeské borreliézy), jsou fyloge-
neticky starobylou skupinou bakterii Uzce
spojenych s hostitelem. Jsou si podobné tim,
ze maji relativné malé genomy, nicméné ne-
jsou uzce pfibuzné a pravdépodobné se vy-
vinuly nezdvisle z geneticky komplexnéjsiho
predka, pticemz ztratily ,nepotiebné” geny
a ziskaly nové funkce potiebné pro preziti
v prostiedi hostitele (2). Geneticky vyzkum
téchto organismU vyznamné pfispiva k objas-
néni evolué¢niho vyvoje a je klicovy pro lepsi
pochopeni patogeneze onemocnéni, ktera
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TELNYCH TREPONEMC

Tab. 1. Klasifikace druhu Treponema (upraveno a prevzato z (8))
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Doména: Bacteria, Kmen (phylum): Spirochaetota, Ttida (classis): Spirochaetia, Rad (ordo): Spirochaetales, Celed (familia): Treponemataceae, Rod (ge-
nus): Treponema, Druh (species) a Poddruh (subspecies): Treponema pallidum subspecies/Treponema species

CHOROBA

VYSKYT

PRENOS

T. pallidum subsp. pallidum

Venericka syfilis/pfijice (lues)

Celosvétove

Pohlavnim stykem, transplacentarni pfenos

T. pallidum subsp. pertenue

Yaws (framboesie)

Tropické zemé

Nepohlavni pfenos

T. pallidum subsp. endemicum

Endemicka syfilis (bejel)

Poustni oblasti

Nepohlavni pfenos

T. carateum Pinta (carate)

Tropické zemé

Nepohlavni pfenos

T. denticola, T. socranskii

Periodontaini infekce

Celosvétove

Nepohlavni pfenos

zpUsobuji epidemiologie a sledovani rezis-
tence vici antibiotikm. Védecké poznatky
mohou prispét ke zlepSeni diagnostickych
metod v klinické praxi. Poznani genetickych
rozdild mezi kmeny v kombinaci s imunolo-
gickymi studiemi zkoumajicimi vznik zkfizené
imunity mezi jednotlivymi kmeny by mohlo
byt také uzite¢nym néstrojem pro vytipova-
ni kandidatnich gend a proteinll pro vyvoj
budouci ucinné vakciny proti syfilis a dalsim
treponemovym infekcim.

Charakteristika
genomu rodu Treponema

Prvnim osekvenovanym kmenem
Treponema pallidum subspecies pallidum byl
kmen Nichols (Fraser at al., 1998), a to s ve-
likosti genomu 1138006 parl bazi, ktery je
tvoren jednim cirkuldrnim chromozomem.
Jedna se o relativné malou velikost genomu
ve srovnani s jinymi patogeny, v porovnani
s Escherichia coli je asi pétinovy. Tato redukce
genetické informace je dlisledkem adaptiv-
nich proces, které prokazuji vysokou miru
zavislosti organismu na hostiteli. Ztrata ,nepo-
tiebnych” gent vedla k minimalizaci biosyn-
tetickych drah a umoznila organismu pfezivat
v prostiedi hostitele (fadu esencidlnich latek
bakterie pfijima pravé od hostitele a nemusi
si je tedy syntetizovat sama). Genomova DNA
T. pallidum subsp. pallidum (TPA), T. pallidum
subsp. pertenue (TPE) a T. pallidum subsp. en-
demicum (TEN) vykazuje vysokou podobnost,
vy$si nez 99,7 % (Smajs et al., 2012; Radolf
et al., 2016). Zatimco TPE se pravdépodobné
vyvinula z jedné fylogenetické skupiny za-
hrnujici treponemy infikujici africké primaty,
lidské izolaty TPA patii do dvou odlisnych ge-
netickych skupin, které jsou pojmenovany
podle pfibuznosti k referené¢nim kmentm.
Jedna se o Nichols-like a SS14-like kmeny. Pro
zndazornéni postaveni kmene v rdmci rodu

