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OsszerocmLAs
A szifllisz laborat6riumi diagnosztikija bonyolult szerol6-
giai, valamint k<izvetlen kimutat6si elj6risokon alapszik.

Ut6bbiak klasszikus p6ld6ja a sot6tl6t6teres mikroszk6-
pos vizsgflat, f6 alkalmaz6si teriilete pedig a fert6z6 st6-

diumok b6r- 6s ny6lkah6rtya-elv61toz{saira korl6toz6dik.
E szubiektiv 6s kell6 klinikai gyakorlatot ig6nyl6 m6dszer-

rel szemben a Treponema pallidumDNS-|nek detekt6lisa
j6val 6rz6kenyebb, specifikusabb 6s t6gabb k<irben alkal-
mazhat6 diagnosztikus alternativ6t nyrijt, ugyanakkor a szi-

filiszgyanris mintdk megfelel6 sz6llitdst/t6rol{st k<ivet6en

is vizsg{latra alkalmasak maradnak. I(<izlem6nyiinkben

h6rom pozitiv betegminta kapcs6n szeretndnk felhivni a

figyelmet a Treltonema pallidum nested PCR gyakorlati
haszn6ra 6s a vizsg6lat el6rhet6s6g6re.
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BEVEZETES

Az Eur6pai Uni6ban 2003. janu6rjdt6l 6rv6nybe l6pett
esetdefinici6k 6rtelm6ben az els6dleges 6s mdsodla-
gos szifilisz meger6sitett eseteiben a szifiliszre gyanris

klinikai tiinetek mellett meghat{rozott labordiagnosz-

tikai felt6teleknek is teliesiilniiik kell (1). Ut6bbiak
csoportj6ban keriilnek felsorol6sra a T. pallidum koz-
vetlen kimutatisit c6lz6 eljfrdsok, igy a PCR is.

A szifilisz diagnosztikfban ki.ildn6sen problematikus
korai, szeronegativ stridiumban, a kongenit6lis ese-

tekben, valamint a neuroszifiliszes szciv6dm6nyekn6l
a PCR alkalmazdsa jelenthet objektiv segits6get (2-3).

A sotdtldt6teres mikroszk6pos vizsg6lattal ellent6tben
ilym6don nem csup6n a felszines l6zi6kb6l, hanem a

m6ly szoveti mint6kb6l is igazolhat6 a k6rokoz6 jelen-

l6te; ugyanakkor e j6val specifikusabb vizsgillatndl az

or6lis/rectalis mint{k potencidlis treponema-fl6rdja
sem ad 6lpozitiv reakci6t (4).
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SUMMARY
The laboratorydiagnosis of syphilis is based on complicated
evaluation ofserological reactions and on direct detection
techniques, The classic example of the latter tests is the

dark-ground microscopy that is applied predominantly on
tu-p1.r taken from mucocutanoeus lesions of infectious
stages. In contrast to this subjective technique that needs

professional experience, the detection of Treponema pal-
lidumDNA 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 szerol6giailag nem vagy kev6ss6 informativ eseteken

tfl a sotdtldt6teres vizsgrilattal negativ (pl. lokflisan
,,megkezelt"), 6m szifiliszgyanis, anogenitdlis/or6lis
elvdltozdsokn6l is egy6rtelmii eredm6nyt kaphatunk.
A szerol6giai reakci6t befoly6sol6 immunhi6nyos 6lla-

potok kapcsdn, melyekben esetenk6nt atipusos ulcer6-

ci6 figyelhet6 meg (pl. HIV fert6z6sben herpetiform
fek6ly) (5), azaz sem a klinikai k6p, sem az ellenanyag-

vizsgdlatok nem t6masztj{k al6 adiagnosztikus gyanirt,

a nukleinsav-detekt6lfs vfltozatlanul 6rt6kes m6dszer

marad. A PCR alkalmazis{nak tovdbbi el6nye, hogy a

reinfekci6 kockizatdnak megit6l6s6t 6s a teripia hati-
soss6g{nak nyomon kovet6s6t is lehet6v6 teszi.

