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BEVEZETES

A jelenlegi irdnyelvek célja, hogy atfogd és pontos
informdciét nyudjtsanak a szexudlisan terjedé infekci-
6rél (STI), a gonorrhoedrdl, és a betegség etioldgiai
dgensének, a Neisseria gonorrhoeae-nek (N. gonor-
rhoeae, gonococcus) laboratériumi diagnosztizala-
sarol a kelet-eurdpai orszdgokban. Az ajanldsok fon-
tos és alapveté informdéciét tartalmaznak mind az
orvosok, mind a laboratériumi személyzet szdmara,
akik STI és/vagy STI-vel kapcsolatos kérdésekkel
foglalkoznak. A kiilonb6z6 kelet-eurdpai orszagok-

KEY WORDS: Neisseria gonorrhoeae, guideline, culture
methods, non-culture methods, antibiotic resistance,
quality assurance

ban a jelenlegi irdnyelvek kisebb helyi médositasokat
igényelhetnek a kovetelmények betartdsaért, példaul
néhdny reagens és berendezés hozzaférhetéségének
hidnya miatt. A gonorrhoea infekciérél, a mintavétel-
rél, a klinikai mintak szallitdsarél, valamint a mikrosz-
képos diagnosztizalasrol sz6l6 informécidkat lasd az
yUtmutaték a Neisseria gonorrhoeae laboratériumi
diagnosztizdldsdhoz a kelet-eurépai orszagokban” 1.
részében (STD és Genitdlis Infektolégia 2008; 2 (1)).

A jelenlegi irdnyelveket a Sexual and Reproductive
Health and Rights (SRHR) Network, STI Diagnosz-
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A

tikai Csoport tagjai irtdk, melyet az East Europe
Committee of the Swedish Health Care Community,
Swedish International Development Cooperation
Agency (SIDA) témogatott. Projekt koordinator
Marius Domeika.

A gonorrhoea esetdefiniciéja az Eurépai UniGban:

KLINIKAI LETRAS

o a klinikai kép megegyezik a gonorrhoegval,
urethritis, cervicitis, vagy salpingitis

ADIAGNOZIS LABORATORIUMI KRITERIUMAI

+ a Neisseria gonorrhoeae izolaldsa a klinikai
mintdbdl

+ N. gonorrhoeae antigénjének vagy nukleinsav-
nak kimutatésa

¢+ Gram-negativ intracelluléris diplococcusok ki-
mutatasa férfi hugycsévaladékbol.

%

AN. GONORRHOEAE TENYESZTESE

A FESTETT KENETEK MIKROSZKOPPAL TORTENG VIZSGALATAN FELUL A N. GONOR-

RHOEAE TENYESZTESET EL KELLENE VEGEZNI MINDEN ESETBEN, HA ]

+ gyerekekben, ahol nem-pathogén kommenzalis
Neisseria fajok izolalhat6k nagy szamban, kiiloné-
sen a szdjiiregbdl, garatbol és akar a nemi szervek-
bél is,

+ ha lehetséges, a nébetegek mintdibél torténé meg-
bizhatébb diagnézisért a diagnosztikéra hasznalt fes-
tett kenetek alacsony diagnosztikus szenzitivitasa és
szuboptimélis specificitdsa miatt,

+ korai, tiinetmentes és extragenitélis gonorrhoeds
paciensekben (garat, végbél, conjunctiva, stb.),

+ konfirmalt gonorrhoeds péciensek szexuélis kon-
taktjaival, és akiknél a mikroszképos vizsgalat nem
erdsitette meg a N. gonorrhoeae jelenlétét,

+ akezelés befejezése utén a bizonyitottan gonorrho-
eds pdciensekben (nem korabban, mint 8-10 nap el-
telte utdn), és mikor a nyilvantartasbol kikeriilnek,

¢ agonorrhoea definitiv diagnézisa érdekében,

* N. gonorrhoeae antibiotikum-érzékenységének meg-
hatdrozdsa miatt,

¢ a N. gonorrhoeae fenotipus és/vagy genotipus jel-
lemzéséhez,

+ szexudlis zaklatds eléforduldsakor, vagy mds, vizs-
galo hatésagok és / vagy torvényszéki szakértsk 4l-
tal kért esetekben.

A mintavételt kovetden a tenyésztési eredményeket 2-3

nap alatt 4ltaliban kozolni kell, a szintenyészet izol4-

lésa, a végleges fajszint(i identifikélds, illetve az anti-
biotikum-érzékenység meghatirozdsa tovabbi néhdny

‘napot igénybe vehet.

AMODSZER ELVE

A N. gonorrhoeae téptalajon torténd izolaldsa a megfe-
leld morfoldgiai, biokémiai, és fajspecifikus jellemz&k
figyelembe vételével.

A N. GONORRHOEAE TENYESZTESSEL TORTENG IDENTIFIKALASANAK ELGNYEI

+ magas érzékenység,

» magas specificitas,

+ alkalmas a legt6bb tipus azonositéséra,

¢+ a NAAT médszereivel 6sszehasonlitva koltségkiméls

+ antibiotikum érzékenységi vizsgilatok és feno- és /
vagy genotipizalas is lehetséges.

AN. GONORRHOEAE TENYESZTESSEL TORTENG IDENTIFIKALASANAK HATRANYAI:

+ alacsonyabb érzékenység nem-optimalizlt feltéte-
lek esetén,

« alacsonyabb specificitds nem-optimaliz4lt feltételek
esetén,

¢ idé-igényesebb, mint a mikroszképos vizsgalatok,
illetve a DNS / RNS - vizsgalaton alapulé médsze-
rek, példdul a NAAT (nukleinsav amplifikécién ala-
pulé technika),

+ dragdbb a mikroszképos vizsgalatoknal, habar a mik-
roszképia nem helyettesitheti a N. gonorrhoeae faj-
szintd, végleges diagnosztizalésat lehet6vé tévé mod-
szereket (l4sd: lent)

MINTAVETEL

(lasd: Utmutaték a Neisseria gonorrhoeae laboraté-
riumi diagnosztizéldséhoz a kelet-eurdpai orszigok-
ban” 1. rész ).

A MINTAK SZALLITASA

(Lésd: Utmutaték a Neisseria gonorrhoeae laboraté-
riumi diagnosztizdldsihoz a kelet-eurépai orszégok-
ban” 1. rész). Mivel a gonococcusok érzékenyek a kisz-
radéssal, extrém hémérséklettel, valamint az oxidativ
hatésokkal szemben, a betegektl szdrmazé tamponos
mintdkat idedlis esetben azonnal téptalajra kellene ol-
tani. Ha ez nem lehetséges, megfeleld transzport-médi-
umok hasznalata ajénlott (lasd: Utmutatok a Neisseria
gonorrhoeae laboratériumi diagnosztizélasdhoz a ke-
let-eurépai orszédgokban” 1. rész). Az inokuldlt transz-
portesdveket hiitdszekrényben kell téirolni. A mintdkat
a laboratériumba kell szallitani, amilyen hamar csak
lehetséges, és optimalisan 24 érén beliil (maximum 48)
fel kell dolgozni a laboratériumnak. A sz4llitasi hémér-
séklet nem szabad, hogy 18 °C-n4l alacsonyabb legyen.

TAPTALAJOK
A gonococcusok igen igényes baktériumok, tébbek
kozott példdul a tdptalaj Ssszetételére. Olyan tépa-

nyagokkal dusitott téptalajokra van sziikség, me-
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lyek egy bizonyos koncentriciéban tartalmaznak
# esszencialis aminosavakat, mint példdul a ciszteint,
purinokat, pirimidineket csakigy, mint hasznosit-
haté energiaforrasokat (példdul gliikéz, piroszélésav
'vagy tejsav) ahhoz, hogy minden gonococcus tor-
zset ki lehessen tenyészteni. A gonococcusok jobb
kitenyészthet6ségének érdekében olyan antibiotiku-
mokat adunk a téptalajhoz, melyek elnyomjik az
egyéb baktériumok, illetve gombdk novekedését.
Ilyenek példdul a lincomycin és/vagy vancomycin,
colistin, nystatin, anisomycin, vagy amphotericin B
és a trimethoprim.
Tehét, a pathogén Neisseria sp.-ek, példaul a N. gonor-
rhoeae és a N. meningitidis izoldlasira egy szelek-
tiv tdptalaj, mint példdul mddositott Thayer-Martin,
(MTM), Martin-Lewis (ML), New York City (NYC),
vagy GC-Lect médium (vagy erre a célra kifejlesztett
egyéb szelektiv tdptalaj) haszndlhaté. Ezek kozill a
taptalajok kozill mindegyik tartalmaz gatlészereket,
melyek a szaprofita mikrofléra novekedését gatoljak
(lasd fent). Természetesen szitkség van olyan szelek-
tiv tdptalajok hasznélatdra, melyek az adott orszagban
a N. gonorrhoeae tenyésztésére hitelesitettek. Idealis
esetben egy nem-szelektiv tiptalajt is kellene haszndlni
abban az esetben, ha a minta egy kevésbé kontaminlt
helyrél szarmazik, illetve a ritka, vancomycin és/vagy
trimethoprim érzékeny N. gonorrhoeae speciesek izo-
ldlasara, habér e torzsek eléforduldsa elhanyagolhaté
a legtobb orszdgban. Kiilonféle kereskedelemben kap-
hatd, el6készitett tdptalajok 1éteznek, melyek a kiilon-
b6z Neisseria sp.-ek kitenyészhetéségében, illetve a
kontamindnsok visszaszoritasdban kiilonboznek.