Treponema byl sestaven fylogeneticky strom,
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coz je grafické znazornéni evolucnich vztah(
mezi organismy, u kterych byla provedena
celogenomova sekvenace (Obr. 1). | pres vy-
sokou podobnost genomd, jednotlivé kmeny
rozdilnych fylogenetickych skupin vyvolavaji
klinicky rozli¢nd onemocnéni. To je patrné
urceno rozdilnou patogenitou, kterd je da-
na pfitomnosti a syntézou faktord virulence,
jako jsou napfiklad toxiny, adhesiny a dalsi.
Faktory virulence nejsou doposud jedno-
znacné identifikovany, navzdory intenzivni
snaze o jejich popsani. Hlavnim dlvodem je
dosavadni problematicka kultivace a absence
experimentalnich mechanism pro provadéni
genetickych manipulaci. U treponem mlzeme
za pravdépodobné faktory virulence oznacit
napfiklad geny tpr (tprA-tprL), geny pro he-
molyziny, membranové a flagelarni proteiny,
lipoproteiny (pfikladem Tpp15, Tp47 a dalsi),
extracelularni matrixové vazebné proteiny,
proteiny chemotaxe atp. Zajimavym poznat-
kem je i rozdilny pocet repetitivnich sekven-
ci v genu arp (kédujici acid repeat protein)
u rznych druhu treponem. Pravé u téchto
repetitivnich motivd byla objevena korelace
mezi jejich sekvenacni variabilitou a existenci
sexudlniho prenosu. Treponema pallidum je
charakteristicka nizkou toxicitou, vysokou in-
vazivitou a schopnosti unikat imunitnimu sys-

tému (treponemy diseminuji do oblasti, kde
jsou nepfistupné burikdm imunitniho systému
hostitele, a tim se vyhybaji mechanismdm
imunitni eliminace). Treponemy jsou schopny
infikovat prakticky témér vsechny tkané ¢lo-
véka a projit placentarni membranou, a tak
zpUsobit infekci plodu. Vyznamnym faktorem
pfispivajicim v diseminaci této bakterie je jeji
motilita, tedy charakteristicky ,vyvrtkovity
pohyb”. Vzhledem k rozmanitosti klinickych
projevd a schopnosti perzistovat v hostiteli
po fadu let, mGzeme fici, Ze v genomu jsou
zakédovany soubory dosud neznamych fak-

tort virulence (1).

Klinické projevy nevenerickych
(endemickych) treponemovych
infekci

Do této skupiny fadime onemocnéni yaws,
bejel a pinta. VSechny tyto choroby vykazuji
chronické recidivujici prabéhy s pestrou kli-
nickou manifestaci. Primarni pfenos infekce
se odehrdava prostrednictvim kontaktu po-
ranéné klze, sliznic, nebo kontaminovanymi
prfedméty z ¢lovéka na ¢lovéka. Diagndza je
zaloZena na klinickych znacich a sérologickém
testovani, které viak nerozlisi onemocnéni od
venerické pfijice (syfilis). Proto je doporuceno
testovani pomoci polymerazové rfetézové re-

Obr. 1. Fylogeneticky strom z celogenomovych sekvenci (prevzato z (5))
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akce (PCR), které soucasné muize odhalit muta-
ci rezistence vidi antibiotikdim. Doporucena
terapie u endemickych treponematdz je poda-
ni 1,2 MIU benzathin penicillinu inj.i.m. v jed-
né davce u dospélych osob, u déti mladsich
desetilet 0,6 MIU inj.i.m. jednorazové. U yaws

je prvnilinii 1é¢by podani azithromycinu p.o.

(30 mg/kg, maximalné vsak 2 g) (8).

