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1. UVOD

Sifilis (ili lues) je kroni¢na zarazna bolest uzrokovana spirohetom Treponema
pallidum podporodice pallidum (T. pallidum). Bolest se naj¢eS¢e prenosi spolnim
kontaktom, rjede transplacentarno od zaraZzene majke na plod, a danas iznimno rijetko
transfuzijom ili slu¢ajnom inokulacijom (1-3). Bolest zahvaca razlicita tkiva i organske

sustave ukljutujuéi kozu, krvoZilni, kostani i sredisnji Zivéani sustav (SZS) (3).

1.1. Povijesne napomene

O porijeklu sifilisa, tj. o tome je li u Europu donesen iz Amerike ili je postojao u
Europi davno prije otkri¢a Amerike, vodile su se 1 jo§ se vode brojne rasprave (4,5). Opisi
tzv. "veneri¢ne lepre", koja prvenstveno upucuje na sifilis, spominju se u zapisima iz
starog Rima, Grcke i1 Kine (1,6). Medutim, Cinjenica je da je ubrzo po povratku
Kolumbovih mornara nakon otkrica Amerike 1492. g. dosSlo do epidemije sifilisa u
Europi, odakle se prosirio u Indiju i Kinu (5). Vise je pisaca, medu kojima i Kolumbov
sin Ferdinand, u svojim djelima tvrdilo da su Kolumbovi mornari iz novootkrivenih
krajeva donijeli novu bolest, koju prema opisima prepoznajemo kao sifilis (4). Sirenju
epidemije pridonijeli su brojni ratovi toga doba u kojima su sudjelovali placenici iz
razli¢itih zemalja (3,4). Kada se govori o uzrocima tako brzog Sirenja bolesti Europom,
uz razli¢ite pretpostavke spekulira se i s visokom virulencijom treponema, koja je do
danasnjih dana oslabila (7). Bolest je u to doba u razli¢itim zemljama imala 1 razli¢ita

imena (francuska, talijanska, njemacka, Spanjolska... bolest), ali uvijek takva da je iz



imena proizlazilo da je krivac za nastanak infekcije neki drugi narod, te da je od
pripadnika tog naroda donesena u domace krajeve (4,5). Paracelsus 1529. g. prvi put
opisuje moguénost infekcije fetusa, ali ne transplacentarno, ve¢ "od oca na sina" (1). U to
doba bila je prisutna jo§ jedna netocna teorija po kojoj se smatralo da bolest mogu
prenijeti i dojilje na prethodno zdravu djecu povjerenu na dojenje (1). Girolamo
Fracastoro 1530. g. u trecoj knjizi poeme "Syphilis sive Morbus Gallicus" opisuje pastira
Syphilusa koji je za kaznu zbog neposluha prema bogu Suncu obolio od odbojne bolesti,
kojoj detaljno opisuje inkubaciju, simptome, prevenciju i lijeenje, a ime pastira postaje
sinonim za bolest (8). U istom djelu spominje i "njezne, nevidljive organizme" kao
moguce uzrocnike (9).

Naziv lues (od latinskog imena za kugu, pokoru) uveo je u upotrebu lijecnik Jean
Fennel, takoder u 16. stolje¢u, a on u svojim opisima razlikuje primarni i sekundarni
stadij sifilisa (1). Lancisi i Boerhave su u 17. i poc¢etkom 18. stolje¢a opisali sifilis kao
moguci uzrok kardiovaskularnih bolesti (5), dok u drugoj polovici 18. stolje¢a Morgagni
uvida da aortitis moze biti sifiliticnog porijekla (4). Fournier krajem 19. stoljeca iznosi
podatak da i progresivna paraliza moze biti sifiliticnog porijekla (4). Phillipe Ricord
1837. g. razlikuje sifilis od gonoreje i klasificira primarni, sekundarni i tercijarni stadij
(3). John Diday 1854. g. piSe priru¢nik o kongenitalnom sifilisu (1), dok Jonathan
Hutchinson 1880. g. opisuje trijadu kongenitalnog sifilisa (5). Zanimljiv je i podatak da
su sredinom 1 krajem 19. stolje¢a bolesnici sa sifilisom bili diskriminirani te su zbog
moralnih razloga bili nerado hospitalizirani, a ako su ve¢ bili hospitalizirani, morali su
placati lije¢enje dvostruko viSe od uobicajenog (10). Metschnikow i Roux su 1903. g.
prenijeli sifilis na majmune, Sto je bio prvi pokusaj povezivanja infekcije s mikrobijelnim

uzro¢nikom (11). Schaudinn i Hoffman su 1905. g. izolirali T. pallidum, i za to otkrice



1906. g. dobili Nobelovu nagradu (12). Wasserman, Neisser i Bruck su 1906. g. otkrili
netreponemsku reakciju vezivanja komplementa (Wassermanov test) (13). George Still,
profesor pedijatrije u Londonu, opisao je 1908. g. kongenitalni sifilis kao nasljednu
bolest, koja se moZze prenijeti od zarazene majke na plod, iako se u ve¢em broju slucajeva
prenosi od zarazenog oca, i to spermom. U to se doba smatralo da na taj nacin zarazeni
plod moze bolest prenijeti majci (14). Coles je 1909. g. opisao dokazivanje uzro¢nika u
tamnom polju (15), a Nelson i Mayer su 1949. g. razvili test imobilizacije T. pallidum
(ITP), $to je bio prvi specificni, treponemski test (16,17). Grimpel je 1991. g. opisao
primjenu lancane reakcije polimerazom (PCR, od engl. polymerase chain reaction) u
dijagnostici kongenitalnog sifilisa (18), a gotovo istovremeno Noordhoekova je opisala
primjenu metode PCR u dijagnostici neurosifilisa (19). Cjelovitu genomsku sekvencu T.
pallidum 1998. g. objavili su Fraser i sur. (20).

Do pocetka 20. stoljeca u terapiji sifilisa koristili su se uglavnom preparati zive, i to
u obliku obloga 1 napitaka. Otkri¢e arsphenamina (salvarsan) 1909. g. omogucilo je
standardiziranje 1 unapredenje terapijskih mjera, a 1914. g. otkriven je i neosalvarsan koji
je uz salvarsan imao dominantnu ulogu u terapiji sifilisa. O mogucénosti lijeCenja
neurosifilisa injekcijama krvi bolesnika oboljelih od malarije 1918. g. izvijestio je von
Jauregg (9).

Nakon razli¢itih, manje ili viSe uspjeSnih pokuSaja, veliku prekretnicu u terapiji
sifilisa predstavlja otkrice Johna Mahoneya koji je 1943. g. objavio da se sifilis moze
uspjesno lijeciti penicilinom (21).

Prvi zapisi o sifilisu u Hrvatskoj potjecu sa samog kraja 15. i po€etka 16. stoljeca, a
nalaze se u Drzavnom arhivu u Dubrovniku. U tim se zapisima navodi podatak o velikom

broju oboljelih od sifilisa, kao i podatak o lije¢niku Antoniusu Hispanusu koji je doSao u



Dubrovnik kao "lijecnik koji ima veliko iskustvo u lijeCenju francuske bolesti" (22).
Osnutkom dermatoveneroloskih klinika krajem 19. 1 pocetkom 20. stoljec¢a i u Hrvatskoj
je zapocelo sustavno lijeenje sifilisa tada dostupnim terapijskim metodama (23), a koje
se razvijalo sukladno s razvojem terapijskih postupaka u svijetu (24). Istodobno s
osnivanjem Dermatovenerolodke klinike na Salati osnovan je Serologki laboratorij u
kojem je provodena dijagnostika bolesti u skladu s tadasnjim saznanjima (25,26). Danas
se dijagnostika sifilisa provodi u viSe od 30 laboratorija u Republici Hrvatskoj, no
najcjelovitija klini¢ka i laboratorijska dijagnostika provodi se u Klinici za kozne i spolne
bolesti Klini¢kog bolni¢kog centra i Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu, te je i
ovaj rad doprinos upotpunjivanju dijagnostickih moguénosti u bolesnika s razli¢itim

stadijima sifilisa.

1.2. Epidemiologija sifilisa

Krajem 19. i pocetkom 20. stolje¢a sifilis je predstavljao jedan od glavnih
javnozdravstvenih problema (27), osobito stoga Sto u to doba nije postojala djelotvorna
terapija. Pocetkom proslog stoljec¢a 10% populacije Sjedinjenih Americkih Drzava (SAD)
1 Europe bilo je zaraZeno sifilisom (1), a 20% hospitaliziranih u mentalnim ustanovama
imalo je neurosifilis (27). 1z tog razdoblja potjecu i velike dermatoveneroloSke ustanove s
mnogo kreveta jer se nametnula potreba zbrinjavanja velikog broja oboljelih (3).
Cetrdesetih godina proglog stolje¢a uvodenjem penicilina u terapiju znatno je smanjen
broj oboljelih. Tijekom II. svjetskog rata provodene su preventivne mjere koje su
ukljucivale edukaciju javnosti, kontrolu prostitucije, distribuciju kondoma kao 1

mogucnost terapije bez reperkusija (kazne) (1). Po zavrSetku II. svjetskog rata doslo je do



naglog pada incidencije sifilisa, u prvom redu zahvaljujuéi otkri¢u terapije penicilinom
(28).

Relativna socioekonomska stabilnost pocetkom 50-ih godina dvadesetog stoljeca
dovela je do daljnjeg pada svih spolno prenosivih bolesti ukljucujuéi i sifilis (2).
Medutim, osamdesetih godina dvadesetog stoljeca, uslijed porasta promiskuiteta, sve
veéega broja ovisnika o drogama, infekcije HIV-om (od engl. human immunodeficiency
virus) (29), te velikih migracija stanovnistva broj zarazenih sifilisom opet je u porastu i
ponovo predstavlja javnozdravstveni problem kako u Europi tako i u SAD-u (28,30).
Osobito zabrinjava visok broj zarazenih Zena, §to posljedi¢no dovodi do porasta broja
slu¢ajeva kongenitalnog sifilisa. Dodatni interes za bolest pobudila je i Cinjenica o
epidemioloskoj povezanosti sifilisa i HIV infekcije ali 1 podatak da ovoj skupini
bolesnika sadasnja terapija vrlo Cesto nije dostatna za lijeCenje sifilisa (27). Krajem 80.
godina broj oboljelih u jednom je dijelu svijeta izrazito nizak, tako da se u SAD-u govori
o eliminaciji bolesti te se s tim ciljem stvaraju posebni programi za kontrolu bolesti, dok
se u drugim dijelovima svijeta takav ishod ne naslu¢uje (1). Krajem 80-ih godina proslog
stolje¢a u SAD-u je, osim $to je registriran opcenit pad broja oboljelih (31), zamijeceno
"zariSno" pojavljivanje bolesti, tj. postojanje bolesti u odredenim socijalnim skupinama te
u odredenim zemljopisnim podruc¢jima (32). Izrazito je visok porast broja oboljelih u
zemljama bivSeg Sovjetskog Saveza (7) te je u Rusiji od 1988. g. do kraja 20. stoljeca
zabiljezen porast broja oboljelih za 62 puta (5). Smatra se da su uzroci epidemije
mnogovrsni, ukljuujuéi porast siromasStva, nezaposlenost, osobito medu Zenama,
smanjenje drzavne zdravstvene skrbi te povecana migracija stanovnistva (33). U nekim
zemljama poput Tajlanda i Zimbabvea doSlo je do pada broja oboljelih zahvaljujuci

javnozdravstvenim kampanjama o upotrebi prezervativa te upotrebi antibiotika (5).



Izrazit porast sredinom 90-ih godina proslog stolje¢a zamije¢en je i u Bugarskoj,
Rumunjskoj, a neito manje u Ceskoj (34). Prema podacima Svjetske zdravstvene
organizacije (SZO) pretpostavlja se da je 1995. godine u cijelom svijetu zabiljezeno 12
milijuna novih slucajeva sifilisa odraslih (35). Od toga se smatra da je najveci broj
oboljelih u juznoj i1 jugoistocnoj Aziji, 1 to 5,8 milijuna, a 3,5 milijuna slucajeva
zabiljezeno je u subsaharskoj Africi (35). Procjenjuje se da je prosjeéni broj
novootkrivenih slucajeva sifilisa godiSnje u razvijenim zemljama od 3 do 8 na 100.000
stanovnika. Takoder se smatra da je pobol u gusto naseljenim gradovima nekoliko puta
vedi (36).

U Hrvatskoj podaci o oboljelima od sifilisa postoje od sredine 20. stolje¢a kada je
uvedeno obavezno prijavljivanje oboljelih 1 kada su osnovani tzv. "antiveneri¢ni
dispanzeri" (37). Sukladno podacima iz svijeta, broj novootkrivenih bolesnika u
Republici Hrvatskoj u laganom je porastu do 1995. g., od kada ponovno postupno pada
(38,39). Sli¢ni podaci navode se i za podrucje Slovenije gdje je zabiljeZen blagi porast
novooboljelih do 1997. g. od kada je ponovno zamijeéen blagi pad (40). Pojava
kongenitalnog sifilisa slijedi, obi¢no s godinu dana odgode, trendove porasta ucestalosti
primarnog i sekundarnog sifilisa u Zena (41). Istina, valja napomenuti da stvaran broj
oboljelih nije uvijek u skladu sa statistickom podacima koje nalazimo u literaturi (42).
Ovi podaci ovise o prijavljivanju bolesnika, o suradnji izmedu zaraZenih osoba i
zdravstvene sluzbe, a s obzirom na neujednacenost izvjeStavanja u praksi realno

usporedivanje medu razli¢itim zemljama gotovo je nemoguce (2).



1.3. Treponema pallidum subsp. pallidum

Sifilis je uzrokovan spirohetom Treponema pallidum (blijeda treponema) subsp.
pallidum, patogenom isklju¢ivo za ljude (43).

Spiroheta T. pallidum subsp. pallidum (T. pallidum), kao i T. pallidum subsp.
pertenue, T. carateum i T. pallidum subsp. endemicum, ¢lanovi su roda Treponema koji,
uz rod Borrelia, pripada porodici Spirochaetaceae i redu Spirochaetales (44). Rod
Treponema ukljucuje gorenavedene Cetiri vrste patogene za ljude i najmanje Sest vrsta
nepatogenih za ljude (45). Ranija istrazivanja ukazivala su da se treponeme patogene za
ljude ne razlikuju morfoloski, da imaju zajednicke antigene i visoki stupanj podudarnosti
DNA (od engl. deoxyribonucleic acid) (>95%) (19). Te navedene sli¢nosti mogu
otezavati interpretaciju seroloSkih testova za sifilis u bolesnika koji dolaze iz podrucja
gdje su cCeste druge treponematoze. Neke od humanih i animalnih nepatogenih
saprofitiénih treponema, poput T. microdentium, T. macrodentium, T. denticola, T. orale i
T. vincentii kojima obiluje podru¢je usne Supljine kao i analno podrucje, takoder mogu
uciniti dijagnozu lezija u ovim regijama nepouzdanom i tezom (3). U tim slucajevima
znacajnu ulogu ima metoda PCR (19,20,27,44) koja je omogucila i razlikovanje pojedinih
podvrsta kao $to su T. pallidum subsp. pallidum i T. pallidum subsp. pertenue i
endemicum (46).

Vedina saznanja o fiziologiji, metabolizmu te o antigenoj strukturi T. pallidum
dobivena je iz Nicholsova soja koji se odrzava u kuni¢ima od 1912. godine (5,47).

Za razliku od ostalih spiroheta koje su primarno krvni paraziti, T. pallidum je tkivni

parazit. Prenosi se direktnim kontaktom kroz nevidljiva oStecenja na kozi ili sluznici,



odakle se krvotokom prenosi u regionalne limfne ¢vorove u kojima se umnaza sve dok ne
dosegne dovoljan broj koji moze uzrokovati klinicki jasnu bolest (3,48).

T. pallidum je vrlo osjetljiva na isusivanje, promjene temperature, varijacije pH te
koli¢inu kisika tako da je prijenos uzro¢nika preko predmeta gotovo nemogué (3).

T. pallidum je dugacka izmedu 6 i 15 pm, Siroka 0,10 do 0,18 um. Ima zasiljene
krajeve 1 6 do 14 pravilnih spiralnih zavoja razmaknutih 1 pm (45). S obzirom da su
pretanke da bi se mogle razluciti obicnim svjetlosnim mikroskopom, svrstavaju se u
gram-neodredene bakterije (43). Gibaju se rotacijskim pokretima karakteristicnim za
virulentne treponeme $to im olakSava penetraciju u tkiva (2). U tekuéem mediju gube
moguénost gibanja te ih to razlikuje od ostalih, ve¢inom saprofitnih treponema (1).

