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OSSZEFOGLALAS

A szifilisz laboratériumi diagnosztikéja bonyolult szerold-
giai, valamint kozvetlen kimutatdsi eljardsokon alapszik.
Utébbiak klasszikus példaja a sététlatSteres mikroszko-
pos vizsgalat, 6 alkalmazaési teriilete pedig a fert6z6 sta-
diumok bér- és nyalkahértya-elvéltozdsaira korlatozddik.
E szubjektiv és kell§ klinikai gyakorlatot igényl6 médszer-
rel szemben a Treponema pallidum DNS-ének detektéldsa
jéval érzékenyebb, specifikusabb és tdgabb korben alkal-
mazhat6 diagnosztikus alternativét nyujt, ugyanakkor a szi-
filiszgyants minték megfelels széllitast/tarolast kévetéen
is vizsgalatra alkalmasak maradnak. Kozleményiinkben
harom pozitiv betegminta kapcsén szeretnénk felhivni a
figyelmet a Treponema pallidum nested PCR gyakorlati
hasznéra és a vizsgélat elérhetéségére.

KULCSSZAVAK: Treponema pallidum, nested PCR, szifilisz

BEVEZETES

Az Eurépai Uniéban 2003. janudrjatél érvénybe lépett
esetdefiniciék értelmében az elsGdleges és mdasodla-
gos szifilisz megerdsitett eseteiben a szifiliszre gyants
klinikai tiinetek mellett meghatdrozott labordiagnosz-
tikai feltételeknek is teljesiilniiik kell (1). Utébbiak
csoportjiban keriilnek felsorolasra a T. pallidum koz-
vetlen kimutatésat célzé eljarasok, igy a PCR is.

A szifilisz diagnosztikéban kiillonosen problematikus
korai, szeronegativ stddiumban, a kongenitélis ese-
tekben, valamint a neuroszifiliszes sz6védményeknél
a PCR alkalmazasa jelenthet objektiv segitséget (2-3).
A sotétlatéteres mikroszkopos vizsgalattal ellentétben
ilymédon nem csupdn a felszines 1éziékbdl, hanem a
mély szdveti mintakbdl is igazolhaté a kérokozd jelen-
léte; ugyanakkor e jéval specifikusabb vizsgdlatnal az
ordlis/rectalis mintdk potencidlis treponema-flérdja
sem ad alpozitiv reakcidt (4). :

SUMMARY

Thelaboratorydiagnosis of syphilisis based on complicated
evaluation of serological reactions and on direct detection
techniques. The classic example of the latter tests is the
dark-ground microscopy that is applied predominantly on
samﬁles taken from mucocutanoeus lesions of infectious
stages. In contrast to this subjective technique that needs
professional experience, the detection of Treponema pal-

_ lidum DNA provides a more sensitive and more specific

alternative. It can be widely used for diagnostic purposes
while suspicious specimens remain suitable for processing
after transported and stored for certain time. By report-
ing three positive cases the authors aim to draw attention
to the practical value of the Treponema pallidum nested
PCR and to the current availability of this test.
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A szerolégiailag nem vagy kevéssé informativ eseteken
tal a sotétlatoteres vizsgalattal negativ (pl. lokdlisan
,megkezelt”), 4m szifiliszgyanus, anogenitélis/oralis
elvaltozasoknal is egyértelm(i eredményt kaphatunk.
A szerolégiai reakciot befolydsolé immunhidnyos alla-
potok kapcsan, melyekben esetenként atipusos ulcera-
ci6 figyelheté meg (pl. HIV fertézésben herpetiform
fekély) (5), azaz sem a klinikai kép, sem az ellenanyag-
vizsgalatok nem tdmasztjak ald a diagnosztikus gyandt,
a nukleinsav-detektalds véltozatlanul értékes médszer
marad. A PCR alkalmazasanak tovabbi elénye, hogy a
reinfekcié kockazatdnak megitélését és a terapia haté-
sossaganak nyomon kovetését is lehet6vé teszi.

MODSZER ES EREDMENYEK

MINTAVETEL

Harom férfibeteg szifiliszgyands genitoanalis elvélto-
z4sbdl levett mintdinak feldolgozdsara keriilt sor mo-
lekularis vizsgalati mddszerrel. A sotétlatéteres mikro-
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Treponema pallidum nested pcr gyakorlati jelentdsége a szifilisz-diagnosztikdaban

Et

szkoppal végzett elzetes vizsgalat egyikiiknél pozitiv
eredményt adott, a masik két esetben a vizsgalat nem
volt értékelhetd. Két esetben a penisrdl (primer szifi-
lisz gyantja), harmadik esetben a perianalis tdjékon
talalhaté ulcerativ 16ziébél (szekunder szifilisz), steril
vatta- vagy Dacron-pélcdval tortént a mintavétel.

DNS KIVONAS -~

A laboratériumba beérkezett mintat tartalmazé steril
palcékat 24 6raig 4 °C-on steril PBS (pH 7,2) oldatban
dztattuk. Amennyiben a mintavételi cs6 mar fiziol6-
gids s6oldatot, vagy transzportfolyadékot tartalmazott,
a mintavevé palcét a cs6 faldn kinyomkodva tavolitot-
tuk el, majd a folyadékot Eppendorf-csébe pipettaztuk.
Az Eppendorf-csébe mért mintdkat 10 percig 10 000 g-
vel centrifugdltuk. A felilliszot lepipettaztuk, a pellet-
bél DNS tisztité kittel (Roche High Pure DNA Tem-
plate Preparation Kit) a gyért6 haszndlati utasitasanak
megfeleléen a DNS-t kivontuk. A DNS extrakcié
eredményességét és az inhibitorok jelenlétét a humén
B-globin génre tervezett PCR-rel ellendriztiik a PC04 4
forward (GenBank accession no. A26623) és a GH20
reverz primerekkel (A26624).

