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ДОДАТКИ
                                              ВСТУП

В 1982 році ВООЗ запропонувала термін «захворювання, що передаються статевим шляхом» (ЗПСШ). ЗПСШ включають понад 20 нозологічних форм, серед яких класичні венеричні захворювання: сифіліс, гонорея, шанкроїд, венерична лімфогранульома, пахова гранульома; ряд вірусних інфекцій: ВІЛ-інфекція, генітальний герпес, цитомегаловірусна інфекція, папіломавірусна інфекція (кондиломатоз); велика група урогенітальних інфекцій: хламідіоз, трихомоніаз, мікоплазмоз, гарднерельоз; тропічні трепонематози: ямс, пінта, бежель; паразити: лобковий педикульоз; багато інших захворювань: амебіаз, шигельоз, лямбліоз та ін.
 Слід мати на увазі, що передача цих захворювань можлива не тільки при статевому контакті, але і при проходженні плода через родові шляхи хворої матері, контактних - внутрішній, трансплацентарний, гемотрансфузійний шляхи. Джерелом інфекції може бути здоровий носій, хвора людина, хвора (інфікована) мати, інфіковані предмети туалету. ЗПСШ належать до найбільш соціально значущих захворювань за своєю поширеністю та тяжкими наслідками як для організму хворого, так і для суспільства в цілому. За останні 3-5 років за деякими нозологічними формами зростання кількості зареєстрованих випадків ЗПСШ у країнах СНД становить до 200% на рік. Ускладнення ЗПСШ призводять до порушення репродуктивного здоров'я жінок і чоловіків, важких вроджених захворювань у дітей, ураження внутрішніх органів хворого. До групи таких захворювань входять клінічно гетерогенні захворювання, об’єднані за епідеміологічним критерієм, для яких характерний переважно статевий шлях передачі інфекції при прямому контакті.
Особливості перебігу ЗПСШ на сучасному етапі: стерта клінічна картина; тривалий рецидивуючий перебіг; поява нових штамів збудників, стійких до традиційних препаратів; збільшення випадків ІПСШ серед підлітків (17,5% від усіх зареєстрованих); ЗПСШ є біологічними кофакторами, які сприяють передачі ВІЛ-інфекції - епідеміологічна синергія.
 Більшість відомих на сьогодні ЗПСШ виліковні. Найнадійнішим методом профілактики ЗПСШ, при яких основним є статевий шлях, залишаються бар’єрна контрацепція і такі препарати, як мірамістин, цидипол, бензалконію хлорид та ін. Проте серед ЗПСШ є такі, що характеризуються поширеністю в популяції, прижиттєвим носійством, тривалими латентними фазами, можливістю повітряно-крапельного передачі та тяжкими ускладненнями, спричиненими інфекційними агентами.
 Це, насамперед, вірусні інфекції, які входять до першої десятки ЗПСШ у країнах СНД: генітальний герпес та папіломавірусні інфекції урогенітального тракту. Як правило, перебіг більшості захворювань урогенітального тракту відбувається на тлі банальної бактеріальної або грибкової інфекції; кілька ЗПСШ часто поєднуються і мають схожу клінічну картину. 
На сучасному етапі специфічне лікування ЗПСШ неможливе без точної лабораторної діагностики; на перший план виходять високоспецифічні методи діагностики, засновані на пошуку специфічної ДНК, що дають змогу однозначно визначити збудника інфекції. У зв'язку з поточною епідеміологічною ситуацією щодо ЗПСШ необхідні подальші дослідження та пошук ефективних терапевтичних засобів і методів.
1. Вибір тестів на інфекції, що передаються статевим шляхом
1.1Введення
Більше 30 бактеріальних, вірусних і паразитарних збудників передаються статевим шляхом і складають групу інфекції, які називаються інфекціями, що передаються статевим шляхом (ЗПСШ). Хоча деякі збудники можуть бути отримані не статевим шляхом, епідеміологічно статевий контакт є більш важливим для  їх передача від однієї людини до іншої (табл. 1.1).
Лабораторні тести та тести на місці надання медичної допомоги є потенційними потужні учасники управління та контролю ІПСШ шляхом сприяння профілактиці передачі ІПСШ та їх наслідки. Також велика кількість ІПСШ різноманітність потенційних тестів на кожну ІПСШ правильний вибір діагностичних тестів утруднений.  
В даний час існує широкий вибір тестів на ІПСШ атрибути та потенційні обмеження, які можуть вплинути на те, як їх можна використовувати для посилення контролю над ІПСШ. Далі, в епоху обмежених ресурсів прийняття рішень про які і скільки ІПСШ інвестувати для тестування, хто перевірити, і який із багатьох доступних тестів використовувати для визначеної мети може бути важко. 
Вибір тесту має відображати процес визначення пріоритетів, який враховує поширеність інфекції, вплив інфекцій і їх ускладнення на окремих осіб і популяції, тест експлуатаційні характеристики, вартість випробувань та причини проведення тестування.

Тести на ІПСШ можуть бути використані для багатьох різних цілей, що, у свою чергу, може вплинути на вибір тестів.

Ці різні причини для тестування включають в себе цілі епіднагляду для валідації лікування синдрому алгоритми, для забезпечення якості, для діагностики осіб з ознаками та симптомами можливих ІПСШ, для скринінгу безсимптомних осіб із групи ризику та для тест на антимікробну чутливість. Деякі ключові елементи цих термінів викладено таким чином
Таблиця 1.1: Основні патогени, що передаються статевим шляхом, і захворювання, які вони викликають.

	Збудник
	Клінічні прояви та інші супутні захворювання


	Бактеріальні інфекції

	Neisseria gonorrhoeae
	ГОНОРЕЯ

Чоловіки: виділення з уретри (уретрит), епідидиміт, орхіт, безпліддя

Жінки: цервіцит, ендометрит, сальпінгіт, запальні захворювання органів малого таза,безпліддя, передчасний розрив плодових оболонок, перигепатит; зазвичай безсимптомно

	Chlamydia trachomatis
	ХЛАМІДІЙНА ІНФЕКЦІЯ

Чоловіки: виділення з уретри (уретрит), епідидиміт, орхіт, безпліддя

Жінки: цервіцит, ендометрит, сальпінгіт, запальні захворювання органів малого таза,безпліддя, передчасний розрив плодових оболонок, перигепатит; зазвичай безсимптомно

Обидві статі: проктит, фарингіт, синдром Рейтера

Новонароджені: кон'юнктивіт, пневмонія

	Chlamydia trachomatis (serovars L1–L3)
	ЛІМФОГРАНУЛЬОМА ВЕНЕРИЧНА

Обидві статі: виразка, паховий набряк (бубон), проктит

	Treponema pallidum
	СИФІЛІС

Обидві статі: первинна виразка (шанкр) з локальною аденопатією, шкірні висипання,широкі кондиломи; пошкодження кісток, серцево-судинної та неврологічної системи

Жінки: переривання вагітності(аборти,  мертвонародження), передчасні пологи

Новонароджені: мертвонародження, вроджений сифіліс

	Mycoplasma genitalium
	Чоловіки: виділення з уретри (негонококовий уретрит)

У жінок: цервіцит, ендометрит, ймовірно запальні захворювання органів малого таза

	Klebsiella (Calymmatobacterium) granulomatis
	Обидві статі: вузлуваті припухлості та виразкові ураження пахових і аногенітальних областя

Чоловіки: виділення з уретри (негонококовий уретрит)
У жінок: цервіцит, ендометрит, ймовірно запальні захворювання органів малого таза

	Viral infections

	Herpes simplex virus type 2

 Herpes simplex virus type 1 (less common)
	ГЕНІТАЛЬНИЙ ГЕРПЕС

Обидві статі: аногенітальні везикулярні ураження та виразки

Новонароджені: неонатальний  герпес (часто летальний)

	Human papillomavirus
	ГЕНІТАЛЬНІ БОРОДАВКИ

Чоловіки: кондиломи статевого члена та анального отвору; карцинома статевого члена

Жінки: вульвальні, анальні та цервікальні бородавки, карцинома шийки матки, карцинома вульви, анальна карцинома

Новонароджені: папілома гортані

	Протозойні інфекції

	Trichomonas vaginalis
	ТРИХОМОНІАЗ
Чоловіки: виділення з уретри (негонококовий уретрит); часто безсимптомно

Жінки: вагіноз з рясними пінистими виділеннями з піхви; передчасні пологи,діти з низькою вагою при народженні

Новонароджені: низька вага при народженні

	Грибкові інфекції

	Candida albicans
	КАНДИДОЗ

Чоловіки: поверхнева інфекція головки статевого члена

Жінки: вульвовагініт з густими сирнистими виділеннями з піхви, свербіж вульви або горіння


1.2Діагноз. 

Симптоми поширених ІПСШ, як правило, неспецифічні і зазвичай мають багато різних потенційних причинних факторів, які можуть зажадати різного лікування. 

Як результат, діагностичне тестування є корисним як для цілей точного діагнозу, так і для керівництва лікуванням сексуальних партнерів, а також для контролю якості алгоритмів синдромного лікування,як зазначалося вище. 
При використанні для діагностики при виборі тестів слід враховувати час, необхідний для отримання результатів тесту для керівництва лікуванням,оскільки інфіковані люди можуть передавати інфекцію іншим, можуть страждати від ускладнень інфекції або можуть бути втрачені для подальшого спостереження в проміжку між тестуваннямі повідомленням про результати тесту. Коли діагностичне тестування проводиться в рамках клінічних послуг,іноді корисно відстежувати інтервал між тестуванням та лікуванням осіб з позитивними тестами в якості міри якості медичної допомог.
1.3Спостереження.

Спостереження носить систематичний характер збір, порівняння та аналіз даних для визначення наскільки поширена інфекція в громаді або населення. Це важливий елемент планування заходів з контролю над ІПСШ. 
 Інвестиції в відеоспостереження для рідкісні інфекції або інфекції з невеликим прямим вплив на громадське здоров'я може не мати високого пріоритету якщо ресурси обмежені, якщо інфекція рідкісна (наприклад, шанкроїд, особливо в розвинених країнах), або якщо супутня хворобливість незначна (наприклад, лобкова воші). Як правило, час, необхідний для отримання результату тесту для цілей спостереження не є критичним. 
В деяких зразки, зібрані для спостереження, можуть також використовувати для моніторингу інших клінічно важливих такі фактори, як стійкість до антимікробних препаратів (наприклад, у Neisseria gonorrhoeae).Валідація синдромного лікування. Синдромальна діагностика є цінним елементом заходів контролю ІПСШ, надання швидкої діагностичної оцінки, яка може потім використовувати для спрямування своєчасної терапії для людей з ознаками та симптомами інфекції.
 У налаштуваннях де синдромальна діагностика є елементом лікування ІПСШ, періодичне лабораторне обстеження пацієнтів, у яких діагностували та лікували синдром слід виконувати алгоритми ведення ІПСШ щоб переконатися, що діагностика синдрому успішна визначення інфекцій, націлених на втручання.У ситуаціях, при яких синдромного діагнозу немає в результаті лікування його цільової ІПСШ, зусиль оцінити причини невдачі.

Інформація, отримана шляхом періодичного використання тестування оцінити якість клінічних послуг, які можна використовувати для відгуків і кроків для покращення догляду за пацієнтами.
1.4Забезпечення/покращення якості. 
Велика площа забезпечення якості включає в себе як контроль якості, що виконується для переконатися, що тести виконуються відповідно до плану, і оцінка якості, що виконується для забезпечення того, щоб тести використовуються належним чином і що всі кроки необхідно використовувати тести для лікування пацієнтів випробування проводяться правильно. Тест на ІПСШ на точність можуть впливати різні фактори,включаючи варіації реагентів, функції обладнання, і технічну підготовку.
 Як наслідок, періодичне тестування стандартизованих зразків для оцінки лабораторії кваліфікації та для забезпечення очікуваної точності тесту рекомендовано.Можуть бути стандартизовані зразки отримані від акредитуючих організацій або сформовані в лабораторії. 
Оцінка стандартизована зразки можуть виявити потребу в повторному навчанні або оцінка якості окремих компонентів лабораторне дослідження.

1.5 Діагностика. 
Симптоми звичайних ІПСШ мають тенденцію бути неспецифічні і зазвичай мають різноманітні потенційні збудники, які можуть вимагати іншого лікування.
 Як наслідок, діагностичне тестування є корисним як з метою точної діагностики, так і для керуючи також веденням статевих партнерів щодо забезпечення якості алгоритмів лікування синдрому, як зазначено вище.
 При використанні для діагностики час необхідні для того, щоб результати тесту стали доступними для керівництва при виборі тестів слід враховувати керівництво, оскільки інфіковані люди можуть передати інфекцію інші можуть мати ускладнення інфекції або можуть бути втрачено для подальшого спостереження в інтервалі між тестуваннями та повідомлення про результати тесту . При діагностиці тестування проводиться як частина клінічних послуг, це іноді корисно контролювати інтервал між тестування та лікування осіб з позитивними тестами як показник якості медичної допомоги.
1.6Скринінг. 
Екранізація є важливим елементом оптимальні стратегії управління та контролю ІПСШ, які базується на внеску лікування синдромів та діагностичне тестування. 
Усі ІПСШ можуть виникнути в безсимптомна форма або бути нерозпізнаною інфікованим осіб. 
Незважаючи на відсутність виявлених симптомів,особи з безсимптомними інфекціями можуть бути в групі ризику для передачі іншим та для ускладнень інфекція. 
У результаті скринінг (тобто тестування груп ризику особи без виявлених ознак чи симптомів) будуть ідентифікувати інфікованих людей, таким чином зменшуючи їхні ризики ускладнень або передачі інфекцій.

 Як з тестуванням для діагностики, інтервал часу між обстеження та надання лікування, а також частка осіб, які отримують лікування, якщо така є втрачаються для подальшого спостереження, є корисними показниками якості.Скринінг на ІПСШ може бути економічно ефективнішим, якщо це можливо бути спрямованими на групи ризику; націлювання часто найкраще досягається за допомогою даних спостереження.
1.7Визначення антимікробної чутливості.

Для деяких ІПСШ (N. gonorrhoeae заслуговує на увагу наприклад), продовження розвитку резистентності періодично призводило до змін рекомендованих терапія.
 Систематичний нагляд за протимікробними засобами чутливість та/або тестування конкретних ізолятів сприйнятливість до застосовуваних антимікробних засобів терапія надає інформацію, яку можна використовувати для завчасно скоригувати рекомендації щодо лікування мода, оптимально до того, як лікування стане неефективним проблема. Визначення антимікробної чутливості найкраще проводити на живих клінічних ізолятах культивованих організмів і, як правило, краще звикнути керувати рекомендованою терапією для населення ніж для індивідуального лікування пацієнтів. 
Для здебільшого, нагляд за антимікробною резистентністю найкраще проводити референс-лабораторіями з використанням зразки, зібрані з низки репрезентативних географічних союзників і популяцій, що представляють інтерес.

1.8 Види діагностичних досліджень

Науковий прогрес надав широкий спектр тестів для виявлення ІПСШ. 
Ці тести дуже різняться з точки зору їх рівень складності (тобто технічні вимоги для оптимальної продуктивності тесту), у витратах, необхідних для виконувати їх (як матеріальні, так і трудові), і з точки зору продуктивності. Таким чином, кожен вид діагностики  має свої переваги та недоліки.