Elektronskomikroskopski utvrdene su tri glavne komponenete T. pallidum. To su
centralni protoplazmatski cilindar (protoplast) koji sadrzi genetski materijal i organele
odgovorne za metabolizam, a koji je okruzen citoplazmatskom membranom koja regulira
apsorpciju i sekreciju. Zatim aksijalni filament (protoplazmatske flagele) koji se nalazi na
svakom kraju treponeme 1 koji se sastoji od osam elasti¢nih fibrila omotanih oko
protoplasta. Funkcija tih elasticnih fibrila je oblikovanje spiralne konfiguracije i
sposobnost mobilnosti treponeme (49). I tre¢a komponenta je vanjska ovojnica koja ¢uva
oblik treponeme, Cuva fragilnu citoplazmu od oStec¢enja i filtrira velike molekule.
Ekstracelularni amorfni sluzavi sloj moze zastititi treponemu od fagocitoze. Vanjska
ovojnica sadrzi malu koli¢inu integralnih transmembranskih proteina koji stimuliraju

specifi¢na protutijela tako da treponema lakSe moze izbjec¢i napad imunoloskog sustava

(50).



1.3.1. Genom T. pallidum

Fraser i sur. su 1998. godine opisali cjeloviti genom T. pallidum subsp. pallidum,
kojeg ¢ini kruzna DNA s 1.138.006 parova baza. Utvrdeno je postojanje 1.041 otvorenog
okvira Citanja, a za 28% od njih se pretpostavlja se da bi mogli predstavljati nove gene jer
ne pokazuju homologiju s dosad otkrivenim genima (20). Ve¢ su prethodne studije
utvrdile da treponema ima ograni¢enu mogucénost biosinteze te u velikoj mjeri koristi
metaboli¢ke sustave domacina. Za 67 gena rasporedenih na kromosomu se pretpostavlja
da bi mogli biti potencijalni virulentni faktori ove bakterije (Slika 1), medutim, smatra se
ipak da najvece znacenje za virulentnost treponeme ima 12 paralognih gena koji pokazuju
sli¢nost s glavnim povrSinskim proteinom iz bakterije Treponema denticola, a oznaceni
su kao tpr geni (tpr A-L) (55). ViSestruke kopije tpr gena vjerojatno predstavljaju
mehanizam za varijacije antigena T. pallidum, te stvaraju uvjet za moguci razvoj vakcina.
Utvrdivanjem kompletne genomske sekvence otvara se put boljem razumijevanju

patogeneze treponeme koja ne moze biti uzgojena na podlozi za rast (11).

1.4. Nacin prijenosa i kontagioznost

Sifilis se najc¢eS¢e prenosi direktnim seksualnim kontaktom s osobom u ranom
stadiju bolesti. Rizik prijenosa postoji u primarnom, sekundarnom i ranom latentnom
stadiju sifilisa, dok ga u kasnom stadiju gotovo nema. Nakon samo jednog kontakta s

osobom koja ima rani sifilis vjerojatnost infekcije se kre¢e od 10%-60% (3,52). U svojoj
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studiji Schober je dokazao da je nakon kontakta s osobom koja ima primarni sifilis
infekcija prenesena na 58% partnera, dok je u bolesnika sa sekundarnim sifilisom taj
postotak iznosio 46% (53). Na prijenos infekcije utjeCe broj ekspozicija, tip seksualne
aktivnosti te morfologija i distribucija lezija kod partnera oboljelog od sifilisa (54). U
kasnom stadiju sifilisa mogucnost prijenosa je izuzetno niska i uglavnom se odnosi na
transplacentarni prijenos od zarazene majke na plod (53). Vjerojatnost transplacentarnog

prijenosa obrnuto je proporcionalna s duljinom trajanja infekcije (2). Ovdje valja
napomenuti da je vecina djece s kongenitalnim sifilisom zarazena in utero, ali
novorodencad moze biti zaraZena tijekom prolaza kroz porodajni kanal (5). Danas je
prijenos infekcije transfuzijom gotovo iskljucen zbog redovitih obaveznih seroloskih
testiranja krvi davaoca, ali 1 zbog nemoguénosti da treponema preZivi proces
pohranjivanja krvi (3). Moguénost prijenosa infekcije slucajnim ozljedivanjem i
inokulacijom iglom samo je teoretsko. Kod transplacentarnog prijenosa te u slucaju
transfuzijskog ili prijenosa slu¢ajnom inokulacijom nema primarne lezije. Ovaj oblik
bolesti naziva se syphilis d'emblee (3). T. pallidum je osjetljiva na toplinu i isuSivanje te

na sapune i slabe dezinficijense tako da je prijenos preko predmeta gotovo nemoguc.

1.5. Klini¢ka slika

Sifilis se u svome tijeku moZe manifestirati razli¢itim klini¢kim slikama koje su
posljedica imunoloskog odgovora domacina na infekciju. Jo§ od 19. stoljeca sifilis se
dijeli na primarni, sekundarni i tercijarni stadij. Izmedu svakog od ovih stadija postoji
razdoblje bez klinickih znakova bolesti (latentni sifilis), u kojem se bolest moze otkriti

samo na temelju pozitivnih seroloskih testova (27,52,55). S obzirom na trajanje bolesti
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razlikujemo rani i kasni sifilis. Pojmom ranog sifilisa, kojim se definira infekcija trajanja
od jedne odnosno dvije godine (1,3,45), obuhvacen je primarni i sekundarni sifilis te rani
latentni stadij. Pojam kasni sifilis obuhvaca kasni stadij latencije i tercijarni sifilis (3,45).
Saznanja o prirodnom tijeku sifilisa temelje se na dvije studije provedene krajem
19. i sredinom 20. stolje¢a (27). Naime, u studijama "Oslo" i "Tuskegee" osobe oboljele
od sifilisa nisu bile podvrgnute nikakvoj terapiji ve¢ je pracen prirodni tijek bolesti

(56-58).

1.5.1. Primarni stadij sifilisa

Nakon inkubacije od 9 do 90 dana (prosjecno 3 tjedna), na mjestu ulaska
T. pallidum nastaje tamno crvena makula koja prerasta u inflamiranu papulu te kona¢no u
srediStu papule nastane bezbolni ulkus (ulcus durum, primarni afekt, tvrdi ¢ankir) (1,5).
Ulkus je promjera od 1 do 2 cm, bezbolan, oStro ogranicen, izdignut iznad razine koZze s
induriranim rubovima (59,60). Dno ulkusa je ¢isto, nepurulentno, a kad se ulceracija
postrani¢no stisne, dobije se serozni eksudat (tzv. podrazajni serum) koji vrvi
spirohetama (1), $to predstavlja odraz lokalne proliferacije T. pallidum (3). Ulkus je
okruzen 1-2 mm S§irokim, izrazito eritematoznim rubom (2) (Slika 2). U 80% bolesnika
prisutna je i regionalna, u pocetku unilateralna limfadenopatija (1,54), koja se u nesto
vecem postotku nade u bolesnika s genitalnim lezijama (61). Lezije mogu biti solitarne,
ali 1 multiple (61) (Slika 3), za koje se pretpostavlja da se javljaju ceS¢e u osoba s
genitalnim herpesom (1). Rane papule se Cesto previde, a takoder i manje ulceracije.
Ulcus durum najéesce je lokaliziran na vanjskom spolovilu, i to u muskaraca na glansu

penisa i koronarnom sulkusu, a u Zena na velikim i malim stidnim usnama (Slika 4).
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Slika 2. Ulcus durum na korpusu penisa

13



Slika 3. Ulcus durum — multiple lezije na penisu
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Slika 4. Ulcus durum na stidnim usnama
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Osim na navedenim lokalizacijama, u muskaraca se ulcus durum moze naci i na
prepuciju, perineumu, skrotumu, perianalnoj regiji, preponama te vanjskom uscu uretre, a
u Zena se mogu naci 1 na straznjoj komisuri, klitorisu, otvoru uretre, dok su rjedi
vaginalni i cervikalni ulkusi, koji se i lakSe previde. Kada su smjesteni u podrucju
korijena penisa, nazivaju se i kondomski ulkusi (2,3). Poseban oblik primarnog afekta je
oedema indurativum, koji se javlja ¢eS¢e u zena i to na velikim usnama, dok se u
muskaraca nade na prepuciju ili rjede na skrotumu. Manifestira se elefantijazom tj.
oteklinom zahvacenog podrucja (3). Ako se u bolesnika s ovakvim simptomima ne nade
lezija na spolovilu, postoji moguénost da se lezija nalazi u mokraénoj cijevi (3).

U oko 2%-5% bolesnika ulkus je smjeSten ekstragenitalno (54). Smjestaj
ekstragenitalnih lezija nije ogranicen, ve¢ je ovisan o seksualnim navikama bolesnika.
Najcesce su lokalizacije perianalna i rektalna regija te usta. U ustima ulkus je najc¢esce
lokaliziran na usnicama, ali moze biti smjeSten i na jeziku (Slika 5), bukalnoj sluznici te
gingivi. Za razliku od genitalnih lezija, ovi su ulkusi bolni i nesto manje indurirani (1).
Ulcus durum se moze javiti i na prstima, i to ¢e$¢e u medicinskog osoblja (3).

Ako je nelijeCen, ulcus durum moze trajati od 1-6 tjedana, nakon ¢ega spontano
nestaje ne ostavljajuéi oziljak (62), dok uz provedenu terapiju epitelizira nakon 1-2 tjedna
(1). Lokalna aplikacija antibiotika, imunodeficijencija ili lokalna infekcija mogu
promijeniti klinicku sliku (62).

U 50% nelijecenih bolesnika s primarnim sifilisom nastaje progresija u sekundarni

stadij, dok ostalih 50% ulazi u stadij latencije (54).
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Slika 5. Ulcus durum na jeziku
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Dijagnoza se postavlja na temelju anamneze, prisutnosti primarne lezije i
regionalne limfadenopatije. Od laboratorijskih pretraga radi se identifikacija T. pallidum
tehnikom mikroskopiranja u tamnom polju, a testovi TPHA (od engl. Treponema
pallidum haemagglutination assay) i VDRL (engl. Venereal Disease Research
Laboratory), koji su obi¢no prve pozitivne seroloske reakcije, postaju pozitivni obi¢no
2-3 tjedna nakon pojave ulkusa (63).

Diferencijalnodijagnosticki u obzir moze doc¢i ulcus molle, herpes simplex, erozivni
balanitis, pocetni spinocelularni karcinom, ali i ulcus mixtum koji predstavlja istovremenu

infekciju s uzro¢nikom sifilisa i uzro¢nikom ulcus molle (Slika 6) (3).

1.5.2. Sekundarni stadij sifilisa

Sekundarni stadij sifilisa zapo€inje 9-10 tjedana nakon infekcije, odnosno 6-7
tjedana nakon pojave primarne lezije kao posljedica hematogenog 1 limfogenog rasapa
T. pallidum (3). Simptomi sekundarnog sifilisa mogu biti vrlo raznoliki, mogu oponasati
mnoge dermatoze te stoga u pocetku Cesto biti neprepoznati (63). Najc¢esce su zahvaceni
koza i sluznice (oko 80%), ali mogu biti zahvaceni i unutarnji organi (64).

Cesto nema odtre granice izmedu primarnog i sekundarnog stadija sifilisa (6), a navodi se
da u oko tre¢ine bolesnika moze doc¢i do preklapanja (54). U oko 60% bolesnika
sekundarni sifilis je prva manifestacija sifilisa jer primarni stadij prode nezamijeéen (5).
Prije promjena na kozi mogu se javiti op¢i, nespecifi¢ni simptomi poput vruéice, slabosti,
grlobolje, rinoreje, mijalgija, glavobolje te generalizirane limfadenopatije, iako oni €esto
izostanu. Specificni egzantemi i1 enantemi, poznati kao sifilidi, obi¢no su proSireni,

simetri¢ni 1 bogati treponemama, osobito ako vlaze ili zahvacaju sluznice (3).
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Slika 6. Ulcus mixtum na korpusu penisa
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Osip moze biti makulozan, makulopapulozan, papulozan, papuloskvamozan i
anularan, a mnogo rjede nodularan i pustulozan, dok su vezikulobulozne promjene
prisutne samo u kongenitalnom sifilisu (65). Najranija manifestacija sekundarnog sifilisa
na kozi je makulozni sifilid, u starijim udzbenicima poznat kao roseola syphilitica (1),
karakteriziran simetri¢nim osipom ¢es¢e lokaliziranim na postrani¢nim dijelovima trupa
(Slika 7) te na fleksornoj strani gornjih ekstremiteta; susre¢emo ga u oko 10% bolesnika.
Od dijagnostickog je znacaja makulozni osip dlanova i tabana (66).

Makulopapulozni osip koji predstavlja razvojnu fazu prema papuloznom sifilidu
nade se u viSe od 50% bolesnika sa sekundarnim sifilisom te je stoga oblik koji se u
praksi najéesce prvi vidi (1). Lezije su lokalizirane na spolovilu, licu (corona Veneris),
dlanovima i tabanima (Slika 8) (1,54).

Papulozni sifilid javlja se u oko 10% bolesnika sa sekundarnim sifilisom (1), a
karakteriziran je pojavom Cvrstih, oStro ograni¢enih papula ravnog vrha, ¢esto crvenkasto
smeckaste boje s povrSinskim sjajem te se stoga Cesto naziva lentikularni ili lihenoidni
sifilid. Papule u ovoj fazi vrve treponemama (63). U nekih bolesnika na povrSini papula
dolazi do stvaranja njeznih sjajnih ljusaka. Tada govorimo o pojavi papuloskvamoznog ili
psorijaziformnog sifilida (2). Distribucija papuloznog i papuloskvamoznog sifilida sli¢na
je onoj u makuloznom obliku, pretezno na trupu (3). Promjene na dlanovima i tabanima
mogu biti hiperkeratoticne i mogu oponaSati tinea pedis ili ¢ak klavuse i veruke.
Palmoplantarna lokalizacija vrlo ¢esto upucuje na pravilnu dijagnozu (3). Poseban oblik
papula koje se javljaju u vlaznim i intertriginoznim podru¢jima nazivaju se condylomata

lata. Radi se o hipertrofi¢nim, granulomatoznim lezijama s erodiranom povr§inom kroz
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Slika 7. Makulozni osip na trupu
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Slika 8. Makulopapulozni osip na tabanima
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koju se drenira tekucina izuzetno bogata treponemama. Stoga se condylomata lata
smatraju najinfektivnijim lezijama (Slika 9) (3). Za razliku od drugih lezija, condylomata
lata mogu perzistirati mjesecima. NajceSce su smjeSteni na labijama, analnoj brazdi i
prepuciju (3).

U rjede oblike sekundarnog sifilisa ubrajaju se pustulozni sifilid koji zapocinje kao
pustula koja se osuSi te nastaje krusta, te ulceriraju¢i sifilid kod kojeg dolazi do pojave
ulceriraju¢ih lezija koje zarastaju s oziljkom (4).

Maligni sifilid (lues maligna, rupia syphilitica) vrlo je rijetki oblik koji se najcesce
javlja u bolesnika s imunodeficijencijom, a karakteriziran je nastankom dubokog ulkusa s
debelom neéistom krustom, mekanih rubova. Celo i vrat su predilekcijska mjesta, a
pojava lezija na sluznici usne Supljine pracena je teskim opéim simptomima. Ovaj oblik
je ¢es¢iu HIV inficiranih te u drugih imunosuprimiranih bolesnika (67).

Hiperpigmentacije i hipopigmentacije nastaju nakon regresije sifiliticnih lezija.
Papuloskvamozne lezije regrediraju ili s hipopigmentacijama ili hiperpigmentacijama,
dok je u odredenog broja bolesnika moguée oboje. Leukoderma syphiliticum najéesca je
na lateralnim stranama vrata (tzv. Venerina ogrlica). Hiperpigmentacije su obi¢no tamno
smede boje te nalikuju na lichen planus (3).

Poremecaj rasta kose moze se ocitovati zariSnom alopecijom (alopecia syphilitica)
(Slika 10) ili potpunim gubitkom kose (68). Ovi se simptomi javljaju dosta kasno, obi¢no
8-12 tjedana nakon prvih znakova sekudnarnog sifilisa. Gubitak kose mozZe slijediti
distribuciju prethodnog egzantema (3). Pregledom se mogu utvrditi zuc¢kasto-crvenkasta
zarisSta alopecije (znak upale) koja mogu konfluirati i dati dojam izjedenosti od moljaca
(4). I druga kosom obrasla podrucja mogu biti zahvacéena (3,68). Do gubitka dlaka dolazi

uslijed toksickog djelovanja treponema na folikule vlasi, kao $to se to dogada i u drugih
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Slika 9. Condylomata lata u perianalnoj regiji i ulcus durum na skrotumu

24



Slika 10. Alopecia syphilitica na vlasistu
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infekcija pracenih poviSenom temperaturom (30). Uslijed oSte¢enja matriksa nokta
promjene se mogu javiti i na noktima. Opisani su oniholiza, distrofija, paronihija kao i
druge promjene na noktima (3).

Oko jedne tre¢ina bolesnika ima promjene na sluznici usne Supljine u vidu
mukoznih sifilida (5). Zbog maceriraju¢eg djelovanja sline, makule se ubrzo pretvaraju u
mukozne plakove sivkaste boje koje su vrlo bogate treponemama te stoga i izuzetno
zarazne (3).