TOXIKUS FAKTOROK

A gonococcusok tenyésztését kolonbozd tényezdk be-
folyasolhatjdk, mint példaul a beteg antimikrobialis
kezelése csakugy, mint a kilonb6zé hivelykendesok,
irrigdtorok valamint a spermicid készitmények. A pa-
mut, kdlcium-algindt illetve a dakron-szdlas tamponok
mind toxikusak a N. gonorrhoeae-ra. A toxicitds annak
koszonhetd, hogy a baktérium érzékeny a pamutszalak
kozott taldlhaté telitetlen zsirsavakra, a klér-alapt fehé-
rité anyagokra, a fanyélben taldlhat6 gyantdra, valamint
a ragasztéanyagra, amit arra haszndlnak, hogy a tampon
fejét a nyélhez erésitsék. Kovetkezésképpen a mintdk
kozvetlen kioltasa idedlis, hiszen a baktérium révidebb
ideig van kitéve a toxikus anyagoknak. A megfelel$ tam-
ponok kivalasztdsa donté fontossdgy, aktiv szénbevona-
td mintavevék hasznélata az idedlis, ha a transzport-mé-
dium nem tartalmaz aktiv szenet. Az olyan 6sszetevok,
mint példdul a keményitd, az aktiv szén, valamint a vér
alapu transzport taptalajok nagyban megnovelik a N.
gonorrhoeae tulélésének esélyét a szallitas alatt.-

AN. GONORRHOEAE TENYESZTESEHEZ ES IDENTIFIKALASAHOZ

SZUKSEGES ESZKOZOK, REAGENSEK

o szelektiv, és idedlis esetben nem-szelektiv taptalajok

+ 37 °C-0s CO, termosztit vagy gyertyaval (elsésor-
ban fehér, vagy méhviaszbdl késziilt) ellatott inku-
béciés kamra, és egy hagyomanyos 37 °C-os termo-
sztat,

o lveg tdrgylemezek, a Gram-festéshez sziikséges
eszkozok és reagensek,

» mikroszkép,

o steril kacs

» oxiddz reagens (1%-os vizben oldott tetrametil-p-
feniléndiamin dihidroklorid)

« A N. gonorrhoeae fajszintli identifikaldsahoz sziik-
séges utmutatok.

ATENYESZTES KIVITELEZESE

A N. GONORRHOEAF AGAR-TAPTALAJON (PETRI-CSESZEBEN) TORTENG TENYESZTESE

A Klinikai mintdkat azonnal oltsuk le 90 vagy 100 mm
atméréja, 20-25 ml tdptalajt tartalmazé lemezekre.
Hasekkora atméréjli lemezek nem allnak rendelkezés-
re, haszndlhatunk 60 mm &atméréjii lemezt is, mely-
nek azonban legaldbb 4 - 4,5 mm vastagsigban kell
tartalmaznia az agart. Agartartalmd kémcsovek nem
alkalmasak tenyésztésre. Az agar taptalajok el6készitése
sordn a lecsap6dott kondenzviz eltdvolitisa érdekében a
lemezeket az agar megszildrduldsa utdn tegyiik 36 + 1 °C-
os termosztitba megforditva a fedeliiket, vagy hagyjuk
szobahdmérsékleten egy éjszakdn at szaradni. A leme-
zek kiszaritasat kertljiik, hiszen ez a N. gonorrhoeae ki-
tenyészthet8ségének csokkenéséhez vezet. Az elkésziilt
taptalajokat hiitészekrényben 6 + 2 °C-on térolhatjuk
legfeljebb 3 hétig tiszta, légmentesen zart miianyag zacs-
kékban. A gydrték utasitdsait minden esetben tartsuk
be. A lejart szavatossdgu tdptalajok hasznalata keriilen-
dé. A téptalajokat haszndlat el6tt idedlis esetben 36 +
1 °C-ra kell melegiteni.

Egy betegtdl szdrmazé kilonbozé klinikai mintdkat
killonbozé taptalajokra kell oltani. Abban az esetben,
ha nagy, 90-100 mm atmérdjli lemez 4ll a rendelkezé-
stinkre, a nébetegek higycsé és cervixvaladékat olthat-
juk egy ugyanazon lemezre, ha a kiilonb6z6 szektorok
egyértelmien el vannak vélasztva. Férfiak hugycséva-
ladékat egy egész lemezre oltsuk.

A tamponos mintdt egyenletesen vigyiik fel a lemez
feliletének kb. %-re. Ezutdn steril kacs segitségével
hatdrozott mozdulatokkal szélesszitk szét a mintat
a téptalaj egész feliletén 3-4 irdnyban az izolalt tele-
pek kitenyésztésének érdekében. A lemezeket ezutdn
helyezziik 5£2% CO,-ot tartalmazé, kb. 70% pdratar-
talommal rendelkezd, 36 + 1 °C-os termosztatba. A
gyertyaval elldtott inkubdciés kamrét, mely benedve-
sitett papirvattdt tartalmaz a megfelel§ paratartalom
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biztositdsdhoz, helyezziik 36 + 1 °C-os termosztatba. A

novekedést 18-24, majd 48 bra elteltével ellendrizziik.

o Ha 72 éra elteltével sincs jele novekedésnek, az in-
kubdaciét fejezziik be, a mintdt negativnak kell te-
kinteni.

o A N. gonorrhoea-gyanus telepeket preszumptive
identifikaljuk (lasd lent).

+ Ha sziikséges, species-szint(i identifikalast is alkal-

 mazzunk (l4sd lent).

A KERESKEDELEMBEN KAPHATO KITEK (PELDAUL BIOCULT)

ALKALMAZASA A N.:GONORRHOEAE TENYESZTESERE:

o hagyjuk az agart tartalmazé taroléedényt szobahd-
mérsékletiire melegedni,

« Gvatosan vegyiik ki az agart az edénybdl ugy, hogy
kozben ne okozzunk kart az agar lemezben,

o vigyiik fel a klinikai mintdt az agarlemez feliiletére
a mintavevd tampont megforgatva (minden minta-
hoz kiilon elhatarolt részt hasznéljunk),

« steril kaccsal szélessziik a mintat,

« steril csipesz segitségével helyezziink egy CO,-feje
leszté tablettdt aszeptikusan az edénybe,

» a nedves légkor az edény belsejében a tablettdabdl
CO, gazt fog felszabaditani, mely sziikséges a N.
gonorrhoeae novekedéséhez,

+ a klinikai mintdkat tartalmazé6 lemezeket helyez-
ziik az edénybe anélkiil, hogy a tablettdhoz hozza-
érnénk,

+ az edényeket egyértelm jeloléssel lassuk el,

o inkubdljuk 36 + 1 °C-on 48 6rdig.

A N. gonorrhoea-gyanus telepeket preszumptive iden-

tifikaljuk (l14sd lent). Ha sziikséges, species-szintti iden-

tifikalast is alkalmazzunk (ldsd lent). Nagy méretd,

90-100 mm 4tmérdji lemezeken torténd tenyésztéssel

Osszehasonlitva a Biocult lemezeken a N. gonorrhoeae

novekedése szignifikdnsan alacsonyabb.

AN. GONORRHOEAE IDENTIFIKALASA

A N. GONORRHOFAE PRESZUMPTIV IDENTIFIKALASA A KOVETKEZOKON ALAPSZIK

«+ ajellegzetes N. gonorrhoeae telepek azonositasa,

 pozitiv gyors oxiddz-teszt,

» agyanus telepekbél tipikus Gram-negativ diplococ-
cusok azonositdsa.

A JELLEGZETES N. GONORRHOEAE TELEPEK AZONOSITASA

A 18-24 6ras inkubaldst kovetden a tipikus N. gonorrhoeae
telepek sziirke vagy fehér szindek, atlatszéak vagy opélo-
sak, dombortak vagy laposak, és kb. 0,5-1,0 mm atmé-
réjiek. Ha tovabb inkubaljuk, a telepek akar 3,0 mm &t-
mérdjlek is lehetnek, kevésbé simédvd, laposabba valnak.
Gyakran kilonbozd telepmorfoldgidja N. gonorrhoeae
torzsek, vagy kilonbozé speciesek is izoldlhatdk egy
ugyanazon lemezen. A kitenyésztett telepek azonosita-

sa nagy nehézségekbe titkozhet, f6ként az orofaringedlis
régiokbdl szérmazé mintdkban, hiszen itt nem-pathogén
neisseridk, valamint meningococcusok is el6fordulhatnak,
melyek telepmorfolégiailag hasonlitanak a N. gonorrhoeae
telepekhez. E speciesek mérete, szine, morfoldgidja vala-
mint konzisztencidja killonb6z6, ha eltérd téptalajokat
alkalmazunk. A N. gonorrhoeae definitiv diagndzisa csak
akkor lehetséges, ha a telepeket tovabbi vizsgélatoknak
vetjiik ald, példdul biokémiai prébékat vagy egyéb species

szint(i identifikdldshoz sziikséges teszteket hajtunk végre.

AZ OXIDAZ TESZT

A rutin diagnosztikdban az oxiddz pozitiv Gram-nega-
tiv diplococcusok detektdldsa elegendd N. gonorrhoeae
preszumptiv identifikdlasdhoz.

A CITOKROM-C OXIDAZ JELENLETENEK DETEKTALASARA AZ

ALABBIAKBAN FELSOROLT, GYAKORI MODSZEREK ALKALMAZHATOAK

» cseppentsiink egy csepp oxidéz reagenst (1%-os vizben
oldott tetrametil-p-feniléndiamin dihidroklorid) egy
gyanus telepre. Ha gyorsan, 5-10 médsodpercen beliil
a telep szine sotét kékes-lilara véltozik, mely szinval-
tozds 30 mésodpercig is megmarad, a teszt pozitivnak
tekintendd. Ha nincs szinvéltozds, a teszt negativ. Az
oxiddz reagens elpusztitja a N. gonorrhoeae baktériu-
mokat, igy a telep tovébbi, él6 baktériumokat igénylé
vizsgdlatokra nem alkalmas. Kovetkezésképpen sze-
rencsésebb, ha a reagenst szlirépapirra cseppentjiik,
és steril kaccsal egy N. gonorrhoeae-ra gyanus telepet
visziink a szlir6papirra. A teszt igen érzékeny, viszont
nem specifikus, hiszen szdmos més baktérium, koz-
tilk egyéb neisseridk is oxiddzpozitivak, ezért minden
oxidazpozitiv telepet Gram-szerint meg kell festeni.

o kereskedelmi forgalomban is kaphaté torhet tiveg-
ampulldkban (példaul BACTIDROP) oxidéz reagens,
melyet a fent leirt médon alkalmazzunk.