 В результаті, у деяких налаштуваннях найточніший тест може бути неточним найкращий тест для використання, якщо він настільки дорогий, що не може використовувати для тестування великої кількості осіб із групи ризику або якщо тест настільки складний, що результати недоступні в a своєчасне керівництво лікуванням пацієнтів. 
Нарешті, в  деяких випадках доступні лабораторні дослідження на ІПСШ у різноманітних форматах і платформах, що впливає кількість тестів, які можна виконати в даному випадку період часу. 
Таким чином, тестова пропускна здатність (числа тести, виконані за певний період часу) також є a врахування при виборі тесту.
 У деяких налаштуваннях вище або менші обсяги тестів зроблять деякі тести або перевірки платформи бажано. Загалом, діагностичні тести можна розділити на щонайменше три різних типи. 
По-перше, пряме виявлення самих мікроорганізмів є найбільш очевидним підхід до діагностики ІПСШ. Це може бути досягнуто за допомогою мікроскопії та відповідного фарбування або вологий препарат для візуалізації патогенів. культура, виявлення антигену або виявлення нуклеїнової кислоти за допомогою будь-якого з них тести виявлення ампліфікованих або неампліфікованих нуклеїнових кислот часто є більш чутливими, ніж мікроскопія, але можуть мати більш складні технічні вимоги для оптимального випробування продуктивність і може збільшити інтервал між тестування та наявність результатів тесту (швидка POC тести допомагають подолати останнє потенційне обмеження).Кожен із цих підходів має свої сильні сторони слабкі сторони.  
Мікроскопія, особливо при виконанні поки пацієнти присутні, можуть негайно надати результати для спрямування управлінських рішень, але, як і ін. тести, вимагає спеціального обладнання (мікроскоп), може знадобитися електричне живлення або спеціальні процедури плям, і залежить від підготовки та досвіду мікроскопіст.

На відміну від інших лабораторних тестів, таких як може знадобитися тест на культуру або ампліфікацію нуклеїнової кислоти спеціальні способи транспортування зразків і спец обладнання та процедури для оптимальної роботи, таким чином затримуючи доступність результатів для негайного управлінські рішення.

По-друге, для багатьох важливих ІПСШ (сифіліс та ВІЛ представляють типові приклади), виявлення хоста реакція на інфекцію (антитіла) є сприятливою діагностичний тест. Сильна сторона серологічних тестів полягає в тому вони можуть бути корисні не тільки для цілей діагностики а й для спостереження.  Всі серологічні тести є випадкові хибнопозитивні результати тестів. Проблема хибно-позитивні серологічні тести часто можна зменшити шляхом тестування зразків, які спочатку виявилися позитивними, скринінговий серологічний тест із застосуванням другого, підтверджуючого серологічний тест, спрямований на інший антиген (використання підтверджуючих тестів більш детально розглядається в розділи про сифіліс та серологічні дослідження на ВІЛ). 
Дещо серологічні тести можуть нещодавно диференціювати набуті інфекції від більш давніх або раніше лікування інфекцій шляхом виявлення імуноглобуліну М (IgM) для недавніх інфекцій. 
Недолік серологічного діагноз полягає в тому, що антитіла до збудника ІПСШ можуть бути виявлені зберігаються протягом тривалого часу після успішного лікування. Як такий, показанням може бути серологічне тестування населення загальної сукупної інфекції, а не нещодавно набута інфекція.

По-третє, є тести, які виявляють мікробні метаболіти, наприклад, матеріали, що змінюють pH статевих виділень і біогенні аміни. Ці тести є корисними допоміжними засобами для діагностичних цілей у деяких налаштуваннях. Прикладом це важливість тестів на рН і запах/амін діагностика бактеріального вагінозу.
2.Управління якістю в лабораторії

2.1 Вступ
Метою системи якості є забезпечення того, щоб усі створені звіти, які використовуються для ведення пацієнтів лабораторією високої якості. 
Щоб підтримувати високий рівень якості послуг, лабораторії повинні прагнути мати програму підвищення якості та стати акредитований відповідним національним або міжнародним органом, наприклад Міжнародна організація та Стандартизація.
Акредитація передбачає зовнішній аудит здатності надавати послуги високої якості шляхом декларування визначеного стандарту практики, що підтверджено експертною оцінкою.
Однак це не включає оцінку доцільність обраного тесту для діагностики конкретної інфекції або для населення, яке підлягає тестуванню
Щоб мати спільне розуміння, (Таблиця 2.1) визначає терміни, що використовуються в цьому розділі.

Акредитація займає багато часу і коштує процедура і недоступна для багатьох лабораторій, але усі лабораторії повинні працювати над удосконаленням процедура, що впливає на точність інформації, що керує веденням пацієнтів. 
У багатьох частинах світу, були розроблені системи для зміцнення лабораторних  систем шляхом впровадження поетапного вдосконалення спосіб проти контрольного списку (1–5).
Таблиця 2.1: Визначення ключових термінів, які використовуються в розділі про управління якістю
	Акредитація
	Зовнішній аудит лабораторних процедур, що сприяє якості звіту

	Управління якістю

система 
	Рамки для застосування системного підходу до управління якістю лабораторії процедури

	Забезпечення якості 
	Систематичний процес забезпечення виконання вимог щодо якості продукту або обслуговування.

	Стандартна експлуатація процедура 
	Документ з детальним описом індивідуальної процедури для кожного протоколу або

тест, що використовується в лабораторії. Метою SOP є забезпечення виконання операцій

виконується правильно і завжди однаково. SOP взагалі має бути доступним

разів у лабораторії.

	Внутрішня якість оцінка 
	Виконується шляхом періодичної повторної подачі та тестування випадково відібраних анонімних

клінічні зразки в одній лабораторії для забезпечення відтворюваності результатів.

	Зовнішня якість

Оцінка
	Дозволяє вводити в лабораторію зразки відомого, але нерозголошеного вмісту

звичайна процедура тестування з незалежного джерела.

	Внутрішній контроль якості
	Використовується для виявлення проблем або збою в одному або кількох реагентах за допомогою тесту.

	Оцінювання тестів
	Систематичний і обширний процес, який порівнює різні системи, призначені для роботи

однакові або подібні функції


2.2 Управління якістю

Система якості повинна бути описана в якості посібник, що описує систему управління для лабораторії. Це служить для інформування лабораторії володіти керівництвом і персоналом і надавати інформацію для замовників послуг лабораторії та для будь-яких орган з акредитації.

Організація та менеджмент

Організаційна структура необхідна для лабораторія, де ролі та обов’язки кожного особи зрозумілі.  Зазвичай це буде ієрархічно структура, очолювана директором або начальником відділу, з керівниками дільниць або підрозділів, завідувачем лабораторії та ряд вчених-медиків різного рівня.Один окрема особа повинна взяти на себе лідерство щодо якості; це могло б бути або виділеною роллю, або невід’ємною частиною більш широкого описання роботи.
 Інструкція з якості повинна містити органограма ролей осіб та їх лінії управління та опис їхніх обов'язків. Кожен співробітник повинен мати детальну роботу опис, який необхідно переглядати щорічно.

2.3 Показники якості

Лабораторії повинні розглянути можливість встановлення індикаторів, які відображають якість своїх результатів. Цілі для повороту можна використати для спроби мінімізації часу з коли зразок береться, коли пацієнт отримує результати. СМК має вирішальне значення для вдосконалення та підтримки точність і відтворюваність результатів виготовлений лабораторією.

• Усі лабораторії повинні прагнути покращувати якість і працювати над акредитацією.

• Організаційна структура та регулярність зустрічі персоналу різного рівня є необхідно переглянути систему якості лабораторія.
• Оцінка та перевірка тестів має важливе значення надати доказову базу перед використанням тестів в лабораторії.

• QA включає контроль якості та оцінку якості.

• Лабораторії повинні використовувати індикатори для моніторингу якість їх лабораторних досліджень.
3.Генітальні мікоплазми

3.1Вступ

Мікоплазми - тривіальна назва для представників клас Mollicutes. Мікоплазми — це дуже дрібні вільноживучі бактерії, зазвичай розміром від 0,3 до 0,5 мкм. розмір. Вони позбавлені жорсткої клітинної стінки інших бактерій,робить їх стійкими до пеніцилінів і пов'язаних з ними протимікробні засоби.  
M. genitalium і M. hominis і дві уреаплазми виду U. urealyticum (відомі раніше як U. urealyticum) і U. parvum (раніше відомий як U. urealyticum, біовар 1). виявлені в сечостатевих шляхах людини.
 Важливо підкреслити, що перед U. urealyticum і U. Parvum були визнані окремими видами, вони були обома позначений U. urealyticum, що робить інтерпретацію в результати попередніх досліджень важко.  M. genitalium зустрічається у 1–3% сексуально активних чоловіків і жінки в популяційних дослідженнях.  Уреаплазми можна виявити в шийці матки або піхві 40–80 % сексуально активні, безсимптомні жінки та M. Hominis у 20–50 % (1–4). 
Відповідно, уреаплазми і М. hominis слід розглядати насамперед як коменсали при виявленні в нижніх відділах статевих шляхів. Однак ці мікоплазми визнані причиною екстрагенітальних захворювань у пацієнтів з В-клітинною недостатністю (гіпо- та агамаглобулінемія) та у недоношених немовлят.
M. genitalium була міцно та однаково пов'язана з негонококовим уретритом (НГУ) у понад 30 досліджень, а в уретрі виявлено 15–25% чоловіків із симптоматичним NGU порівняно з приблизно 5–10% тих, хто не має цього захворювання .
 У дослідженнях, що оцінювали асоціацію з нехламідійним, асоціація загалом була сильнішою, показуючи, що M. genitalium і C. trachomatis діють як окремі причини NGU.
 У кількох дослідженнях M. Genitalium був виявлений у більш ніж однієї третини чоловіків з НКГУ. Серед захворювань, що передаються статевим шляхом (ЗПСШ) у клініках приблизно 90% чоловіків, інфікованих M. genitalium, мають мікроскопічні ознаки уретриту та майже три з чотирьох повідомляють про симптоми . Кілька клінічних досліджень показали сильну кореляцію між M. genitalium і персистуючим або рецидивуючим NGU, ймовірно, через погану мікробіологічну обробку ефективність тетрациклінів. 
M. genitalium має загалом було знищено менш ніж з однієї третини інфікованих пацієнтів після лікування стандартними дозами. тетрациклінів . M. genitalium виявлено у 41% чоловіків із постійним або рецидивуючим уретрит після лікування доксицикліном .

Зовсім недавно лікування азитроміцином не вдалось після a повідомлялося про одноразову дозу 1 г серед 28% чоловіків з M. genitalium-позитивний NGU і корелювали з резистентністю до макролідів, що розвинулася під час лікування,a разова доза у більшості пацієнтів .На відміну від послідовності досліджень асоціювання M. genitalium з NGU, роль уреаплазм в це захворювання було більш суперечливим і є немає доказів на підтримку ролі M. hominis як причини уретриту . 
Чітко, демонструючи уреаплазми  у чоловіка з NGU не обов’язково вказує на цей мікроорганізм  якій є причиною захворювання високий рівень колонізації.  Це так, навіть якщо застосовується кількісна культура. Таким чином, точна пропорція випадків, за які відповідають уреаплазми невідомий.
 Поділ уреаплазм людини на два види, U. urealyticum і U. parvum, призвели до досліджень припускаючи, що U. urealyticum може бути пов'язаний з NGU у молодих чоловіків з меншою кількістю партнерок  або коли присутні у високих титрах.  Таким чином, стандартні культури, які не в змозі розрізняти види, здається, дуже обмежене значення.
 M. genitalium асоціюється з цервіцитом, але асоціація слабша, ніж між M. genitalium і чоловічий уретрит, можливо, внаслідок складність і різні критерії, що використовуються в діагностиціцервіцит у жінок . 
Однак у низці досліджень, асоціація була такою ж сильною, як і для C.trachomatis . 
У дослідженнях, де є ознаки уретриту повідомлялося, уретрит у жінок був значним пов’язані з інфекцією M. genitalium.В ендометрії виявлено M. Genitalium  у 60% жінок позитивний результат на шийку матки і її наявність у біопсіях ендометрія була тісно пов’язана при гістологічному ендометриті і при рецидиві малого таза запальне захворювання . Трубні рубці мають було опосередковано пов’язане з інфекцією M. Genitalium значно більшою часткою жінок с трубний фактор безпліддя, що має антитіла проти бактерія порівняно з жінками з безпліддям від іншої причини. M. genitalium виявлено в синовіальній рідині пацієнт з реактивним артритом, набутим статевим шляхом  і клінічний досвід показав, що нерідко після M. genitalium-позитивного NGU, але систематичних досліджень не було представлено і виявлення M. genitalium у синовіальній рідині не повторювався. 
Доведено, що ВІЛ-інфіковані жінки з більшим навантаженням на мікроорганізми M. Genitalium були більш схильні до передачі ВІЛ , але лише нещодавно було показано, що інфекція M. genitalium спричиняє до зараження ВІЛ .

Подібну роль можуть відігравати M. hominis або уреаплазми
• M. genitalium є частою причиною уретриту у чоловіків і жінок і викликає цервіцит і інфекції верхніх статевих шляхів у жінок.

• Часто зустрічаються M. hominis і уреаплазми виявляються у здорових людей. 
Їх асоціація з урогенітальною інфекцією у чоловіків або жінок ще належить остаточно довести. Огляд доступних методів діагностики для M. Genitalium Для практичних цілей діагностика М. genitalium є обмежений тестом ампліфікації нуклеїнової кислоти (NAAT), як культура надзвичайно повільна (кілька місяців), складна, і нечутливий . 
На сьогоднішній день немає серологічних досліджень, аналізи на виявлення антигену або тести на місці доведено, що він корисний для діагностики урогенітального M. Genitalium інфекції.

NAAT є єдиним практичним методом діагностики M. Genitalium Збір, транспортування та зберігання умови екземплярів. Збір зразків слід виконувати, як описано для C. Trachomatis Тампони та транспорт середовище не повинно містити інгібуючих речовин для NAATs. Також підходить використання транспортної системи який сумісний з аналізом виявлення для C. trachomatis, як тестування на цей мікроорганізм найвищий пріоритет. 
Однак слід зазначити, що навантаження на організм M. genitalium у 100 разів менше, ніж C. trachomatis, тому транспортні системи, які слід уникати без потреби розбавляти зразок.

На жаль, не можна дати чітких вказівок щодо оптимальний зразок для виявлення M. genitalium, пристрої для збору, методи підготовки зразків та системи виявлення різняться між дослідженнями. Якщо тільки один зразок тестується від кожного пацієнта, виявляється, що перша сеча у чоловіків і вагінальні мазки у жінок містить найбільшу кількість бактерій.
 Резистентність до антимікробних препаратів і тест на чутливість M.genitalium

Тестування антимікробної чутливості M. Genitalium дуже складний і можливий лише в спеціалізованому референс-лабораторії.  Розведення відвару мінімально гальмівне визначення концентрації (МІК) зі стандартизованим інокулят використовується як контрольний метод, але МІК визначення M. genitalium, що росте лише в клітині культура також була успішно застосована . Невдачі в лікуванні інфекцій M. genitalium призвели до підвищеної уваги до резистентності цього виду.
Однак, оскільки M. genitalium культивується лише в деяких лабораторій у світі, і оскільки зростання є надто повільним щоб забезпечити значущі результати для окремого пацієнта, молекулярне тестування на мутації, що опосередковують резистентність використовувався у все більшій кількості досліджень, і в щоденна клінічна робота в деяких країнах.

Кілька клінічних досліджень показали, що тетрацикліни є поступається азитроміцину щодо знищення M. genitalium  і хоча MIC in vitro свідчать про це види повинні бути чутливими до тетрацикліну, клінічними досвід цьому суперечить. 
Молекулярних тестів немає застосовували для виявлення резистентності до тетрацикліну. 
Макролід стійкість була задокументована шляхом ізоляції Штами M.genitalium від пацієнтів, які не отримували лікування азитроміцину  і основного опосередкованого резистентності  було показано, що мутації знаходяться в області ген рРНК, але існує ряд інших комбінацій виявлено в зразках пацієнтів, які не отримували азитроміцин терапія.

Ці мутації можна виявити безпосередньо з клінічних даних зразків шляхом секвенування ПЛР-ампліконів, що дозволяє клінічно корисна інформація за відсутності культури.
 Це було показано, що лікування азитроміцином 1 г разова доза призводить до розвитку резистентності або вибір уже існуючих стійких варіантів і

попередні дані свідчать про те, що рівень громади с Стійкість до макролідів у M. genitalium сильно залежить  про застосування азитроміцину 1 г одноразово для лікування.