MODSZER i5 EREDMENYEK

MINTAVETEL

H6rom f6rfibeteg szifiliszgyanlfs genitoanalis elvdlto-

zlsb6l levett mintdinak feldolgozis|ra kertilt sor mo-
lekuldris vizsedlati m6dszerrel. A sot6tl{t6teres mikro-
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Treponema pallidum nested pcr gyakorlati jelent1sdge a szifilisz-diagnosztikd'ban

szk6ppal v1gzett el6zetes vizsgrilat egyikiikn6l pozitiv
eredm6nyt adott, a m6sik k6t esetben a vizsgdlat nem

.. volt 6rt6kelhet6. Kdt esetben a penisr6l (primer szifi-
lisz gyanfja), harmadik esetben a perianalis t{j6kon
tal6lhat6 ulcerativ \6zi6b6l (szekunder szifi lisz), steril
vatta- vagy Dacron-p{lc{val tort6nt a mintav6tel.

DNS KIV0NAS .
A laborat6riumba be6rkezett mint6t tartalmaz6 steril
prilc{kat 24 6riig4'C-on steril PBS (pH7,2) oldatban
dztattuk. Amennyiben a mintav6teli cs6 m6r frziol6-
gi6s s6oldatot,'vagy transzportfolyaddkot tartalmazott,
a mintavev6 pflcdt a cs6 fal6n kinyomkodva t6volitot-
tuk el, majd a folyad6kot Eppendorf-cs6be pipettriztuk.
Az Eppendorf-cs6be m6rt mintdkat 10 percig 10 000 g-

vel centrifug6ltuk. A feltihisz6t lepipett6ztuk, a pellet-
b6l DNS tisztit6 kittel (Roche High Pure DNA Tem-
plate Preparation I(it) a gyirt6 haszn{lati utasit6s6nak
megfelel6en a DNS-t kivontuk. A DNS extrakci6
eredm6nyess6gdt 6s az inhibitorok jelenl6tdt a humdn
p-globin glnre tervezett PCR-rel ellen6riztiik a PC04 *
forward (GenBank accession no. A26623) 6s a GH20
r ev erz primerekkel (A26624).

I PTII'DUI4 NESTED PCR

A T. pallidum kimutatdsa c6ljib6l a k6rokoz6 bmp (ba'
sic membrane protein) gdnj&e tervezett nested PCR
(nPCR) vizsgflatot v6geztiink el, amely k6t PCR fut-
tat{sb6l 6ll (6). A vizsgdlat sor6n az els6 PCR futtat{s
eredm6nyekdnt az els6 oligonukleotid primer p6r 6ltal
kozrefogott 6 17 bizispSrnyi gdnszakasz amplifikril6dik.
A mdsodik ,,hested" PCR futtatrisi l6p6s cdlszekvenci-
6ja az els6 PCR futtatfs termdke. A m6sodik l6p6sben
az ehhez a szekvenci{hoz specifikusan kot6d6 m{so-
dik primer pdr 6ltal kcizrefogott 506 bp g6nszakasz

amplifikdl6dik. A PCR vizsg6latokat Eppendorf ther-
mocycler kdsziil6kkel v6geztiik el, mintfnk6nt 20 pl
v6gt6rfogatban, amelynek 6sszet6tele a k6vetkez6 volt:
10x ReddyMix Buffer (ABgene), 200 pM dNTB 0,5-0,5

pM primerek 6s 0,5 U Thermoprime Taq polymerase
(ABgene). A PCR futtatds termdkdt lo/o-os agar6z g6l-

elektrofor6zissel tettiik l6that6v6. (1. 6bra)