» akereskedelmi forgalomban oxiddzreagenssel atitatott
lemezek, illetve csikok is kaphatok. Egy izoldlt telepet,
steril desztilldlt vizben oldva vigylink a lemez vagy a
csik felilletére. Pozitiv reakcié esetén sotét-lila vagy
kék szinvéltozast kell tapasztalnunk 10-20 mésodper-
cen belill. Ha nincs szinvaltozas, a teszt negativ.

Figyelem! Az dl-pozitiv reakcidk elkeriilése érdekében
az oxiddzreakcid kivitelezéséhez acél vagy nikkel-krém
kacsokat ne haszndljunk, mert eléfordulhat a fémek
oxiddldddsa a kacs feliiletén. Steril platina, miianyag
vagy tiveg kacsok haszndlata javasolt. A 10-30 mdsod-
perces iddintervallum kivdrdsa nagyon fontos.

GYANUS TELEPEKBOL GRAM-FESTES KESZITESE

A gyanus telepekbdl egyet fiziolégids séoldatban fel-
szuszpenddlunk, iveg tdrgylemezre kenjiik, levegén sza-
ritjuk, majd ldnggal fixaljuk és Gram szerint festjiik (lasd:
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Utmutaték a Neisseria gonorrhoeae laboratériumi diag-
nosztizdldsdhoz a kelet-eurépai orszédgokban” 1. rész).
A baktériumok morfolégidjét, elrendezédését valamint
szinét vizsgdljuk. A kovetkezé 18-24 6ras inkubalas so-
rdn a gonococcusok Gram-negativan fest6d6 (piros) jel-
legzetes diplococcusok csoportokba rendezddve.
Idésebb tenyészetekbdl (48 6rdndl idGsebb) késziilt fes-
tett kenet értékeléseé nehézségekbe iitkozhet, mivel nagy
szdmt megduzzadt vagy teljesen lizalt sejtek fordul-
hatnak el8. A tenyészet eloregedésével a polimorf diplo-
coccusok szdma novekszik.

Figyelem! Az elsddleges tenyészetekben a Neisseria
sp.-ek mellett eldfordulhatnak olyan staphylococcusok
vagy streptococcusok, melyek nem a rdjuk jellemzd
Gram-pozitiv festédést mutatjik, féleg akkor, ha til
sokdig differencidlunk alkohollal. Ilyenkor ezek a bak-
tériumok konnyen oOsszetévesztheték a Gram-negativ
diplococcusokkal. Fiatal tenyészetekben a gonococcusok
gyakran négyesével rendezddnek, ami miatt konnyen
osszetéveszthetbék a staphylococcusokkal. Az olyan
keneteket, melyekben Gram-negativ diplococcusok
lathaték, a laboratériumnak 3 honapig meg kell
Orizni.

SPECIES-SZINTU IDENTIFIKALAS

A N. gonorrhoeae definitiv diagnézisara akkor van sziik-
ség, ha oxiddz pozitiv, Gram-negatfv diplococcusok te-
nyésznek ki a klinikai mintdkbdl, killondsen, ha azok
extragenitélis infekci6kbodl szarmaznak. Fajszintd iden-
tifikdlds szitkséges abban az esetben is, ha a baktériumot
tovébbi vizsgalatoknak, fenotipizalds, szeroldgiai vizs-
gélatok, genotipizélds és/vagy antibiotikum-érzékeny-
ség vizsgdlatoknak vetjiik ald. Teljes bizonyossaggal ak-
kor 4llithatjuk egy baktériumrél, hogy N. gonorrhoeae,
ha legaldbb két, egymastdl killonbozd elven alapuld
identifikalési eljdrds is ugyanarra az eredményre vezet
(magas specificitas és szenzitivitas).

ELJARASOK SPECIES-SZINTU IDENTIFIKALASRA

« biokémiai prébdk (cukrok hasznositasa) és / vagy kro-
mogén enzim-szubsztrat tesztek,

» immunoldgiai tesztek (direkt immunfluoreszcencia,
ko-agglutindcio),

» DNS/RNS alapti médszerek (példdul NAAT-nukle-
insav amplifikdcion alapulé technika).

BIOKEMIAI PROBAK (CUKROK HASZNOSITASA) ES / VAGY KROMOGEN
ENZIM-SZUBSZTRAT TESZTEK

A vizsgalatokat, melyeket minden esetben tiszta bakté-
riumtenyészetbdl kell végezni, alkalmasak a kiilonb6z6
Neisseria sp.-ek elkillonitésére, koztiik a N. gonorrhoeae
elkiilonitésére. A reakcié fals-pozitiv eredményhez vezet-
het, ha a gonococcus tenyészetet valamilyen egyéb bak-

térium befertdzte, fals-negativ eredményt kaphatunk, ha
a gonococcus tenyészetet tovabb inkubéljuk, mint 24 6ra
(hiszen ez a sejtek autoliziséhez vezet), valamint ha va-
lamilyen inhibitor keril az els6dleges tenyészetbe. Ezek
elkeriillése érdekében fontos, hogy tiszta gonococcus
kultardval dolgozzunk, amely szintenyészete egy izolalt
telepnek az eredeti lemezrél.

A N. gonorrhoeae biokémiai prébak névekedéstél fiiggd
és/vagy fuggetlen tesztekben is elvégezheték. A nove-
kedéstd] fiiggd tesztekben a cukrok és egyéb reagensek
(pH indikétor, pl. fenol-vords) a tdptalajban taldlha-
tok. A novekedéstdl fiiggetlen tesztek joval szélesebb
korben haszndlatosak, mivel jéval gyorsabbak (1-4 éra
alatt), olcsébbak és specifikusabbak. Ezekben a tesz-
tekben a N. gonorrhoeae enzim-profiljat vizsgalhatjuk
tiszta inokulumokban. Szdmos ,hdzilag készitett” és ke-
reskedelmi forgalomban kaphaté teszt 1étezik, melyek a
N. gonorrhoeae enzimaktivitdsat és cukorfelhasznalasat
vizsgéljak. A tesztek kilonbozhetnek szenzitivitasukban
és specificitdsukban. A cukorprébdk altaldban szinvalto-
zést okoznak a médiumban, pl. ha fenolvérost haszndlunk
pH indikatorként, a pozitiv tesztben a savas metabolitok
felhasznéldsanak koszonhetSen piros-sdrga szinvalto-
zést tapasztalhatunk. A kromogén enzim-szubsztrat
tesztekkel, melyek néhdny specifikus enzim jelenlétét
detektéljak (o-nitrofenil-f3-galaktoziddz (ONPG), y-glu-
tamil-aminopeptiddz (GLU-AMP), proliminopeptiddz
(Pro-AP)), a N. gonorrhoeae gyors elkillonitését te-
szik lehet6vé olyan egyéb Neisseria (N. meningitidis, N.
lactamica, N. cinerea) vagy Moraxella catarrhalis spe-
ciesektdl, melyek képesek kitenyészni a szelektiv tapta-
lajon. Az enzimek jelenlétének detektdldsahoz sziikségez
szubsztrit-korongok illetve tablettdk szdmos gyarté 4l-
tal kaphatdk. Szintelenbél sdrgava torténd szinvaltozas
ONPG esetében, és éltaldban vildgos-sargabdl intenziv
narancssargavd torténd valtozas GLU-AMP és PIP ese-
tében jelentik a pozitiv reakciét. A gyorstesztek szenzi-
tivitdsa és specificitisa viszont az elvdrhaté szint alatt
marad. A kilonb6z6 oxidaz pozitiv Neisseria, Moraxella
catarrhalis és Kingella denitrificans speciesek biokémiai
jellemzdit az 1. tablazat mutatja.

SZEROLOGIAI SPECIES SZINT( IDENTIFIKALAS] MODSZER

A ma kereskedelemben kaphaté immunolégiai tesz-
tek monoklonélis ellenanyagot hasznalnak direkt im-
munfluoreszcencidn alapulé tesztekben, és a ko-agg-
lutindciéban. Az immun-enzim-tesztek dltaldban elég
specifikusak és szenzitivek a N. gonorrhoeae fajszint(
identifikéldsdra. S6t, ezek a tesztek igen gyorsak, kis
mennyiségli baktériumot igényelnek, valamint alkal-
mazhatdk a klinikai mintdk els6dleges leoltasabdl szar-
mazé tenyészetekben is. Kovetkezésképpen, tiszta N.
gonorrhoeae tenyészetre nincs sziikség, igy a diagné-
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as Moraxella catarrhalis and Kingella denitrificans)

1. tabldzat. A kiilonboz6 Neisseria sp.-ek és egyéb oxiddz-pozitiv speciesek, mint a Moraxella catarrhalis és a Kingella denitrificans biokémiai
aktivitdsa és cukorfelhaszndldsa. (Sugar utilization and enzyme production of different Neisseria species and other oxidase-positive species such

*  ONPG, o-nitrofenil-béta-galactoziddz
*  Glu-AMP, gamma-glutamil-aminopeptiddz
PIP, proliminopeptiddz

+  szinvaltozds
- nincs szinvaltozds
nem egységes a fajra nézve

SPECIES BIOKEMIAI AKTIVITAS
Glikéz Maltéz Laktéz Szaccharoz Fruktéz ONPG* GLU- PIP***
(Sucrose) AMP**

N. gonorrhoeae + - - - : L - s
N, meningitidis + + - 2 . : 4 (+)-
N. lactamica + + + - - + - +
N. cinerea (+))- - - - : . - +
N. polysaccharea + + - - = = = i
N. sicca i - + - + +
N. mucosa + + - + ¥
N. subflava**** + + - +/- +/-
N. flavescens - & = - .
M. catarrhalis - £ & - .
K. denitrificans + - - - =

subflava, flava és perflava biovariansok, melyek a szaccharéz és fruktézbontésban killonboznek

zis 18-24 6réaval hamarabb feldllithat6, mintha bioké-
miai prébédkat vagy enzim-szubsztrat teszteket hasznal-
néank. Viszont a szeroldgiai médszerek altaldban jéval
dragabbak.