B Yaws (tropicka framboesie, francouz-
sky pian): piivodcem je T. pallidum subsp.
pertenue a podle svétové zdravotnické
organizace dochézi ro¢né k vice jak 80000
nové vzniklych infekci pfevazné v chudych
komunitach v teplych, vlhkych a lesnatych
oblastech Afriky, Asie, Latinské Ameriky
a Tichomofskych ostrovi. Toto onemoc-
néni primarné postihuje déti mladsi 15 let.
Onemocnéni probiha obdobné jako syfilis
ve tfech stadiich. V primarnim stadiu (10
az 90 dni od infekce) mGzeme pozorovat

Obr. 2. Cetnéulcerace na dolni koncetiné u sekun-
ddrniho stadia yaws (17)
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papulu s krustou, po nékolika tydnech se
postupné tvofi ulcerace, a to predilek¢né
na dolni koncetiné (Obr. 2). V sekundérnim
stadiu (tydny az 2 roky po infekci) se vy-
skytuji papilomatézni uzliky nebo viedy
ptipominajici primarni 1ézi. Mohou se vy-
skytnout hyperkeratotické papuly a plaky.
Relativné ¢astym doprovodnym znakem
byva artralgie. Terciarni yaws se rozvine
asi u 10 % nelécenych (vyviji se po péti
nebo vice letech infekce). Tato faze je cha-
rakterizovana gumatoéznimi lézemi kdze,
kosti a okolnich tkani. MliZeme pozorovat
deformace dlouhych kosti (napf. pfedni
prohnuti holenni kosti), juxtaartikularni
podkozni uzliky, hyperostézu nosnich
vybézkl maxil (goundou), ulcerace patra
a nosohltanu (rhinopharyngitis mutilans)
s naslednou sekundarni infekci s charak-
teristickym zapachem (gangosa) (8, 9, 10).
Pinta: plvodcem je Treponema carateum
a postihuje prevazné kizi. Infekce je rozsi-
fena prevazné v centralni a Jizni Americe
a postihuje vSechny vékové skupiny. V pri-
marni fazi (7 az 60 dni po infekci) se ob-
jevuje makula nebo papula s erytémem
v okoli, pfevézné na dolnich koncetinach.
Po nékolika mésicich se rozviji eryte-
matozni infiltrované papuly. Sekundarni
léze (angl. ,pintids”) zacinaji jako malé,
Supinaté papuly, které se nasledné zvét-
Suji a splyvaji do psoriasiformnich plaktd
(Obr. 3). V terciarnim stadiu mdzeme po-
zorovat symetrické depigmentované léze
pfipominajici vitiligo, které mohou byt
i hyperkeratotické nebo atrofické a pova-
Zuji se obecné za malo infek¢ni loziska (8).
Bejel (endemicka syfilis): plvodcem je
T. pallidum subspecies endemicum. Vétsina
piipadl se vyskytuje v oblastech Severni
a Zapadni Afriky a na Arabském poloost-
rové. Postihuje prevazné déti mladsi 15 let
a dochazi bud k pfenosu ,skin-to-skin”
nebo prostfednictvim orédlniho kontaktu
(kojeni), ale je mozny i pfenos sexudlnim
kontaktem. Oproti pfedeslym klinickym
jednotkdm primarni stadium unikne ¢as-
to pozornosti, a to z toho ddvodu, zZe se
jedna primarné o malou papulu nebo
vied oropharyngu nebo v oblasti papilla
mammae (u kojicich zen). Sekundarni sta-

dium se do zna¢né miry miZze podobat

slizni¢nim a koznim nalez(m syphilis se-
cundaria (pfikladem mukézni plaky, con-
dylomata lata, nesvédivy papuldrni ek-
zantém a generalizovana lymfadenopatie)
(Obr. 4). U nékterych pacientl se rozvine
osteoperiostitida dlouhych kosti s klinic-
kou manifestaci no¢nich bolesti nohou.
Terciarni stadium (6 mésict az nékolik let
po infekci) byvé charakteristické tvorbou
gummat a obdobné jako u syfilis mize
dojit a k tézkym mutilacim a dochazi také

k trvalym postizeni oci (8).