3.2 Резистентність до антимікробних препаратів і тест на чутливість M.genitalium

Тестування антимікробної чутливості M. Genitalium дуже складний і можливий лише в спеціалізованому референс-лабораторії. 
Розведення відвару мінімально гальмівне визначення концентрації (МІК) зі стандартизованим інокулят використовується як контрольний метод, але МІК

визначення M. genitalium, що росте лише в клітині культура також була успішно застосована .

Невдачі в лікуванні інфекцій M. genitalium призвели до підвищеної уваги до резистентності цього виду.

Однак, оскільки M. genitalium культивується лише в деяких лабораторій у світі, і оскільки зростання є надто повільним щоб забезпечити значущі результати для окремого пацієнта, молекулярне тестування на мутації, що опосередковують резистентність використовувався у все більшій кількості досліджень, і в щоденна клінічна робота в деяких країнах.

Кілька клінічних досліджень показали, що тетрацикліни є поступається азитроміцину щодо знищення M. genitalium  і хоча MIC in vitro свідчать про це види повинні бути чутливими до тетрацикліну, клінічними досвід цьому суперечить.  Молекулярних тестів немає застосовували для виявлення резистентності до тетрацикліну.  Макролід стійкість була задокументована шляхом ізоляції .Штами  M. genitalium від пацієнтів, які не отримували лікування азитроміцину  і основного опосередкованого резистентності було показано, що мутації знаходяться в області,але існує ряд інших комбінацій виявлено в зразках пацієнтів, які не отримували азитроміцин терапія.

Ці мутації можна виявити безпосередньо з клінічних даних зразків шляхом секвенування ПЛР-ампліконів, що дозволяє клінічно корисна інформація за відсутності культури. Це було показано, що лікування азитроміцином 1 г разова доза призводить до розвитку резистентності або вибір уже існуючих стійких варіантів і попередні дані свідчать про те, що рівень громади с Стійкість до макролідів у M. genitalium сильно залежить про застосування азитроміцину 1 г одноразово для лікування інфекції C. trachomatis.
Це проілюстровано низьким поширеність резистентності в країнах, що використовують доксициклін як основний препарат для NGU та високої стійкості до 100% у Гренландії, де азитроміцин використовується для лікування та де поширеність C. Trachomatis інфекцій надзвичайно висока . Моксифлоксацин довів бути ефективним препаратом другої лінії , але повідомляє  з Японії припускають, що резистентність може розвинутися до споріднених фторхінолонів гатифлоксацину , а також штамів с комбінована стійкість до хінолонів і макролідів високого рівня були ізольовані , неопубліковані дані, квітень.
 Хоча мутації в областях, що визначають резистентність до хінолонів, були виявлені , їх клінічна картина кореляти не визначено. Резистентність M. genitalium до макролідів дуже висока часто зустрічається у пацієнтів, які не лікуються азитроміцину та моксифлоксацину найбільше часто використовуване лікування другої лінії.

• Стійкість до макролідів у M. genitalium, опосередкований специфічними мутаціями в ген рРНК, можна виявити за допомогою ПЛР-ампліфікації і секвенування цього гена безпосередньо з клінічних зразки.

• Мутації хінолону M. Genitalium регіони, що визначають опір виявлені у пацієнтів, які не отримували лікування хінолонами, але їх клінічних корелятів не було встановлено.

4.Гонорея

4.1 Вступ

Гонорея, викликана Neisseria gonorrhoeae (гонокок), це давнє захворювання, яке передається майже виключно через статевий контакт. Гонорея, в тому числі її важкі ускладнення, викликає значну захворюваність та економічні витрати, і залишається основною громадськістю занепокоєння здоров'ям у всьому світі.  Викликає серйозне занепокоєння те, що зараз бактерія виробила стійкість майже до всіх антимікробні засоби, введені для лікування гонореї,і є побоювання, що гонорея може стати невиліковною за певних обставин  Рід нейсерія містить два види переважно патогенний для людини N.gonorrhoeae і N. meningitidis, і приблизно 30 зазвичай непатогенні види, такі як N. lactamica, N. sicca, N. cinerea, N. flavescens, N. subflava і N. mucosa.
Ці організми населяють переважно верхів’я дихальних шляхах як коменсали, але можуть бути знайдені нечасто в нижніх відділах урогенітального тракту. Гонококи є Грамнегативні, аеробні, капнофільні, неджгутикові, неспороносні та оксида- і коки, що продукують каталазу, які зазвичай розташовані попарно (диплококи) із сусідніми сторонами увігнутими, тобто при мікроскопії вони виявляються в характерній нирці або морфологія кавових зерен.
 N. gonorrhoeae вибагливий і потребує комплексної культури, збагаченої поживними речовинами середовище для росту in vitro.

N. gonorrhoeae інфікує лише людей, колонізує слизову оболонку поверхні, і є етіологічним агентом нижніх сечостатевих інфекції шляхів - уретрит у чоловіків і цервіцит у жінки. Виникає безсимптомна сечостатева інфекція у меншості чоловіків, але частіше (принаймні 50%) у жінок.  Інфекція прямої кишки (проктит) і глотки, як правило, безсимптомно в обох статей залежно від статевої поведінки, але переважно зустрічається у чоловіків, які мають секс з чоловіками (ЧСЧ). 
Якщо не виявлено і не лікується або неналежним чином після лікування інфекція може піднятися до верхніх відділів статевих шляхів і викликають ускладнену гонококову інфекцію (наприклад, тазову запальне захворювання та пов’язані з ним наслідки, такі як як позаматкова вагітність і безпліддя) у жінок, і набряк статевого члена і епідидиміт у чоловіків. 
Кон'юнктивіт може виникнути у дорослих, але найчастіше це інфекція око представляє собою ophthalmia neonatorum в новонароджений. 
Дисемінована гонококова інфекція яка є окремою сутністю, а не справжнім ускладненням, може зустрічатися в обох статей, але зустрічається рідко. Таблиця 4.1

Узагальнює клінічні прояви гонококової інфекції N. gonorrhoeae викликає найпоширеніші бактеріальних ІПСШ у всьому світі, яка включає в себе спектр різноманітних захворювань сайти, включаючи сечостатеві, глоткові, ректальні, і кон'юнктивальний.

 • Ускладнення та наслідки, пов'язані з неліковані інфекції N. gonorrhoeae включають-позаматкова вагітність, безпліддя,набряк, епідидиміт.
 4.2Огляд доступних методів діагностики 

Гонорея часто протікає безсимптомно, особливо у жінки, і в глотці, і в прямій кишці, і симптоми, за наявності може бути неспецифічним .
Відповідно, необхідні лабораторні процедури діагностика, виявлення випадків і тестування на лікування. 
Діагноз наявність гонореї встановлюється ідентифікацією N. gonorrhoeae у статевих або позастатевих виділеннях. Правильно підготовлений, пофарбований за Грамом і досліджений під мікроскопом мазок для виявлення грамнегативних внутрішньоклітинних диплококи в поліморфноядерних лейкоцитах (ПЯЛ). Чутливий (95%) і специфічний (97%) для діагностики гонорея у чоловіків із симптомами з виділеннями з уретри. У жінок же виявляють мазки цервікального секрету лише 40–60% культурально-позитивних зразків, які можуть відображають меншу кількість гонококів у жінок.  Можливі хибнопозитивні результати, а специфічність (80–95%) залежить від досвіду мікроскопіста. Пряме мікроскопічне дослідження не рекомендується для діагностики інфекцій прямої кишки та глотки через велику кількість інших присутніх організмів і низька чутливість. 
Скринінг безсимптомних окремих осіб за допомогою мікроскопії не рекомендується. Протягом багатьох десятиліть культура N. gonorrhoeae була вважається «золотим стандартом» діагностики як генітальна, так і екстрагенітальна гонорея. Культура є чутливі та дуже специфічні в оптимізованих умовах, коштує недорого, і, що важливо, забезпечує антимікробну дію тестування на сприйнятливість.  Резистентність до антимікробних препаратів  гонококи є серйозною проблемою в усьому світі і, як культура це єдиний метод, що дозволяє визначити чутливість до антимікробних засобів тестування, дуже важливо підтримувати та, де необхідно, посилити культурний потенціал у всіх країнах.

Протягом останніх двох десятиліть нуклеїнова кислота були розроблені ампліфікаційні тести.
Введено для виявлення специфічної ДНК N. gonorrhoeae/РНК. 
Крім того, специфіки декілька гонококових NAAT виявилося субоптимальним  діагностика сечостатевих проб і, зокрема, екстрагенітальні проби, що призводить до низького позитивного результату прогностичну цінність (PPV), зокрема, при низькій поширеності населення.

На сьогоднішній день не існує прямих імунофлуоресцентних аналізів, імуноферментні аналізи або швидкі тести на місці для виявлення антигену з відповідною продуктивністю доступні характеристики (чутливість і специфічність).

Для діагностики неускладненого або ускладненого гонорея. 
Більше того, немає жодної реклами і міжнародно схвалений метод виявлення гонококових антитіл у сироватці крові та ці методи не може відрізнити поточну інфекцію від минулої.
 Ці методи не слід використовувати через їхню неоптимальність чутливість і специфічність для діагностики неускладнена або ускладнена гонорея в окремих осіб пацієнтів.

Для відповідних експлуатаційних характеристик всіх діагностичних методів, дуже важливо точно дотримуватися стандартні операційні процедури для виконання та рекомендації виробника щодо до збору, транспортування та зберігання проб, як а також продуктивність, включаючи контроль якості.
Мікроскопія чутлива і специфічна симптоматичні чоловіки з виділеннями з уретри.

• Культура є чутливою та дуже специфічною оптимізовані обставини, недорогі та дозволяє перевірити чутливість до антимікробних засобів.

• NAAT зазвичай мають вищу чутливість порівняно з культурою, особливо для глотки і ректальні зразки. 
Однак специфіка в кілька гонококових є субоптимальним в діагностиці сечостатевих проб і, в зокрема, екстрагенітальні зразки, які результати у низьких PPV у популяціях з низькою поширеністю.
4.3 Збір, транспортування та зберігання зразкив
Відповідні анатомічні місця для збору зразків залежать від статі, віку та сексуальної поведінки індивідуальний; клінічні прояви інфекції; і метод діагностичного тестування, включаючи його виконання характеристики (чутливість і специфічність).
 Первинний місце збору у жінок за допомогою культури та мікроскопії є ендоцервікальний канал; ендоцервікальний канал або піхву. Вторинні ділянки включають уретру, прямої кишки і ротоглотки. У гетеросексуальних чоловіків зразки для посіву та мікроскопії слід зібрати з уретри.

У чоловіків і жінок з характерними клінічними ознаками та/ або сексуальна практика (оральний та/або анальний секс), пряма кишка і ротоглотки необхідно взяти додатково.  Вищу чутливість до цих інфекцій, ніж культура і може збільшити виявлення випадків (4–6), хоча, як зауважив, що для цих сайтів не ліцензовано жодного комерційного набору.

Для культури, для якої потрібні живі організми, зразок необхідно збирати з ділянок зі стовпчастою або кубоподібною формою епітеліальні клітини та покриті вугіллям (якщо вугілля не є включені в неживильне транспортне середовище) стерильні ідеально використовувати тампони з дакрону або віскози. Для діагностики використання НААТ, рекомендації виробника щодо збору, транспортування та зберігання зразків необхідно ретельно стежити. Використання антисептики, знеболюючі та мастила при зборі слід уникати зразків, оскільки вони можуть інгібувати гонококи. 
Необхідно провести збір усіх зразків перед початком антимікробної терапії
Ендоцервікс: вставте тампон на 2–3 см у шийку матки os і обережно обертайте протягом 5–10 секунд.
 Ендоцервікальний зразки не слід брати у дівчат у препубертатному віці

або жінки, які перенесли гістеректомію; замість цього,зразки слід відбирати з вестибюля піхву та зразок сечі також слід взяти пробу.

Уретра: Візьміть зразки з уретри принаймні через 1 годину пацієнт помочився. 
Збирають виділення безпосередньо на a тампон. 
Якщо виділень немає, у чоловіків є уретра стягнутий до отвору для евакуації ексудату. 
Якщо ні виділення ексудату, введіть тонкий тампон на 2–3 см у уретру та обережно обертайте протягом 5–10 секунд.
 У жінок, масаж уретри проти лобкового симфізу і використовуйте ту саму техніку, що і для чоловіків.
 Культивування як ендоцервікс, так і уретра під час тестування у жінок можуть збільшити виявлення випадків.
Вагіна: тампон слід обертати до задніх стінок піхви протягом 5 секунд. Вагінальний мазки можуть бути отримані як пацієнтом, так і клініцистом корисність.
Перше сечовипускання: Не мати пацієнт очищає область статевих органів. Ловіть 10–20 мл першого злийте сечу в стерильну ємність для збору не менше 1 години після сечовипускання пацієнта.

Пряма кишка: вставте тампон на 2–3 см у пряму кишку та обертайте його до всіх стінок прямої кишки протягом 10 секунд.
 Якщо фекального забруднення, викиньте тампон і використовуйте інший, щоб отримати зразок.
 У симптоматичних пацієнтів, аноректальні зразки повинні бути отримані ідеально під прямий зір після введення проктоскопа.

Ротоглотка: мазок з області задньої частини глотки над нижнім краєм м’якого піднебіння і мигдаликами склепи.

Кон’юнктива: відтягніть нижню повіку та перемістіть a тонким тампоном по поверхні нижньої пальпебраллі кон'юнктиви в напрямку до серединного кута ока.
• Збір, транспортування та умови зберігання залежать від методу виявлення

і може мати значний вплив на чутливість тестування.

• Вибір відповідного зразка і Тест на виявлення має вирішальне значення для ефективної діагностики
4.4 Орієнтовний діагноз: мікроскопія

4.4.1 Підготовка предметних стекол до фарбування

Приготуйте мазок, висохлий мазок закріпити нагріванням на плиті або на

тричі швидко пропускаючи предметне скло через полум’я, тримаючи плівку верхньою стороною. 
Уникайте перегріву оскільки це спотворює клітини. 
Слайд повинен відчуватися просто тепла при дотику тильною стороною зап’ястя.

Окрім простого та швидкого мікроскопування після надійним є фарбування метиленовим синім (мал. 4.1).

Метод діагностики гонореї у чоловіків с гнійний уретрит , але не дозволяє диференціювати грамнегативні коки, тому не має ідеальної специфічності.

Фарбування за Грамом для виявлення внутрішньоклітинних грамнегативних

diplococci в межах PMNL є методом вибору для передбачуваний діагноз N. gonorrhoeae (мал. 4.2).

Позаклітинні організми можна спостерігати, але тільки вони недостатні для діагностики, але іноді використовуються в поєднання з клінічними симптомами.
Малюнок 4.1

Мікроскопія фарбування метиленовим синім уретри чоловіка

ексудат з внутрішньоклітинними диплококами в межах PMNL

(1000×)
                              [image: image1.png]



Малюнок 4.2

Мікроскопія фарбування за Грамом ексудату уретри чоловіка

виявлення грамнегативних внутрішньоклітинних диплококів в межах PMNL (1000×)[image: image2.png]



4.4.2 Процедура фарбування за Грамом

1. Покрити фіксований мазок кристалічним фіолетовим для 30 секунд. Обережно змийте холодною водою з-під крана.

2. Залийте предметне скло розчином йоду на 30 секунд.

Обережно змийте холодною водою з-під крана.

3. Знебарвлення ацетоном, ацетон-етанолом або етанолу, поки фіолетовий колір не перестане розливатися з мазка. 
Скло найкраще тримати всередині рука в рукавичці біля проточної води. 
Час знебарвлення залежатиме від хімічного засобу використовується і товщина мазка—буде бути найкоротшим (зазвичай кілька секунд) для ацетону і вимагають більше часу (до хвилини) для етанолу.