DIREKT IMMUNFLUORESZCENCIA

Ez a teszt leggyakrabban fluoreszceinnel jel6lt mono-
klonélis antitesteket haszndl, melyek a PorB proteinnel,
vagy régi nevén a protein I, illetve a gonococcus nagy
kiills6 membrén proteinjével reagdlnak. A gyart6 uta-
sitdsainak pontos betartdsa nagyon fontos.

,MIKROTRAK" DIREKT IMMUNFLUORESZCENCIA TESZT

o kacs segitségével vegyiink le 5 tipusos telepet,

o a baktériumokat szuszpendaljuk fel egy csepp fizi-
olégids s6oldatban vagy desztilldlt vizben egy tiveg
targylemez feliletén,

o levegbn széritsuk, langgal fixdljuk,

o 30 ul fluoreszceinnel (fluoreszcein izotiocianat) je-
161t monoklondlis antitestet alkalmazzunk,

+ 15 percig 36 * 1 °C-on inkubéljuk nedves kamraban,

« mossuk desztillalt vizzel,

o levegbn szdritsuk,

+ a gyarto éltal biztositott folyadékot (pufferolt glice-
rint) alkalmazzunk, ~

o fedjiik le iiveg fed6lemezzel,

« fluoreszcens mikroszképpal vizsgaljuk 1000x-es na-
gyitdssal. Pozitiv eredményt adhatunk ki, ha tipikus
diplococcusokat latunk almazdld szin fluoresz-
cencidval.

A MikroTrak teszt érzékenysége és specificitdsa 99-

100% kozott van, habar az eredmény nagyban fiigg

a laboratérium személyzetétdl, a hasznalt teszttdl, a

killonbozd klinikai torzsektél valamint attdl, hogy

pontosan betartjuk-e a gyarté utasitasait.

KO-AGGLUTINACIOS TESZT

A Staphylococcus aureus (Cowan torzs) sejtfaldban sza-
mos sejtfelszini protein taldlhato, melyek a 2, illetve 4 osz-
talyba tartozé immunglobulin G Fc-egységéhez képesek
kotédni, szabadon hagyva a Fab fragmentet antigének
kotédéséhez. Ha hével eldit staphylococcusokat, melyek
anti-gonococcdlis ellenanyaggal vannak boritva, felfor-
ralt gonococcus szuszpenziéval elegyitiink, a folyamat
flokkuldciéhoz (agglutindciéhoz) vezet. A N. gonorrhoeae
kiils6 membrén fehérjéje, a PorB ellen termeltetett mono-
klonalis ellenanyag olyan szenzitiv és igen specifikus, ke-
reskedelmi forgalomban is kaphat6 tesztekben haszndla-
tos, mint a Phadebact GC Monoclonal Test, GonoGen I,
és GonoGen II. A GonoGen Il esetében a staphylococcus
sejtek helyett kolloid aranyat alkalmaznak. A gyarté uta-
sitdsainak pontos betartdsa nagyon fontos

G YNOFE s

hlvelytabletta

STD és Genitdlis Infektologia 2008; 2/2:71-84



Dr. Dedk Judit

PHADEBACT KO-AGGLUTINACIOS TESZT

« koriilbelill 10 N. gonorrhoeae telepet szuszpendal-
junk fel 0,5 ml fiziol6gids séoldatban,

o 5-10 percig forraljuk a szuszpenziét,

o targylemezre cseppentsiink egy csepp forralt bakté-
rium-szuszpenzidt,

« egy csepp ko-agglutindcids reagenst adjunk hozza,

o 1-2 percig finoman rézogassuk a lemezt,

» pozitiv a reakcid, ha agglutinciét tapasztalunk, ne-
gativ teszt esetén nincs agglutinacio.

Figyelem! A ko-agglutindcids tesztekhez 18-24 ords

baktérium tenyészetekre van sziikség. 48 drdig inkubdlt

tenyészetekbdl nehéz homogén szuszpenziot késziteni,

példdul a lizdlt sejtekbdl felszabadult nukleoproteinek

miatt. Fontos, hogy a gydrtd utasitdsait pontosan be-

tartsuk minden lépésben, vigymint példdul a kontrollok

haszndlata, valamint az eredmények interpretdldsa.

Néhdny N. gonorrhoeae torzs gyenge agglutindcidt mu-

tat, mely reakcidt nehéz elkiiloniteni a fals-pozitiv re-

akcidtdl, amit a spontdn agglutindcio is okozhat.

A KO-AGGLUTINACIOS TESZTEK SZENZITIVITASA ES SPECIFICITASA

A kereskedelemben is kaphaté tesztek specificitdsa és
szenzitivitdsa akdr 100% is lehet, habdar az eredmény
nagyban fiigg a laboratérium személyzetétdl, a hasz-
nélt tesztt6l, a tenyészet kordtdl valamint attdl, hogy
pontosan betartjuk-e a gydrté utasitdsait. Néhdny
olyan gonococcus torzset is leirtak, melyek nem, vagy
csak gyengén adnak pozitiv reakciét ezekben a tesz-
tekben. Fals-pozitiv reakcidk is eléfordulhatnak N.
meningitidis, N. lactamica, és N. cinerea torzsekkel,
de a baktérium szuszpenzi6 spontan agglutindciéjat
is lefrtdk mar.

AN. GONORRHOEAE 1ZOLALASANAK ES IDENTIFIKALASANAK ALGORITMUSA
A kovetkezd algoritmust alkalmazhatjuk a N. gonorrhoeae
preszumptiv és fajszint(i identifikdldsara. (1. abra)

AN. GONORRHOEAE TENYESZETEK MINGSEGENEK BIZTOSITASA

SZAMOS FAKTOR BEFOLYASOLJA A MINGSEG BIZTOSITASAT

» aklinikus és a laboratériumi személyzet képesitése,

+ amegfelel minta kivdlasztdsa, a mintak szama,

 aminta levételének médja,

» amintdk transzportja,

» amegfelel§ taptalaj haszndlata (lasd fent),

« aminta leoltdsa és inkubdldsa (14sd fent),

o a baktérium tenyésztéséhez és identifikalasdhoz
sziikséges eszkozok (l4sd fent),

« alaboratérium dltal haszndlt tesztek interpretéldsa,

« atenyésztés mindségének biztositasahoz sziikséges
feltételek megléte (lasd lent),

+ kontroll torzsek és egyéb min8ségbiztositashoz sziik-
séges eszkozok megléte (lasd lent),

Szelektiv
taptalaj

Nem
szelektiv
taptalaj

Klinikai anyag

24-72 éras inkubdcio
36+1°C-on5% CO,

T

Preszumptiv identifikélds
Mikroszképos vizsgalat (Gram festés)
Oxidaz teszt

T

=3 Fajszintii identifik4lds Negativ
Pozitiv Cukorfelhasznalas és/vagy eredmény
eredmény kromogén enzim-szubsztrat reakcié
Immunolégiai tesztek
% DNS/RNS alapii médszerek

1. gbra. A N. gonorrhoeae izoldldsdnak és identifikdldsinak
algoritmusa. (Algorythm of isolation and identification of N.
gonorrhoeae)

A 2. tdblazatban néhény felmeriil§ probléma és azok
megoldésai lathatok.

ATAPTALAJOK MINGSEGENEK BIZTOSITASA

Minden téptalaj-sarzsot hasznalat eldtt ellendrizziink le,
hogy alkalmas-e a N. gonorrhoeae tenyésztésére. Ez a ko-
vetkez8képpen torténik: Egy vagy tobb tdpigényes refe-
rencia-térzset, vagy ha ilyennel nem rendelkeziink, akkor
egy klinikai mintédbdl szdrmazé N. gonorrhoeae térzset
oltsunk le a tdptalajra. Ezek mellett ellenérizziink le min-
den sarzsot, hogy valéban képesek-e gatolni egyéb bakté-
riumok illetve gombdk novekedését azzal, hogy raoltjuk
példaul a kovetkezd torzseket: E. coli, S. epidermidis, N.
sicca, C. albicans. Ellen6rizzik le a sterilitast egy lemez
48 6ran 4t 36 + 1 °C-on torténd inkubéldsaval.

A GRAM-FESTES MINGSEGENEK BIZTOSITASA

Minden reagenst ellendrizziink le haszndlat el6tt egy
Gram-negativ és egy Gram-pozitiv konrolltorzs megfes-
tésével, valamint minden festésnél (vagy ha kevés minta
érkezik a laboratériumba, akkor egy héten legaldbb egy-
szer) ezeket a térzseket haszndljuk kontrollként.