Klinické projevy
venerické prijice (syfilis)
m Syfilis je systémové, chronické a celo-

svétoveé rozsifené infek¢ni onemocnéni
zplsobené bakterii Treponema pallidum
subspecies pallidum, jejiz jedinym pfiroze-
nym hostitelem je ¢lovék. WHO (Svétova
zdravotnicka organizace) odhaduje v roce
2022 vyskyt ziskané syfilis pfiblizné na 8
miliond a 700000 pfipadl kongenitalni sy-
filis, a to pfevazné v rozvojovém svété, kde
toto onemocnéni tvofi jednu z hlavnich
pficin viedd genitalu. Pocet nové zachy-
cenych pfipadud vsak v poslednich deseti
letech stoupa i ve vyspélych statech (15,
16). K pfenosu infekce dochazi prevazné
pohlavnim stykem (90 %), déle je vsak
mozny i pfenos transplacentérni nebo pre-
nos krevni cestou, jiné cesty ndkazy byvaji
vzacné. Na zakladé aktualnich doporu-
ceni jsou lékem prvni volby penicilinova
antibiotika podéavana parenteralné, a to
diky své dobré biologické dostupnosti.
Dal$i moznosti je podani ceftriaxonu i.v.
nebo doxycyklinu p.o. Vzdy je nutné do-
sahnout treponemacidni koncentrace
(dostatec¢na hladina penicilinu se uvadi

Obr. 4. Mukozni plaky a erozivni léze v dutiné
ustni u onemocnéni bejel (17)
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Obr. 5. Distribuce alelickych profilt TPA identifikovanych v Ceské republice v letech 2004 az 2017 (pfevzato z (11, 16))
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vyssinez 0,018 mg/l) v séru ¢i likvoru (13).
Nelécena syfilis probiha typicky ve tfech
stadiich, mezi nimiz mdze nastat asymp-
tomatické obdobi oznacované jako syphilis
latens. Primarni stadium (které se rozviji
10-90 dni po infekci) je charakteristické
rozvojem ,ulcus durum” téz ,Sankr”, kte-
ry se samovolné zhoji do nékolika tydn(
po infekci, a spadovou lymfadenopatii.
Sekundarni stadium nastava nékolik
tydn( az mésicl od primarniho stadia
a bez terapie trva 3 az 12 tydnd. Jedna se
o klinicky velmi rozmanité stadium cha-
rakteristické svymi koznimi a slizni¢nimi
projevy. Nej¢astéjsim projevem je tzv.
Jroseola syphilitica”, jedna se o nesvédivé
makulézni |éze generalizované po téle.
Mozné jsou viaki daldi projevy jako ,lichen
syphiliticus”, palmoplantarni syfilid, proje-
vy papulokrustézni ¢i nodularni, alopecia
syphilitica. V intertrigin6zni lokalité vyskyt
condylomata lata, v dutiné ustni mizeme
pozorovat mukdzni plaky ¢i syfilitickou
anginu. Terciarni stadium se ve vyspélych
statech vyskytuje velmi vzacné. Jedna se
opét o velmi pestrou manifestaci projeva.
Nejcastéji byva postizen centralni nervovy
systém, kardiovaskularni systém a kize.
Muzeme pozorovat rozvoj gummat, tato
loZiska se mohou objevit prakticky kdeko-

0% I I |

2008-2009

2012-2013

2010-2011

Years of collection

liv v organismu ¢lovéka. Pro toto stadium
jsou typické i dvé vyznamné jednotky jako
je syphilis cardiovascularis a neurolues.