Sifiliticka angina, odnosno upala farinksa i tonzila tipi¢na je za sekundarni sifilis, a
odraz je limfadenopatije koja je udruzena sa sekundarnim stadijem sifilisa (1). Tonzile su
otecene, crvene, bolne i prekrivene sivkastim naslagama zbog maceracije slinom (5).
Promjene su obicno u pocetku unilateralne i udruzene s unilateralnom cervikalnom
limfadenopatijom (60).

Svi bolesnici sa sekundarnim sifilisom, osim onih s malignim sifilidom, imaju
difuznu limfadenopatiju poznatu kao poliskleradenitis (1).

Oko 40% do 50% bolesnika ima neke od znakova da je zahvacen SZS, primjerice
tvrdi vrat ili glavobolju. Vecéina ovih bolesnika ima patoloski nalaz likvora, i1 to u vidu
povisSenih proteina, limfocitoze te pozitivnih seroloskih testova. S obzirom na moguénost
nastanka kasnih komplikacija u vidu neurosifilisa, patoloske nalaze likvora treba uzeti s
osobitim oprezom (62).

U okviru sistemskih manifestacija mogu se javiti artralgije te bolovi u dugim
kostima, koji su, najvjerojatnije, odraz subklini¢kog periostitisa (70). Od rjedih
manifestacija mogu se javiti anoreksija, mucnina, povremeno povracanje, erozivni
gastritis (71), hepatitis (72), hepatomegalija bez hepatitisa (73), splenomegalija,

intersticijalna pulmonarna fibroza (74), meningitis, glavobolje, periferna neuropatija (66),
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perceptivna gluhoca (75) te Menierova bolest (1,76). Kao rijetka manifestacija opisan je
sifilis bubrega (77), brzo progresivni glomerulonefritis (78) te parotitis (79). Na oku
sifilis moze uzrokovati episkleritis, skleritis, intersticijski keratitis, vitritis, straznji uveitis
(80-82), ostecenje oCnog Zivca i poremecaj pokretljivosti oka (81).

U sekundarnom sifilisu mogu¢ je Sirok spektar diferencijalnih dijagnoza.
Makulozni sifilid moze oponaSati ospice (tzv. Kielske ospice), ali i bilo koji od
egzantema virusne etiologije (ukljuCujuéi i primarni stadij HIV-a) te Sarlah, pityriasis
rosea, kao i medikamentozni egzantem. Kod papuloznog sifilida potrebno je iskljuciti
lichen planus, a kod papuloskvamoznog sifilida psorijazu te pityriasis lichenoides
chronica. Diferencijalnodijagnosticki condylomata lata treba razlikovati od condylomata
acuminata. Kod alopecije diferencijalnodijagnosticki dolazi u obzir alopecija areata
druge etiologije. Kod potpuno razvijenih promjena na sluznici usne Supljine gotovo da i
nema diferencijalne dijagnoze. U bolesnika s hiperpigmentacijama i hipopigmentacijama
treba iskljuciti pityriasis versicolor i psorijaticku leukodermu (3,30).

Dijagnoza sekundarnog sifilisa postavlja se na temelju anamneze, klinicke slike,

nalaza treponeme te seroloskih nalaza koji su u vrijeme izbijanja egzantema svi pozitivni.

1.5.3. Latentni stadij sifilisa

Izmedu klinicki jasnih stadija sifilisa prisutni su stadiji latentne (inaktivne)
infekcije. U tom razdoblju ne nalazi se tipi¢nih manifestacija na kozi ili bilo kojih drugih
klinickih simptoma, ali su treponeme joS uvijek aktivne te se repliciraju (84).

Uslijed imunoloskog odgovora organizma aktivnost treponema se potiskuje te

nestaju klinicki znakovi. Seroloske reakcije, 1 to specificne, a rjede nespecificne su
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pozitivne. Distinkcija izmedu ranog i kasnog latentnog sifilisa sastoji se u tome $§to je
bolesnik u ranom latentnom stadiju infektivan, odnosno Sto spolnim kontaktom moze
prenijeti bolest, dok se bolest u kasnom latentnom stadiju moZe prenijeti samo
transplacentarno (3). Tijekom ranog latentnog razoblja moZe do¢i do recidiva egzantema
koji mogu biti makulozni, lihenificirani ili korimbiformni. Za razliku od onih u
sekundarnom sifilisu, nisu simetri¢ni, morfe su razlicite velicine, a sklone su grupiranju.
Mogu se pojaviti i znakovi meningitisa (56).

U literaturi se kao podvrsta latentnog sifilisa spominje Syphilis incognito koji se
otkriva tek rutinskim seroloskim pretragama. Ovaj oblik je zapravo posljedica ili
primjene antibiotske terapije u ranom stadiju ali zbog druge indikacije, ili pak moze biti

rezultat previda primarnog ili neprepoznavanja sekundarnog stadija sifilisa (85).

1.5.4. Tercijarni stadij sifilisa

Manifestacije tercijarnog sifilisa mogu se pojaviti nakon 10, 20 ili jo§ viSe godina,
ali 1 znatno ranije (3). Danas je ovaj stadij vrlo rijedak, a javlja se u manjeg broja
nelijecenih ili neadekvatno lijecenih bolesnika (63).

Klinicke promjene u ovom stadiju mogu se manifestirati promjenama na kozi i
sluznicama te promjenama na drugim organima, prvenstveno kardiovaskularnom i
srediSnjem ziv€anom sustavu. Promjene na kozi i sluznicama javljaju se u obliku
tuberoznih i nodularnih sifilida te guma (2). Tipicne promjene kod tuberoznog sifilida
sastoje se od grupiranih papula, crvenkasto-smeckaste boje s minimalnim ljuskanjem na
povrsini (1). Zari§ta su &esto anularnog oblika, s centralnom atrofijom uz

hipopigmentacije ili hiperpigmentacije te perifernom progresijom (59). Promjene su
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najceSce smjeStene na licu i u vlasistu. Kada lezije perifernim Sirenjem dobiju vijugavi
izgled, nazivaju se tuberoserpiginozni sifilid (Slika 11), a kada se pojave i ulceracije
nekroticna dna, nazivaju se ulcerotuberoserpiginozni sifilidi (3). Gume ili subkutani
sifilidi su subkutani nodusi u kojima se moze dokazati prisutnost treponeme. Nodusi se
postupno povecavaju, srastavaju s fascijom i s kozom, koja na tom mjestu postaje lividno
crvene do smede boje, zadebljanog i gumastog izgleda (27). Zbog pojave centralne
nekroze dolazi do fluktuacije, a potom i perforacije, odnosno nastanka ulkusa koji je
Cesto bubrezasta oblika (54). Ulkusi kroz nekoliko mjeseci zacjeljuju hipopigmentiranim
oziljkom okruzenim tamnim rubom (3). Gume mogu nastati bilo gdje, obi¢no su bezbolne
1 nisu udruzene s limfadenopatijom. S obzirom na razinu destrukcije, mogu zahvatiti
periost i kost. Najces¢e nastaju na Celu, vlasistu, usnicama (Slika 12), vratu, genitalnom
podrudju i potkoljenicama (3). Opisana je i pojava lezija na mekom nepcu (86).

Na drugim organskim sustavima tercijarni sifilis se najeS¢e ocituje na
kardiovaskularnom sustavu, kostima i u SZS-u (2). Najée$éa manifestacija
kardiovaskularnog sifilisa je sifiliticki aortitis koji zahvaca ascendentnu aortu (87).
Najznacajnija promjena na krvnim zilama je granulomatozna upala medije aorte, S§to
dovodi do vrecaste aneurizme. U bolesnika se nalazi i endarteritis koronarnih Zzila, $to je
potom udruZeno sa stenozom uS¢a koronarnih arterija. Gume lokalizirane u
kardiovaskularnom sustavu mogu dovesti do poremecaja sr€anog provodenja te do
rupture papilarnih misica (3).

Zahvacenost SZS-a u tercijarnom sifilisu (neurosifilis) moze se podijeliti na

meningovaskularne bolesti, koje obi¢no nastaju 5-10 godina nakon sekundarnog stadija
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Slika 11. Tuberoserpiginozni sifilid u podrucju lakatne jame
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Slika 12. Guma na donjoj usnici
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sifilisa, 1 na parenhimatozne bolesti, koje nastaju desetlje¢ima kasnije (3).
Meningovaskularni sifilis moze se prezentirati razli¢itim znakovima kao $to su povisenje
intrakranijalnog tlaka, znakovi ishemije SZS-a, gubitak funkcije kranijalnih Zivaca,
hemiparaliza ili afazija i sl. (5). Parenhimatozni sifilis obuhvaca tabes dorsalis i
progresivnu paralizu, $to ukljuCuje invaziju zivéanog sustava T. pallidum uz oslabljeni
imunoloski odgovor (1). Progresivna paraliza nastaje zbog destrukcije korteksa, a
karakterizirana je neuroloskim i psihijatrijskim poremec¢ajima. Tabes dorsalis manifestira
se lokomotornom ataksijom, parestezijama, nedostatkom dubokih refleksa 1 drugim
neuroloskim znakovima (2).

Gume se mogu naci i u plu¢ima, probavnom traktu, a takoder na tvrdom nepcu i na
dugim kostima (3).

Dijagnoza se postavlja na temelju klinicke slike, seroloskih pretraga, kao i pretraga
likvora, histoloskog nalaza, te internisticke i neuroloske obrade.

Diferencijalnodijagnosticki kod tuberoznih sifilida treba iskljuciti lupoznu
tuberkulozu, sarkoidozu, aktinomikozu i karcinom. Kod gume potrebno je iskljuciti

tuberculosis cutis colliquativa, panniculitis, maligne limfome, aktinomikozu.

1.5.5. Kongenitalni sifilis

Kongenitalni sifilis nastaje kao posljedica prodiranja T. pallidum od zarazene majke
na plod, naj¢es¢e nakon prvog trimestra trudnoce (3,88), iako su neka novija istrazivanja
amnionske teku¢ine PCR-om dokazala da T. pallidum prodire do ploda ve¢ u 9-10. tjednu
trudnoce (89). Bolest se iznimno rijetko moze prenijeti tijekom poroda 1 to kontaktom s

lezijom u podrucju genitalnog trakta (90), dok se dojenjem moze prenijeti samo ako se
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primarna lezija nalazi u podrucju bradavice dojke (89). Klinic¢ka slika, odnosno ishod
trudnocde ovisi o vremenu kao i o masivnosti infekcije (88,90). Ako trudnica s primarnim
ili sekundarnim stadijem sifilisa uopce nije ili nije adekvatno lije¢ena, u gotovo svim
slu¢ajevima dolazi do infekcije ploda (91). Nelijeceni sifilis u trudno¢i moze dovesti do
pobacaja, rodenja mrtvog djeteta, restrikcije intrauterinog rasta, prijevremenog poroda
kao i perinatalne smrti (89). Oko 60% inficirane djece nema simptome kod poroda, a ako
ostanu neotkriveni i ne zapoc¢ne se lijeCenje, simptomi se razviju tijekom prvih tjedana,
mjeseci ili godina zivota (90).

Treponema prodire direktno u fetalnu cirkulaciju pa je kongenitalni sifilis
karakteriziran izostankom primarnog stadija. Kongenitalni sifilis se dijeli na rani koji se
dijagnosticira tijekom prve dvije godine zivota i kasni kongenitalni sifilis koji se
dijagnosticira nakon druge godine Zivota (1).

Za rani kongenitalni sifilis karakteristi¢ni su, izmedu ostalog, prijevremeni porod,
niska porodajna tezina, hepatosplenomegalija, anemija, Zutica, trombocitopenija, blijeda i
naborana koZa, rinitis i pseudoparaliza (2,3,14,88). Jedan od najranijih simptoma je
nazalni iscjedak izuzetno bogat treponemama. Mogu se javiti i vezikulobulozne promjene
na dlanovima i tabanima koje su izrazito karakteristi¢ne za kongenitalni sifilis (14).

Kasni kongenitalni sifilis odgovara simptomima tercijarnog sifilisa, a njegove se
manifestacije mogu podijeliti u malformacije ili stigma i aktivne patoloSke procese.
Stigma predstavljaju oziljke nastale kao posljedica lezija u ranom kongenitalnom sifilisu
ili su posljedica trajnog upalnog procesa. Karakteristi¢ni su Hutchinsonovi zubi, molari
koji podsjecaju na plod duda, intersticijalni keratitis, mentalna retardacija, atrofija ocnog
Zivca, izbocenje frontalne kosti, sedlast nos, izbofene mandibule, sabljaste tibije i

Cluttonovi zglobovi (90).
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Smatra se da je SZS zahvaéen u 60% bolesnika s kongenitalnim siflisom. To se
dijagnosticira pozitivnim testom VDRL, pleocitozom i poviSenim sadrzajem proteina u
likvoru (95,96).

Dijagnoza se postavlja na temelju klinicke slike kongenitalnog sifilisa u djeteta uz
pozitivne treponemske i1 netreponemske testove u majke. Ako nema klini¢kih znakova
sifilisa u djeteta, dijagnoza se postavlja na temelju pozitivnih seroloskih testova u djeteta
1 majke te na temelju anamnestickih podataka o bolesti majke. U dijagnozi osobitu
vaznost ima odredivanje specificnih IgM protutijela u djeteta. Sukladno smjernicama
Centra za kontrolu bolesti(CDC, engl. Center for disease control) u SAD-u, suspektnim
slu¢ajem kongenitalnog sifilisa smatra se svako dijete rodeno od majke s nelijeCenim ili
neadekvatno lijeCenim sifilisom kod poroda, bez obzira na klini¢ki nalaz u djeteta, a
takoder 1 djeca s prisutnim klinickim znacima (92-94).

Kao i1 u ostalih oblika sifilisa, i ovdje se nameée problem neadekvatnog
prijavljivanja sluc¢ajeva kongenitalnog sifilisa, kako ranog, tako i kasnog, a u skladu sa
suvremenom definicijom i klasifikacijom kongenitalnog sifilisa (96).

Radi prevencije kongenitalnog sifilisa danas se savjetuje testiranje na sifilis u
prvom trimestru trudnoce te kod poroda (97). S obzirom da se djeca ne radaju uvijek sa
znacima 1 simptomima kongenitalnog sifilisa, testiranje se preporuca uciniti u djece s
poviSenom  temperaturom, aseptickim  meningitisom, hepatosplenomegalijom,

hematoloskim abnormalnostima, pa ¢ak i1 ako su prethodni testovi bili negativni.
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1.5.6. Sifilis i infekcija HIV-om

Prema nekim autorima smatra se da viSe od 50% bolesnika zarazenih sifilisom
istovremeno boluje od jo§S jedne spolno prenosive bolesti, od kojih oko 25% HIV
pozitivnih bolesnika (98). Medutim, niti jedna od njih ne privlaci toliko pozornosti koliko
istovremena infekcija T. pallidum i HIV-om zato §to moze znatno promijeniti klini¢ku
sliku 1 tijek bolesti, Sto otezava postavljanje dijagnoze bolesti. Atipi¢ne klinicke
manifestacije sifilisa poput pojavljivanja ulcus durum u sekundarnom stadiju sifilisa (98)
mogu biti prvi znak infekcije HIV-om (99). Na istovremenu infekciju HIV-om treba
pomisiliti ako izostane odgovor na terapiju preporucenim dozama penicilina (100,101),
ako neurosifilis (osobitno u meningo-vaskularnom obliku) nastane nekoliko mjeseci
nakon infekcije ili nakon provedene terapije (102), te kad je prisutan lues maligna, koji je
u ovih bolesnika Sezdeset puta ¢e$¢i (103). U ovih bolesnika prisutna je i specificna
abnormalnost u seroloskim testovima, tj. ili su testovi lazno negativni ili su u reaktivnih
bolesnika prisutni u visokom titru (99). Prije ere infekcije HIV-om vjerovalo se da
negativni treponemski testovi iskljucuju sifilis. U svih bolesnika sa sifilisom preporuca se
uciniti i testiranje na HIV (3), a u bolesnika s HIV-om preporuca se uciniti punkciju
likvora (103). U sekundarnom stadiju mogu biti negativni reaginski testovi poput

VDRL-a (100), sto se ¢esc¢e 1 srece u HIV pozitivnih bolesnika (103).

1.6. Dijagnostika sifilisa

Dijagnoza sifilisa postavlja se na temelju anamneze, klinicke slike, a potvrduje
direktnim i indirektnim metodama za dokazivanje T. pallidum (1,3,44). U razaznavanju
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klini¢ke slike sifilisa uloga dermatologa je velika. Sifilis je zbog raznolikosti klini¢kih
slika nazivan "velikim imitatorom". Jo$ je sir William Osler rekao da "onaj koji poznaje
sifilis zna cijelu medicinu" (1). S obzirom na nemogucnost uzgoja T. pallidum, za
dokazivanje uzro¢nika koriste se druge laboratorijske metode, i to direktne i indirektne
metode (48). U direktne metode ubrajaju se patohistoloSka pretraga, detekcija zivih
T. pallidum tehnikom mikroskopiranja u tamnom polju te identifikacija gena T. pallidum
metodom PCR. U indirektne metode ubrajaju se seroloske pretrage koje se dijele na

nespecifi¢ne (netreponemske) i specifi¢ne (treponemske) (11).