AZ OXIDAZ TESZT MINGSEGENEK BIZTOSITASA

Minden reagenst ellendrizziink le haszndlat el6tt egy
oxiddz pozitiv és egy oxiddz negativ kontroll torzzsel.
Pozitiv kontrollként haszndlhatunk P aeruginosa vagy
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2. téblézat. N, gonorrhoeae tenyésztésének problémdi, megolddsok. (N. gonorrhoeae culture: possible problems and recommended solutions)

A RENDSZER LEHETSEGES PROBLEMAK

AJANLOTT MEGOLDASOK

Mintavétel, transzport,
leoltds taptalajra

- nem megfelel6 minta
- nem megfeleld mintavétel
- nem megfelel8 transzport tiptalaj
- nem megfeleld szallitds
- nem megfeleld leoltds
“ - késén torténd leoltds
Szelektiv taptalaj - a taptalaj dsszetétele nem megfeleld
- a szelektivitast biztosité antibiotikumok koncentrcisja
nem megfeleld
- az agar toxicitdsa
- nem megfeleld a tiptalaj mennyisége
- az agar kiszéraddsa
- lejaraton tul hasznalt taptalaj

Inkubécié - til magas/alacsony CO, koncentraci6
- titl magas/alacsony hémérséklet
- tiil alacsony paratartalom
- tl révid inkubacids id6
Az eredmények - nem tipikus N. gonorrhoeae telepek
értékelése - kiséré mikrofléra novekedése
- az oxidéz teszt nem megfelel6 értékelése
- a mikroszkopos vizsgalatok nem megfeleld értékelése
- az identifikal4s nem megfeleld kiértdkelése

- a mintavételi el{rdsok szigortd betartdsa
- a sz4llitasra vonatkozé el8irdsok betartdsa
- a leoltdsra vonatkoz eléirdsok betartasa

- a téptalaj készitésére vonatkozo el6irdsok betartdsa
- N. gonorrhoeae névekedési kontroll hasznlata
- kontroll torzsek hasznalataval a téptalaj novekedésre
gyakorolt hatdsdnak vizsgalata
(pl. E. coli, S. epidermidis, N. sicca, C. albicans)

- az inkubdciés eléirdsok szigord betartésa
-2 CO, koncentrécid ellendrzése
- 2 hémérséklet ellendrzése
- a nedvességtartalom ellen6rzése

- a téptalaj készitésére vonatkozé eldirdsok szigort
betartésa
- a gonococcus identifikaldséra vonatkoz eldirdsok
betartésa
- az identifikldshoz sziikséges reagensek minGségének

ellen6rzése

N. gonorrhoeae torzset. Negativ kontrollként S. aureus
vagy E. coli torzset.

A BIOKEMIAI PROBAK ES ENZIM-SZUBSZTRAT REAKCIOK

MINGSEGENEK BIZTOSITASA

Minden hazilag eléallitott illetve kereskedelmi forga-
lomban kaphaté reagenst ellendrizziink le megfeleld
kontrolltérzsek, mint N. gonorrhoeae, N. meningitidis,
N. sicca, N. lactamica és Moraxella catarrhalis haszna-
lataval, valamint minden esetben, amikor hasznéljuk a
teszteket, ezeket a torzseket hasznaljuk kontrollként.

A SZEROLOGIAI PROBAK MINGSEGENEK BIZTOSITASA

Minden hézilag elééllitott illetve kereskedelmi forgalomban
kaphat6 reagenst ellendrizziink le haszndlat el6tt. Pozitiv
kontrollként N. gonorrhoeae torzset, negativ kontrollként
egy masik baktériumtorzset haszndljunk, valamint minden
esetben, amikor hasznaljuk a teszteket, ezeket a torzseket

hasznaljuk kontrollként.

A SZEMELYZET BIZTONSAGA

Ezeknek a feltételeknek minden laboratériumban biz-
tositottnak kell legyenek, ahol fert6z8 anyagokkal dol-
goznak (példaul kesztyd, sterilfiilke dezinficidld szerek,
UV-lampa, stb.).

ATENYESZTES EREDMENYE
+ N. gonorrhoeae tenyészett
+ N. gonorrhoeae nem tenyészett.

A N. GONORRHOEAE DETEKTALASANAK NEM TENYESZTESEN

ALAPULO MODSZEREI

A N. gonorrhoeae identifikalasdra szimos DNS/RNS
alapi médszer (nukleinsav amplifikdcion alapulé
(NAAT), polimeréz léncreakcié (PCR), transzkripcio-
medialta amplifikicié (TMA, strand-displacement
amplifikicié (SDA), hibridizaciés modszer létezik.
Szamos, kereskedelmi forgalomban kaphaté teszt
specificitdsa és szenzitivitdsa igen magas. A koltségek
csokkentése érdekében hazilag home-made mddsze-
reket is alkalmazhatunk. A molekuldris médszerek in-
terpretaldsat viszont nagy koriiltekintéssel és a klinikai
diagnézis figyelembevételével végezziik, hiszen egy
sikeres antibiotikum kezelt paciens mintdjdban még
mindig jelen lehet N. gonorrhoeae DNS 2-3 hétig. Ti-
netekkel rendelkez paciensek esetében a tenyésztésen
alapulé médszer ajanlott, hiszen csak igy végezhet6 el
a baktérium antibiotikum-érzékenységének vizsgala-
ta, habar a DNS/RNS kimutatéson alapulé médszerek
néha sokkal érzékenyebbek a tenyésztésnél. A méodszer
érzékenysége azonban nagyban fiigg az alkalmazott te-
nyésztési moédszertdl és a minta transzportjatél. Ha a
minta transzportja, valamint a laboratériumi tenyész-
téshez szilkséges feltételek megfelel6ek, a tenyésztéses
médszer az ajnlott. Ha a minta széllitasa ttl sok id6t
venne igénybe, és a tenyésztéshez sziikséges eszkozok
nem allnak rendelkezésre, a nukleinsav-kimutatdson
alapulé modszerek javasoltak. A magas riziké tipusu
populdciék invaziv mintdinak feldolgozésandl szin-
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tén a tenyésztésen alapulé médszer az elsédleges. Az
4lacsony riziké tipusd populdciok non-invaziv mintéi
esetérra NAAT mddszerek a javasoltak, példaul vize-
let minta férfiaknal, n6knél hiivelyvéladék vagy vize-
let. Az alacsony kockézati csoportokndl viszont ha
az alkalmazott médszer érzékenysége nem megfeleld,
nagy szémban fals-pozitiv eredményt kapunk. Osz-
szefoglalva, nukleinsav kimutatdson alapulé moédsze-
rek hasznalatosak a non-invaziv mintdk esetében, bar
a szenzitivitdsuk és specificitdsuk valtozhat. A NAAT
moédszerek szenzitivitdsa dltaldban magasabb a férfi-
ak, mint a nék vizeleténél. Az alacsony riziké tipust
populdci6ba tartozé nék esetében a sziikséges minta
a hiivelyvéladék, melyet a beteg sajat maga is levehet.
Tiinetmentes hordozdk szlirésénél a NAAT hasznalha-
t6, de az eredményeket tenyésztéssel meg kell erdsiteni.
A rectélis és torokmintdk szlirésére még nincs meg-
felels, engedélyezett nukleinsav-kimutatédson alapuld
moédszer. A DNS/RNS kimutatédson alapulé médszerek
hasznalhaték a gonococcus tenyészetek fajszinti iden-
tifikaldsara is. Ilyen esetekben a baktérium tenyészet-
bél kaccsal néhény telepet egy Eppendorf-csében 100
ul fiziolégias séoldatban felszuszpendélunk, melybdl
DNS extrahdlhat6 a tovabbi vizsgalatokhoz. Ezt meg-
el6zben is szitkséges azonban a telepek preszumptiv
identifikaldsa. Klinikai mintdk esetében a DNS kivona-
sara és analizisére a gyartd utasitdsait kovessiik.

ADNS / RNS KIMUTATASON ALAPULO MODSZEREK ELONYEI

AN. GONORRHOFAF KIMUTATASABAN

+ magas szenzitivitds (a legtobb esetben),

+ magas specificitds (a legtobb esetben, bar léteznek
kivételek),

«+ gyors, automatdban kivitelezhetd,

+ non-invaziv mintak is hasznalhat6k (pl. vizelet, hii-
velyvaladék),

« a beteg altal levett mintdk haszndlata (pl. vizelet,
hiivelyvéladék),

» nem szitkséges él6 baktérium-tenyészet,

+ néhdny esetben gyijtott minték is hasznalhatdk,

« néhany baktérium egyidejiileg detektalhaté (pl. C. tra-
chomatis, N. gonorrhoeae).

ADNS / RNS KIMUTATASON ALAPULO MODSZEREK HATRANYAI

A N. GONORRHOFAF KIMUTATASABAN

+ néhany rendszer nem elég specifikus (fals-pozitiv
eredményt kaphatunk nem-patogén Neisseria sp.-
ek jelenlétének koszonhetden),

+ néhany rendszer nem elég specifikus (inhibitorok
jelenléte, illetve néhany gonococcus t6rzs nem ren-
delkezik a célgénnel, pl. cppB gén),

o draga felszerelést és reagenseket igényel,

» kereszt-kontaminaci6 lehetésége,

« néhany klinikai mintéra nincs megfelelé protokoll
(pl. rectalis vagy torokvéladék),

« antibiotikum-érzékenység meghatarozasra és a N.
gonorrhoeae egyéb fenotipizéldsara nincs lehetdség,

o sikeres antibiotikum-terapia utdn elpusztult bakté-
riumokat is kimutat 1-2 héttel a kezelés utan.

Figyelem! A DNS/RNS kimutatdson alapulé mddsze-

rek onmagukban nem alkalmasak diagnosztizdldsra!

Néhany, kereskedelmi forgalomban is kaphat6 méd-

szer rovid jellemzését a 3. tablazat mutatja.