EREDMENYEK

A nPCR vizsg6lat eredm6nyei alapjfn a T pallidum
DNS-t mindhdrom esetben sikertilt kimutatni a ge-

nitoanalis r1gi6b6l szLrmaz6 mint6kb6l. A vizsgflat
specificitds6t a mrisodik PCR futtat6s biztositja, amely
csak abban az esetben miikddik, ha az els6 PCR fut-
tat{s sordn az els6 primer prir specifikusan kot6dik
a g6nszakaszon a c6lszekvenci{hoz. A mdsodik PCR

futtat6si l6p6s a m6dszer 6,rz6kenys6,g6t ugyancsak
ndveli, mivel az els6 PCR futtatdskor 'keletkezett spe-

cifikus g6nszakasz tovd,bb sokszoroz6dik, ezdltal a de-
tektrilhat6 minta mennyisdge megn6.

0sszrrocmils
A nested PCR magas specificit6sri 6s 6rz6kenys6gii
m6dszere gyors 6s megbizhat6 diagnosztikus alterna-
tiv6t nyrijt az aldbbi mintdk kor6ben:
. primer/szekunder szif.liszes betegek bdrmely testr6-

sz6n kialakult fekdlyek, ldzi6k (ekfidleges fekdly, szifi,-

Iiszes condylomdk, egydb rdgi6ban kialakul6 eroddlt
papuldk stb.);

t neuroszifiliszben a liquor; esetenkdnt ktizponti ideg-

rendszeri gummdk;
, kongenitdlis szifiliszben az rtjsziili)tt vdr-, liquor- 6s

sziiveti mintdinak (mucocutuin elvdltozdsok); ill. a pla-
centa; magzatviz; ktilddkzsin6r vizsgilata sordn (7).

Mindezeken tfl a nukleinsav-detektrildst eredm6nye-
sen alkalmaztfk:
. l6tens szifiliszes betegek v6r- 6s szoveti mint6in6l;
. tercier szifiliszes elv6ltoz6sok, gummik kapcsdn (8-9).

A megfelel6 mintav6telt kcivet6en a m6dszer gyakor-
latilag minden szifiliszes st{diumban alkalmazhat6.

5OO BP

250 BP

l0(l BP

1, dbra, T. pallidum nested PCRfuttatds eredmdnye, Afuttatds
sordn a nagy mennyisdgii T, pallidum DNS ielenlAte miatt aspe-

cif.kus csfkok is megjelennek. M: molekulatdmeg marker [Sigma]
S0 bp; 7-3: anogenitdlis ldzi6kbdl vett pozittv mintdk; 4: negativ

kontroll [deszt. viz]. (Results ofT pallidum nested PCR run'
Aspecif.c bands are due to the presence of high amount of T pal-
lidum DNA. M: DNA ladder [Sigma] 50 bp; 7-3: samplesfrom
anogenital positive lesions; 4.: negative control fdist, water])
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A mintav6tel 6s t6rol6s sorfn dcint6 hangsrilyozni, hogy
,a levett mintdt szil6rd transzportkdzeg-mentes, iires
steril cs6ben kell a laborat6riumba juttatni. Amennyi-
ben i sz6llit6s a mintav6telt kovet6 n6hdny 6r6n beltil
nem oldhat6 meg, rigy a minta 4 'C-on hiitve, PBS

vagy fiziol6gi6s s6oldatba fiztafrra' maximum 48-72
6r6n 6t tdrolhat6,

a

Pozitiv esetben a nPCR egy6b klinikai tiinetek vagy
laborat6riumi tesztek hidnydban, onrlll6an is elegen-
d6 inform6ci6t nyrijt a diagn6zis megdllapitds6hoz,
melynek alapj6n miel6bb megkezdhet6 a clIzott ter6-
pia, valamint a kontaktuskutat{s. A m6dszer sz6mos
el6ny<is tulajdons6ga indokolja, hogy a hazai gyakor-
latban is min6l sz6lesebb korben teret kapion a szifi-
liszdiagnosztik6ban.
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