1.6.1. Direktne metode dokazivanja T. pallidum

1.6.1.1. Patohistoloski nalaz

Patohistoloski nalaz nije od vec¢eg znacenja u dijagnostici sifilisa, medutim vazno
ga je poznavati da bi se prepoznao kao slucajan nalaz (2). Temeljna patoloska promjena i
u ranom 1 u kasnom sifilisu pojava je perivaskularnih infiltrata limfocita i plazma stanica
u i oko krvnih zila, udruzenih s proliferacijom intime u arterijama i venama (2,3,49), dok

je u gumi temeljna lezija granulomatozna upala (5).

1.6.1.2. Dokazivanje T. pallidum tehnikom mikroskopiranja u tamnom polju

Dokazivanjem T. pallidum tehnikom mikroskopiranja u tamnom polju uzoraka
uzetih iz suspektnih lezija moZe se gotovo s potpunom sigurnos¢u dijagnosticirati sifilis u

primarnom i sekundarnom sifilisu. Uzorak za pretragu u tamnom polju najces¢e se uzima
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iz klinickih lezija bogatih uzro¢nikom poput ulcus durum, condylomata lata ili mukoznih
ploca (1,62). U rjedim slucajevima uzorak moze biti uzet aspiracijom iz regionalnih
limfnih ¢vorova, cerviksa i vagine (3,44). Ne preporuca se uzeti uzorke za ovu pretragu
sa sluznice usne Supljine zbog moguceg nalaza nepatogenih treponema (105).

U tamnom polju mikroskopa T. pallidum se vidi kao blijedi, spiralni
mikroorganizam s pravilnim urezima i navojima koji se razlikuje od drugih spiroheta po
kretanju u obliku slova "L" (pod kutom od 90 stupnjeva) te po tome Sto se ne moze
samostalno gibati. Da bismo izbjegli lazno pozitivne rezultate, prije pretrage potrebno je
izbjegavati bilo kakvu lokalnu terapiju kao i peroralnu antibiotsku terapiju (105). Kao
posljedica prisutnosti nepatogenih spiroheta, osobito u oralnim i analnim uzorcima,
moguéi su lazno pozitivni rezultati (105). Pozitivan rezultat, tj. dokaz treponema u
tamnom polju definitivno potvrduje dijagnozu, dok negativan rezlutat ne iskljucuje
dijagnozu sifilisa. Negativan nalaz moZe biti odraz prisutnosti malog broja treponema, §to
se dogada u fazi cijeljenja lezije, ili u slucaju ako su spirohete izmijenjene sistemskom ili
lokalnom terapijom. Za ovu metodu od osobitog je znacenja izvjeZbanost i iskustvo osoba

koje izvode test (105,106).

1.6.1.3. Dokazivanje T. pallidum pomocu direktne fluorescentne metode

Indikacije kao 1 nacin uzimanja uzoraka za test istovjetni su onom za
mikroskopiranje u tamnom polju (44). Za ovaj test nisu potrebni svjezi preparati, §to
predstavlja prednost u usporedi s mikroskopiranjem u tamnom polju. Prednost ove
metode je i u mogucénosti razlikovanja patogenih od nepatogenih treponema pomocu

reakcije antigen-antitijelo, te je stoga osobito pogodna za pregledavanje uzoraka iz usne
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Supljine 1 analnog podrucja (107). Kao i1 kod mikroskopiranja u tamnom polju, negativan
rezultat ne iskljucuje dijagnozu sifilisa, dok je u slucaju pozitivnog rezultata osjetljivost
gotovo 100% (108). Modifikacija ove metode moze se koristiti i za dokazivanje
T. pallidum u tkivu bolesnika, i to iz ve¢ prethodno ucinjenih parafinskih rezova

(108,109).

1.6.1.4. Uzgoj T. pallidum u Zivotinjama

Kultivacija uzro¢nika u zivotinjama u literaturi je poznata pod skra¢enicom RIT (od
engl. rabbit infectivity test). Ovo je najstarija ali i najsenzitivnija metoda za dokazivanje
treponema 1 predstavlja zlatni standard za odredivanje osjetljivosti novih dijagnostic¢kih
metoda poput PCR-a (109). Najpogodnija pokusna Zivotinja za inokulaciju je kuni¢ u
kojeg se uzroc¢nik najCesée inokulira intratestikularno, ali moze i intradermalno,
intravenozno ili okularno (110). Inokulirati se mogu razli¢ite vrste uzoraka (serum,
likvor, eksudat lezije...), uz uvjet da nisu starije od 1 sat ili da su odmah po uzimanju
zamrznute na temperaturi od —80°C. Razdoblje inkubacije u kuni¢u od inokulacije do
nastanka lezije, odnosno infekcije obrnuto je proporcionalno veli€ini inokuluma (44).
Osjetljivost metode RIT doseze 100%, ako je broj treponema visi od 23 a bolesnik nije
dobio antibiotsku terapiju. Nedostatak metode je dugo trajanje pretrage te zahtjevnost u

izradi (osoblje i financije) (44).
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1.6.1.5. Dokazivanje gena T. pallidum metodom PCR

Lancana reakcija polimerazom (PCR) zasniva se na umnazanju dijelova DNA
pomocu enzima DNA-ovisne-DNA-polimeraze iz bakterije Thermus aquaticus (tzv. Tag-
polimeraza) (111). Za reakciju je potrebno odabrati oligonukleotidne nizove koji su
komplementarni krajevima DNA koje zelimo umnoziti, odnosno moraju nam biti poznati
nizovi baza koji omeduju dio DNA koji se zeli umnoziti. Ti slijedovi koriste se za sintezu
pocetnih oligonukleotida za sintezu DNA (111,112).

U standardnu reakciju dodaju se dvije oligonukleotidne pocetnice, jedna
komplementarna kodirajuéem, a druga nekodiraju¢em lancu DNA. Te se pocetnice pri
odredenim uvjetima temperature vezuju na komplementarne dijelove DNA (faza
sparivanja, odnosno hibridizacije). U prisutnosti enzima Tag-polimeraze, odgovarajuce
koncentracije MgCl, i deoksiribonukleotida (dNTP), dolazi do sinteze DNA (faza
produzavanja), u kojoj oligonukleotidni slijed sluzi kao pocetnica, a DNA kao kalup. Na
taj nacin zeljeni se odsjeCak DNA, ako se nalazi u uzorku, umnozi, a njegova prisutnost
odredi se npr. elektroforezom u gelu agaroze. Koristenjem biljega velicine DNA, moguce
je odrediti odgovara li veli¢ina dobivenog produkta onoj koja se ocekuje, tj. da li je
produkt uopée prisutan (111).

Metoda PCR pokazala se kao vrlo dobro sredstvo za detekciju bakterijskih
infekcija, s tendencijom da zamijeni dosadasnje standardne metode izolacije bakterija
uzgojem na hranjivim podlogama i druge. Dokazano je da su molekularne metode koje se
zasnivaju na umnazanju nukleinskih kiselina daleko superiornije po osjetljivosti i
specifi¢nosti u odnosu na sve ostale navedene metode. Pomoc¢u metode PCR, moguce je

detektirati vrlo male koli¢ine bakterija (112).
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Molekularne metode narocito su zanimljive za detekciju T. pallidum zbog
nemogucnosti uzgajanja treponeme na podlozi za rast te dugotrajnog uzgoja u kuni¢ima.
Do sada je razvijeno viSe razli€itih testova koji se temelje na PCR-u. Vecina se testova
temelji na umnazanju gena za membranske proteine, ¢iji je slijed nukleotida poznat (44).
Prva dva testa su opisana gotovo istovremeno. Prvi se temeljio na amplifikaciji 658 pb
segmenta gena za 47-kDa povrSinski antigen — protein koji je antigeno dominantan u
imunoloskom odgovoru na T. pallidum, a primijenjen je za dijagnostiku kongenitalnog
sifilisa u novorodenceta (18). Drugi test temeljio se na amplifikaciji gena za 39-kDa
membranski protein, a primjenio se u dijagnostici neurosifilisa (19). U novije vrijeme je
razvijena i metoda bazirana na umnazanju dijela gena za DNA polimerazu I T. pallidum,
koji ne pokazuje homologiju sa sliénim genima iz dosad prouc¢enih mikroorganizama te je
dovoljno specificna i osjetljiva za detekciju T. pallidum u razli¢itim uzorcima (krv,
cerebrospinalni likvor, amnijska tekucina, genitalni Cirevi....). U reakciji se umnaza

fragment veli¢ine 377 pb. Medutim, nedostatak svih ovih testova je da se ne mogu

razlikovati Zive treponema od mrtvih organizama (44).

1.6.2. Indirektne metode

Gotovo niti u jednoj zaraznoj bolesti indirektne, seroloSke metode pretrage nisu od
tolike vaznosti kao u otkrivanju i pracenju sifilisa. Kao §to je ve¢ prethodno navedeno, s
obzirom na tip antigena ove testove dijelimo na netreponemske (nespecificne) i
treponemske (specifi€ne) testove. U netreponemskim testovima kao antigen sluZi

kardiolipin, dok je u treponemskim testovima antigen blijeda treponema.
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1.6.2.1. Netreponemski testovi

1.6.2.1.1. Test VDRL

VDRL (engl. Venereal Disease Research Laboratory) je flokulacijski test, koji
danas predstavlja najceS¢e upotrebljavani nespecifican test u kojem se antigen sastoji od
kardiolipina, lecitina i kolesterola (3). Nakon inkubacije antigena i seruma, odnosno
likvora na 56°C, dolazi do stvaranja flokula u kontaktu s kardiolipinom, kolesterolom i
lecitinom (113). Rezultat se ocitava svjetlosnim mikroskopom kao nereaktivan, slabo
reaktivan 1 reaktivan (1). Reaktivan rezultat se dalje obraduje kvantitativno, serijskim
razrjedenjem (1). Test postaje pozitivan 4-5 tjedana nakon infekcije. Tijekom prve godine
nakon infekcije, ako je pravodobno zapoceta terapija, moguca je negativizacija testa (61).
Ako visoki titar perzistira i nakon provedene terapije, treba iskljuciti neurosifilis (2). U
vrlo ranoj fazi infekcije test moze biti lazno negativan, dok je u oko 2% bolesnika sa
sekundarnim sifilisom negativan nalaz rezultat "prozonskog fenomena" tj. nemoguénosti
stvaranja kompleksa antigen-antitijelo potrebnog za vizualizaciju flokulacije u
nerazrjedenom serumu, a uslijed vrlo visokog titra protutijela (114). Treba naglasiti da
test VDRL mozZe biti lazno pozitivan u starijih osoba, u trudno¢i, kod nekih bolesti
vezivnog tkiva, malignih i infektivnih bolesti (114,115). Prednost ovog testa je u njegovoj
niskoj cijeni i u Cinjenici da su materijal i tehnika izvodenja standardizirani u svijetu, §to
omogucava usporedivost. Ovim testom mogu se dokazivati protutijela i u serumu i u
likvoru bolesnika. Osim toga, test je vrlo praktican kao test otkrivanja sifilisa jer se moze

izraditi za jedan sat (62).
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1.6.2.1.2. Test RPR

Test RPR (od engl. rapid plasma reagin) brzi je orijentacijski test kojim se
dokazuju protulipidna protutijela. Upotrebljava se uglavnom kada je potrebno brzo
pregledati veliki broj seruma. Ovaj test je modificirani test VDRL, u kojem se, radi
lakSeg ocitavanja, dodaju komadi¢i drvenog ugljena te se takve flokule mogu ocitavati
bez pomo¢i mikroskopa (116). Ovaj test pogodan je za dokazivanje protutijela u serumu

bolesnika, a nije pogodan za obradu likvora (1,3).

1.6.2.2. Treponemski testovi

Kao antigeni u ovim testovima sluze ili cijele T. pallidum ili njihovi fragmenti.
Usljed visoke osjetljivosti ovih testova, koja omoguéava otkrivanje vrlo malog broja
protutijela, s visokom sigurnos¢u potvrdujemo vjerojatnost treponemske infekcije. No,
ovi testovi nisu pogodni za pracenje aktivnosti bolesti jer ne razlikuju aktivnu i prethodnu

infekciju.

1.6.2.2.1. Test TPHA

Test TPHA (od engl. Treponema pallidum haemagglutination assay) jest
standardizirani test za utvrdivanje protutijela usmjerenih protiv blijede treponeme u
serumu bolesnika metodom aglutinacije senzibiliziranih ov¢jih eritrocita (117). TPHA se
temelji na relativno jednostavnom postupku hemaglutinacije, a pomoc¢u njega moze se

obraditi veliki broj uzoraka (118). Prednost testa pred drugim specifi¢nim testovima je
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jednostavnost, standardiziranost te komercijalna priprema (119). Test se smatra
reaktivnim ako do aglutinacije dode u razrjedenju od 1:80 ili viSem. Titar u gotovo svih
bolesnika ostaje pozitivan i nakon pravilno provedene terapije (120). Ovaj test je vrlo
osjetljiv, visoko specifi¢an, a odraz je prisutnosti IgG i IgM protutijela usmjerenih protiv
T. pallidum (121). Postaje pozitivan ve¢ tre¢i tjedan nakon infekcije. Lazno pozitivni
rezultati mogu se nacéi u oko 1% nezarazene populacije, a mogu biti posljedica krizne
reakcije s Borrelia burgdorferi (122), ali i autoimunih bolesti vezivnog tkiva, nekih

virusnih infekcija i u trudno¢i (88).

1.6.2.2.2. Test FTA-ABS

U testu FTA-ABS (od engl. fluorescent treponemal antibody-absorption), metodom
indirektne imunofluorescencije dokazuje se prisustvo treponemskih protutijela u serumu
(123). Prije izvodenja testa iz seruma bolesnika se pomoc¢u sorbenta koji sadrzi Reiterove
(nepatogene) treponeme apsorbiraju nespecifi¢ni treponemski antigeni (ABS). Kao
antigen upotrebljavaju se T. pallidum iz orhiti¢nih testisa Zrtvovanog kuni¢a. Ako se u
serumu bolesnika nalaze protutijela, ona se veZzu s treponemom. Ovome se doda
FITC-om oznaceni antihumani imunoglobulini (IgM 1 IgG klase). Kao rezultat, u vidnom
polju fluorescentnog mikroskopa vide se spirohete obojene FITC-om (1,44). Intenzitet
fluorescencije oznacCava se kao nereaktivan (-), slabo reaktivan (+/-) i1 reaktivan (+).
Reaktivni serumi se dalje obraduju kvantitativno da bi im se odredio titar (62). Test
postaje pozitivan 4. tjedna nakon infekcije (3). Lazno negativni rezultati su iznimno
rijetki, dok se lazno pozitivni mogu javiti uz razli¢ite akutne i kroni¢ne bolesti poput

sistemskog lupus eritematozusa, reumatoidnog artritisa, diabetes mellitus-a, reuma
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faktora, genitalnog herpes simpleksa ili uslijed krizne reakcije s Borrelia burgdorferi
(122). Kao i kod ostalih imunofluorescentnih testova, negativna je strana ovog testa $to
rezultat moze biti djelomi¢no subjektivan. Kada rezultat jedanput postane pozitivan,

gotovo uvijek ostaje reaktivan tijekom Citava zivota.

1.6.2.2.3. Test 19S-IgM-FTA-ABS

Test 19S-IgM-FTA-ABS visoko je specifican test za koji se smatra da je pozitivan
samo kada su u organizmu prisutne blijede treponeme (124). Ovaj test se ne primjenjuje
rutinski ve¢ samo za diferencijaciju nejasnih slu¢ajeva, za dijagnostiku kongenitalnog
sifilisa te za prac¢enje aktivnosti bolesti (125). S obzirom na to da je molekula IgM velika
1 da ne moZze prije¢i placentarnu barijeru, dokaz IgM u serumu novorodenceta govori u
prilog aktivnoj infekciji, a prisutna IgG protutijela prenesena su u fetalnu cirkulaciju iz
cirkulacije majke te se negativiziraju tijekom prve godine zivota (126). Za izvodenje
ovog testa potrebno je prvotno izolirati I[gM frakciju iz seruma tehnikom filtracije u gelu
primjenom sefadeksa G-200, nakon ¢ega se izvodi test FTA-ABS s ¢istom IgM frakcijom
(125). Ovaj test postaje pozitivan krajem drugog tjedna od pocetka infekcije, dok IgM

protutijela nestaju obi¢no nakon 6, a najkasnije 12 mjeseci nakon provedene terapije (62).