Ezelea médszerek a N. gonorrhoeae urogenitélis min-

takbdl torténé kimutatdsara alkalmasak. Féleg a nuk-

leinsav kimutatdson alapulé mddszerek igen szenziti-

“vek és specifikusak. Tulajdonsdgaik teszik alkalmassd

ezeket a médszereket a klinikai minték, koztiik a non-
invaziv médszerrel vett mintédk vizsgalatdara. Néhany
esetben azonban a minta tartalmazhat inhibitorokat,
illetve néhany N. gonorrhoeae torzs genomjibol hidny-
zik az a specifikus DNS szakasz, mely a molekularis
moédszer targetje. Ezek csokkenthetik a médszer érzé-
kenységét. Rdaddsul a DNS / RNS kimutatason alapulé
moédszerek specificitisat csokkentheti a mintédban je-
lenlévé egyéb Neisseria sp.-ek, pl. N. cinerea, N. lacta-
mica, N. subflava DNS molekulai, melyek fals-pozitiv
eredményhez vezetnek. Mindazonidltal, egy uj, a N.
gonorrhoeae porA pseudogénjét megcélzé PCR vizsga-
latnak igen nagy a specificitésa, ezért igéretesnek tdnik.
A porA gén hianyzik a kommenzalis Neisseria sp.-b6l,
a N. meningitidis porA génje pedig eléggé kiilonbozik a
N. gonorrhoeae génjétél ahhoz, hogy ezzel a vizsgalattal
killonbséget tudjunk tenni e két fontos humanpatogén
faj kozott. Barmely home-made médszer koriilbeliil

diagnostic methods based on detection of N. gonorrhoeae nucleic acids)

3. tabldzat. Kereskedelmi forgalomban is kaphatd nem tenyésztésen alapuld diagnosztikai médszerek. ( Commerc?‘ally avail‘ahle non-culture

CELGEN

MODSZER

16S rRNS gén

Kromoszéma és kriptikus plazmid-szekvencidk
Citozin DNS metiltranszferdz gén

16S rRNS gén

16S rRNS gén

pivNG gén

Hibridizdciés médszer
Hibridizdciés mddszer
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ugyanolyan specificitdssal és szenzitivitissal rendel-
kezik, mint a kereskedelmi forgalomban kaphat¢ kitek.
Minden extragenitélis mintabol, valamint torvényszéki
orvostani mintdbdl (pl. gyermek-, vagy szexudlis erd-
szak) tenyésztést, fajszintl identifikalast kell végezni,
és ha sziikséges, akkor antibiotikum-érzékenység meg-
hatdrozast.

MODSZEREK

DNS TISZTITAS ES A MODSZER KIVITELEZESE

Minden lépésben szigortian tartsuk be a gyarté altal
megadott utasitdsokat mind a kereskedelmi forgalom-
ban kaphaté, mind a home-made kitek esetében. Lé-
teznek olyan irdnyelvek is, melyek a sziikséges labo-
ratériumi eszkdzokre, és azok tisztitdsdra vonatkozd
utasitasokat tartalmazzdk. Példdul, a munka végeztével
a feliiletet alaposan tisztitsunk meg DNS/RNS moleku-
lakat degradalé szerrel, hogy elkeriiljiik a nukleinsavak-
kal torténd kontamindciét.

AZ EREDMENYEK INTERPRETALASA %
Kétségtelen, hogy a nukleinsav amplifikécién alapulé
tesztek alkalmazédsa nagy elényokkel jar bizonyos fer-
t6z8 betegségek diagnosztizéldsdban. Meg kell emli-
teniink azonban, hogy a N. gonorrhoeae diagnoszti-

zdldsa esetén Gvatosan jarjunk el az eredmények
interpretaldsakor. Ez féleg igaz akkor, amikor az ala-
csony prevalencidju populdcidk szlirését végezziik.
Ha a betegség el6forduldsanak ardnya 50%, a mole-
kularis modszerek biztonsdggal hasznalhaték, hiszen
95%-0s a specificitasuk és a szenzitivitdsuk. Ha azon-
ban a betegség gyakorisdga csak 5%, a teszt pozitiv
prediktiv értéke (azon betegek szézalékos ardnya,
akik pozitiv teszt-eredménnyel rendelkeznek, és akik
valéban fertdzottek) csak 50%, a negativ prediktiv
értéke (azon betegek szdzalékos ardnya, akik negativ
teszt-eredménnyel rendelkeznek, de valéjdban ferts-
zottek) pedig 99,7% (4. tablazat).

Egy tovabbi példdn bemutatva, ha a gonorrhoea eléfor-
duldsédnak ardnya 2%, a teszt szenzitivitdsa 90%, spe-
cificitdsa 98%, pozitiv prediktiv értéke azonban csak
47,9% (5. tablazat).

Figyelembe kell tehat vegyiik, hogy még ha a teszt szen-
zitivitasa és specificitdsa is 99%, a pozitiv prediktiv ér-
téke akkor is csak 66,9%.

Az eredmények interpretaldséndl tehdt figyelembe kell
venniink ezeket az adatokat, f6leg akkor, ha a beteg egy
alacsony prevalencidjt, alacsony riziké tipust popula-
ciébdl szarmazik, mivel a fals-pozitiv eredmények ma-
gas szdma miatti partner-kutatds nem sziikséges.

4. tabldzat. Pozitiv és negativ predikttv értékek 95%-os specificitdsndl, kiilonbiz6 prevalencia értékeknél. (Positive and negative predictive
values of a diagnostic test at varying disease prevalence when sensitivity and specificity are 95%)

A BETEGSEG PREVALENCIAJA %

PoziTiv PREDIKTIV ERTEK %

NEGATIV PREDIKT{V ERTEK %

1 . 161 99:9
2 27,9 99,9
5 50,0 99,7
10 67,9 99,4
20 82,6 98,7
50 95,0 95,0
75 98,3 83,7
100 100,0 -

5. tdbldzat. Prediktiv értékek pozitiv tesztek esetén, ha betegség el6forduldsanak gyakorisdga 2%. (Predictive value of a positive diagnostic test
over a range of sensitivities and specificities when the actual prevalence of disease is 2%)

99 50,5 55,0 58,8

SPECIFICITAS SZENZITIVITAS %
% 50% 60% 70% 80% 90% 95% 98% 99%
50 2,0 2,4 2,8 3,2 35 37 3 3,8 39
60 2,5 3,0 3,4 39 4,4 4,6 4,8 4,8
70 33 39 4,5 5,2 58 6,1 6,2 6,3
80 4,8 58 6,7 7:6 8,4 8,8 9,1 9,2
90 9,2 10,9 12,5 14,0 155 16,2 16,7 16,8
95 17,0 19,7 22,2 24,6 26,9 27,9 28,6 28,8
98 33,8 38,0 41,7 44,9 47,9 49,2 50,0 50,2
. 62,0 64,7 66,0 66,7 66,9
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MINGSEGBIZTOSITAS

Minden DNS kimutatdson alapulé médszernél sziikség
“an egy interndlis pozitiv kontrollra, amely a minté-
ban taldlhaté inhibitorok jelenlétére, valamint a minta
prepardldsanak mindségére utal, és negativ kontrollra,
ami leggyakrabban desztillélt viz.

Bizonyitvannyal elldtott és regisztrélt referencia-panelek
hasznélata volna idedlis, melyek tartalmazzak a kontroll-
mintékat,.a laboratériumon beliili, és laboratériumok
kézti mindség-ellendrzés céljidbél minden DNS/RNS ki-
mutatason alapulé médszernél (Externalis kontroll). A
rendszer ellenérzésére a panelek hasznélata standardi-
zalt. Ezek a szenzitivités, specificitds és a reprodukélha-
t6sdg indikatorai fiiggetleniil a hasznalt rendszertél.

A hasznalt médszer atfogé validaldsa és értékelése, a
gyartd utasitdsainak szigord betartdsa, valamint a mi-
néség biztositasa, pl. interndlis és externélis kontrollok
hasznalata, donté fontosségt a N. gonorrhoeae nuklein-
sav-kimutatdson alapulé diagnosztikajaban.

A SZEMELYZET BIZTONSAGA

MINDEN KLINIKAI MINTAT POTENCIALISAN FERTOZO ANYAGKENT KELL KEZELNI, GY

+ ne pipettdzzunk szdjjal

+ alaboratériumban tilos a dohdnyzés, evés, ivas

+ eldobhaté gumikesztyit és védSruhat hasznéljunk

+ amunka befejeztével alaposan mossunk kezet

+ minden haszndlt eszkozt és reagenst fertétlenitsiink
autoklavban, vagy 1%-os kl6rtartalmu oldattal.

Figyelem! Az etidium-bromid igen erds mutagén hatd-

sii, ezért amig ezzel az anyaggal dolgozunk az agardz-

gélek festése kozben és magdval a géllel torténé munka-

Végzés sordn is, végig viseljiink kesztyiit.

AVIZSGALAT EREDMENYE

« N. gonorrhoeae specifikus DNS szakasz detektdlhaté

+ N. gonorrhoeae specifikus DNS szakasz nem detek-
talhato

SZEROLOGIA

Az elmult pér évtized sordn szdmos, a N, gonorrhoeae
ellen termel6dott ellenanyag szérumbdl toérténd kimu-
tatdsan alapuld modszert fejlesztettek ki, pl: komple-
ment-kétés, latex-agglutindcid, immunfluoreszcencia és
immunblot. A médszerek egyike sem képes azonban kii-
l6nbséget tenni a friss fert6zés, és egy korédbban lezajlott
fertézés kozott. Raaddsul, az esetek tiilnyomé tobbségé-
ben e médszerek szenzitivitdsa til alacsonynak bizonyult
a nem komplikalt gonorrhoea diagnosztizaldsaban.

AN. GONORRHOEAE ANTIBIOTIKUM-ERZEKENYSEGENEK MEGHATAROZASA
ATTEKINTES

Az elmult néhdny évtizedben a N. gonorrhioae mérsékelten
érzékeny és rezisztens torzseinek széma a leggyakrabban

hasznalt antibiotikumokkal szemben vildgszerte emelke-
dik. A rezisztencia hétterében mind kromoszémélis, mind
plazmid-medialta (penicillinek, tetracyclinek) mechaniz-
musok allnak. A baktérium rezisztencidja foldrajzi elosz-
las szerint valtozik, igy a terdpidt a megfelelé helyi, nem-
zeti és nemzetkozi surveillance vizsgdlatok alapjan kell
beallitani. Igy tehat nagyon fontos, hogy a gonococcus
izoldtumok antibiotikum-érzékenységét meghatarozzuk.
Ezek a vizsgalatok minden olyan laboratériumban kivite-
lezhetdk, ahol a N. gonorrhoeae tenyésztéséhez adottak a
feltételek, habdr ezek egy kisebb laboratérium rutin m-
kodéséhez nem feltétleniil sziikségesek.