T. PALLIDUM NESTED PCR

A T pallidum kimutatésa céljabol a kérokozé bmp (ba-
sic membrane protein) génjére tervezett nested PCR
(nPCR) vizsgélatot végeztiink el, amely két PCR fut-
tatasbol 4ll (6). A vizsgélat sordn az elsé PCR futtatas
eredményeként az els6 oligonukleotid primer pér dltal
kozrefogott 617 bazisparnyi génszakasz amplifikdlédik.
A masodik ,nested” PCR futtatdsi 1épés célszekvenci-
4ja az els6 PCR futtatés terméke. A masodik Iépésben
az ehhez a szekvencidhoz specifikusan k6t6dé maso-
dik primer pér altal kozrefogott 506 bp génszakasz
amplifikalédik. A PCR vizsgilatokat Eppendorf ther-
mocycler késziilékkel végeztiik el, mintanként 20 pl
végtérfogatban, amelynek dsszetétele a kovetkezd volt:
10x Reddy Mix Buffer (ABgene), 200 uM dNTP, 0,5-0,5
uM primerek és 0,5 U Thermoprime Tzq polymerase
(ABgene). A PCR futtatds termékét 1%-os agaréz gél-
elektroforézissel tettiik lathat6va. (1. abra)

EREDMENYEK

A nPCR vizsgélat eredményei alapjan a T. pallidum
DNS-t mindhdrom esetben sikerilt kimutatni a ge-
nitoanalis régiébol szdrmazé mintakbol. A vizsgalat
specificitisat a masodik PCR futtatds biztositja, amely
csak abban az esetben miikddik, ha az els6 PCR fut-
tatas soran az elsd primer pdr specifikusan kotédik
a génszakaszon a célszekvencidhoz. A masodik PCR
futtatasi 1épés a mddszer érzékenységét ugyancsak
noveli, mivel az elsé PCR futtatdskor keletkezett spe-

cifikus génszakasz tovabb sokszorozédik, ezaltal a de-
tektalhaté6 minta mennyisége megno.

(0SSZEFOGLALAS

A nested PCR magas specificitdsd és érzékenységi

médszere gyors és megbizhat6 diagnosztikus alterna-

tivat nyudjt az aldbbi mintak korében:

« primer/szekunder szifiliszes betegek bdrmely testré-
szén kialakult fekélyek, lézidk (elsddleges fekély, szifi-
liszes condylomdk, egyéb régidban kialakuld eroddlt
papuldk stb.);

« neuroszifiliszben a liquor; esetenként kozponti ideg-
rendszeri gummdk;

o kongenitdlis szifiliszben az ujsziilott vér-, liquor- és
szoveti mintdinak (mucocutdn elvdltozdsok); ill. a pla-
centa; magzatviz; koldokzsinor vizsgdlata sordn (7).

Mindezeken tul a nukleinsav-detektdlast eredménye-
sen alkalmaztak: :
o latens szifiliszes betegek vér- és sz6veti mintainal;

o tercier szifiliszes elvaltozésok, gummék kapcsan (8-9).

A megfelel§ mintavételt kovetéen a médszer gyakor-
latilag minden szifiliszes stddiumban alkalmazhaté.

500 BP
250 BP

100 BP

1. dbra. T. pallidum nested PCR futtatds eredménye. A futtatds
sordn a nagy mennyiségii T. pallidum DNS jelenléte miatt aspe-
cifikus csikok is megjelennek. M: molekulatomeg marker [Sigma]
50 bp; 1-3: anogenitdlis 1éziékbol vett pozitiv mintdk; 4: negativ
kontroll [deszt. viz]. (Results of T. pallidum nested PCR run.
Aspecific bands are due to the presence of high amount of T. pal-
lidum DNA. M: DNA ladder [Sigma] 50 bp; 1-3: samples from
anogenital positive lesions; 4.: negative control [dist. water])
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A mintavétel és tarolés sordn donté hangsulyozni, hogy
“a levett mintét szildrd transzportkozeg-mentes, iires
steril cs6ben kell a laboratériumba juttatni. Amennyi-
ben a szallitds a mintavételt kévets néhény 6ran beliil
nem oldhaté meg, Ggy a minta 4 °C-on hiitve, PBS
vagy fiziolégids s6oldatba dztatva, maximum 48-72
6ran at tarolhato.

.
Pozitiv esetben a nPCR egyéb klinikai tiinetek vagy
laboratériumi tesztek hidnydban, onélldan is elegen-
dé informéciét nyujt a diagnézis megallapitasahoz,
melynek alapjan miel6bb megkezdhetd a célzott tera-
pia, valamint a kontaktuskutatds. A médszer szamos
elényos tulajdonsdga indokolja, hogy a hazai gyakor-
latban is minél szélesebb korben teret kapjon a szifi-
liszdiagnosztikaban.
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