1.6.2.2.4. Test ELISA

U testu ELISA (od engl. enzyme-linked immunosorbent assay) protutijela usmjerena
protiv T. pallidum vezu se na antigen na jazicama mikrotitarskih ploca te se inkubiraju s

protutijelima usmjerenim protiv imunoglobulina covjeka, a koji je obiljezen
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peroksidazom. Razvijeni su razli¢iti tipovi testova ELISA u kojima su kao antigen
upotrebljavani aksijalni filament spirohete T. phagadenis biotip Reiteri, kardiolipin,
kolesterol i lecitin kao i sonikat purificirane T. pallidum (127). Specifi¢nost i osjetljivost
prvobitnih testova ELISA jednaka je onoj kod testova TPHA 1 FTA-ABS pa je, kao i u
tim metodama, suboptimalna u primarnom i kongenitalnom sifilisu (128). Novi testovi
ELISA temeljeni su na novim rekombinantnim antigenima i imaju visoku specifi¢nost i
osjetljivost te mogu otkriti IgM 1 IgG klase imunoglubulina u serumu bolesnika u svim
stadijima bolesti (128). Ogranicenje testa su vrijeme i cijena, dok je prednost moguénost
obrade velikog broja uzoraka te automatizirano ocitavanje rezultata. Stoga ocitavanje
testa nije subjektivno kao Sto to moze biti kod FTA-ABS i TPHA (44). Neki autori

savjetuju ukljucivanje testa ELISA u testove otkrivanja (129,130).

1.6.2.2.5. Test ITP

Imobilizacija T. pallidum (ITP) prvi je specifi¢ni treponemski test. Ovaj test je niz
godina predstavljao standard prema kojem su usporedivani svi specificni treponemski
testovi. Temelji se na principu imobilizacije T. pallidum Nicholsovog soja (kao antigenu
uzgojenom u orhiti¢nim testisima kunica) u zarazenom serumu bolesnika sa specifiénim
protutijelima uz prisustvo komplementa. Rezultat se oCitava tehnikom mikroskopiranja u
tamnom polju (131). Ovaj test se smatra najspecifi¢nijim seroloskim testom. Medutim,
budu¢i da je njegovo izvodenje slozeno i zahtjevno (uzgajanje kuni¢a u koje se inokulira
T. pallidum), danas ga izvode samo rijetki istrazivacki laboratoriji. Test postaje pozitivan

6-8 tjedana nakon infekcije.
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1.7.  Dijagnostika sifilisa i stadiji bolesti

Kao $to je prethodno navedeno, laboratorijski testovi za dokazivanje sifilisa dijele
se na one kojima se uzro¢nik dokazuje direktno (poput tehnike mikroskopiranja u
tamnom polju) i na one kojima se dokazuju specifi¢na protutijela u serumu i likvoru
bolesnika. Ovi se potonji, seroloski testovi dijele na netreponemske i treponemske
testove. U svakodnevnoj klini¢koj praksi svi se testovi mogu grupirati u tri kategorije:
testove otkrivanja, testove potvrdivanja i testove za pracenje aktivnosti bolesti. lako su
postojale, a ponegdje i danas postoje razli¢ite sheme tih testova, opce je prihvaceno da se
u testove otkrivanja uvrsti jedan netreponemski i jedan treponemski test (132). Upotreba
samo netreponemskog testa smatra se nedostatnom zbog lazno negativnih rezultata,
odnosno lazno pozitivnih testova koji se mogu javiti u razli¢itim bolestima (133). U
Hrvatskoj je uobicajeno da testovi otkrivanja budu testovi VDRL i TPHA, a testovi
potvrdivanja testovi IgM 1 IgG FTA-ABS te kvantitativni VDRL. Kao test za pracenje
aktivnosti bolesti moZe se smatrati kvantitativni test VDRL. Naime, ¢etverostruki porast
titra govori o svjezoj infekciji ili reinfekciji, perzistencija titra govori u prilog
bezuspjesnoj terapiji, dok Cetverostruki pad titra govori u prilog djelotvornosti terapije
(37). Kao test za pracenje aktivnosti bolesti, ali u prvom redu za potvrdivanje
kongenitalnog sifilisa upotrebljava se test 19S-IgM-FTA-ABS (62). Kod pracenja
aktivnosti bolesti 1 uspjesnosti terapije uvijek se preporucuje upotreba istovjetnih testova
radi lakSe usporedbe, i to po moguénosti u istom laboratoriju (134).
U primarnom stadiju sifilisa na mjestu ulaska treponeme, a nakon razdoblja
inkubacije od prosje¢no tri tjedna, nastaje primarna lezija, tj. ulcus durum. Medutim,

unutar nekoliko sati nakon §to T. pallidum penetrira u organizam treponeme se
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diseminiraju po ¢itavom organizmu. U tom se stadiju T. pallidum najranije moze dokazati
tehnikom mikroskopiranja u tamnom polju iz seroznog eksudata ulcus durum (11).
Humoralna protutijela koja se dokazu seroloSkim netreponemskim i treponemskim
testovima pojavljuju se 1-4 tjedna nakon nastanka ulcus durum (61), uz napomenu da oko
30% bolesnika s primarnim stadijem sifilisa ima nereaktivne netreponemske testove (44).
Stoga je za definitivnu dijagnozu primarnog sifilisa ¢esto potrebna direktna mikroskopska
identifikacija T. pallidum iz lezije, aspirat limfnog ¢vora ili biopsija ruba ulkusa (11).

U sekundarnom sifilisu svi organi kao i tjelesne teku¢ine mogu biti zahvacene
treponemom. U gotovo svih bolesnika sa sekundarnim sifilisom pozitivni su svi seroloski
testovi, a treponeme iz lezija mogu se dokazati mikroskopiranjem u tamnom polju (61).
Dijagnoza se postavlja na temelju anamneze, klinicke slike, dokaza uzro¢nika tehnikom
mikroskopiranja u tamnom polju, reaktivnih netreponemskih i treponemskih testova. Ako
osoba ima pozitivnu prethodnu anamnezu o sifilisu, dijagnosticko znacenje ima
cetverostruki porast titra. U bolesnika s atipicnim lezijama i/ili titrom manjim od 8
potrebno je ponoviti netreponemske testove 1 uciniti testove potvrdivanja (1).

U bolesnika s jasnom klini¢kom slikom, a negativhim nalazima seroloskih
pretraga treba imati na umu mogucnost postojanja "prozonskog fenomena", tj. lazno
negativnog rezultata uslijed visokog titra reaginskih protutijela koji mogu inhibirati
proces flokulacije (61).

Latentni sifilis oznafava razdoblje nakon iSCezavanja simptoma sekundarnog
sifilisa. Razdoblje do godinu dana od infekcije oznafava se kao rani latentni sifilis.
Seroloski testovi u ranom latentnom stadiju su pozitivni, ali se pozitivitet (tzv. reaktivitet)
netreponemskih testova smanjuje u odnosu na duljinu trajanja infekcije. Dijagnoza se

postavlja na temelju kombinacije seroloskih pretraga i anamneze (11).
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Bolesnicima s kasnim latentnim sifilisom, tj. s nereaktivnim netreponemskim 1
slabo reaktivnim treponemskim testovima bez klini¢kih znakova bolesti i bez pouzdane
anamneze o provedenoj terapiji, treba uCiniti obradu radi iskljucenja neurosifilisa. U
bolesnika u kojih nije provedena terapija netreponemski testovi mogu biti slabo pozitivni
(1).

Simptomi tercijarnog sifilisa nastaju Cesto tek nakon 10-20 godina od primarne
infekcije, 1 to u oko 1/3 bolesnika koji nisu primali terapiju. Oko 30% bolesnika s kasnim
sifilisom ima nereaktivne netreponemske testove, stoga uvijek treba uciniti i treponemske
testove. Treponemski testovi su gotovo uvijek reaktivni te predstavljaju samo temelj za
dijagnozu; uz njih je nuzno bolesnika internisticki i neuroloski obraditi (3).

U lezijama benignog oblika kasnog sifilisa (gumama) moze se direktnim
dokazivanjem mikroskopiranjem u tamnom polju pronaéi pokoja treponema. Ako su
prisutne gume, konac¢na se dijagnoza postavlja na temelju dokaza T. pallidum u
bioptickom materijalu uz pozitivne treponemske testove. Dijagnoza kardiovaskularnog
sifilisa postavlja se na temelju simptoma karakteristicnih za aortnu insuficijenciju ili
aneurizmu, reaktivnih treponemskih testova te odsutnosti podataka o provedenoj terapiji
sifilisa (44).

Iako se simptomi zahvaéanja SZS-a mogu javiti i u sekundarnom stadiju sifilisa,
neurosifilis ozna¢ava promjene koje nastaju u tercijarnom stadiju. U bolesnika s kasnim
latentnim sifilisom kao i u onih koji imaju znakove neurosifilisa potrebno je uliniti
analizu likvora testovima VDRL, FTA-ABS ili TPHA, te ukupne proteine i leukocite u
likvoru. Za postavljanje dijagnoze neurosifilisa potrebni su pozitivan treponemski test u
serumu, nalaz povecanog broja stanica i proteina u likvoru kao 1 pozitivan test VDRL u

likvoru. Nakon provedene terapije broj stanica kao 1 koncentracija proteina u likvoru se

48



normaliziraju, a u testu VDRL dolazi do pada titra. Obi¢no su potrebne godine dok
vrijednosti testa VDRL u likvoru postanu nereaktivne (1,3).

Danas postoje mnogobrojna oprecna misljenja o utjecaju HIV infekcije na
konvencionalne i novije dijagnosticke testove za dokazivanje sifilisa (98). U bolesnika s
HIV-om seroloski odgovor moze biti reduciran te se ¢eS¢e nadu lazno negativni testovi.
Razlog je tome gubitak sposobnosti produkcije protutijela usporedo s rastu¢om
imunodeficijencijom (61). U bolesnika s HIV infekcijom s karakteristicnom klinickom
slikom sifilisa, uz negativne seroloske testove, potrebno je razmisljati o upotrebi
histoloske pretrage te metode PCR (134).

Za dijagnostiku kongenitalnog sifilisa od znacenja su seroloske pretrage i u majke
1 u djeteta jer u vecine novorodencadi nema vidljivih simptoma bolesti. Seroloske
pretrage u majke odgovaraju prethodno navedenim pretragama ovisno o kliniCkom
stadiju bolesti majke. U djeteta je potrebno uciniti iste pretrage kao i u majke. Zbunjujuce
mogu djelovati IgG protutijela prisutna u serumu novorodenceta, za koja treba znati da su
transplacentarno prenesena od majke (91). Test izbora za potvrdivanje kongenitalnog
sifilisa je test 19S-IgM-FTA-ABS (91). U novije vrijeme u dijagnostici kongenitalnog
sifilisa upotrebljavaju se ELISA, PCR i immunoblotting (11).

Moguca je 1 prenatalna dijagnostika fetalne infekcije. S obzirom na to da majcina
IgM protutijela ne prelaze placentu detekcija IgM protutijela u fetalnoj cirkulaciji je
posljedica fetalnog humoralnog odgovora i1 stoga je znakovita za fetalnu infekciju. I u
ovom slucaju test izbora je test 19S-IgM-FTA-ABS. VazZno je napomenuti da u danasnje
doba niti jedno dijete ne bi smjelo napustiti rodiliSte bez u€injenih seroloskih pretraga na

sifilis u majke tijekom trudnoce (88).

49



1.8. Terapija sifilisa

Cilj terapije je preveniranje prijenosa uzrocnika i izbjegavanje kasnih komplikacija
u zarazenih bolesnika. Penicilin je i danas lijek izbora u provodenju terapije sifilisa,
osobito zbog njegove sposobnosti prodiranja u sve tjelesne teku¢ine, moguénosti prijelaza
placentarne kao i likvorske barijere. Za sada nema naznaka da je T. pallidum razvila
rezistenciju prema penicilinu (1-3).

U lijecenju je nuzno doseci treponemicidnu razinu penicilina u serumu bolesnika
odnosno u likvoru (SZS-u) u sluajevima neurosifilisa. Razina penicilina 0,018 mg/l se
smatra treponemicidnom, a potrebno ju je odrzavati 7-10 dana. U tom se razdoblju odvije
nekoliko ciklusa dijeljenja (30-33 sati) treponema u ranom sifilisu. Buduéi da je dioba
treponema u kasnijim stadijima bolesti usporena, u tim stadijima bolesti nuzna je i
dugotrajnija terapija (135).

Iako medu raznim autorima nema dvojbe oko lijeka izbora za lijeCenje sifilisa, male
razlike postoje u stavovima oko duljine trajanja terapije. Prema SZO za sve manifestacije
sifilisa u ranom stadiju, tj. tijekom prve godine nakon infekcije ordinira se 2,4 mil. i].
benzatin-penicilina (po 1,2 mil. i.j. u svaki gluteus), i to dva puta u razmacima od 7 dana
ili 1,2 mil. 1.j. prokain-penicilina, svakodnevno tijekom 14 dana (135). Centar za kontrolu
bolesti SAD-a u lije€enju rane faze sifilisa koristi benzatin-penicilin G 2,4 mil. i.j. u
jednokratnoj dozi (133). Za sve manifestacije kasnog sifilisa, ukljucujuéi i kasni latentni
sifilis (osim neurosifilisa), primjenjuje se 2,4 mil. i.j. benzatin-penicilina, 3 puta u
razmacima od 7 dana ili 1,2 mil. ij. prokain-penicilina dnevno tijekom 21 dan (133).

Neurosifilis se lijeci benzil penicilinom u dozi 12-24 mil. ij. i.v. dnevno, podijeljenoj u
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6 dnevnih doza tijekom 10 do 21 dana ili prokain-penicilinom u dozi 1,2-2,4 mil. ij.
i.m.uz probenecid 500 mg p.o., 4 puta dnevno, ukupno zajedno 10 do 21 dan (1).

Kod preosjetljivosti na penicilin u ranom stadiju sifilisa dolazi u obzir terapija
doksicilinom (koji prodire i u SZS) od 100 mg, dva puta dnevno tijekom dva tjedna,
zatim tetraciklinima od 500 mg cetiri puta dnevno tijekom dva tjedna. Moguca je i
terapija eritromicinom od 500 mg cetiri puta dnevno tijekom dva tjedna, ali je najslabije
djelotvoran i1 ne prodire kroz placentarnu i mozdanu barijeru (135). Dolazi u obzir i
ceftriakson u dozi od 250 mg i.m. dnevno tijekom 10 dana. U novije vrijeme u terapiji se
koristi 1 azitromicin u dozi od 500 mg dnevno tijekom 10 dana. Hook i sur. (136) su
dokazali da je azitromicin djelotvoran i u jednokratnoj dozi od 2 g ili u dvije doze od dva
grama u razmaku od tjedan dana. U razdoblju kasnog latentnog sifilisa moze se provesti
terapija istim ovim lijekovima, samo u trajanju od cetiri tjedna. Kod neurosifilisa se u
slu¢aju preosjetljivosti na penicilin preporuc¢a provesti desenzibilizacija, a u slucaju
neuspjeha preporuca se terapija ceftriaksonom u dozi od 1 grama dnevno tijekom 14 dana
ili doksicilinom 200 mg 2 puta dnevno tijekom 28-30 dana (135). Cilj je terapije
neurosifilisa zaustaviti progresiju bolesti, dok se neuroloska oSte¢enja mogu popraviti
samo minimalno (1).

Terapiju trudnica treba provoditi prikladno stadiju bolesti (3). U trudnica s ranim
sifilisom preporuca se terapija benzatin penicilinom 2,4 mil. ij. im. u dvije doze u
razmaku od tjedan dana ili prokain penicilinom 600.000-1,2 mil. i.j. i m. dnevno tijekom
10-14 dana. Problem se namece u slucaju alergije na penicilin. Eritromicin najces¢e ne
postize Zeljeni efekt, tetraciklini su se pokazali djelotvorni u ostale populacije, ali u

trudnica se ne preporucaju radi mogucéeg obojenja zubi djeteta, oStecenja rasta dugih
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kostiju te hepatotoksicnosti. Postoje neka izvijesc¢a o terapiji azitromicinom u dozi od 500
mg tijekom 10 dana ili ceftriaksonom. Dolazi u obzir provesti desenzibilizaciju (88,89).
Terapiju djeteta rodenog od majke sa sifilisom treba provesti kod aktivnih
simptoma bolesti, kod pozitivnog testa 19S-IgM-FTA-ABS u serumu ili kod pozitivnog
testa VDRL u likvoru. Terapija izbora je penicillin G (topivi) 150.000 i.j./kg dnevno
podijeljeno u 6 doza (25.000 i.j./kg) i.v. svaka 4 sata tijekom 14 dana. Ako su prisutni
neuroloski simptomi, onda treba primijeniti dvostruku dozu. U slucaju stecenog sifilisa, u
djec¢joj dobi treba primijeniti benzatin-penicilin G 50.000 1.j./kg i.m. (133). Za djecu bez
simptoma, rodenih od majki s nejasnim statusom infekcije u kojih je provedena terapija
sifilisa, preporucena terapija je jedna doza benzatin penicilina, a ne uobiCajena terapija

vodenim ili prokainskim penicilinom tijekom 10-14 dana (94).