Слід уникати надмірного знебарвлення; інакше Грампозитивні бактерії виглядають як грамнегативні. Не звертайте уваги на товсті частини нерівного мазка, які можуть бути синіми
4. Швидко промийте під проточною водою, щоб зупинити знебарвлення та злийте зайву воду.
5. Проведіть контрфарбування сафраніном або фуксином протягом 1 хвилини.

6. Промийте проточною водою та обережно промокніть предметне скло

з абсорбуючим папером

4.4.3 Процедура фарбування метиленовим синім
1. Покрийте мазок фарбою метиленовим синім для від 30 до 60 секунд.

2. Промийте проточною водою та обережно промокніть предметне скло

з абсорбуючим папером.

4.4.4 Зчитування та інтерпретація мазка

Використовуйте мікроскоп з яскравим світлом і хорошу імерсійну олію якості та перевірте предметне скло за допомогою об’єктива 100× 

(10× окуляр). 
Гонококи виглядають як грамнегативні diplococci в межах PMNL. 
Завжди точно описуйте те, що є видно на мазку: епітеліоцити, ПМЯЛ,
Морфолог бактерій, а також внутрішньоклітинне або позаклітинне розташування. 
А предметне скло слід оглянути принаймні за 2 хвилини до цього зробив висновок, що він не містить грамнегативних внутрішньоклітинні диплококи.
4.4.5 Контроль якості (КЯ) використання мікроскопії

Мазки, пофарбовані за Грамом КЯ слід проводити через регулярні проміжки часу за допомогою a ряд бактерій, що дають різні реакції за Грамом та/

або контрольні зразки.
 Це слід виконувати завжди при використанні нової партії реактивів .

• Мікроскопія чутлива і специфічна симптоматичні чоловіки з виділеннями з уретри.

• Проте мікроскопія має меншу чутливість в безсимптомні чоловіки та ендоцервікальні інфекції, і не дає остаточного діагнозу для ці інфекції.

• Мікроскопія не рекомендована для діагностика інфекцій прямої кишки та глотки.
4.5 Культура та ідентифікація N. gonorrhoeae (імовірна і остаточна)
 4.5.1 Транспорт і культура

Культура залишається важливою для антимікробної чутливості тестування.

Гонококи високо чутливі до умов навколишнього середовища (температура,висушування, окислення та токсичні речовини) і транспортування зразків із клініки до лабораторії  призведе до зниження життєздатності в організмів. 
Зразки, інокульовані безпосередньо на поживне селективне культуральне середовище  в кабінет для консультацій є оптимальним методом, але
якщо це неможливо, слід вставити тампони у нехарчове транспортне середовище або щеплені на поживну речовину транспортна система. Використання нехарчове транспортне середовище, швидкість ізоляції після транспортування зразків при кімнатній температурі (20–25°C) становить приблизно 100% протягом 6 годин і більше 90% протягом 12 годин.

Через 48 годин, однак, кількість гонококів зменшується, і відновлення може бути неможливим, особливо у зразках безсимптомних пацієнтів, які містять невелику кількість організмів.
 Коли транзитний час очікується більше 48 годин, поживний (зростання)

транспортні системи, які містять культуральне середовище та забезпечують атмосферу з підвищеною концентрацією CO2   в ідеалі використовуються. Максимальна виживаність і відновлення гонококи з непоживного транспортного середовища є отримані при транспортуванні щеплених.
Середовища  зберігають у холодильнику при 2–8°C перед транспортуванням до лабораторії.
 Ці середовища затримують ріст гонококів, запобігаючи втраті життєздатність. 
Навпаки, максимальне виживання від живлення (ростове) транспортне середовище отримують, коли зразки попередньо інкубують у транспортному середовищі при 36±1°C протягом ночі перед транспортуванням до лабораторії; прийнятні результати будуть отримані, якщо час транспортування не буде перевищує 2 дні .

Надійність посіву для діагностики гонореї  залежить від низки факторів:

• кількість місць відбору проб

• техніка та тампони, що використовуються для збору зразків

• умови і тривалість перевезення

• склад і якість живильного середовища

• умови щеплення та інкубації

• реагенти та методи, що використовуються для виду ідентифікація N. gonorrhoeae.

Поширеність чутливих гонококових штамів на концентрацію протимікробних препаратів загалом що використовується в селективних культуральних середовищах з агаром, незначна більшості країн.
 У результаті рекомендується, що поживні селективні культуральні середовища які використовується для рутинної діагностики гонореї. 
Якщо ресурси дозволяють, для сечостатевих зразків, також ідеально використовувати неселективну культуральну чашку для кожного зразка.
 В деяких географічних районах може бути до 5% гонококів чутливі до концентрації ванкоміцину 3–4 мг/л використовується в селективних культуральних середовищах ; отже, селективні добавки зі зниженою концентрацією ванкоміцину 2 мг/л або з лінкоміцином (1 мг/л),

Який менш пригнічує забруднюючі бактерії ніж ванкоміцин, рекомендуються. 
Якщо ректальний і фарингеальні зразки регулярно тестуються, високий рівень рекомендована концентрація ванкоміцину.
4.5.2 Інокуляція культури та інкубація

Прокрутіть тампон із зразком приблизно одна чверть поверхні пластини,

в ідеалі чашки Петрі діаметром 90 мм. Використовуючи  стерильною бактеріологічною петлею, нанесіть на неї посівний матеріал  залишилася частина середовища для забезпечення росту ізольованих колоній. 
Як варіант, зразок може інокулювати по всій поверхні пластини, а потім розкреслений; це може дати більш ізольовані колонії. 
Висиджують щеплені пластини негайно при 36±1°C у вологій атмосфері

(приблизно 70–80% вологості), що містить 5±1% CO2

(банка для гасіння свічки зі змоченою ватною кулькою або рушники [рис. 4.3], банку з CO2- створення конвертів, або CO2   інкубатор з мискою для води або інше обладнання для підвищеної вологості). Огляньте пластини після 18–24 годин і, якщо негативний результат, знову через 48 годин.
 Після 24 години інкубації, типові колонії можуть відрізнятися діаметром від 0,5 до 1 мм, а за зовнішнім виглядом від сірого до білого, від прозорого до непрозорого, від опуклого до плоского (залежно від штаму гонокока та культурального середовища). Після подальшої інкубації вони можуть досягати 3 мм в діаметрі і стають менш гладкими. Часто а на пластині з’являється суміш різних типів колоній. 
4.5.3 Імовірна ідентифікація N. Gonorrhoeae
Передбачувана ідентифікація колоній з a

гонококоподібна поява на селективних середовищах може

фарбування за Грамом і an оксидазний тест. Оксидазний тест визначає наявність цитохром с оксидаза; тест найкраще виконувати натираючи кілька колоній безпосередньо на смужку фільтрувального паперу зволожений реактивом (1% водний розчин тетраметил-пара-фенілендіаміну дигідрохлорид) виготовлені власними силами або комерційно. Позитивна проба змінює колір від безбарвного до фіолетового в кількох (максимум 30)

секунд. В якості альтернативи можна провести оксидазний тест виконують, помістивши краплю оксидазного реагенту на кілька представницькі колонії на чистій ростовій культурі. Догляд слід приймати, оскільки реагент токсичний для бактерійі, якщо присутні лише кілька колоній, вони повинні бути пересівали перед тестуванням. 

Спостереження за оксидазопозитивні, грамнегативні диплококи з типовим

колоніальна морфологія на селективних середовищах із генітальних зразків забезпечує достатню та надійну ідентифікацію N. gonorrhoeae для передбачуваного діагнозу і є високою прогнозує N. gonorrhoeae, якщо вирощувати на гонококовому селективному агарі від пацієнта з високим ризиком.

У ситуаціях якщо ресурси обмежені, цього достатньо для початку

лікування. Однак для встановлення остаточного діагнозу гонорея, необхідно підтвердити ідентифікацію N. gonorrhoeae шляхом усунення близькоспоріднених видів, такі як N. meningitidis, N. lactamica та N. cinerea,

які також можуть рости на первинній ізоляції гонококів селективні носії. Бажано завжди підтверджувати виявлення грамнегативних, оксидазопозитивних колонії з усіх екстрагенітальних ділянок, як імовірність

виділення видів Neisseria, відмінних від N. Gonorrhoeae на цих ділянках вище, особливо в глотці. Будь-який ізоляти гонококів, які підлягають подальшій характеристикі, напр. шляхом тестування на чутливість до антимікробних засобів або за фенотиповим або генетичним типуванням також повинні мати їх ідентифікація підтверджена.
4.5.6 Підтвердження ідентифікації N. gonorrhoeae 
Для підтвердження можна використовувати три підходи: використання

біохімічних тестів, які диференціюють дивергент Нейссерія та інші близькі види і дають повна видова ідентифікація, використання імунолог реагентів або використання молекулярного виявлення, які є специфічні для 
N. gonorrhoeae, але лише підтверджують ідентичність N. gonorrhoeae і не виділяти ізолятидавати негативні реакції. 

Вибір серед них підходи залежатимуть від кількості ізолятів підлягає перевірці, експертиза та вартість. У лабораторіях, що гонококові ізоляти виявляють нечасто, доцільно використовувати наявний у продажу комплект, який забезпечує повну ідентифікація.
 У лабораторіях, які ідентифікують багато ізолятів, N. gonorrhoeae часто підтверджується за допомогою специфічного реагенту, а потім, якщо будь який несподівано негативний, вони додатково тестуються за допомогою біохімічного набору.
 Немає тест на 100% чутливий і специфічний, тому, якщо ресурси доступні, наразі рекомендується клінічна ізоляти N. gonorrhoeae слід підтвердити за допомогою поєднання біохімічних та імунологічних досліджень. 
Цей підхід є особливо рекомендовано для контрольних лабораторій.
5.Хламідійні інфекції

5.1 Вступ

Chlamydia trachomatis, етіологічний збудник хламідіозу, викликає значну захворюваність і економічні витрати світової. У 2008 році Всесвітня організація охорони здоров'я (ВООЗ) оцінюють 106 мільйонів нових випадків урогенітального хламідіозу серед дорослих у всьому світі. Це ставить хламідіоз як найбільший поширена бактеріальна інфекція, що передається статевим шляхом (ІПСШ) разом із гонореєю (також 106 мільйонів нових випадків).C. trachomatis було класифіковано за трьома біоварами, кожен містить кілька сероварів або генотипів (залежно від методу, використаного для класифікації).Біовари визначали залежно від типу інфекції,загальна локалізація інфекції (тканинний тропізм), і відносна вірулентність хвороби—те які викликають трахому (основна причина, якій можна запобігти сліпота в усьому світі та ендемічна у багатьох розвиваються країни), ті, що викликають статеві інфекції (a провідні бактеріальні ІПСШ у всьому світі), і ті, що викликають венеричну лімфогранульому.Очний біовар складається із сероварів A–C, які є зустрічається переважно при інфекціях кон'юнктиви. Тканиний тропізм не є абсолютним, як у цих організмів, особливо серовар B, також може бути виділений із статевих інфекцій,але частота цих випадків рідкісна. Переважний біовар складається з сероварів D–K, які передаються статевим шляхом і інфікують статеві органи епітелію, що викликає у чоловіків уретрит і цервіцит (і уретрит) у жінок.Безсимптомний урогенітальний інфекція зустрічається до 50% чоловіків і до 90% жінок. Якщо не виявити та не лікувати, інфекція може піднімаються до верхніх відділів статевих шляхів і викликають епідидиміт у чоловіків та запальні захворювання органів малого таза (ЗЗОМТ) та пов’язані з ними наслідки (позаматкова вагітність і трубний фактор безпліддя) в жінки. Ці серовари також можуть бути виділені з очних інфекції у новонароджених, отримані під час проходження через інфіковані родові шляхи, але не несуть великої відповідальності при трахомі. 
У новонароджених також може розвинутися хламідіоз пневмонія через вплив цих сероварів під час вагінальні пологи (не плутати з інфекцією C. pneumoniae). Нарешті, біовар LGV, що складається із сероварів L1–L3,

також біовар, що передається статевим шляхом, але з тканиною перевага лімфоїдних клітин і більш агресивна прогресування захворювання. LGV-інфекції відповідно більш інвазивний і може викликати системну інфекцію, ніж інші біовари. LGV є ендемічним у багатьох країнах, що розвиваються

налаштування світу по всьому світу. 
З 2003 р. спалахи LGV проктит і проктоколіт були задокументовані серед чоловіків, які мають секс з чоловіками (ЧСЧ) у Європі та Північній Америки, де раніше спостерігалися лише окремі випадки. C. trachomatis викликає найбільш поширені бактеріальних ІПСШ у всьому світі, які включають a

спектр захворювань у різних місцях (тобто статевих органів, очей, лімфатичних вузлів і бронхів).

• Негативні результати, пов'язані з відсутністю лікування Інфекції
 C. trachomatis включають ЗЗОМТ, позаматкову вагітність, трубний фактор безпліддя, епідидиміт, простатит та ін.

5.2 Огляд доступних методів діагностики

Хоча хламідійні інфекції дуже поширені,знання щодо цієї ІПСШ були дуже обмежені в громадськості стан здоров'я до 1980-х років через обмеження з

методи діагностики. Ранні методи діагностики були розвивався навколо зусиль боротьби з трахомою, а неІПСШ. Для розрізнення використовували серологію гостра і хронічна інфекція, але не відповідає чутливість і специфічність для діагностики гострої інфекції, і отримати оцінки тривалості життя на основі населення контакт. Культура була стандартизована в 1970-х роках, роблячи ізоляцію організму корисним діагностичним інструментом.

Однак необхідно підтримувати життєздатність організму які вимагають суворих умов транспортування та зберігання обмежена доступність цього тесту для клінік, що працюють збільш розвинені лабораторії. 
Тести на виявлення антигену, прямий імунофлюоресцентний аналіз (DFA) і твердий фазові твердофазні імуноферментні аналізи (ELISA) були розроблені на початку 1980-х років, роблячи діагностику хламідійні інфекції більш доступні.
Було розроблено кілька експрес-тестів ELISA, призначених для надання медичної допомоги стали доступними. DFA, лабораторний ELISA, страждали від низької чутливості щодо культури і неоптимальна специфічність. 
Проте стрімкий час виконання та менш обмежувальні вимоги до транспортування зразків зробило їх привабливим варіантом, особливо в умовах високої поширеності. Наступним великим досягненням у діагностиці хламідіозу було використання послідовностей нуклеїнових кислот, а не

антигени як мішені виявлення. Чутливість в спочатку розроблена неампліфікована нуклеїнова кислота аналіз гібридизації (NAH) був подібний до тесту культури, але знову виникли питання щодо специфічність. . Додавання Neisseria gonorrhoeae до тестове меню зробило цей аналіз надзвичайно привабливим. Нуклеїновий тести кислотної ампліфікації (NAAT) були наступною діагностикою розвитку. 
NAAT використовують ферментативні методи для ампліфікації націлювати ДНК або РНК експоненціально на мільярди копій. Посилений продукт виявляється різними способами, надання кожному аналізу унікальних характеристик ефективності.

Подібно до тесту NAH, NAAT поєднували хламідії та тестування на гонорею з одного зразка. Завдяки чудовим характеристикам продуктивності, напр. чутливість, специфіка, діапазон типів зразків, автоматизація та незалежність від підтримки життєздатності організму, NAAT настійно рекомендуються для діагностики та скринінг на хламідійні інфекції. 
Для доп відомості про експлуатаційні характеристики різні методи діагностики хламідіозу. Проблеми, пов'язані з оцінкою та ефективністю аналізу мінливість підкреслюють необхідність перевіркианалізи та суворий контроль якості (QA) у кожному  лабораторії не тільки до прийняття методу, але також на регулярній основі.

Характеристика всіх діагностичних методів має вирішальне значення для

чітко дотримуйтесь рекомендацій з виробника щодо збору, транспортування та зберігання зразків, а також виконання в специфічний аналіз, включаючи контроль якості.

• Продовжуються технології діагностики хламідіозу покращує чутливість.