AZ ANTIBIOTIKUM-ERZEKENYSEG MEGHATAROZASA SZUKSEGES

+ epidemiolégiai vizsgdlatokhoz, melyeket pl.: referen-
cia-laboratériumok végeznek helyi, regionélis, vagy
orszagos rezisztencia viszonyok felmérése céljabol,

+ ha a javasolt antibiotikum-kezelés ellenére a beteg
nem gyégyul,

+ az ajanlott kezelés klinikai hatékonysaganak vizsgd-
lata céljabdl,

+ tj“anti-gonococcilis szerek hatékonysagénak vizs-
galata céljabol.

PLAZMID-MEDIALTA ANTIBIOTIKUM-REZISZTENCIA A

N. GONORRHOEAE ESETEBEN

Az elmult évtizedekben megnétt azon gonococcus
izolatumok szdma, melyek B-laktamazt termelnek (TEM-
1, penicillindz), mely enzim inaktivélja a benzil-penicilli-
neket (penicillin G), az ampicillint, az amoxycillint, stb.
Ennekkévetkeztében szdmos penicillin-terdpiasikertelen
marad. Réaddsul szamos, ha nem az §sszes gonococcus
izoldtum mara rezisztenssé valt a tetracyclinekkel szem-
ben. Az antibiotikumokkal szembeni magas rezisztencia
specialis plazmidoknak koszénhetd tet (M) gént hordo-
z6 konjugativ plazmid.

Epidemioldgiai analizis céljébél vizsgalhatjuk a N. gonor-
rhoeae torzseket, hogy rendelkeznek-e plazmid-medi-
alta penicillin vagy tetracyclin rezisztencia mecahnizmu-
sokkal.

A GONOCOCCUSOK B-LAKTAMAZ AKTIVITASA

Az aktivitas kromogén cephalosporin-teszttel detektalha-
t6, mely médszer igen megbizhat6 és alkalmas erre a cél-
ra. Cephalosporin nitrocefinnel 4titatott korongokat kell
hasznélni ebben a tesztben. A vizsgalat azon alapul, hogy
a B-laktamdz hidrolizdlja a nitrocefin B-laktdm gytrdjét,
amely szabad szemmel lathatd szinvéltozast eredményez,

a korong sargabdl rézsasziniivé vagy pirossa véltozik.

ATESZT KIVITELEZESE
» egytiszta, szdraz, iires Petri-csészébe, vagy egy iiveg
targylemezre helyezziik a nitrocefin korongot, ned-
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vesitsiik meg desztillalt vizzel. Alternativ vélasztds-
ként haszndlhatunk egy 0,3 ml steril desztillalt vizet
tartalmazo6 Eppendorf-csovet is.

+ egy kaccsal vegytiink le 5-10 gonococcus telepet, és
helyezziik a korongra, vagy szuszpenddljuk fel az
Eppendorf-csében.

» 5 mdsodperc - 15 percen beliil tapasztalhaté a szin-
valtozds. Ha az Eppendorf-csébe helyeztik a ko-

* rongot, 36 +1 °C-on, vagy szobahSmérsékleten tor-
ténd 10-30 perces inkubaciét kovetéen megy végbe
a reakcio.

» Porzitiv a teszt, ha a szinvdltozds 5 mésodperc - 15
percen beliil végbemegy, de dltaldban 1 percen beliil.
Amennyiben 15 percen belill sem észleliink szinval-
tozdst, a teszt negativ. Ha az Eppendorf-csébe he-
lyeztiik a korongot, 10-30 perces inkubéciét kovetd-
en adhat6 ki az eredmény.

A vizsgilatokhoz minden esetben haszndljunk pozitiy, il-

letve negativ kontrollt, referencia-torzsek hasznalataval

(B-laktamazt termelé N. gonorrhoeae vagy Haemophilus

influenzaehaszndlhat6, mintpozitivkontroll, B-laktamadzt «

nem termeld N. gonorrhoeae, vagy Enterococcus faecalis
haszndlhaté, mint negatfv kontroll).

Lehet8ség van egyéb, technikailag bonyolultabb tesz-

tek kivitelezésére is (acidometria, jodometria).

Figyelem! A -laktamdz teszt kivitelezéséhez 24 érd-

ndl nem régebbi N. gonorhoeae tenyészetet kell hasz-

ndlni. Ha kereskedelmi forgalomban kaphaté korongot
haszndlunk, a gydrtd utasitdsait pontosan tartsuk be.

A pozitiv nitrocefin teszt azt jelenti, hogy a torzs nagy

valdsziniiséggel rezisztens penicillinre, ampicillinre,

amoxycillinre, stb.

PLAZMID-MEDIALT TETRACYCLIN-REZISZTENCIA

A mechanizmus 30 pg tetracyclint tartalmazé korong-
gal, korongdiffiziés moédszerrel detektalhaté (lasd
lent). Ha a korong koriili gatlasi z6na kisebb, mint 19
mm, a vizsgalt torzs rezisztens tetracyclinre.

ANTIBIOTIKUM-REZISZTENCIA MECHANIZMUSOK VIZSGALATA

A N. gonorrhoeae killonb6z6 antibiotikumokkal szem-
beni érzékenysége szamos moédszerrel meghataroz-
hatd, pl. korong-diffaziés médszerrel, agar-dilaciéval,
vagy E-teszttel. Szdmos téptalaj haszndlhatd, koztiik a
N. gonorrhoeae izolélasira alkalmazott non-szelektiv
taptalaj.

A KORONG-DIFFUZIGS MODSZER A GONOCOCCUS

REZISZTENCIAJANAK QUALITATIV MODSZERE

A quantitativ tesztekkel, mint pl. az agar-dilacid, vagy
az E-teszt, egy antibiotikum minimalis gatlé koncent-
racidjat (MIC értékét) tudjuk meghatdrozni, azt a leg-
kisebb antibiotikum-koncentraciét, amely még képes

gatolni a baktériumok novekedését. A médszerek egyi-
kével kellene idedlis esetben vizsgalni a N. gonorrhoeae
antibiotikum-érzékenységét, habdr ezek a mddszerek
joval dragabbak.

AN. GONORRHOEAE REZISZTENCIAJANAK MEGHATAROZASAHOZ

SZUKSEGES ANTIBIOTIKUMOK

» apenicillin csoport: benzilpenicillin, ampicillin,

« a cephalosporin csoport: ceftriaxon, cefotaxim, cefixim,
« atetracyclin csoport: tetracyclin, doxycyclin,

+ amakrolid csoport: erythromycin, azithromycin,

+ afluorokinolonok: ciprofloxacin, ofloxacin,

« az aminoglikozidok: kanamycin, gentamycin,

« az aminocyclitol csoport: spectinomycin,

A N. gonorrhoeae antibiotikum-érzékenységének vizs-
galatakor azon antibiotikumokat kell tesztelni, me-
lyeket a gonorrhoea terdpidjaban is haszndlnak, tehat
ceftriaxon / cefixim, ciprofloxacin / ofloxacin és a spec-
tinomycin. Ezeken kivill még epidemioldgiai célbodl,
vagy a referencia laboratériumok altal vizsgélhaté a
benzilpenicillin / ampicillin, cefotaxim, tetracyclin/doxy-
cyclin, erythromycin / azithromycin, és kanamycin /
gentamycin. A kiilonboz6 foldrajzi tertileteken a vizsgélt
antibiotikumok spektruma valtozhat az arra a régiora
jellemzé alkalmazott terdpidnak megfeleléen. A vizsga-
latok eredményérél a klinikussal konzultdlni kell.

KORONG-DIFFUZIOS MODSZER

ATTEKINTES

A mddszert mindent laboratériumban, ahol a N. gonor-
hoeae tenyésztéséhez sziikséges feltételek adottak,
kivitelezhetS. Ez a médszer az antibiotikumok azon
képességén alapul, hogy képesek a papirkorongbdl a
taptalajba diffundélni, megakaddlyozva ezzel a tdptalaj
feliletére oltott mikrébdk novekedését. Csak megfe-
leléen standardizalt és mindségi bizonyitvannyal el-
ldtott tdptalajok, korongok hasznélhaték. A mddszer
kivitelezésének és az eredmények interpretalasanak, a
szabvanyoknak megfelel§en kell torténnie.

A teszt kivitelezéséhez a kereskedelmi forgalomban
kaphat6 korongok haszndlata javasolt, melyek mérete
és antibiotikum-tartalma standardizalt. A nem hasz-
nélt antibiotikum-korongokat 4 + 2 °C-on kell térolni
a lejérat napjdig, kivéve a B-laktdm antibiotikumokat
tartalmazo korongokat, melyeket -20 °C-on kell térol-
ni. A korongokat hasznalat el6tt szobahémérsékletiire
kell melegiteni.

ATESZT KIVITELEZESE

0,5 McFarland stirtségi N. gonorrhoeae szuszpenziot,
mely korilbelil 1,0 x 108 CFU/ml baktériumot tartal-
maz, lehet§ség szerint egy 90-100 mm atmérdjl lemez-
re, mely 20-25 ml tdptalajt tartalmaz, kiszélesztjiik ugy,
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hogy mdsnapra egy egyenletes baktérium-szényeget
leapjunk. A baktérium-szuszpenziét felhaszndlds el6tt
maximuam 15 perccel készitsiik el.