1.8.1. Praéenje djelotvornosti terapije

Po provedenoj terapiji vazno je pratiti razvoj odnosno regresiju klini¢kih simptoma,
ali 1 kontrolirati seroloske nalaze. Kontrola djelotvornosti terapije provodi se izvodenjem
jednog nespecificnog (VDRL) i jednog specifi¢nog testa (TPHA) nakon 1, 3, 6, 12
mjeseci te potom jedanput godi$nje nakon otkrivanja bolesti te provedene terapije. Poslije
provedene terapije primarnog i1 sekundarnog sifilisa do Cetverostrukog pada titra
protutijela u testu VDRL trebalo bi do¢i nakon 3-4 mjeseca, dok bi poslije 6-8 mjeseci taj
pad trebao biti osmerostruk (137). U bolesnika u kojih je terapija zapocela u kasnom
sifilisu, titar pada vrlo postupno. Niski titrovi ostaju pozitivni u oko 50% bolesnika i

nakon dvije godine po provedenoj terapiji. Danasnja saznanja ovaj perzistentni
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seropozitivitet ne oznacavaju kao neuspjeh terapije ili reinfekciju; smatra se da je rijec o
osobama koje ostaju seropozitivne i ako se provede dodatna terapija (133).

U praksi se dosta Cesto postavlja pitanje kada je potrebno ponoviti terapiju. Ipak, u
odredenom broju slucajeva nuzno je ponoviti terapiju, i to kad klini¢ki znaci sifilisa
perzistiraju ili su se ponovno pojavili, ako dode do Cetverostrukog ili viSeg porasta titra u
kvantitativnom netreponemskom testu ili ako perzistira visok titar netreponemskog
seroloskog testa za sifilis godinu dana po zavrSenoj terapiji (137).

Pracenje djece rodene od seropozitivnih majki potrebno je provesti 1, 2, 4, 6 1 12
mjeseci nakon poroda. U lijecene djece testove je potrebno kontrolirati sve dok se ne
postanu negativni (89).

Postavlja se pitanje kada je indicirana terapija partnera inficirane osobe. Unato¢
¢injenici da se sifilis prenosi uglavnom u fazi kada su prisutne mukokutane lezije, nakon
kontakta s osobom oboljelom od sifilisa u bilo kojoj fazi bolesti potrebno je partnera
pregledati klinicki 1 testirati seroloski. Ako je do spolnog kontakta doSlo unutar 90 dana
prije dijagnoze primarnog, sekundarnog i ranog latentnog sifilisa, u seksualnog partnera
postoji rizik infekcije te takve osobe treba lijeciti preventivno. Dugogodisnje seksualne
partnere koji imaju kasni sifilis treba pratiti klinicki i seroloSki te ih lijeciti prema

nalazima (133).

1.8.2. NezZeljena djelovanja terapije

Jarisch-Herxheimerova reakcija predstavlja skupinu simptoma - visoku tjelesnu
temperaturu, glavobolju, limfadenopatiju, faringitis, mialgije, leukocitozu s limfocitozom

koji se javljaju do 24 sata nakon pocetka terapije sifilisa. U mladih bolesnika ova reakcija

53



obi¢no prode bez posljedica, medutim u bolesnika s destruktivnim sifilisom, osobito u
onih s promjenama na aorti, moze do¢i do letalnog ishoda. Nastanak ove reakcije
objaSnjava se naglim raspadom treponema s posljedi¢nim otpustanjem toksina. Reakcija
se moze ublaziti ili sprijeCiti ako neposredno prije ili zajedno s prvom injekcijom
penicilina bolesniku damo kortikosteroide - obi¢no prednisolon u dozi od 1 mg na
kilogram tjelesne tezine intramuskularno. Vazno je bolesnike upozoriti na moguénost

ovakve reakcije. Ova reakcija je ¢eS¢a u bolesnika s ranim sifilisom (1-3).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj 1 svrha ovoga rada bili su:

utvrditi prisutnost infekcije T. pallidum testovima TPHA i VDRL:
- u bolesnika s klinickim manifestacijama primarnog stadija ranog sifilisa,
- u bolesnika s kasnim latentnim sifilisom te
- u kontrolnoj skupini dragovoljnih davatelja krvi,
- odrediti optimalne uvjete metode PCR u otkrivanju T. pallidum;
- utvrditi prisutnost T. pallidum metodom PCR:
- u bolesnika s klinickim manifestacijama primarnog stadija ranog sifilisa,
- u bolesnika s kasnim latentnim sifilisom te
- u kontrolnoj skupini dragovoljnih davatelja krvi,
- odrediti osjetljivost, specifi¢nost i dijagnosticko znacenje metode PCR u usporedbi s

testovima TPHA i1 VDRL u klini¢koj primjeni.
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3. ISPITANICI I METODE

3.1. Ispitanici

Istrazivanje je provedeno u Laboratoriju za klinicku imunologiju,
imunofluorescentnu i seroloSku dijagnostiku Klinike za kozne i spolne bolesti Klinickog
bolnickog centra i Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu te u Zavodu za
molekularnu medicinu Instituta “Ruder Boskovi¢” u Zagrebu.

U istrazivanje su bile ukljucene tri skupine ispitanika, ukupno njih 90, i to:

- 27 bolesnika s manifestacijama primarnog stadija ranog sifilisa;

- 33 bolesnika s kasnim latentnim sifilisom, te

- 30 slucajno odabranih dragovoljnih davatelja krvi koji su €inili kontrolnu skupinu.
Materijali za analizu bili su serumi ispitanika dobiveni iz svjeze krvi, kao 1 svjeze

pune krvi pohranjene u sterilnoj epruveti na —20°C do trenutka upotrebe.

3.2. Metode

U istrazivanju su se koristile klinicke metode: anamneza i dermatoloski pregled,
laboratorijske metode direktnog i indirektnog dokazivanja T. pallidum, te statisticke

metode.
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3.2.1. Anamneza i dermatoloski pregled

U svih bolesnika uzeti su anamnesticki podaci (osobna anamneza, anamneza

bolesti, epidemioloSka anamneza.....) te je u€injen dermatoloski pregled inspekcijom.

3.2.2. Indirektne metode dokazivanja

3.2.2.1. Test TPHA

Serume bolesnika razrijedili smo u omjeru 1:80, 1:160, 1:320, 1:640, 1:1280,
1:5120 1 inkubirali 30 min. na sobnoj temperaturi s apsorpcijskom tekuéinom za
uklanjanje nespecificne hemaglutinacije (TPHA-nosticon; Biomerieux). Zatim smo po
50 pl tako razrijedenog seruma stavili u jaZice mikrotitarske ploce sa 96 jazica, te potom
tome dodali po 50 pul suspenzije ov¢jih eritrocita senzibiliziranih s T. pallidum. Ploce se
lagano protresu te ostave stajati na sobnoj temperaturi na ¢vrstoj podlozi kako bi bile
sigurne od micanja i treSnje. Rezultate smo vizualno ocitavali nakon 4 sata.

Ako u serumu postoje specifi¢na protutijela, dolazi do aglutinacije ov¢jih eritrocita
Sto se vidi golim okom. Ako je serum nereaktivan tada senzibilizirani ov¢ji eritrociti
padaju na dno udubljenja i stvaraju oStro ograni¢en prostor. Ovisno o intenzitetu
hemaglutinacije serumi se oznacavaju kao nereaktivni, slabo reaktivni 1 reaktivni.
Reaktivni serumi se titriraju. Test se smatra reaktivhim ako do aglutinacije dode u

razrjedenju 1:80 ili viSem.
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Za kontrolu smo koristili serume s visokim titrom protutijela usmjerenih protiv
T. pallidum i serume u kojima nisu utvrdena protutijela usmjerena protiv T. pallidum,

razrijedene u omjeru 1:80 kojem smo dodali 50 pl nesenzibiliziranih ov¢jih eritrocita.

3.2.2.2. Test VDRL

Nakon inaktiviranja seruma u vodenoj kupelji pri 56°C tijekom 30 min., u udubine
ploc¢ica za VDRL (staklena plocica 5x10 cm s 10 udubina) stavljali smo 50 pl seruma i
10 pl kardiolipinskog antigena. Kardiolipinski antigen (Imunoloski zavod, Zagreb) je
otopina od 0,3% kardiolipina, 0,3% lecitina i 0,9% kolesterina u apsolutnom etilnom
alkoholu. Antigen se razrjeduje s 1% otopinom NaCl pH 6 u omjeru 1:10. Staklena
plocica se potom rotira 4 min. na rotatoru 120 okretaja/min. uz promjer rotacije 2-3 cm.
Neposredno nakon rotacije ocitavamo rezultat Reichertovim binokularnim mikroskopom
(okular 10x, objektiv 16x).

Rezultat se procjenjuje na temelju slike dobivene svjetlosnim mikroskopom te se
opisuje kao nereaktivan, slabo reaktivan i reaktivan (1+ do 4+).

Kod stupnja reaktiviteta od 2+ do 4+ serumi se titriraju u razrjedenjima 1:4, 1:8,
1:16, 1:32.

Kao kontrola upotrebljavaju se pozitivan i negativan ljudski serum prethodno

ispitan nekim od treponemskih testova (TPHA, FTA-ABS).
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3.2.3. Direktne metode dokazivanja

3.2.3.1. Uzgoj T. pallidum u testisima kuniéa

Kuniéu intratestikularno inokuliramo suspenziju T. pallidum (30-40 treponema u
vidnom polju mikroskopa) i sedmi dan ga zrtvujemo. Testise u Petrijevoj zdjelici
izljustimo iz ovojnice, usitnimo i uronimo u 10 ml Nelsonova medija (15,4 mM natrij
klorid, 12 mM natrij hidrogen fosfat, 4,7 mM kalij fosfat, 1,8 mM natrij piruvat, 7,13 mM
natrij bikarbonat, 18,4 mM natrij tioglikol, 0,02% cistein, 0,05% glutation, 0,25%
albumin, 6,25% ultrafiltrat govedeg seruma). Centrifugiranjem tog materijala uklone se
ostaci tkiva testisa, spermatozoidi i eritrociti. Nakon ovog postupka mikroskopski se
odredi broj treponema u otopini. Preparat se promatra u Reichertovom mikroskopu s
tamnim poljem (okular 5x, objektiv 45x). Nakon toga se suspenzija inokulira u testise

kunica. Postupak se ponavlja svakih 7 dana.

3.2.3.2. Detekcija DNA T. pallidum metodom PCR

3.2.3.2.1. Izolacija DNA iz tkiva i seruma

Izolaciju DNA iz testisa kuni¢a kao i iz seruma smo proveli metodom fenol-
kloroform ekstrakcije 1 etanol precipitacije prema Sambrook-u i sur. (138). Oko 100-300
ul seruma ili testisa kuni¢a koji se prethodno usitni, prebaci se u sterilnu Eppendorf-
epruvetu od 2 ml. Zatim se doda 700-1000 pl pufera za ekstrakciju (10 mM Tris HCI, pH

7,5, 1 mM EDTA, pH 9, 0,5% SDS) te 10-20 pl proteinaze K (10 mg/ml) ovisno o
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koli¢ini tkiva, odnosno tekuéine. Suspenzija se inkubira na 37°C preko no¢i, odnosno dok
se ne razgradi. Potom se doda 1 volumen fenola (66 % zasi¢en s 0,1 M TRIS-om, pH 7,9)
1 suspenzija se 5 minuta homogenizira muckanjem epruveta. Nakon kratkog
centrifugiranja (10.000 g, 5 s), na suspenziju se doda 1 volumen kloroforma (kloroform i
izoamilni alkohol u omjeru 24:1) 1 ponovo se 5 min. homogenizira muc¢kanjem. Zatim se
sadrzaj epruveta centrifugira 5 min. na 9.000 g. Gornja faza (vodena) se prenese u novu
Eppendorf-epruvetu. Na to se doda 2 volumena kloroforma i 5 min. se homogenizira
ru¢nom inverzijom. Zatim se sadrzaj epruveta ponovo centrifugira 5 min. na 9.000 g i
gornja (vodena) faza se prenese (obi¢no 500-600 upl) u nove Eppendorf epruvete. Na
dobivenu vodenu fazu doda se NaCl u konacnoj koncentraciji od 100 mM te se doda 2
volumena 96%-tnog etanola (ohladenog na —20°C). Otopina se homogenizira i pohrani na
—20°C preko no¢i, a potom centrifugira (20 min., 4°C, 10.000 g). Supernatant se odlije
suprotno od taloga DNA, koji se ispere sa 70%-tnim etanolom i centrifugira 15 minuta,
na 10.000 g pri temperaturi od 4°C. Talog se osusi te se resuspendira u oko 150-250 pl
pufera TE (10 mM Tris HCL, 1 mM EDTA, pH 7,6) ovisno o velicini taloga. DNA se
zatim nekoliko sati ili preko no¢i otapa na 37°C. Otopljena DNA se homogenizira
pipetiranjem. Tako otopljena DNA moZe se ¢uvati na 4°C nekoliko mjeseci, dok se duze

¢uva na —20°C.

3.2.3.2.2. 1zolacija DNA iz krvi

Nekoagulirana krv (oko 5 ml sa 7,5% EDTA) se do izolacije ¢uva na —20°C. Nakon
odmrzavanja, krv se prebaci u sterilne Falcon epruvete (50 ml) i doda se pufer RCLB

(10 mM Tris, 5 mM MgCl,, 10 mM NaCl) do ukupnog volumena od 40 ml. Zatim se
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promijesa i stavi na led najmanje 15 min. da bi se postigla liza eritrocita. Epruvete se,
zatim centrifugiraju 15 min. na 3.000 g pri +4°C. Supernatant se dekantira, a talog se
homogenizira u 5 ml RCLB i doda pufer RCLB do 40 ml. Citav postupak se ponovi jo§
dva puta. Talog se resuspendira u 2 ml pufera SE (75 mM NaCl, 25 mM Na,EDTA),
doda 200 pl 10 % SDS-a i 10 pl proteinaze K (10 mg/ml) i inkubira u vodenoj kupelji 2
sata na 56°C ili preko no¢i na 37°C. Zatim se doda 1/3 volumena 5 M NaCl, dobro
promijesa i centrifugira 10 min. na 5.000 g pri sobnoj temperaturi. Supernatant se
dekantira u novu plasti¢nu epruvetu i doda isti volumen 2-propanola (Kemika), otopina se
homogenizira, DNA se izvadi sterilnom Pasteur-pipetom i ispere se u 70%-tnom etanolu.
Nakon ispiranja DNA se otopi u odgovaraju¢em volumenu pufera TE (10 mM Tris HCL,
1 mM EDTA, pH 7,6).

Da bismo procijenili koncentraciju i kvalitetu izolirane DNA (oneciS¢enje RNA,
fragmentirana DNA), po 5 ul svakog uzorka se pomijesa sa 1 pl pufera LB za nanoSenje
uzoraka (LB, od engl. loading buffer; 0,25% bromfenolplavilo, 0,25% ksilen cijanol, 30%
glicerol) 1 nanesu se na 1%-tni gel agaroze. Na osnovu debljine i1 izgleda pruga,
procjenjuje se je li DNA dovoljno kvalitetna za molekularne analize. To¢na koncentracija
DNA odredi se spektrofotometrijski, znaju¢i da je maksimalna apsorbancija (A)

nukleinskih kiselina, odnosno za A,¢=1, koncentracija DNA iznosi 50 pg/mL.

3.2.3.2.3. Metoda PCR

Za optimizaciju koncentracije DNA u reakciji te kao pokazatelj kvalitete u lan¢anoj
reakciji polimerazom za umnazanje slijeda P-globina covjeka koristili smo pocetne

oligonukleotide PC04 i GH20 (Tablica 1) (139).
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Za utvrdivanje infekcije bakterijom T. pallidum u uzorcima, koristili smo par
pocetnih oligonukleotida F1 i R1 komplementarnih dijelu gena za DNA polimerazu I
(polA) (Tablica 1). Ti oligonukleotidi daju produkt veli¢ine 377 pb (140,141). Zatim smo
koristili dva para pocetnih oligonukleotida, S47-1/S47-2 (produkt veli¢ine 658 pb) u
prvoj i S47-3/S47-4 (produkt veli¢ine 496 pb) u sljedecoj (engl. nested) reakciji, koji
umnazaju dio sekvence gena za 47-kDa membranski antigen bakterije T. pallidum
(Tablica 1). Da bi povecali osjetljivost metode, koristili smo nested PCR u kojem se

produkti prve reakcije koriste kao kalup u drugoj reakciji.

Tablica 1. Sekvence pocetnih nukleotida koriStenih u radu

Pocetni
oligonuk Slijed nukleotida Regija Veliina
-leotid PCR
produkta
PC04 5" CAACTTCATCCACGTTCACC 3' gen za 268 pb
GH20 | 5 GAAGAGCCAAGGACAGGTAC 3’ p-globin
F1 5' TGCGCGTGTGCGAATGGTGTGGTC 3" | genza DNA | 377 pb
polimerazu I
R1 5" CACAGTGCTCAAAAACGCCTGCACG 3’
S47-1 5" GACAATGCTCACTGAGGATAGT 3’ gen za 658 pb
47-kDa
S47-2 5" ACGCACAGAACCGAATTCCTTG 3' membranski
S47-3 5' TTGTGGTAGACACGGTGGGTAC 3' antigen 496 pb
S47-4 5' TGATCGCTGACAAGCTTAGGCT 3’

PCR za umnozavanje dijela gena za DNA polimerazu I proveden je pod sljede¢im

uvjetima: pocetna faza denaturacije pri 95°C traje 10 min., zatim 50 ciklusa: 1. faza
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denaturacije pri 95°C (30 s), 2. faza sparivanja pri 65°C (30 s), 3. faza sinteze (72°C, 30
s) te konacna faza sinteze tijekom 7 min. pri 72°C.