• Завдяки чудовим експлуатаційним характеристикам

Для діагностики настійно рекомендуються НААТ та скринінг на хламідійні інфекції. однак, вибір тестів залежить від ресурсів наявність і рівень лабораторного забезпечення.
5.3 Збір, транспортування та зберігання умови екземплярів

Умови збору, транспортування та зберігання зразки стали залежними від аналізу багато випадків. У цьому розділі будуть представлені деякі загальні відомості рекомендації, але деталі, пов’язані з будь-якою конкретною діагностикою аналіз слід брати з відповідної упаковкивставте інструкції.

Анатомічні місця взяття зразків відрізнятимуться залежно від клінічна картина та історія хвороби пацієнта та загальна чутливість аналізу. Для культури, яка потрібні живі організми, зразок потрібно зібрати з ділянок зі стовпчастими або кубічними епітеліальними клітинами, які, швидше за все, будуть активно інфіковані. Таким чином,зразок ендоцервікального зіва слід брати у жінок і епітелію уретри необхідно взяти у чоловіків і, якщо відповідний, у жінок. Дослідження показали неодноразово інфекції, виділені в ендоцервікс або у самки уретра. Культивування обох цих сайтів під час тестування жінок збільшиться виявлення випадків.
Отримайте ендоцервікальні зразки шляхом введення колекції пристрій на 2–3 см у вічко та обертання на 360°. 
Ендоцервікальні проби не беруть у дівчаток препубертатний вік; натомість слід взяти зразки з передодня піхви та зразок сечі також слід взяти пробу. Зберіть зразки з уретри введення тампона на 2–3 см в уретру з подальшим повний оберт для отримання клітинного матеріалу.
Зразок неадекватність була описана як поширена проблема що негативно вплине на чутливість культури. У той час як інші не культуральні, не-NAAT аналізи не вимагають життєздатні організми, обмежена чутливість цих аналізів для отримання потрібно зібрати достатню кількість організмів

позитивний результат. Додатково методи визначення антигену як правило, потрібні переважно цілі організми. Таким чином, ті самі обмеження вибірки, які необхідні для культури зазвичай застосовуються до цих методів діагностики. Деякі ELISA були схвалені для використання у чоловіків

зразки сечі, оскільки цей метод відбору проб промиває мікроорганізмів з уретри. Якщо обсяг першої лов сеча ретельно контролюється (загалом менше 25 мл), і пацієнт не випорожнився протягом попередньої години, навантаження на організм, швидше за все, буде достатньо концентрованим

бути виявлені в цих аналізах. Це не вірно для жіночої сечі з моменту виникнення інфекцій уретри зустрічається рідше, і зразок сечі не береться

тканини шийки матки. Перевагою NAAT є залежність від нуклеїнової кислоти матеріали, для яких не потрібні життєздатні чи неушкоджені організми.У результаті ці аналізи розширили наші можливості для збору менш інвазивних зразків, які вимагають клінічних досліджень налаштування. NAATs дуже чутливі при використанні зразків, отриманих самостійно (наприклад, вагінальних мазків або чоловічої сечі).

NAAT також корисні для тестування залишкової рідини цитологічне середовище, що дозволяє проводити скринінг для жінок, які отримують тест Папаніколау . Вагінальний мазки можуть бути отримані як пацієнтом, так і клініцистом корисність . Вставте тампони в піхву та обертайте осліджуйте стінки піхви повністю.
У деяких випадках потрібне взяття негенітального зразка, тобто

залежить від клінічних ознак і сексуальної практики.
 Культура може впливати на інфекцію прямої кишки та ротоглотки, але чутливість досить низька через забруднення  мікрофлора. 
Однак NAAT мають вищу чутливість до ці інфекції, незважаючи на повідомлення заявки виробника ці типи зразків. Використання НААТ при екстрагенітальних показників у ЧСЧ значно збільшується пікс. 
Зразки ректальних зразків, отримані клініцистом або пацієнтом, шляхом введення дакронового тампона до зручно (2–3 см) у пряму кишку та повертаючись 360°. Більше немає необхідності візуалізувати пряму кишку

зібрати адекватну пробу завдяки збільшенню чутливість аналізів NAAT. 
Для тих, хто повідомив рецептивний анальний статевий акт, ректальне тестування є виправданим. Самостійний збір зразків для використання з НААТ може збільшити поглинання скринінгу та зменшити тягар клінічного часу. Збирають рото глотку зразки із задньої глотки та мигдалин склеп. Зразок цього типу слід збирати, коли діагностика інфекцій, що передаються під час орального сексу. Для зразки, зібрані у новонароджених з підозрою на наявність під час пологів перенесена хламідійна пневмонія, отримати назофарингеальний зразок. Цей зразок буде використовувався для культури або DFA і не був суворим оцінюється в будь-яких інших системах. 
Проте внаслідок низьке бактеріальне навантаження, NAATs, ймовірно, будуть найбільшими ефективний; у цій галузі необхідні додаткові дослідження. Вставка тампон через ніздрю до глотки стіна може бути зразком. Зберіть зразок кон’юнктиви відведення нижньої повіки та переміщення тампоном по поверхні нижньої кон'юнктиви ока до серединного кута ока. Для підозрюваних LGV.
Враховуючи сувору оцінку, необхідну раніше схвалення діагностичного тесту Сполученими Штатами Американське управління з контролю за продуктами й ліками (FDA), яке включає клінічні випробування з порівнянням у кількох місцях відповідно до стандартів, виконання

Схвалені FDA аналізи добре задокументовані. Тому ми використовуємо цей рівень оцінки як стандарт для визначення якісних проб. 

  5.4 Тести ампліфікації нуклеїнової кислоти (NAAT)

Молекулярна детекція специфічних послідовностей нуклеїнових кислот

і подальша перевірка та комерціалізація таких аналізи значно покращили лабораторне виявлення C. trachomatis. Тести NAH, які спираються на

зв'язування специфічних комплементарних зондів нуклеїнових кислот

і подальше посилення сигналу для виявлення зв'язування, інші регуляторні та консультативні органи) для діагностики, статевих і екстрагенітальних ділянок, а також скринінг на хламідійні інфекції . Підтверджуюче тестування C. trachomatis-позитивні зразки більше не рекомендуються.

Перевірені та ефективні NAATs мають кілька переваг які не залежать від виробника. Вони однозначно найчутливіші доступні аналізи, що також створює можливості об'єднання вибірок в обмежених ресурсах налаштування; вони незалежні від обслуговування життєздатність організму; Більшість комерційно доступних аналізів можна перевірити як на хламідіоз, так і на гонорею; і ці аналізи мають ширший діапазон корисних типів зразків, які включати менш інвазивні зразки сечі або вагінальні мазків на додаток до раніше необхідних ендоцервікальних і мазки з уретри. Крім того, ці аналізи хороші підходить для автоматизації, що призводить до збільшення

стандартизація та забезпечення якості вилучення та виявлення, як а також значно збільшив пропускну здатність. однак, Аналіз NAAT також має деякі спільні труднощі. Посилені технології вимагають істотних

приладів і не підходять багатьом лабораторні умови в країнах з обмеженими ресурсами. Ці аналізи також чутливі до навколишнього середовища

забруднення внаслідок експоненціального посилення цільові послідовності. Будь-яка дія, яка передбачає відкритий посилений зразок є потенційним джерелом аерозолю формування та забруднення навколишнього середовища. Один раз лабораторне обладнання та обладнання (наприклад, піпетки)

забруднитися, відновлюючись після перенесення забруднення може бути надзвичайно складним.Інша проблема пов’язана з можливістю хибнонегативних результатів результати. 
Процес екстракції нуклеїнової кислоти має вирішальне значення

процес, але важко гарантувати для кожного зразка.Ампліфікація вимагає точної солі, нуклеотиду та концентрації ферментів для ефективної роботи, що вимагає високої точності дозування. Фермент, який сприяє посиленню також може бути чутливим до компоненти крові, слизу та сечі.
 Тому в негативний результат може фактично відображати відсутність мети

нуклеїнової кислоти через неадекватний збір зразка або екстракція або відсутність підсилення, а не відсутність цільова послідовність. Частка зразків, які є гальмування може відрізнятися залежно від методу тестування та використання деяких методів, може досягати 7,5% у певних популяціях. Однак продуктивність цих тестів поки що значно краще, ніж культура, яка може забезпечити хибнонегативні результати через втрату життєздатності організму, і безкультурні методи, які мають меншу чутливість ніж) культурі, водночас маючи неоптимальна специфічність. Тому, незважаючи на необхідність належна лабораторна обережність, переваги NAATs істотно переважує недоліки. Використання NAATs слід заохочувати навіть в умовах обмежених ресурсів налаштування шляхом створення регіональних референс-лабораторій які можуть надавати діагностичні послуги за допомогою них методи. Регіональні референс-лабораторії надають багато

переваги, які є результатом більших обсягів тестування, суворе дотримання належної лабораторної практики та покращення технічної експертизи. Використання регіональних лабораторій може зменшити витрати, використовуючи аналізи з найвищою чутливість. Незважаючи на необхідність надіслати зразки до регіонального об’єкту, великий обсяг і доступ до високопродуктивної автоматизації можуть призвести до еквівалентного або скорочений час виконання робіт. З цих причин лабораторії, які не можуть дозволити собі виконувати найбільше чутливі аналізи NAAT повинні розглянути можливість використання послуги регіональної референс-лабораторії, а не використання менш чутливого діагностичного інструменту.

Наразі чотири компанії схвалені комерційно доступні NAATs для виявлення C. trachomatis. Аналізи, що продаються цими виробники описані нижче.
 Все комерційно доступні та затверджені NAAT виявляють LGV як 

C. trachomatis-позитивний; проте без розрізнення результати як L1–L3 позитивні. Для цієї мети, необхідне генотипування. Важливо зауважити, що в усьому світі існує багато додаткових комерційно доступні або навіть розроблені в лабораторії C. trachomatis NAAT, що використовуються . 
Якщо не FDA використовуються затверджені NAAT, регіональні та інші національні регулятивні процеси повинні забезпечувати гарантії якості та

виконання діагностичного НААТ. Використання міжнародно схвалені NAATs сильно рекомендований. Якщо це неможливо, то сильно рекомендовано ефективність пропон NAAT для локальних налаштувань суворо перевірено перевірку якості перед використанням проти принаймні одного міжнародно схвалений NAAT і згодом використаний з відповідним позитивним, негативним і гальмуванням елементи керування; участь у відповідній зовнішній якості також настійно рекомендується система оцінювання. Молекулярні технології пропонують найкращу чутливість з чудовою специфічністю.  Молекулярні аналізи знижують необхідність суворого умови транспортування та зберігання видалити суб'єктивний аналіз (наприклад, мікроскопію). Якщо міжнародно затверджені NAAT не можуть бути використовується, настійно рекомендується, щоб ефективність запропонованого NAAT для локальні налаштування суворо перевіряються та гарантується якість перед використанням принаймні для одного

міжнародно схвалений NAAT. Швидко з’являються нові аналізи і не можуть бути передбачені в цьому документі. Це важливо оцінити відповідну літературу постійно для високоякісних оцінок нові аналізи, щоб визначити найкраще підходить для кожного лабораторія.
5.5 Виявлення не на основі нуклеїнових кислот методи

5.5.1 Прямий імунофлуоресцентний аналіз (DFA)

DFA використовує моноклональне антитіло, мічене флуоресцеїном для мікроскопічної візуалізації C. Trachomatis елементарних тілець у клітинних мазках, зібраних з кон'юнктиви, уретри або ендоцервіксу. Це залишається

єдиний тип тесту, який має здатність оцінювати безпосередньо якість зразка; однак DFA страждає від неоптимальна чутливість, навіть відносна культура.

Використовується в аналіз флуоресцеїном моноклональне антитіло, специфічне для C. trachomatis  і не реагує перехресно з C. pneumoniae.

На відміну від цього, реагент Pathfinder використовує поліклональний

антитіла, специфічні для ліпополісахариду (ЛПС), тобто більш широко реактивний і забарвлює C. pneumoniae як а також C. trachomatis.
 Найбільш поширене використання DFA – фарбування мазків з кон’юнктиви, переважно в новонароджених у розвинених країнах. DFA пропонують

переваги швидкого часу виконання, високої специфічності, та виявлення нежиттєздатних організмів. В додаток, жоден інший комерційний аналіз не має нормативних вимог для зразка кон'юнктиви або має можливість оцінити

безпосередньо якість зразка. Однак DFA страждає відзначно нижча чутливість, ніж у NAATs трудомісткий і непридатний для високопродуктивної діагностики, і вимагає кваліфікованих мікроскопістів. Негативні результати слід тлумачити з обережністю через бідність виконання цих тестів, які можуть призвести до пропуску інфекції.

5.5.2 Тести на місці надання медичної допомоги.

ІФА мають низьку чутливість і неоптимальний результат специфічність (особливо ELISA, що виявляють LPS). до NAAT, для чого може знадобитися підтверджуюче тестування позитивні результати. Негативні результати слід інтерпретувати з обережністю через низьку продуктивність цих тестів

що може призвести до пропущених інфекцій.
 Через обмеження існуючого ELISA, ці тести не слід використовувати, коли

можливі інші варіанти тестування. Однак, на відміну від ІФА, тести, які

використання технології ELISA мають переваги, які роблять їх використовувати розумне в конкретних умовах. Кілька тестів.зазвичай на основі латерального потоку та антигенної мембрани захоплення на імунохроматографічних смужках (ICS), були розроблені для діагностики 
C. trachomatis інфекції. 
Багато з цих тестів були розроблені і комерціалізовані, але більшість не зазнали належне та всебічне оцінювання. однак, у порівнянні з NAAT цей швидкий тест чітко відображає недостатня чутливість, і його слід використовувати лише тоді, коли не вистачає належного лабораторного обладнання. Обговорює принципи тестування для тестів POC. Незважаючи на низьку  чутливість тестів , в умовах обмежених ресурсів, населення з високою поширеністю, зниження чутливості може бути прийнятним в обмін на можливість перевірити та лікування, поки пацієнт знаходиться на місці .

У дослідженні аналізу рішень, коли частота повернення пацієнтів на лікування становила 65% або менше, експрес-діагностика ПОК забезпечила збільшення в кількість пацієнтів, які пройшли лікування, незважаючи на меншу кількість інфекцій виявлено.Тести можуть у цьому налаштування також можна використовувати для підвищення специфічності синдромних алгоритмів управління, які зменшать надмірне лікування та перевірка безсимптомних інфекцій. Швидкі тести  пропонують розширені можливості для охоплення неклінікового населення та забезпечення негайне лікування. 
У деяких ситуаціях вплив о це посилене лікування може компенсувати нижчу чутливість цих тестів порівняно з NAATs.

• Швидкі тести POC пропонують розширені можливості для охоплення населення, яке не базується на клініці та надання негайного лікування.
 В деякихситуаціях, вплив цього посилився лікування може компенсувати нижчу чутливістьці тести порівняно з NAATs трихомоніаз

6.Трихомоніаз

6.1 Вступ

Trichomonas vaginalis є етіологічним збудником

найбільш поширена невірусна інфекція, що передається статевим шляхом

(ІПСШ) у всьому світі. У 2008 р. Всесвітня організація охорони здоров’я

за оцінками, 276,4 мільйона нових випадків T. vaginalis до сталися у всьому світі серед дорослих віком 15–49 років. Це представляло значно більше випадків ІПСШ, ніж викликані Chlamydia trachomatis і Neisseria гонорея комбінована . Незважаючи на таку високу поширеність інфікування T. vaginalis, зусилля з контролю над ІПСШ історично недостатньо наголошували на цьому патогені. Хоча T. vaginalis може викликати аномальні виділення з піхви (трихомоніаз) у жінок і може бути причиною

до 10–12% випадків негонококового уретритуу чоловіків  інфекція може протікати безсимптомно при принаймні 50% жінок і 70–80% чоловіків . Таким чином, Лабораторна діагностика необхідна для доповнення синдромні стратегії управління для лікування ця інфекція. Т. vaginalis рухлива, яйцеподібна, грушоподібна, джгутикова найпростіші (10–20 мкм завдовжки). Організм має чотири вільних, передній джгутик і п'ятий джгутик, вбудований в хвилеподібній мембрани, яка простягається навколо передньої дві третини клітини. Джгутики рухають найпростіших різким рухом. 