PCR diagnostika
a molekularni typizace

V diagnostice onemocnéni syfilis a dalSich
treponemovych infekci hraje stale dominantni
roli sérologické testovani (testy treponemové
anetreponemové).V poslednich letech se viak
diagnostika pomoci PCR zdokonaluje a naby-
va na vyznamu. PCR nyni dosahuje zhruba
40-85 % pozitivniho zachytu oproti sérologii
a je tedy vyznamnym prvkem v diagnostice
treponemovych infekci pacientd; navic je tato
metoda ndpomocnd v piipadech s negativnim
Ci spornym vysledkem sérologického vysetieni.
Pro PCR analyzu se vyuziva stér koznich ¢i sliz-
nic¢nich 1ézi (pfikladem stér z ulcus durum, mo-
Cové trubice, nasopharyngu, nebo stérz condy-
loma lata) nebo ze vzork( pIné krve. Vytéznost
provedeni PCR zavisi na vhodnosti klinického
materidlu (pozitivita je vyssi ze stérd primarnich
a sekundarnich lézi nez u vzorkl plné krve)
a také na technice provedeni odbéru. Vyhodou
vysetieni pomoci PCR je i molekuldrni typiza-
ce, kterd se provadi pomoci dvou zakladnich
metod, a to tzv. ECDC (Enhanced CDC typing)
a MLST (Multilocus sequence typing). Metoda
ECDC deteguije restrik¢ni profil PCR produktu
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vzniklého amplifikaci tpr genti a pocet repetic
v genu arp. Metoda MLST je zalozena na am-
plifikaci a sekvenaci 3 chromozomalnich gentd
(TP0136, TP0548 a TP0705) a nabizi tak cenné
informace o fylogenetické pfibuznosti kmenu
a jejich genetické variabilité. Pravé unikatnost
téchto vyse zminénych gend, tedy alely, které
reprezentuji az 30 % genetické celogenomové
diverzity, jsou poté podkladkem pro sestaveni
tzv. alelického profilu. Ten se sklada z celych
cisel alel (piikladem u TPA jsou casto se vy-
skytujici alelické profily 1.1.3,,1.1.1,, 1. 1. 8.).
Vrbova et al. (2019) ve své studii zlet 2004-2017
provedla analyzu 675 vzorkd z Prahy a Brna
metodou MLST. FindIné byla provedena kom-
pletnitypizace u 136 vzorkl ve vyse zminénych
lokusech s priikazem 25 rozdilnych alelickych
profild. Distribuce TPA alelickych profil(i (Obr. 5)
poukazuje na fakt, Ze se jejich zastoupeni méni
v Case (nékteré z populace mizi a nové se ob-
jevuji) a v porovnani se svétovym rozlozenim
vykazuji i geografickou zavislost. Alelické pro-
fily jsou téz asociovany s mutacemi zpusobujici
rezistenci k makroliddm (11). V soucasné dobé
je vytvorena mezindrodni databéze pro MLST
typizaci plvodce syfilis (popsana v publikaci
Grillova et al. 2019, Treponema pallidum subsp.
pallidum PubMLST) (14). Na zakladé alelickych
profild se klinické izolaty klasifikuji do dvou
skupin, a to na Nichols-like (se zastoupenim pfi-
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blizné 6 % v roce 2021) a na SS14-like (se zastou-
penim 94 % v roce 2021). Je podstatné zminit,
Ze jednoznacna podstata vyskytu téchto dvou
skupin mezi kmeny zpUsobujici onemocnéni
syfilis zatim neni dostatec¢né vysvétlena (13).

Zaver

Rutinné nekultivovatelné treponemové
infekce jsou stale zavaznym svétovym problé-
mem. | pfes zdokonaleni diagnostickych metod
a efektivni terapii miZeme pozorovat narlst
poctu pfipadu syfilis ve svété. Endemické trepo-
nemové infekce, i vzhledem ke Spatné dostup-
nosti zdravotni péce, se stale nedafi eliminovat
v rizikovych oblastech. Diky vyzkum(m na poli
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