Ukupni volumen reakcije bio je 20 pL, a reakcijska smjesa je sadrzavala: 0,1pg
DNA, 10 mM Tris-HCI (pH 8,3), 50 mM KCI, 0,1 mM svakog deoksinukleotida (ANTP,
odnosno dATP, dGTP, dCTP i1 dTTP), 2,5 mM MgCl,, 0,5 uM pocetnih oligonukleotida
F11iR1 te 0,125 jedinica Tag-polimeraze.

Prva reakcija nested-PCR-a provedena je pod sljede¢im uvjetima: pocetna faza
denaturacije pri 95°C traje 10 min., zatim 30 ciklusa: 1. faza denaturacije pri 95°C (30 s),
2. faza sparivanja pri 55°C (30 s), 3. faza sinteze (72°C, 30 s) te konacna faza sinteze
tijekom 7 min. pri 72°C.

Nested reakcija ja provedena pod sljede¢im uvjetima: pocetna faza denaturacije pri
95°C traje 10 min., zatim 40 ciklusa: 1. faza denaturacije pri 95°C (30 s), 2. faza
sparivanja pri 58°C (30 s), 3. faza sinteze (72°C, 30 s) te kona¢na faza sinteze tijekom
7 min. pri 72°C.

Ukupni volumen nested-PCR-a bio je 20 pL, a reakcijska smjesa je sadrzavala:
0,1ug DNA, 10 mM Tris-HCI (pH 8,3), 50 mM KCI, 0,1 mM svakog 2,5 mM MgCl,,
0,5 uM pocetnih oligonukleotida S47-1/S47-2 te 0,125 jedinica Tag-polimeraze.

Produkti reakcije PCR analizirani su u 2%-nom gelu agaroze (Sigma) otopljene u
puferu TAE (40 mM TRIS-acetat, | mM EDTA, pH 8), u kojeg je dodan etidij bromid
(1 png/ml). Prije nanoSenja na gel, produkti reakcije PCR pomijeSani su sa puferom LB u
omjeru 1:5. Nakon provedene elektroforeze u TAE-puferu, na 80 V tijekom 40 min., gel
je prenesen na UV-transiluminator (UVP INC. Pharmacia-Biotech) (Slike 13 1 14) i

promatran pod UV-svjetlom (A=254 nm). Etidij bromid koji se interkalira unutar lanaca
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DNA, a takoder i RNA, vidljiv je pod UV-svjetlom. Gel je fotografiran na Image Master
aparatu (Pharmacia-Biotech). Na osnovu DNA standarda koji sadrzi odsjecke DNA
poznatih veli¢ina (pBR322 DNA/Haelll; Roche), odredena je veli¢ina dobivenih pruga,
odnosno PCR produkata (138).

Kao pozitivnu kontrolu koristili smo DNA bakterije T. pallidum izolirane iz testisa

zarazenih kunica.
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MV 1 2 3 4 5 6 7 8

Slika 13. Analiza produkata reakcije (20 ul) PCR s po€etnim
oligonukleotidima za DNA polimerazu I T. pallidum
MV: molekularni biljeg DNA (pBR322 DNA/Haelll; Roche)
1: pozitivna kontrola
2-7: uzorci 10-15
8: negativna kontrola

MIX 1 2 3 4 5 6 MV

Slika 14. Analiza produkata reakcije (20 ul) PCR s po€etnim
oligonukleotidima za 45 kDa antigen T. pallidum
MIX: molekularni biljeg DNA (®X174-DNA/Haelll, Roche)
1:  pozitivna kontrola iz prve reakcije
2:  pozitivna kontrola iz nested reakcije
3-5: wuzorci 10-12
6:  negativna kontrola
MV: molekularni biljeg DNA (pBR322 DNA/Haelll; Roche)
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3.2.4. Statisticke metode

Primijenjene su standardne statisticke metode: deskriptivna statistika za prikaz
vrijednosnih varijabli: aritmeticka sredina, standardna devijacija i raspon, prosjeke za
prikaz zbirnih vrijednosti atributivnih varijabli, Studentov t-test za testiranje razlika
vrijednosnih varijabli, Hi-kvadrat (%°) — test za testiranje razlika kod neparametrijskih
varijabli 1 test proporcija za testiranje odnosa u proporcijama. Izracun je vrSen na
osobnom racunalu IBM proizvodnje u programu STATISTICA i1 Microstat statistici.

Prikaz rezultata dan je u tablicama.
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4. REZULTATI

4.1. Testovi VDRL i TPHA

Serumi svih ispitanika ispitani su testovima VDRL 1 TPHA.

Od ukupno 90 ispitanika, negativan test VDRL utvrden je u 51 (56,7%) ispitanika,
pozitivan test — titar 0 u 4 (4,4%) ispitanika, titar 2 u 12 (13,3%) ispitanika, a titar 4 u 1
(1,1% ispitanika). Titar 8 utvrden je u 7 (7,8%) ispitanika, titar 16 u 9 (10%), a titar 32 u

6 (6,7%) ispitanika.

Od ukupno 90 ispitanika, negativan test TPHA utvrden je u 31 (34,5%) ispitanika.
Pozitivan test TPHA u titru 80 utvrden je u 4 (4,4%) ispitanika, u titru 160 utvrden je u 2
(2,2%), a u titru 320 u 21 (23,3%) ispitanika. Titar 1.280 utvrden je u 12 (14,5%), titar

5120 u 16 (17,8%), a titar veéi od 5.120 u 3 (3,3%) ispitanika.

4.2. Metoda PCR

DNA je uspjesno izolirana iz tkiva kunica inficiranog T. pallidum, a §to je posluzilo
za pozitivnu kontrolu. DNA je takoder uspjesno izolirana iz 32 uzorka krvi. Medutim u

uzrocima seruma (n=10) nije izolirana dovoljna koli¢ina DNA.

Sva 32 uzorka krvi iz kojih smo izolirali DNA kao i 10 seruma, testirali smo
metodom PCR na prisutnost DNA T. pallidum. U svim uzorcima krvi je uspje$no

umnozen gen za B-globin, dok isti nije bio utvrden niti u jednom serumu. Za
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identifikaciju

T. pallidum umnazali smo gen za DNA polimerazu I pomocu para pocetnih
oligonukletida F1 i R1 (single-PCR), te gen za 47-kDa membranski antigen pomoc¢u dva
para pocetnih oligonukleotida, S47-1/S47-2 u prvoj 1 S47-3/S47-4 u sljedecoj reakciji
(nested-PCR). Umnazanjem oligonukleotida, S47-1/S47-2 u prvoj i S47-3/S47-4 u
sljedecoj reakciji nismo dobili pozitivitet u obradenim uzorcima, dok smo umnazanjem

pocetnih oligonukletida F1 i R1 utvrdili pozitivitet u 5 uzoraka krvi.

4.3. Analiza ispitanika prema stadiju bolesti

Ukupni broj ispitanika iznosi 90, od kojih 60 bolesnika razdijeljenih u dvije
skupine, te 30 zdravih ispitanika. Prvu skupinu ¢ini 27 (30%) bolesnika s primarnim
stadijem ranog sifilisa, dok drugu skupinu ¢ini 33 (36,7%) bolesnika s kasnim latentnim
sifilisom. Bolesnici su razvrstani u odgovarajuce skupine na temelju anamneze, klinickog
nalaza te ucinjenih testova TPHA i VDRL. Tre¢u kontrolnu skupinu ¢ini 30 (33,3%)

slucajno odabranih ispitanika medu dobrovoljnim davateljima krvi.

4.3.1. Skupina bolesnika s primarnim stadijem ranog sifilisa

Bolesnici su uvrsteni u ovu skupinu na temelju jednog ili visSe navedenih

parametara: klini¢ke slike primarnog stadija sifilisa (ulcus durum), dokaza T. pallidum

tehnikom mikroskopiranja u tamnom polju, pozitivne anamneze o spolnom kontaktu s

osobom oboljelom od sifilisa te pozitivnim odgovaraju¢im seroloskim nalazima.
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4.3.1.1. Statisticka analiza bolesnika prema spolu i dobi

Od ukupno 27 bolesnika s primarnim stadijem ranog sifilisa 14 (52%) su bile Zene,
a 13 (48%) muskarci s prosjecnom Zzivotnom dobi 29,77+7,59 godina u rasponu 21-56
godine. Najve¢i broj bolesnika bio je u dobnom razredu od 21-30 godine, njih 14
(51,9%), a najmanji u dobnim razredima od 41-60 godine, ukupno 2 (7,4%) (Tablica 2).

Analiziraju¢i ukupnu skupinu bolesnika s primarnim stadijem ranog sifilisa
istovremeno prema spolu i dobi nije utvrdena statisti¢ki znacajna razlika u broju oboljelih

prema spolu i dobi (x*=0,39; n.s.).

Tablica 2. Prikaz ispitanika s primarnim stadijem ranog sifilisa prema spolu i
dobnim razredima

Godine Zenski Muski Ukupno
starosti N % n % n %
21-30 6| 46,2 8| 57,2 14| 51,9
31-40 71 53,8 4| 28,6 11| 40,7
41-50 0 0,0 1 7,1 1 3,7
51-60 0 0,0 1 7,1 1 3,7
Ukupno 13| 100 14| 100 271 100

4.3.1.2. Statisticka analiza bolesnika prema nalazu TPHA i spolu

Od 27 bolesnika s primarnim stadijem ranog sifilisa 26 (96,3%) ih je imalo
pozitivan nalaz TPHA. Analiziraju¢i visinu titra TPHA najveci broj ispitanika, njih 14
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(51,8%) je imalo titar 5120 ili ve¢i. Nize titrove, 320 i 1.280, imalo je ukupno 12
ispitanika (44,4%) (Tablica 3).
Medu spolovima se nije naSla statisticki znacajna razlika u pozitivitetu TPHA

(x°=0,78; n.s.).

Tablica 3. Prikaz razdiobe nalaza TPHA u bolesnika s primarnim stadijem ranog
sifilisa prema spolu

TPHA Zenski Muski Ukupno
n % n % n %

Neg 0 0,0 1 7,1 1 3,7
320 2 15,4 3 21,4 5 18,5
1.280 41 30,8 3 21,4 7 25,9
5.120 71 538 4 28,6 11 40,7
>5.120 0 0,0 3 21,5 3 11,1
Ukupno 13 100 14 100 27 100

4.3.1.3. Statisticka analiza bolesnika prema nalazu VDRL i spolu

Od 27 bolesnika iz ove skupine 21 (77,8%) je imao pozitivan VDRL. Najveci broj

ih je imalo titar 16 1 32, njih 15 (55,5%). Nije se pokazala statisticki znacajna razlika u

razdiobi prema spolu (y°= 2,07; n.s.) (Tablica 4).
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Tablica 4. Prikaz razdiobe nalaza VDRL u bolesnika s primarnim stadijem ranog
sifilisa prema spolu

VDRL Zenski Muski Ukupno
n % n % n %
Neg 2| 154 41 286 6| 222
8 41 30,8 2 142 6| 222
16 5| 38,5 4] 286 9| 334
32 21 153 41 286 6| 222
Ukupno 13| 100| 14| 100 27| 100

4.3.1.4. Statisticka analiza bolesnika prema nalazu PCR i spolu

U skupini ispitanika s klinickim primarnim stadijem ranog sifilisa 10 bolesnika je
odabrano za PCR analizu. Od njih 10, samo 3 (33,3%) ih je imalo pozitivan PCR.

Nije se pokazala statisticki znacajna razlika prema spolu (Tablica 5).

Tablica 5. Prikaz razdiobe nalaza PCR u bolesnika s primarnim stadijem ranog
sifilisa prema spolu

Zenski Muski Ukupno

n % n % n Y%
Poz 0] 0,0 31 429 3] 30,0
Neg 3| 100 4| 57,11 7| 70,0
Ukupno 3| 100 7 100 | 10 100
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4.3.1.5. Prikaz nalaza PCR s obzirom na nalaze TPHA i VDRL

Od 3 ispitanika s pozitivnim PCR, jedan je imao pozitivan TPHA i VDRL, jedan

pozitivan samo TPHA,a jedan negativan i TPHA 1 VDRL (Tablica 6).

Tablica 6. Usporedni prikaz razli¢itih metoda dokazivanja u primarnom stadiju
ranog sifilisa

TPHA VDRL PCR
5120 32 Poz
320 8 Poz
Neg Neg Poz
5120 8 Neg
1280 8 Neg
1280 8 Neg
1280 Neg Neg
1280 Neg Neg
320 Neg Neg
320 Neg Neg

4.3.2. Skupina bolesnika s kasnim latentnim sifilisom

U ovu skupinu bolesnici su uvrSteni na temelju anamneze o prethodno postoje¢im

klinickim 1 seroloSkim manifestacijama sifilisa te na temelju pozitivnih specifi¢nih

testova.
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4.3.2.1. Statisticka analiza bolesnika prema spolu i dobi

Od ukupno 33 bolesnika s kasnim latentnim sifilisom, 16 (48,5%) su bile zene, a 17
(51,5%) muskarci. Prosjecna starost bila je 46,18+12,78 godina u rasponu 23-66 godina.

Najveci broj ih je bio u dobnim skupinama od 41-70 g. zivota, njih 23 (69,7%), a
najmanje u dobnim razredima od 21-40 g (Tablica 7).

Analiziraju¢i ukupnu skupinu bolesnika s kasnim latentnim stadijem sifilisa

istovremeno prema spolu i dobi, nije bilo statisti¢ki znatajne razlike (= 0,28; n.s.).

Tablica 7. Prikaz ispitanika s kasnim latentnim stadijem sifilisa prema spolu i
dobnim razredima

Godine Zenski Muski Ukupno

starosti n % n % n )
21-30 2| 125 2| 11,8 41 12,1
31-40 3] 18,8 31 17,7 6| 18,2
41-50 5] 31,2 5| 294 10 | 30,3
51-60 4| 25,0 3| 17,6 71 21,2
61-70 2| 125 4| 235 6| 18,2

Ukupno 16 | 100 17| 100 33| 100

4.3.2.2. Statisticka analiza bolesnika prema nalazu TPHA i spolu

Sva 33 bolesnika s kasnim latentnim sifilisom imala su pozitivan TPHA test.
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Analizirajuéi pozitivitet prema spolu, nije se nasla statisticki znacajna razlika
(X2=1,04; n.s.).

Analiziraju¢i TPHA, najvec¢i broj ispitanika, njih 16 (48,5%) imalo je titar 320.
Visoke titrove, 1.280 1 5.120, imalo je 11 (33,4%) ispitanika, dok su ostali imali titar 80 i

160 (Tablica 8).

Tablica 8. Prikaz razdiobe nalaza TPHA u bolesnika s kasnim latentnim stadijem
sifilisa prema spolu

TPHA Zenski Muski Ukupno

n % n % n %
80 2] 12,5 21 11,8 41 12,1
160 0| 0,0 21 11,8 20 61
320 9| 56,3 71 412 16| 485
1280 1] 6.2 5| 294 6| 18,2
5120 41 25 1] 58 51 15,1
Ukupno | 16| 100| 17| 100| 33| 100

4.3.2.3. Statisticka analiza bolesnika prema nalazu VDRL i spolu

Od 33 ispitanika, 16 (48,5%) ih je imalo negativan nalaz VDRL, dok su ostali bili u
skupini slabo pozitivnih i pozitivnih s titrom 0.
Niti u ovoj skupini ispitanika nije se pokazala statisticki znacajna razlika prema

spolovima (y* 2,07; n.s.) (Tablica 9).

74



Tablica 9. Prikaz razdiobe nalaza VDRL u bolesnika s kasnim latentnim stadijem
sifilisa prema spolu

VDRL Zenski Muski Ukupno

n % n % n %
Neg 71 43,8 9| 529 16| 48,5
Slabo pozitivno 7| 43,8 51 29,5 12| 36,4
Poz-0 21 12,6 31 17,6 51 15,1
Ukupno 16 100 17| 100 33| 100

4.3.2.4. Statisticka analiza bolesnika prema nalazu PCR i spolu

U ovoj skupini odabrano je 11 ispitanika za PCR analizu. Od njih 11 samo 1

ispitanik imao je pozitivan nalaz (Tablica 10).

Tablica 10. Prikaz razdiobe nalaza PCR u bolesnika s kasnim latentnim stadijem
sifilisa prema spolu

PCR u 5

krvi Zenski Muski Ukupno
n % n % n %

Poz 1] 25 0 00| 1 9,1

Neg 31 75 7 100 | 10| 90,9

Ukupno 4| 100 7 100 | 11 100
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4.3.2.5. Prikaz nalaza PCR s obzirom na nalaze TPHA i VDRL

Samo jedan ispitanik u ovoj skupini je imao pozitivan PCR. Isti je imao

istovremeno TPHA u titru 80, a VDRL negativan (Tablica 11).