Епідеміологія інфекції T. vaginalis відрізняється від інші інфекції, що викликають виділення зі статевих органів два важливі аспекти.
 По-перше, віковий розподіл інфекція відрізняється від хламідійної інфекції або гонорея в тій хламідійній, причому в меншій мірі гонококова, пік поширеності припадає на жіночий вік 15–25 років, тоді як інфекції
 T. vaginalis з’являються досягає піку значно пізніше в житті (між 40-50 роками). Ця різниця в розподілі актуальна до інформування програм контролю ІПСШ та відповідних цілеспрямованість скринінгових зусиль. Вікова специфіка поширення інфекції у чоловіків не вивчено адекватно.

Друга відмінність полягає в тому, що, незважаючи на опору на статеву

передача для переміщення від господаря до господаря, поширення лабораторно діагностованого T. Vaginalis інфекцій сильно зміщується із співвідношенням жінок і чоловіків аж до 4:1.Цей розподіл продемонстровано в рівень зараження партнерів-чоловіків до інфікованих жінок, який коливається від 22% до 72% і кілька досліджень проводиться як у чоловіків, так і у жінок. Ймовірно, це пов’язано з a більш транзиторна інфекція, що виникає у чоловіків, короткий період можливість виявлення організму та відсутність скринінг і діагностика у чоловіків. 
Т. vaginalis прилягає до слизові оболонки, пов'язані з сквамозними

епітелію і не проникає в слизову оболонку. Тому що середовище чоловічої уретри, цей організм менше шансів підтримуватися в цьому місці, ніж у

вагінальне середовище. Є обмежені дані щодо патогенез інфекції T. vaginalis у чоловіків . У чоловіків і жінки, організм часто викликає міцний запальна реакція, що призводить до фульминату виділення явного захворювання. 

Діагноз трихомоніазу ґрунтується на запаху,якість і кількість вагінальних виділень; вагінальний pH; і можлива наявність в’ялості шийки матки. Вагінальний pH, зазвичай >6,0, блискавичні або пінисті білі виділення,

і точкова крихкість шийки матки («полунична шийка матки») що свідчить про інфікування T. vaginalis. Однак, відсутність цих клінічних ознак не є достатнім доказом щоб виключити інфекцію, особливо якщо інфекція є

безсимптомно майже у 50% жінок і у 70–80% випадківчоловіки . 
Відповідно, для посилення чутливості і специфічність діагностики, необхідні лабораторні методи.
Запальна реакція при трихомоніазі у жінокі T. vaginalis уретрит у чоловіків є значним і істотно підвищує ризик передачі ВІЛ та придбання, а також збільшити ймовірність несприятливих наслідки вагітності. 
У чоловіків лікування T. Vaginalis уретрит призводить до зменшення насінної рідини на 0,5–2 log рідинне вірусне навантаження ВІЛ . Подібні результати були спостерігається у жінок, які отримували лікування з приводу виділень з піхви. Враховуючи, що вірусне навантаження на генітальний відділ один найбільш значущих факторів ризику передачі неінфікованому партнеру, відповідний діагноз і лікування інфекцій T. vaginalis має бути публічнимпріоритет здоров'я як стратегія зменшення ВІЛ. Так само дані були доступні протягом багатьох років, що вказує що збільшується наявність ІПСШ, що викликає виділення ризик зараження ВІЛ. Дослідження, проведені в країни Африки на південь від Сахари оцінили підвищений ризик

Сероконверсія ВІЛ у жінок з трихомоніазом бути від 1,5 до 3,0 разів . Ці дослідження були проведені у групах жінок з високим ризиком інфікування ВІЛ (жінки працівники секс-бізнесу) і більш широке населення (жінки відвідування клінік планування сім’ї). Аналіз виживання проведене під час великого клінічного випробування, оцінене вдвічі підвищення відносного ризику інфікування ВІЛ протягом а 30-місячний термін для жінок з трихомоніазом .І навпаки, кількість жінок з ВІЛ збільшилася в 2,1 раза

ризик зараження трихомонадою протягом 30 міс подальшого спостереження . Це свідчить про підвищений ризик передача ВІЛ неінфікованим партнерам. З підвищеною ризики посилення передачі ВІЛ подібні до тих, що спостерігаються з гонореєю, і показники поширеності майже такі в три рази вище, відповідної діагностики та лікування 

Інфекція T. vaginalis заслуговує на підвищену пріоритетність.

Інфекції T. vaginalis є найпоширенішими невірусні ІПСШ та сприяють передачі ВІЛ і придбання, а також збільшити ймовірність несприятливі наслідки вагітності

6.2 Огляд доступних методів діагностики

Виділяють чотири основні класи лабораторної діагностики аналізи: мікроскопія вологого препарату, виявлення антигену, культури та тести ампліфікації нуклеїнових кислот (NAATs). 
Препаратна мікроскопія може бути виконана в клініці налаштування та в поєднанні з тестуванням на бактеріальні вагіноз. Це ідеальний метод діагностики першої лінії, тобто якщо він позитивний, це забезпечує остаточний діагноз висока специфічність за умови адекватного виконання та інтерпретації.

Однак будьте обережні, щоб виключити наявність інфекції виключно на негативній мікроскопії з трьох причин. Спочатку, трихомонади дуже чутливі до температури і втрачають рухливість лише через 10 хвилин колекція зразків. Оскільки рухливість є відмінною рисою, ця втрата може призвести до хибнонегативних результатів. по-друге, розміри трихомонад подібні до білої крові клітини (лімфоцити або дрібні нейтрофільні гранулоцити),

які часто виникають в результаті запальних процес. 
Таким чином, трихомонади можуть бути закриті або помилково прийняті за ці клітини. Нарешті, у багатьох жінок і у більшості чоловіків навантаження на організм може бути нижче межі виявлення для мікроскопії. На додаток до вагінального мазка зразків, мікроскопія може бути виконана на уретрі ексудатів або осаду сечі у чоловіків, але ця техніка страждає низькою чутливістю, ймовірно, також через низьку навантаження на організм 
Зараз доступні тести на виявлення антигену на місці надання медичної допомоги доступний у багатьох налаштуваннях. Вони схвалені лише для

зразки жіночих вагінальних мазків. Останнє покоління цих тестів, напр. Експрес-тест OSOM Trichomonas (Genzyme Diagnostics, США), має підвищену чутливість порівняно з мікроскопією  і може надати результати

приблизно через 30 хвилин, тобто поки пацієнт чекає. Як і в інших аналізах , можливість лікування інфекцій негайно є перевагою цього тесту над аналізами, які потребують направлення в центральну лабораторію.

Лабораторна культура доступна багатьом років і в останнє десятиліття, комерційно доступні культуральні набори, такі як культуральна система, стали доступними. Вагінальний мазки, мазки з уретри та осад сечі чоловіків

є зразками, дозволеними для культури .Це метод вимагає до 5–7 днів після збору, а також визначення позитивних результатів вимагає мікроскопії. Однак культура підвищує чутливість за межі мікроскопія вологого препарату.

Нарешті, NAAT доступні для виявлення специфічних ДНК або РНК 
T. vaginalis. Для програм, які використовують НААТ при хламідіозі та гонореї, включення Тест на T. vaginalis може бути розумною стратегією. 
З лікарських засобів (FDA) схвалило лише один аналіз, але інші аналізи знаходяться на стадії оцінки та можуть вже доступні в деяких налаштуваннях. Чутливість і специфічність схваленого FDA аналізу 
дуже високі . Ці  характеристики інших NAAT повинні бути суворо оцінено, в ідеалі відповідно до тесту, затвердженого FDA, в налаштуваннях для використання та перед впровадженням для планова діагностика в лабораторії.

Було описано ряд методів для виявлення антитіл до T. vaginalis. однак антитіла мають низьку чутливість і неоптимальну специфічність для

виявлення поточної інфекції T. vaginalis і слід не використовувати для рутинної діагностики трихомоніазу. підсумовує характеристики продуктивності доступні діагностичні тести для виявлення T. vaginalis. 
Для відповідне виконання всіх діагностичних методів, це дуже важливо точно дотримуватися стандартних операцій процедури та рекомендації від виробника щодо збирання, транспортування та зберігання зразки, а також виконання конкретного аналізу, включаючи контроль якості.

• Відповідні POC тести та культура мають вищі чутливість, ніж мікроскопія.

• Відповідні та підтверджені NAAT мають перевагу чутливість до інших методів діагностики.

6.3 Збір, транспортування та зберігання.
Вагінальні зразки є оптимальними для виявлення T. vaginalis. Відбір проб із заднього склепіння слід проводити за допомогою дакронований або віскозний тампон на пластиковому стрижні. Ватні палички на дерев'яних стрижнях прийнятні для мікроскопії або інокуляція культури. 
Тому, щоб уникнути плутанини, це практично уникати використання ватних паличок. Клініцисти можуть збирати зразки перед введенням дзеркала під час тазу або пацієнти можуть самостійно отримати зразки.

Клініцисти повинні надати інструкції, щоб переконатися в цьому пацієнти розуміють, як збирати власні зразки. Знайдено надання відповідних інструкцій бути визначальним фактором прийнятності пацієнтом самовідбір проб. Залишкові зразки — вагінальні, цервікальні або сеча — може бути зібрана для тестування на хламідіоз/гонорею використовувати для
 T. vaginalis NAAT.

Чоловіки-Ексудати з уретри можна зібрати за допомогою дакрону

або тампон із штучного шовку на алюмінієвому стрижні. 
Ці зразки може бути використаний для мікроскопії вологого препарату, культури, або NAAT. Першу сечу можна центрифугувати для отримання

осад, придатний для культури. Нецентрифугований сеча відповідає тесту NAAT
6.4 Методи діагностики

6.4.1 Мікроскопія

Одразу після збору тампони слід регулюювати в ≤0,5 мл стерильного фізіологічного розчину кімнатної температури та слід підготувати предметне скло з краплею фізіологічного розчину зразок і покривне скло. 
Слайд слід читати на 100-кратне збільшення протягом 10 хвилин після збору

шукати рухомі трихомонади. Підтвердження грушоподібної морфології, включаючи візуалізацію джгутиків, слід виконувати із застосуванням 400-кратного збільшення (мал. 6.1).

Нерухомі клітини не можуть бути діагностовані як трихомонади і, відповідно, негайна мікроскопія має вирішальне значення оскільки трихомонади швидко втрачають рухливість. Чутливість мікроскопії обмежена (настільки низька, як 40–65% для жінок у деяких умовах і навіть нижче для проб від чоловіків і негативні результати слід тлумачити з обережністю.

У деяких випадках мікроскопія є першочерговою діагностикою і скринінг, і негативні зразки посилаються центральна лабораторія для подальшої оцінки, зокрема у симптоматичних осіб. Однак, коли суворо визначено необхідну моторику та морфологію, специфічність мікроскопії відмінна і у всіх пацієнтів з позитивними результатами мікроскопії слід враховувати

заражений.

Мікроскопія повинна бути виконана та інтерпретована в межах 10 хвилин для досягнення оптимальних результатів і найвищий чутливість у симптоматичних жінок
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Малюнок 6.1

Trichomonas vaginalis при мікроскопії вологого препарату.Мікроскопія повинна бути виконана та інтерпретована протягом 10 хвилин для досягнення оптимальних результатів і має найвища чутливість у жінок із симптомами.
6.4.2. Тести ампліфікації нуклеїнової кислоти (NAAT)

NAAT пропонують найбільшу гнучкість у зборі проб методів, а також найвищу чутливість з усіх доступних методи діагностики. Залишкові зразки статевих органів, що використовуються для діагностика хламідіозу та гонореї за допомогою НААТ підходить для виявлення нуклеїнових кислот

T. vaginalis.

Лабораторії, які регулярно перевіряють хламідіоз і гонорею NAATs повинні розглянути можливість тестування на трихомонади. Незважаючи на те різниця у віковій поширеності, у багатьох налаштування поширеності населення T. Vaginalis інфекції достатньо, щоб виправдати включення як частину a панель тестів, що викликають розряд. Описи аналізи, розроблені лабораторією, які використовують багато з в даний час доступні хламідіоз і гонорея NAAT доступні платформи. Всі ці аналізи включають обробку для виділення нуклеїнових кислот, ампліфікація цільових послідовностей і виявлення посилений матеріал. Крім відмінної чутливості і специфічність, ці аналізи можуть залежати від забруднення навколишнього середовища і, отже, вимагає суворого дотримання належної лабораторної практики. 
Це також сильно рекомендовано ефективність пропон T. vaginalis NAAT для місцевих налаштувань, перед використанням в діагностики, суворо перевірено щодо принаймні одного міжнародно перевірений NAAT, в ідеалі схвалений FDA APTIMA TV, а потім використовувався з відповідну систему забезпечення якості.
Як зазначалося вище, один аналіз має схвалення FDA. Цей тест зарекомендував себе високо чутливі та специфічні , і їх можна запускати

напівавтоматизованій або повністю автоматизованій платформі. The аналіз, як і всі NAATs, вимагає особливої уваги до рідини процедури поводження з мінімізацією випадків зараження.

Розмір обладнання та вимоги до потужності для цього обидва тести істотні. Цей аналіз слід обмежити до референс-лабораторій з високою технічною потужністю.

• Ефективні та підтверджені NAAT мають дуже високі показники чутливість і особливо корисні в налаштуваннях де проводиться тестування на хламідіоз/гонорею виконується за допомогою NAAT.

• Діагностика NAAT вимагає спеціалізованої обладнання, реактиви та технічна експертиза.

6.5 Антимікробна резистентність

Ізоляти T. vaginalis зі зниженою чутливістю та резистентність до метронідазолу (загалом першої лінії лікування) і тинідазол (зазвичай терапія другої лінії) були описані, але зустрічаються рідко .Тим не менш, за певних умов низький рівень метронідазолу резистентність виявлена у 2–5% трихомоніазу випадків у жінок. Походження протимікробного засобу резистентність неясна, але багато стійких Штами T. vaginalis виявляються стійкими до повітря. Організми які є факультативними, як правило, стійкі до

метронідазол. Однак дані про резистентність мізерні і необхідні додаткові дослідження в цій області визначити механізми, поширеність та епідеміологія цієї стійкості. Втім, як і більшість організми чутливі, антимікробна чутливість тестування  не проводиться регулярно. тим не менш, деяким референс-лабораторіям необхідно підтримувати потужність

провести тестування на антимікробну чутливість T. Vaginalis ізоляти, особливо коли у пацієнтів з’являється невдача терапія метронідазолом. Пацієнти повертаються з продовженням симптоми слід оцінювати в контексті можливого поведінкові впливи та прихильність до лікування

режими. Клініцисти повинні знати, що протимікробний засіб резистентність була описана і розглянута це питання для людей із постійними симптомами.
7.Бактеріальний вагіноз

7.1 Вступ

Бактеріальний вагіноз (БВ) є найпоширенішою причиною вагінального захворювання ьвиділення у жінок дітородного віку. Хоча ні вважається захворюванням, що передається статевим шляхом, сексуальна активність є

фактор ризику його придбання . Це було показано зростає його захворюваність зі збільшенням кількості нещодавні та довічні партнери, а також наявність нового сексуального партнера.

Виявлення бактеріального вагінозу також у незайманих жінок виключає його передачу виключно статевим шляхом. Умова ймовірно, набагато більше пов’язане зі змінами в піхві екологія (через поки що невідомі механізми та господар факторів), що спричиняє підвищення місцевого рН, що є наслідком

зменшення кількості лактобацил, що виробляють перекис водню.