A GONOCOCCUS SZUSZPENZIOT A KOVETKEZG KET MODSZER EGYIKEVEL

VIGYUK FEL ATAPTALA) FELULETERE

+ egy antibiotikumot nem tartalmazé téptalaj feliile-
tére oltsuk le a szuszpenziét (negativ kontroll),

« aszuszpenziét vattatamponnal készitsiik el. Ehhez
fapélcikdra rogzitett pamut tampon a legalkalma-
sabb. A szintetikus anyagokbdl késziilt tamponok
nem szivnak fel elég'mennyiségli szuszpenzidt egy
taptalaj teljes felilletének baktériummal torténd be-
boritasahoz. A tampont meritsiik bele a baktérium-
szuszpenzi6ba, majd a felesleget tavolitsuk el ugy,
hogy a tampont a kémcsé faldhoz nyomkodjuk. A
tamponnal 3 kiilénbozd irdnyban (60°-os szogben),
erételjes mozdulatokkal szélessziik a baktériumokat
a taptalaj feliiletére. Ezt ismételjiik 3-4 alkalommal.

o+ DPipetta segitségével is leolthatjuk a szuszpenzidt a
taptalaj feliiletére. Egy 90-100 mm-es lemezhez az
elegendé mennyiséget, koriilbelil 3-4 ml-t, mely a
taptalaj egész feliiletét beboritja, enyhe razogatds-
sal oszlassuk el a tdptalaj felilletén. A felesleget egy
steril pipettaval szivjuk le. A lemezeket 5-10 percig
hagyjuk széradni. 5-10 perc elteltével az antibioti-
kum-korongok réhelyezheték a lemezek feliiletére
egy steril csipesszel, vagy automata diszpenzerrel.
A korongok, és a lemez széle kozti tévolsag legalabb
15-20 mm legyen. Tehdt egy 90-100 mm-es lemezre
6-ndl tobb korongot ne tegyiink. Ne rakjunk koron-
got a lemez kdzepére sem. Ha egy korongot a lemezre
helyeztiink, utdna mar ne mozditsuk el. Miutén a ko-
rongokat a tdptalaj feliiletére helyeztiik, a lemezeket
azonnal tegyiik 5+2% CO,-t tartalmazé, 70% nedves-
ségtartalmu termosztatba, és inkubéljuk 36 + 1 °C-on
20-24 6rdig (gyertyaval ellatott inkubdciés kamra és
hagyoményos inkubdtor is haszndlhaté). A koron-
gok felhelyezése és az inkubécié megkezdése kozotti
idé novekedésével fals eredményeket kaphatunk. Az
eredményeket a gatlasi zondk dtmérdjének leolvasa-
séval kaphatjuk meg. A gétldsi zénan beliili, kis mére-
tl telepek jelenlétét figyelmen kiviil hagyhatjuk.

Figyelem! Az antibiotikum-érzékenységi vizsgdlatok-

hoz 18-24 6rds N. gonorrhoeae tenyészetre van sziikség.

AGAR-DILUCIOS MODSZER

ATTEKINTES

A médszer elve, hogy a vizsgdlni kivant antibiotikum-
okbdl higitési sorozatot készitiink, melybe beoltjuk a
N. gonorrhoeae izoldtumot. Amely koncentraciéji an-
tibiotikum mar gatolni képes a baktérium novekedé-
sét, ott hatdrozhaté meg a baktérium érzékenysége.

A N. gonorrhoeae esetében ez a mddszer a legalkalma-
sabb a baktérium érzékenységének meghatdrozaséra,
mely médszer lehetévé teszi a minimalis gatlé kon-
centracié (MIC) meghatdrozdsit. F6ként a referen-
cia-laboratériumok részesitik elényben ezt a médszer,
mellyel informéci6t nyerhetiink a N. gonorrhoeae anti-
biotikum-érzékenységével kapcsolatban, és betekintést
nyerhetiink a helyi, orszdgos, és nemzetkézi reziszten-
cia-viszonyokba. A rutin hasznalatra az E-teszt, illetve
a korong-diffiziés médszer alkalmasabb, hiszen ke-
vésbé munkaigényes.

Az elére elkészitett antibiotikum oldatokat ne ta-
roljuk egy hétnél hosszabb ideig, mert elveszithetik
antimikrobidlis aktivitasukat.

ATESZT KIVITELEZESE

0,5 McFarland siir(iségli N. gonorrhoeae szuszpen-
zi6t, mely koriilbelil 1,0 x 108 CFU/ml baktériumot
tartalmaz, oltsuk le a kiillonb6zd antibiotikum-kon-
centraciéju lemezekre 15 percen beliil. Egy lemezre
tobb.gonococcus torzset is leolthatunk egy specidlis
replikétor segitségével.

ALEOLTAS A KOVETKEZOKEPPEN KIVITELEZHETG

« oltsunk le egy olyan lemezre is, amely nem tartal-
maz antibiotikumot (negativ kontroll),

o avizsgdlni kivént térzset oltsuk le az antibiotikumot
novekvd koncentracidban tartalmazé lemezekre,

+ végill oltsunk le még egy, antibiotikumot nem tar-
talmazé lemezt (mdsodik negativ kontroll), hogy
kizarhassuk a folyamat kézben bekéovetkezett kon-
tamindciot.

« minden esetben oltsunk le egy N. gonorrhoeae refe-
rencia torzset is, melynek ismert az antibiotikum-ér-
zékenysége.

+ alemezeket azonnal tegyiik 5+2% CO,-t tartalmazd,
70% nedvességtartalmu termosztatba, és inkubaljuk
36 + 1 °C-on 20-24 6réig (gyertydval elldtott inkubdci-
6s kamra és hagyomanyos inkubdtor is hasznélhat).

o 24 6ra elteltével a novekedés édltaldban mar detek-
talhatd, de ha sziikséges, az inkubdcids id6 még 24
6raval meghosszabbithaté.

Az eredmények 24-48 6ra mulva kiadhatéak. Az a leg-

kisebb koncentréci6, mely a baktérium névekedését

még gétolni képes, az adott antibiotikam MIC értéke.

E-TESZT MODSZER

ATTEKINTES

A médszer alapja, hogy egy erre a célra gyartott pa-
pir alapa csik a vizsgélni kivant antibiotikumot kon-
centracié-graddiensben tartalmazza, ezt a csikot a
taptalaj feliiletére helyezve az antibiotikum azonnal a
tapkozegbe diffunddl, megakadalyozva ezzel a tdpta-
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Irdnyelv a Neisseria gonorrhoeae fert6zés laboratériumi diagnosztikdjdhoz a kelet-eurdpal orszdgokban

R

lajra oltott mikrobak novekedését. Ahol a csepp alakd
gétlasi z6na metszi a csikot, ott olvashat6 le az adott
,‘antimikrébés szer MIC értéke.

ATESZT KIVITELEZESE

0,5 McFarland stirtiségti N. gonorrhoeae szuszpenziot,
mely koriilbeliil 1,0 x 108 CFU/ml baktériumot tartal-
maz, oltsunk 1& egy 90-100 mm &tmér6;jii (25 ml tapta-
laj) feliiletére gy, hogy mdsnapra egy egyenletes bak-
térium-szényeget kapjunk. A baktérium-szuszpenziot
felhasznalds elétt maximum 15 perccel készitsiik el.

A BAKTERIUM-SZUSZPENZIG LEOLTASA A KORONG-DIFFUZIOS

MODSZERNEL LEIRTAKKAL MEGEGYEZIK.

o Steril csipesz segitségével helyezzilk az E-teszt csi-
kot a taptalaj feliiletére gy, hogy a csik antibioti-
kumot kis koncentricidban tartalmazé vége érje
el6szor a taptalajt. Ha a csikot rahelyeztiik a tépta-
lajra, mar ne mozditsuk el. Egy lemezre egy csikot
helyezziink. Ha 140-150 mm-es lemezt hasznalunk,
4 csikot is helyezhetiink egy lemezre sugaras elren-
dezédésben.

« a lemezeket azonnal tegyik 5+2% CO,-t tartalmazo,
70% nedvességtartalmu termosztatba, és inkubéljuk
36 + 1 °C-on 16-18 6raig (gyertyéval ellatott inkubéci-
6s kamra és hagyomanyos inkubétor is hasznalhato).

NAGYON FONTOS

Az antibiotikum-érzékenységi vizsgilatok eredménye
nagyban fiigg attél, hogy milyen médszert hasznalunk, az
inokulum méretétdl, a tapkozeg térfogatétol és dsszeté-
telét8l, az antibiotikum-korongok, E-teszt csikok min6-
ségétdl, az inkubéciés korilményektd], valamint a gatlas
mértékének meghatérozasatol. Kovetkezésképpen, a vizs-
galatok standardizéldsa, minéségének biztositdsa donté
fontosségd. Minden médszer esetében meg kell hatdrozni,
hogy milyen értéknél rezisztens, mérsékelten érzékeny,
vagy érzékeny a baktérium. Minden esetben hasznaljunk
ismert érzékenységli N. gonorrhoeae referencia-torzset.

A N. GONORRHOEAE TORZSEK FENNTARTASA

EGY ELO N. GONORRHOEAE TORZSET MINDENNAPOS CSOKOLADE

AGARRA TORTENG OLTASSAL TUDUNK FENNTARTANI.

. Révid ideig (3 hénapig), a baktérium életképes ma-
rad -20 °C-on tarolva 0,5 ml triptikdz-széjabab tar-
talmt taptalajba oltva, mely 20% glicerolt tartalmaz.
Ebben a koézegben a N. gonorrhoeae hosszabb ideig
nem tdrolhato.

« Hosszabb idejti taroldsra (t6bb hénap vagy év) -70,
vagy -80 °C-on, megfeleld koézegben, liofilizalva,
vagy folyékony nitrogénben van lehetdség.

MINGSEGBIZTOSITAS

A mindségbiztositds minden laboratérium mikodésé-
hez sziikséges. A kovetkezd tényezdk befolydsoljak egy
laboratérium mitkodését, koztilk a gonorrhoea diag-
nosztizalasat: a transzport kozeg és a taptalaj mind-
sége, és Osszetétele, inkubdcids feltételek, reagensek,
felszerelés, és a laboratériumi személyzet.

Minden laboratériumnak rendelkeznie kell a klinikai
mintak feldolgozéséra vonatkozé eléirdsokkal. Minden
egyedi minta feldolgozésa ugyanazzal a moédszerrel ha-
sonlé eredményhez kell, hogy vezessen.

Minden STD diagnosztikdban részt vevd laboratori-
umnak megfeleld dtmutatdst nyujt a mindségbiztositas
nemzetkézi eléirasait tartalmazé ,Medical laboratories
— Special requirements to quality and competence” (ISO
15189, 2003).
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