Tablica 11. Usporedni prikaz razli¢itih metoda dokazivanja u kasnom latentnom
stadiju sifilisa

TPHA VDRL PCR
80 Neg Neg
80 Neg Poz
1280 Neg Neg
5120 Neg Neg
80 Neg Neg
160 Neg Neg
320 Neg Neg
320 Neg Neg
160 Neg Neg
320 Neg Neg
320 Neg Neg

4.3.3. Kontrolna skupina ispitanika

Slu¢ajno odabranih 30 dobrovoljnih davalaca krvi predstavlja 33,3 % od ukupnog
broja ispitanika.
Niti jedan od ispitanika u kontrolnoj skupini nije imao pozitivan nalaz TPHA ni

VDRL.
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U ovoj skupini od 30 ispitanika takoder je odabrano 11 ispitanika za PCR analizu.

Jedan ispitanik (9,1%) imao je pozitivan PCR test.
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5. RASPRAVA

U naSem istrazivanju analizirali smo tri skupine ispitanika. Prva skupina sastojala
se od 27 bolesnika s primarnim stadijem ranog sifilisa. Uzorci koje smo analizirali u ovoj
skupini bolesnika prikupljeni su u trogodisnjem razdoblju (2000-2002.) u kojem se broj
novootkrivenih bolesnika kretao od 15 do 20 godiSnje. Stoga nismo niti mogli oc¢ekivati
veci broj uzoraka u ovom stadiju sifilisa jer se u oko 30% bolesnika bolest dijagnosticira
tek u sekundarnom stadiju bolesti (1). Inace je u Hrvatskoj 1995. godini zamijecen
posljednji izraziti porast novooboljelih, ukupno njih 50. I drugi autori iz zemalja sa
slicnim socioekonomskim uvjetima biljeze slicne podatke (38). Porast broja
novooboljelih u Republici Hrvatskoj 1995. g. povezuje se s povetanim migracijama
vojnika iz zemalja u kojima je zamijecen izraziti porast broja oboljelih od sifilisa, kao §to
je na pr. Rusija (7,33). Ovdje se namece i pitanje stvarnog broja novooboljelih za kojeg
se smatra da je viSestruko veci od navedenog. Naime, jedan dio populacije, osobito osobe
iz zaostalijih sredina te medu nize obrazovanim ruralnim stanovniStvom, ne javlja se u
medicinske institucije ve¢ su skloni samolijeenju razliCitim lokalnim i alternativnim
pripravcima. Takoder je razlog i u tome $to se ucestalo propisuje antibiotska terapija zbog
razli¢itih indikacija, pa se na taj nacin prekrije klini¢ka slika primarnog stadija sifilisa.
Tako ti bolesnici ostanu neprepoznati. Takoder je upitno i redovito prijavljivanje
oboljelih od strane lijecnika koji utvrdi dijagnozu (37).

Druga skupina ispitanika obuhvacala je 33 bolesnika s kasnim latentnim sifilisom
u kojem nema klini¢kih znakova bolesti, ve¢ samo pozitivitet u seroloSkim nalazima (3).
Ovaj stadij bolesti moze nastupiti u bolesnika u kojih je nakon utvrdene dijagnoze

provedena antibiotska terapija uz perzistentne seroloske nalaze, u bolesnika u kojih je
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antibiotska terapija provedena radi neke druge indikacije, i u bolesnika u kojih je
rutinskim pretragama slucajno utvrden pozitivitet u seroloskim nalazima. Inace se kasni
latentni sifilis dijagnosticira ucestalije od primarnog sifilisa, Sto potvrduju i drugi autori
(1,44).

Tre¢u skupinu ispitanika predstavlja 30 slucajno odabranih dobrovoljnih
davatelja krvi u kojih se rutinski provodi serolosko testiranje na sifilis. U ovoj skupini nas
je zanimalo, unato¢ uvjetu o negativnim seroloskim pretragama, ima li dokaza evantualne
infekcije T. pallidum.

Svaku smo skupinu zasebno analizirali prema dobi i spolu bolesnika, te prema
nalazima TPHA, VDRL i PCR.

Analizom smo utvrdili da je prosjecna zivotna dob bolesnika s primarnim
stadijem ranog sifilisa 30 godina. To je povezano s intenzivnijom seksualnom aktivnosti
u toj zivotnoj dobi. Bolesnici s kasnim latentnim sifilisom su prosje¢ne Zivotne dobi od
46 godina. Ovaj podatak je ocekivan s obzirom da su to bolesnici koji su ve¢ preboljeli
primarni 1/ili sekundarni stadij ranog sifilisa ili su otkriveni slu¢ajno rutinskim seroloskim
testiranjem (44,54,62).

Ispitanike obje skupine ispitivali smo prema spolu i utvrdili smo da je odnos
muskaraca i Zena u svim ispitivanim skupinama bio jednak. Ovi podaci u skladu su s
podacima iz literature gdje se navodi jednaka ucestalost muskaraca i Zena (3,142).

Analiziraju¢i indirektne laboratorijske testove dokazivanja T. pallidum
konstatirali smo da je u bolesnika s primarnim stadijem TPHA bio pozitivan u njih
96,3%. To je uobicajen postotak pozitivnosti jer TPHA postaje pozitivan 3 tjedna nakon
pojave klini¢kih simptoma bolesti (3,47). U vecine bolesnika titar je bio 5.120 1 veéi §to

je u skladu s podacima iz literature, jer titar specificnih treponemskih protutijela doseze
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najvisu razinu oko 4. tjedna nakon infekcije (120,121). U jednog bolesnika s primarnim
stadijem ranog sifilisa nalaz TPHA bio je negativan. Na temelju toga moZze se ustvrditi da
se radi o bolesniku kod kojega nije proslo vise od 3 tjedna od infekcije te da specificna
treponemska protutijela nisu prisutna. U svih bolesnika s kasnim latentnim sifilisom nalaz
TPHA je bio pozitivan, najéesS¢e u titru 320. To je ocekivano jer se treponemska
protutijela ne negativiziraju do kraja zivota osim u iznimnim sluc¢ajevima (na pr. kod
imunodeficijencije), a za raspravu je ima li visina titra TPHA znacajnost u pracenju
aktivnosti bolesti odnosno u procjeni aktivnosti terapije (118,120,121).

Analizirali smo i nalaze VDRL-a koji su u bolesnika s primarnim stadijem ranog
sifilisa bili pozitivni u 77,8% bolesnika. Ovaj podatak je oCekivan jer VDRL-test postaje
pozitivan 5 tjedana nakon pojave klinickih simptoma ranog sifilisa (1-3), a ve¢ina nasih
ispitanika je bila u tom razdoblju nakon infekcije. Oko 55% bolesnika imalo je visoke
titrove (>16) Sto odgovara najaktivnijoj fazi primarnog stadija sifilisa. No 6 ispitanika
imalo je negativan nalaz VDRL-a. Razlog tome je §to VDRL postaje pozitivan u 5. tjednu
infekcije, a bolesnicima je najvjerojatnije uzeta krv prije tog vremena. Iz istog razloga
jedan od njih imao je i negativan nalaz TPHA. U bolesnika s kasnim latentnim sifilisom
utvrdili smo da je u gotovo polovice VDRL bio negativan, a pola ispitanika je imalo
vrijednosti koje nisu relevantne za dijagnozu sifilisa niti za provodenje terapije. Nasi
nalazi su sasvim u skladu s literaturnim podacima (44,113).

U 10 bolesnika s primarnim stadijem ranog sifilisa koje smo obradili metodom
PCR, pozitivan nalaz utvrden je u troje. U dvoje od njih su i TPHA 1 VDRL bili
istovremeno pozitivni, a u tre¢eg su TPHA 1 VDRL bili negativni. Istaknuli bismo
vrijednost PCR-testa upravo u tog bolesnika s negativnim nalazima u serolo$kim

pretragama u kojeg se dijagnoza mogla utvrditi samo na temelju klinicke slike 1 nalaza
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T. pallidum tehnikom mikroskopiranja u tamnom polju jer se protutijela jos nisu pojavila
(3,11,44). Medutim ukupan pozitivitet PCR-a bio je oko 34% $to odgovara literaturnim
podacima gdje se kre¢e od 29% do 48% (143).

Od 11 bolesnika s kasnim latentnim sifilisom koje smo obradili metodom PCR,
nalaz je bio pozitivan samo u jednog bolesnika. VDRL u ovog bolesnika je bio negativan
Sto je znacilo da je u akutnoj fazi bolesti provedena izvjesna terapija, no ocito nedostatna
jer je PCR-testom zabiljezena DNA T. pallidum. Medutim, ovdje se namece pitanje moze
li metoda PCR razlikovati zive od nezivih treponema (144).

Mogu¢i razlog niskog pozitiviteta u PCR-u autori obrazlazu razli¢itim kriterijima
odabira uzoraka, vremena proteklog od infekcije kao i odnosa prema pozitivitetu u
seroloskim pretragama (145,146). Problem predstavlja i razliitost pristupu klinickim
stadijima bolesti. Naime, danas jo§ uvijek ne postoji standardizirana definicija prema
kojoj je u potpunosti jasno koji bolesnici pripadaju skupini kasnog latentnog sifilisa.

Smatra se da ¢e znafaj metode PCR biti osobit u dijagnostici kongenitalnog
sifilisa, neurosifilisa, ranog primarnog sifilisa te konacno u razlikovanju svjeze od stare
infekcije. Stoga smo mi u ovom radu nastojali utvrditi prednosti metode PCR u
primarnom stadiju sifilisa osobito u bolesnika s jasnom klinickom slikom a s negativnim
seroloskim nalazima. Takoder smo proucavali znacaj metode PCR u bolesnika s kasnim
latentnim sifilisom. Entitet latentnog sifilisa pobuduje posebnu pozornost kao
dijagnosticki 1 terapijski problem jer se manifestira pozitivitetom seroloSkih nalaza i
izostankom klinickih manifestacija.

Doprinos pozitiviteta PCR u bolesnika s ranim sifilisom koji imaju negativnu
serologiju je u tome $to je nalaz PCR-a omogucio pravovremeni pocetak terapije, a u

bolesnika s latentnim sifilisom ponovno lijecenje prikladnim izborom i dozom lijeka.
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Poseban osvrt dali bismo na pozitivan nalaz PCR u jednog ispitanika iz skupine
dobrovoljnih davatelja krvi. Svakako nije ocekivana prisutnost T. pallidum u zdravih
ispitanika iz skupine dobrovoljnih davatelja krvi. Tim viSe §to se ti ispitanici obvezatno
podvrgavaju seroloskim testovima na sifilis i tek potom postaju davatelji krvi. Ovakvih
podataka nismo nasli u literaturi (147,148). Ovaj nalaz zabrinjava i upucuje na nuznost
dodatne provjere i testiranja na sifilis u institucijama koje pribavljaju krv i krvne derivate.
To otvara mogucénosti daljnje provjere vrijednosti PCR metode u toj dijagnostici.

U nasem istrazivanju kromosomalne DNA, a time i DNA T. pallidum, izolacija je
uspjela iz krvi oboljelih 1 tkiva testisa kuni¢a zarazenog sifilisom. No iz uzoraka seruma
nismo uspjeli izolirati kromosomalnu DNA.

U samom pocetku postavljanja metode PCR u dijagnostiku sifilisa na odredenom
broju ispitanika iskusali smo izolirati DNA iz seruma (19,20). No rezultati su se pokazali
vrlo skromni. DNA smo samo u nekim uzorcima identificirali tek u tragovima. O izboru
uzorka za izolaciju DNA T. pallidum u literaturi se nalaze dvojaki podaci (149). Neki
autori iznose uspjesnost izolacije iz seruma (19,143), a neki neadekvatnost seruma kao
uzorka za izolaciju DNA i detekciju DNA T. pallidum (140,150).

U izvodenju lancane reakcije polimerazom osjetljivije 1 specificnije nam se
pokazalo umnazanje gena DNA polimeraze I T. pallidum (single-PCR s F1/R1) od
nested-PCR u kojoj smo umnazali gen za 47-kDa antigen T. pallidum. U literaturi se
navodi veca osjetljivost i specifi¢nost nested metode (151).

Postoji otvorena moguénost daljnjeg istraZivanja vrijednosti metode PCR u

dijagnostici sifilisa kako u oboljelih tako 1 u zdravih osoba, potencijalnih davalaca krvi.
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6. ZAKLJUCCI

U naSem istrazivanju sifilisa izdvojena je skupina oboljela od primarnog stadija
ranog sifilisa te kasnog latentnog sifilisa, kao dvije skupine oboljelih, u kojih otkrivanje
T. pallidum uobicajenim dijagnostickim metodama nije uvijek moguce.

Broj ispitanika ukupno je relevantan jer se godiSnje registrira 15 do 20 bolesnika
sa sifilisom od kojih 30% tek u sekundarnom stadiju.

Ispitanici u naSem istrazivanju bili su podjednako zastupljeni prema spolovima.
Primarni stadij ranog sifilisa ¢eS¢e se dijagnosticira u mladih ljudi (srednja Zivotna dob
30 godina) dok se latentni stadij kasnog sifilisa registrira ¢eS¢e u starijoj populaciji
(srednja zivotna dob 46 godina).

Rezultati analize TPHA i VDRL u oba istrazivana stadija bolesti o¢ekivani su.

Pozitivitet u PCR-testu u obje ispitivane skupine oboljelih pokazao se ocekivan,
pri ¢emu bi istaknuli pozitivitet u bolesnika s negativnim nalazom TPHA- i VDRL-testa u
primarnom stadiju ranog sifilisa, kao i u bolenika u kasnom latentnom stadiju s
negativnim nalazom VDRL-a i nerelevantnom vrijednosti TPHA. Isti¢emo pozitivitet u
zdravog ispitanika iz kontrolne skupine dobrovoljnih davatelja krvi u kojeg su seroloske
pretrage bile oCekivano negativne.

Izolacija DNA pokazala se uspjeSnom iz krvi bolesnika i tkiva testisa zarazenih
kuni¢a a neuspje$nom iz seruma bolesnika.

Umnazanje gena DNA polimeraze 1 T. pallidum pokazalo se pogodnije od
umnazanja gena za 47-kDa antigen T. pallidum.

PCR nije metoda izbora za probir bolesnika, ali bi mogla zamijeniti dugotrajnu i

slozenu metodu uzgoja T. pallidum u kuni¢ima.

83



7. SAZETAK

U ovom radu laboratorijskim indirektnim i direktnim metodama za dokazivanje
sifilisa analizirano je 90 ispitanika od kojih 60 oboljelih od sifilisa te 30 zdravih
ispitanika iz kontrolne skupine dobrovoljnih davatelja krvi.

Ispitanici su gotovo ravnomjerno bili zastupljeni prema spolu, a i dob im je bila
oc¢ekivana za stadije bolesti koje smo analizirali. U skupini s primarnim stadijem ranog
sifilisa ¢eS¢e su bili mladi bolesnici, dok su u skupini s kasnim latentnim sifilisom u
ve¢em broju bili stariji bolesnici.

Seroloske pretrage ve¢inom su odgovarale stadiju bolesti, a lancana reakcija
polimerazom kao direktna metoda dokazivanja T. pallidum pokazala se korisnom u
bolesnika s negativnim nalazima VDRL i TPHA testa. Osobito vazan i upozoravajuci
nalaz pozitivnog PCR testa naden je u zdravog ispitanika medu redovito seroloski
testiranim dragovoljnim davateljima krvi.

DNA je uspjesno izolirana iz krvi bolesnika i tkiva zarazenih kunica.

Umnazanje gena DNA polimeraze 1 T. pallidum pokazalo se pogodnije od
umnazanja gena za 47-kDa antigen T. pallidum.

PCR se nije pokazao metodom izbora za dijagnostiku sifilisa s izuzetkom u nekim
slucajevima primarnog stadija sifilisa kao i u svrhu dodatne provjere dobrovoljnih

davatelja krvi.
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8. SUMMARY

Determining the presence of T. pallidum in patients with primary-stage
of early syphilis and late latent syphilis.

A total of 90 subjects, 60 patients with syphilis and 30 healthy controls (volunteer
blood donors), were analyzed by using indirect and direct diagnostic laboratory methods
for diagnosis of syphilis.

The two groups of subjects were comparable for sex distribution and of expected
age for the analyzed stages of the disease. The patients with primary stage of early
syphilis were of younger age, whereas patients with late latent syphilis were older.

Serologic findings mostly corresponded to the stage of the disease, although
polymerase chain reaction (PCR), as a direct method for T. pallidum detection, proved
useful in patients with negative serologic results. Positive PCR result in patients with
primary stage of syphilis and negative results of Venereal Disease Research Laboratory
(VDRL) test and Treponema Pallidum Hemagglutination Assay
(TPHA) was significant, allowing timely treatment. Positive PCR result obtained in a
healthy subject was especially significant and alarming, as volunteer blood donors are
serologically tested on a regular basis.

DNA was successfully extracted from the blood and tissues of infected rabbits.
Amplification of gene DNA polymerase I T. pallidum PCR proved to be more succesful
than amplification of gene for 47-kDa antigen of T. pallidum.

PCR did not prove to be a sufficiently specific method to establish the diagnosis
of syphilis, except in some cases of primary stage early syphilis, and as a complement

control in a group of volunteer blood donors.
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