Лактобактерії допомагають підтримувати кислий pH здорових піхв і пригнічують інші анаеробні мікроорганізми. Нормально, здоровий піхви мають високу концентрацію лактобактерій. У BV, популяція лактобактерій значно скорочується, тоді як популяції збільшується кількість різних анаеробів і Gardnerella vaginalis.

До анаеробів, причетних до BV, належать Mobiluncus spp., Prevotella spp., Bacteroides spp., Peptostreptococcus,Fusobacterium і Eubacterium spp. Mycoplasma hominis і Ureaplasma urealyticum також були залучені с поточних незалежних від культури методів, більша кількість організмів було ідентифіковано як частину знайденої флори у жінок з BV, включаючи Atopobium vaginae. Багато з бактерії, пов’язані з BV, зустрічаються у нормальних жінок, хоч і в меншій кількості; отже, лабораторна діагностика

BV був сповнений труднощів, з кількома методами описані в літературі. Виділення та ідентифікація часто пропонують окремі організми, такі як 
G. vaginalis але не підходить і не має клінічного застосування для діагностики BV і може призвести до надмірного лікування. Діагностика найкраща досягається за допомогою клінічних критеріїв Амселя або за допомогою оцінки бактерій у забарвлених за Грамом вагінальний мазок.

• BV  є найпоширенішою причиною вагінальних виділень і це пов’язано зі змінами в екології піхви, з зменшення популяції лактобактерій у піхві і надмірний ріст анаеробів і G. vaginalis.

7.2 Діагностика

BV є клінічною формою, що характеризується посиленням кількість виділень з піхви з неприємним запахом. Цей діагноз ґрунтується на наявності не менше трьох з наступні чотири критерії (критерії Амселя) :

• однорідні клейкі виділення білого або сірого кольору;

• рН вагінальної рідини >4,5;

• виділення рибного амінного запаху з піхви рідини при змішуванні з 10% гідроксидом калію (КОН) розчин;

• «клітини-підказки», видимі під час мікроскопічного дослідження розрядка. Оцінка цієї клінічної ознаки суб'єктивна. Виділення у жінок з  часто не помітно більші ніж у здорових жінок. Крім того, додаток вагінальні спринцювання можуть зменшити кількість виділень. рН піхви. Необхідно виміряти рН вагінальної рідини з використанням паперових смужок
 pH-індикатора відповідного діапазону (3,8 до 6.0), наприклад ватман з вузьким діапазоном pH. Зразок збирається тампоном з бічних і задніх відділів

зводів піхви, а потім торкається тампона безпосередньо на паперову смужку. Як альтернатива, рН-папір можна торкнутися кінчика дзеркала після того, як це було зроблено витягнутий з піхви. 
Контакт з шийкою матки слід уникати слизу, оскільки він має рН >7,0. 
Нормальна  зріла піхва має кислий pH 4,0. У BV рН зазвичай підвищується до >4,5.

Вагінальний рН-тест має найвищу чутливість з чотирьох характеристики, але найменша специфічність; підвищений pH також спостерігається, якщо вагінальна рідина забруднена менструальна кров, цервікальний слиз або сперма, а також у жінок з інфекцією T. vaginalis.

Запах. Жінки з BV часто скаржаться на вагінальний запах. Цей запах виникає через виділення амінів, утворюється декарбоксилюванням амінокислоти лізину (до кадаверину) і аргініну (до путресцину) анаеробними бактерії.
 Коли  додається до вагінальної рідини, ці аміни негайно стають леткими, утворюючи типові рибний запах. Помістіть краплю вагінальної рідини на предметне скло і додайте краплю 10%. Тримайте предметне скло близько до

ніс, щоб виявити запах аміну. Після позитивної реакції,  зразок швидко втрачає запах після стояння тому що аміни будуть швидко і повністю випаровується. У деяких частинах світу KOH недоступний через його їдку природу і тому, якщо тільки три з чотирьох критерії виконуються, чутливість критеріїв втрачається. Клітини-підказки. Змішайте краплю вагінальної рідини з краплею фізіологічного розчину на предметному склі. Помістіть покривне скельце на суспензію і дослідіть під мікроскопом при 400-кратному збільшенні. Підказка клітини плоского епітелію, покриті багатьма дрібні коккобациллярние організми, що дають крапчастість, зернистість аспект; краю цих епітеліальні клітини не чіткі визначається через велику кількість присутніх бактерій і очевидний розпад клітин (рис. 7.2A і 7.2B). У більшості хворих на БВ суміш норм злущені вагінальні епітеліальні клітини та 20% або більше підказок буде видно клітини. Бактерії, що прилипають до клітин, є

G. vaginalis з домішками анаеробів. BV можна розпізнати в вагінальному мазку, пофарбованому за Грамом. Препарати можна досліджувати в клініці, де є засоби доступні або зберігаються для дослідження в лабораторії

для подальшої незалежної перевірки.
 Сорти вагінальної флори від нормального (рис. 7.3) до проміжного БВ

в мазку видно морфотипи. У мазку a у жінки з БВ, лактобактерії відсутні або зменшені за кількістю і замінюються змішаною мікробною флорою.

Для зчитування мазків зазвичай використовують два методи: Критерії Ізона–Хея, які оцінюють флору та є найбільш придатні для використання в рутинній клінічній практиці; і Оцінка Нюгента , яка оцінює окремі бактерії

і забезпечує кількісний аналіз, який особливо корисний для дослідницьких цілей, але дає мало переваг для клінічного використання. Варіабельність між спостерігачами. Повідомляється, що критерії Ньюгента та Айсона-Хея

те саме  

[image: image4.png]



Ключові клітини у вагінальному мазку.
Малюнок 7.2                                                        
Мікроскопія вагінальних мазків
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Малюнок 7.3

Нормальний вагінальний мазок забарвлений за Грамом

Лактобактерії
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8.Кандидоз

8.1 Вступ

Вульвовагінальний кандидоз (ВВК) викликається грибком Candida albicans приблизно у 85% випадків, з C. glabrata відповідає за решту 15%. 
Інші види, такі як C. krusei і C. Tropicalis рідко викликають вагініт . Candida spp. як правило ендогенного походження і можуть бути виділені з геніальних у 25% безсимптомних здорових жінок дітородного віку. Для Candida spp. Колонізувати піхви, вони повинні спочатку прилягати до епітелію піхви

клітини, а потім ростуть, розмножуються та проростають, перш ніж

зрештою викликаючи симптоматичне запалення. Зміни в зазвичай необхідне вагінальне середовище організм може викликати патологічні ефекти. мабуть

найважливіший захист проти колонізації,а запалення - це природна бактеріальна флора. Механізм, за допомогою якого Candida викликає запалення ще не встановлено, але важлива схильність

Фактори колонізації та запалення включають:

• пов'язані зміни рівня репродуктивних гормонів при передменструальних періодах, вагітності та перорально протизаплідні засоби;

• застосування антибіотиків;

•Цукровий діабет;

• імуносупресія.

Кандидоз зазвичай має ендогенне походження і не передається статевим шляхом. Хронічний або рецидивуючий VVC зустрічається у невеликої кількості жінок, викликаючи постійні симптоми, які можуть бути пов’язані з

фактори ризику, описані вище. Хімічний продукти, місцева алергія та уповільнена гіперчутливість також може сприяти індукції симптоматики

вагініт і вульвіт.
У чоловіків значення Candida spp. незрозуміло, хоча він може передаватися між статевими партнерами і може викликати баланіт або баланопостит і рідко уретрит. 
Як правило, у чоловіків розвивається алергічна реакція

до кандидозного антигену, хоча можлива фульмінантна інфекція спостерігається частіше у пацієнтів із зазначеним вище фактори ризику .

8.2 Діагностика

Діагноз ВВК зазвичай встановлюють на поєднання клінічних проявів і мікроскопії підготовки мокрого монтажу.  Класичні симптоми і ознаки VVC включають вагінальний свербіж, сирну масу без запаху білі виділення («сирки»), печіння відчуття у вульві, дизурія та еритема статевих губ і вульви. Симптоми та ознаки, однак, є часто більш двозначним. Виявлення брунькуються дріжджових клітин за допомогою мокрого монтажу або мікроскопії гідроксиду калію. Може виконуватися в лабораторії або клініці і має дуже високу прогностичну цінність для діагностики.

Хоча ця комбінація зазвичай використовується у жінок при класичних ознаках часто доцільно провести терапію за передбачуваним клінічним діагнозом без додаткового підтвердження за допомогою мікроскопії. Використання фарбованого за Грамом мазок і виявлення брунькуються дріжджових клітин і pseudohyphae є кращим у деяких центрах для визначення кандидозу.

У жінок з аномальними виділеннями з піхви та в відсутність мікроскопа, виявлення рН <4,5 є хорошим показником VVC і може допомогти диференціювати це від бактеріального вагінозу та трихомоніазу, обох

які зазвичай дають рН >4,5. Вузький діапазон pH-папір (ватман) є недорогим, чутливим і простий у використанні та доступний у більшості налаштувань.

Культура є найбільш чутливим методом, доступним на даний момент для виявлення Candida spp., але його необхідно використовувати з обережністю, оскільки Candida spp. зустрічаються також у жінок . Тому треба думати про культуру тільки якщо є клінічна підозра , але мікроскопія є негативним (хоча в цьому випадку ймовірним лікування може бути доцільним і витрачати менше грошей і менше ресурсів), або коли антимікробна чутливість

потрібне тестування.

Молекулярне виявлення Candida spp. за допомогою полімерази ланцюгова реакція (ПЛР) описана, але немає перевага перед наявними на даний момент тестами, як висок чутливість, продемонстрована методом ПЛР, дозволить виявити дріжджі. Candida spp. у жінок без VVC і призведе донадмірна діагностика та непотрібне лікування.

8.3 Збір зразків

Візьміть зразок виділень з бічної частини піхви стінку тампоном — тип волокна не має значення. У пацієнтів, які мають лише незначні виділення з піхви і велике ураження вульви або статевих губ краще збирати зразок із подразненої слизової. Пряма мікроскопія може бути виконана відразу на

клініку або зразок можна транспортувати до лабораторія. Використання транспортного середовища, такого, не є необхідним, якщо потрібно ідентифікувати дріжджі, але є кращим для підтримки життєздатності та рухливості трихомонади.

У чоловіків з баланітом використовуйте тампон, попередньо змочений у

фізіологічний розчин для взяття зразка з головки статевого члена.

8.4 Пряма мікроскопія

Помістіть зразок на предметне скло і, якщо необхідно, в залежності від його плинності змішайте з краплею фізіологічного розчину.

Накрийте препарат покривним скельцем і огляньте мікроскопічно при 400-кратному збільшенні не тільки до виявити дріжджові клітини, а також оцінити наявність трихомонад і ключових клітин. Дріжджі круглі до яйцевидні клітини діаметром 4 мкм, що демонструють типове брунькування

(бластоконідії) (рис. 8.1A і 8.1B). Додавання 10% KOH до препарату дещо підвищує виявлення чутливість дріжджів, що робить розпізнавання міцелію

(псевдогіфи) набагато легше. Дріжджі легко можуть бути розпізнаються на мазку, пофарбованому за Грамом, оскільки це грампозитивні клітини
 (рис. 8.2A та 8.2B).
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Potassium hydroxide (KOH) preparation of vaginal fuid
showing budding yeasts and pseudohyphae (400x)

Figure 8.18
Wet mounts of yeasts without pseudohyphae

Source (A and B): Reprinted with permission from the
British Association for Sexual Health and HIV (BASHH).
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Gram stained smear of vaginal discharge showing
Gram-positive yeasts and pseudohyphae (1000x)
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Figure 8.28

Budding yeasts without pseudohyphae

Source (A and B): Reprinted with permission from the
Brtish Association fo Sexual Health and IV (BASHH).




8.5 Культура

Декстрозний агар Сабуро з хлорамфеніколом є чудовим живильним середовищем для ізоляції Candida spp. Після посіву клінічного зразка,

чашки інкубують при 36°С протягом 2 днів. Колонії с дріжджові клітини непрозорі та від білого до кремового кольору. Єдина важлива ідентифікація для рутинної діагностики мети диференціювання від бактерій. мікроскопія

можна використовувати для підтвердження наявності дріжджових клітин.

Подальша ідентифікація дріжджів не потрібна рутинна діагностика неускладненого. Однак, тест із зародкової трубки є простим тестом для імовірного ідентифікація C. albicans. Колонія емульгується в 0,5 мл бичачої або кінської сироватки і інкубують при 36°C протягом 4 годин. C. albicans покаже короткі бічні нитки гіф без будь-яких перетяжок. Повний можна отримати ідентифікацію дріжджів на видовому рівні за допомогою ауксанографічних методів на вуглевод і засвоєння нітратів, або через вуглеводи тести на бродіння. Набори для ідентифікації дріжджів до

видового рівня комерційно доступні.

• Встановлено діагноз кандидоз з поєднанням клінічних ознак і мікроскопія зразка відповідного зразок.

• Необхідно проводити посів статевих виділень розглядається для негативної мікроскопії в наявність клінічних симптомів.

• Тестування на антимікробну чутливість Candida spp. час від часу гарантується і слід проводити в спеціалізованих центрах
9.Інфекції вірусу простого герпесу (ВПГ).

9.1 Вступ

Вірус простого герпесу типу 1 (HSV-1) і типу 2 (HSV-2) являють собою великі дволанцюгові ДНК-віруси. ВПГ-1 і ВПГ-2 має подібну структуру геному, 40% гомологій послідовностей і 83% їх гомології кодують білки, що пояснює численні біологічна подібність і антигенна перехресна реактивність

між двома серотипами. При первинному інфікуванні ВПГ проникає через прориви в шкірі або слизових; потім він прикріплюється до та входить епітеліальних клітин і починає розмножуватися.
 Потім його беруть вгору вільними чутливими нервовими закінченнями і транспортується до сенсорний ганглій, що обслуговує цю ділянку шкіри. Шкірні прояви включають везикулярні ураження, що призводять до неглибокі виразки, які покриваються кіркою та гояться спонтанно протягом 2-3 тижнів без утворення рубців. Поразки свинцем до осередкової деструкції епітеліального шару і розвивається інфільтрація запальних клітин навколишній обідок і в підлеглій дермі шар. Однак лише 10–30% нових інфекцій є симптоматичне.
Після одужання від первинної інфекції вірус залишається латентним у сенсорному ганглії протягом усього життя господар. Періодично вірус може реактивуватися з латентний стан і повертаються вниз по сенсорному нерви до поверхні шкіри або слизової оболонки. Переміжний вірусний випадання може відбуватися або за наявності уражень (клінічна реактивація) або з дуже легкими симптомами або без них (субклінічна реактивація). Виділення зі слизової поверхні призводить до передачі статевим партнерам.

Симптоматичні рецидивуючі епізоди, як правило, легші первинні епізоди, як правило, заживають протягом 10 днів, але може бути серйозним, особливо при ослабленому імунітеті особи. У таблиці 9.1 узагальнено основні клінічні

симптоми, прояви та ускладнення статевих герпетичні інфекції. Приблизно 70–90% людей при симптоматичному генітальному ВПГ-2 і 20–50% с

симптоматичний генітальний ВПГ-1 матиме рецидив всередині перший рік. Імунокомпетентні люди з геніт герпес може мати часті, хворобливі та рецидивуючі статеві органи ураження, пов'язані з сильним психосоціальним стресом

Класична картина інфекцій HSV-1 і HSV-2 пов'язані із захворюваннями порожнини рота або статевих органів, відповідно, залишається правилом у деяких частинах світу, наприклад Африка на південь від Сахари, де залишається інфекція HSV-1 aпоширене дитяче захворювання та інфікування ВПГ-2 передаються статевим шляхом. 
Навпаки, диференціація ВПГ-1 від ВПГ-2 на основі анатомічної локалізації інфекції далекий від абсолюту в розвинених країнах, починаючи з генітального герпесу часто може бути спричинений ВПГ-1.
 Затримка в придбанні оральної інфекції ВПГ-1 на ранньому етапі життя в розвинених країнах робить значну частину молодих людей сприйнятливими

до генітальної інфекції HSV-1 після початку статевого життя активність і орально-генітальний статевий контакт, який розглядається як безпечніше, ніж проникаючий статевий акт і засіб для запобігання вагітності. У суспільствах, що розвиваються, рівень HSV-1 серопозитивність часто досягає 100% серед дорослих, але тільки 50–70% у розвинених країнах, де спостерігається сплеск статевих.
В останнє десятиліття повідомлялося про випадки інфекції HSV-1.

Генітальні інфекції HSV-1 зараз становлять щонайменше половину усіх перших епізодів генітального герпесу у молодих людей у західних суспільств. Крім того, HSV-2 серопозитивний збільшується після статевого дебюту і неухильно збільшується з віком. Рівень серопревалентності HSV-2 залежить від регіону у світі і становить приблизно 10–40% у дорослих,

і може досягати 60–95% у ВІЛ-інфікованих осіб жінки секс-бізнесу. ВПГ-2 поділяє фактори ризику з інші інфекції, що передаються статевим шляхом (ІПСШ), а саме  велика кількість сексуальних партнерів протягом життя, попередня історія ІПСШ та ранній статевий дебют. інкубаційний період

ВПГ-1 і ВПГ-2 зазвичай становить від 2 до 10 днів (до 4 тижнів). 
Як у чоловіків, так і у жінок з первинною генітальний герпес, ураження починаються у вигляді папул або везикул викликати гнійничкові та виразкові ураження. Ці виразкові ураження зберігаються протягом 4–15 днів до утворення скоринки і, нарешті, повторно епітелізуються.
Найбільш важкий наслідок генітального герпесу інфекція є можливість вертикальної передачі від інфікованої матері до новонародженого під час вагінального втручання доставка. Це може призвести до дисемінованої інфекції, центральної ураження нервової системи і, можливо, новонародженого смерть. 
Крім того, протягом останніх двох десятиліть, Інфекція HSV-2 також була пов’язана з потрійним фактором підвищений ризик зараження ВІЛ. Порушення слизової оболонки спричинені генітальними виразками, сприяють зараженню ВІЛ шляхом надання готового порталу входу. Крім того, HSV-2 реактивація призводить до інфільтрації слизової оболонки активованим CD4-несучі лімфоцити, клітини-мішені для ВІЛ-1 вкладення. Ці ж фактори сприяють поширенню ВІЛ інфікування від особи, інфікованої ВПГ/ВІЛ, до неінфікований статевий партнер.

9.2 Огляд діагностичних процедур

Генітальна герпетична інфекція часто діагностується клінічно підстави в результаті наявності кластера везикулярні ураження. Однак, оскільки інші причини геніт виразка може мати схожу клінічну картину, особливо якщо помічені лише виразки, лабораторно може знадобитися підтвердження діагнозу.

Лабораторні методи діагностики ВПГ інфекції включають пряме виявлення ВПГ в матеріалі з ураження і непрямі серологічні . Доступні тести на HSV включають виявлення антигену, вірусні культури та тести на ампліфікацію нуклеїнових кислот (NAAT) на вірусну ДНК, а також використання серологічних тестів скринінг на наявність ВПГ шляхом виявлення специфічних антитіл до типу ВПГ. Вірусна культура з подальшим герпесом

типування було наріжним каменем діагностики ВПГ протягом останніх двох десятиліть. Однак виявлення ДНК HSV у клінічних зразках за допомогою ампліфікованої молекулярної тестування тепер з’явилося як альтернативний метод оскільки він у чотири рази чутливіший, менше залежить від умов збору та транспортування, і швидше, ніж вірусна культура.
 Вибір тесту іяк інтерпретувати результати є важливими міркуваннями

як для мікробіологів, так і для їхніх клінічних колег.

9.3 Збір і транспортування зразків

ВПГ-1 і ВПГ-2 можна виявити шляхом взяття мазка ураження шкірно-слизової оболонки геніталій і раніше залучених слизових ділянок у пацієнтів з безсимптомна інфекція. Для збору зразків невеликий використовується тампон з ватним кінчиком або Dacron на дротяному валу для вірусної культури, а також молекулярної біології. Кальцій альгінатні тампони зменшують відновлення вірусу та пригнічують методи виявлення на основі NAAT. Через герпес гені талій переривчастий, тестування мазків від безсимптомного пацієнтів не рекомендується для рутинної діагностики, оскільки цей підхід навряд чи дасть підтвердження статус перевізника.

Для недавніх уражень збирання везикулярної рідини або ексудату від дрібних везикул є методом вибору. Везикулярний рідина з великих везикул, що містить високу концентрацію вірусу можна аспірувати за допомогою туберкулінового шприца. Після аспірації, поверхня везикули видаляється і основа з вогнища енергійно знімають тампон, щоб відновити інфікування

епітеліальних клітин. Для більш старих уражень діагностика вдається може бути неприйнятно низьким. Проте такі пошкодження слід рекомендувати повертати, коли вони свіжі наявність нових уражень для взяття зразків. іноді,

з інших анатомічних ділянок можна брати проби за допомогою тампона

наприклад, уретра, піхва або шийка матки. Особливу увагу слід приділити умовам транспортування та зберігання клінічних зразків. Після зразки для виявлення вірусу повинні бути розміщені відразу у флакони, що містять 1 мл відповідного вірусу транспортне середовище для культури клітин, універсальний транспорт середовище (для посіву або NAAT), або надсилається у вигляді сухого тампона (для лише NAAT). Культура рекомендується в ситуаціях, коли можна відправити клінічні зразки в лабораторію протягом 4 годин. Якщо цього немає, зразки можуть бути розміщені при 4ºC протягом ночі та відправлено наступного дня. 
Транспорт час від збору зразка до лабораторії має бути не більше 48 годин, і в таких ситуаціях це так важливо відправити зразки до лабораторії на льоду

коробка-холодильник. Важливо відзначити, що відновлення вірусу суттєво зменшується після циклу заморожування/відтавання і що замерзає при –20°C в очікуванні транспортування до лабораторія не рекомендується. Рекомендована вибірка місця та тип зразка та методи, які будуть використані для діагностика генітальної герпетичної інфекції .

9.4 Пряма діагностика ВПГ з клінічних даних

9.4.1 Цитологічне дослідження

Пряме дослідження зразків і цитологічне обстеження за допомогою звичайних процедур фарбування(Мазки Цанк, Папаніколау) або Романовськийт виявлено, що вони мають низьку чутливість і специфічність і не слід покладатися на нього для діагностики герпесвірусної інфекції. Однак діагноз герпес цервіцит може бути випадковою знахідкою під час огляду

звичайних мазків Папаніколау, поданих на цитологію шийки матки.
9.4.2 Виявлення вірусного антигену

При наявності шкірно-слизових уражень вірусний антигент в ураженому матеріалі можна виявити за допомогою прямого імунофлуоресценція (ІФ), фарбування імунопероксидазою (ІП), або імуноферментний аналіз (ELISA).

Прямий IF можна класифікувати як швидкий діагностичний тест,

що дозволяє диференціювати тип генітального герпесу з використанням мазків, отриманих у клініці або лабораторії мазки з мазків транспортують до лабораторії. Дляостаннє, клітини повинні бути сконцентровані перед мазками підготовлений. Антигени HSV-1 і HSV-2 можуть бути виявлені

типоспецифічні моноклональні антитіла, мічені флюоресцеїном.
 Основні обмеження прямого IF полягають у тому, що він є трудомісткий, відносно дорогий в плані реактиви та капітальне обладнання (флуоресценція

мікроскоп) і менш чутливий, ніж сучасний молекулярний  методи. Пряма ПЧ має чутливість 70–90%, коли порівняно з посівом у випадках симптоматичного захворювання; чутливість значно нижча в безсимптомних випадках, що виключає його використання в таких ситуаціях.

Непряме IP-фарбування має перевагу використання a звичайний світловий мікроскоп, що робить його більш придатним для лабораторії середнього рівня. Зразки є готують як для прямого тесту IF та інкубують з кролячий або мишачий HSV-специфічний поліклональний або HSV-1-або HSV-2-специфічні моноклональні антитіла. Прив'язка є виявлено за допомогою антитіла, міченого пероксидазою хрону спрямовані на використання імуноглобулінів кролика або миші стандартні методи IP.
 Чутливість прямої ПЧ і ІП методи подібні. Герпетичні білки також можуть бути виявлені клінічно зразків із застосуванням класичного аналізу ELISA

HSV-специфічне поліклональне або моноклональне антитіло. Чутливість комерційно доступного аналізу ELISA, як порівняно з вірусною культурою більше, ніж або дорівнює 95% зі специфічністю від 62% до 100% у симптоматичних пацієнтів. Чутливість антигену ІФА може бути вищим, ніж у культури вірусу для типових передлежань, але нижче для шийних і мазки з уретри. 
Більшість комерційно доступних аналізів, однак не розрізняйте ВПГ-1 і ВПГ-
Швидкі тести на місці надання медичної допомоги (POC) для виявлення антигену HSV комерційно доступні, але їх продуктивність має

не отримав широкої оцінки.

10.Пахова гранульома

10.1Вступ

Донованоз, також відомий як пахова гранульома, є хронічною інфекцією шкіри, слизових оболонок і лімфатичної системи геніталій

і область промежини . Виникнення донованозу географічно обмежена, наприклад, Бразилією Карибського басейну, Індії, Папуа-Нової Гвінеї та півд

Африка. Захворювання малозаразнепередається між людьми переважно статевим шляхомконтакт. Тривалість інкубації може бути подовженою, різною між 1-12 тижнями. Захворювання починається як індурація підшкірний вузлик, який роз’їдає поверхню шкіри утворюють м’ясо-червону гіпертрофічну гранулематозну виразку з чітко окресленою межею. Поразка легко кровоточить контакт. Виразка повільно прогресує і може стати болісно, коли розвивається вторинна бактеріальна інфекція.

Таке вторинне зараження іншими організмами може сприяють утворенню некротичних уламків у виразці. Нові ураження може утворюватися аутоінокуляцією і пахової лімф вузли можуть збільшуватися в результаті вторинного інфекція (псевдобубони). Донованоз може поширюватися

гематогенно в кістки, суглоби, печінку; дисемінація також може призвести до пошкоджень шкіри екстрагенітальні ділянки тіла. Ураження статевих органів та періанальної порожнини при різні стадії можуть нагадувати ураження, утворені іншими стани, такі як сифіліс, шанкроїд, карцинома та

амебіаз. Донованоз викликає клебсієла (раніше Calymmatobacterium) granulomatis, грамнегативний бактерія (1,5 × 0,7 мкм), яку можна спостерігати всередині у вакуолях у великих гістіоцитарних клітинах, куди він і відноситься як «тіло Донована» .

10.2 Огляд лабораторної діагностики

Лабораторна діагностика залежить від візуалізації тіл Донована в пофарбованих мазках, отриманих з клінічних уражень або в пофарбованих гістологічних зрізах біопсії тканин. Організм можна культивувати лише з

труднощі в спеціалізованих центрах з використанням культур клітин моноцитів; виростити організм ще не вдається на штучних носіях. Внутрішня ампліфікація нуклеїнових кислот аналізи були описані в літературі, але такі

аналізи недоступні в більшості країн для стандартного використання

з діагностичною метою .

10.3 Збір зразків

Перед взяттям мазка виразкового матеріалу згорнути ватним тампоном обережно видаліть вогнище ураження ексудат внаслідок вторинної інфекції та/або уламків в a таким чином, щоб мінімізувати кровотечу. Слід зробити другий тампон прокочувати по дну виразки, забезпечуючи хороший відбір

країв виразки, де найімовірніше знаходяться тільця Донована щоб знайти, а потім рівномірно розгортати по предметному склі. Повітря висушіть предметне скло перед транспортуванням до лабораторії. Це повинно бути

Слід зазначити, що деякі практикуючі воліють використовувати удар біопсійні щипці, щоб видалити невеликий шматочок тканини, який потім подрібнюють, викладають на предметне скло, а потім провітрюють сушені. Дроблення препарату полегшує мікроскопічне інтерпретація та підвищує діагностичну цінність.

10.4 Мікроскопія

Був простий швидкий (1 хвилина) метод Гімзи.При такому способі фарбування предметне скло є п'ять разів змочують у фіксаторі, шість разів - у розчині еозину, і шість разів у суміші тіазидних барвників, а потім промивають з фосфатним буфером, рН 6,8. 
Використання 10% розчину Гімзи або аналогічно розведену фарбу Лейшмана можна використовувати як альтернативна наступна фіксація матеріалу на предметному склі метанолом протягом 2-3 хв. Накрийте предметне скло с

розведену пляму протягом 10 хвилин (фарба Лейшмана) або до 30 хвилин (фарба за Гімза), а потім промийте предметне скло, a потік буферної води або фосфатно-сольового буферу (рН 7,0–7,2). Після цього залиште предметне скло висохнути на повітрі а потім розгляньте його за допомогою світлового мікроскопа з використанням олії занурення (збільшення 1000×). 
Тіла Донована з’являються у вигляді кокобактерій у великих вакуолях (25–90 мкм в діаметрі) в цитоплазмі великих гістіоцитів і іноді в плазматичних клітинах і поліморфноядерних лейкоцитах. Організми мають блакитний або фіолетовий колір і часто оточені помітним чітким до ацидофільна рожева капсула (рис. 13.1). Типові бактерії нагадують закриті шпильки. Зараження ін

часто спостерігаються бактерії. Хоча мікроскопія мазків з виразки є традиційним способом діагностики донованозу, також були ідентифіковані тіла Донована з мазків Папаніколау (Папаніколау), які використовуються в рутинних цервікальних дослідженнях цитологічний скринінг.
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10.5 Гістопатологія

Гістологічне дослідження біопсії може бути корисним у диференціальна діагностика між донованозом та ін умови. Виразка зі змішаним запальним інфільтратом плазматичні клітини, нейтрофіли та гістіоцити з помітною

Відсутність лімфоцитів свідчить про донованоз. Візьміть шматок тканини (3–5 мм завтовшки) від краю пошкодження за допомогою біопсійних щипців і помістіть в a ємність з формальдегідно-сольовим фіксатором. Демонстрація тіл Донована за допомогою Вартіна-Старрі реагент для імпрегнування сріблом є діагнозом .
Парафіновані біоптати слід нарізати на зрізи по 6 мкм.Після депарафінізації та гідратації дистильованою водою,фіксують зрізи на предметному склі гліцерином, висушують і обробити кислим розчином нітрату срібла при 43°C протягом 30 хвилин. Змити гарячою водою, обполоснути дистильованою
води, дегідратують у 95% етанолі та очищають у ксилолі.
10.6 Серологічні дослідження

Серологічні аналізи наразі не доступні для допомоги з діагнозом.
РОЗДІЛ ІІІ .Мікроскопія та принципи фарбування методів дослідження захворювань що передаються статевим шляхом (ІПСШ)
Мікроскопія на інфекції, що передаються статевим шляхом (ІПСШ)

забезпечує простий, швидкий і недорогий тест, який може бути використовується поблизу пацієнта. Це може бути чутливим і специфічний, ідеально підходить для скринінгу та часто може дати a передбачуваний діагноз, який керує лікуванням і, отже, розриває ланцюг передачі. Тлумачення в мікроскопічне зображення - це навичка, яка вимагає навчання,

в тому числі хороші робочі знання мікроскопа .

Підготовка мазків для мікроскопії.

Взято якісний зразок із відповідного місця з відповідним тампоном або петлею є важливою вимогою для хорошої техніки мікроскопії. Важливо, щоб слайд був чистим, і зразок поміщається правильною стороною, якщо це так

покрита інеєм з одного боку. Для вологих препаратів достатньо зразок слід помістити на предметне скло з краплею фізіологічний розчин, якщо необхідно, і обережно помістіть покривне скельце . Повинно бути достатньо рідини для розмазування лише покривне скло, і його слід негайно оглянути

при малому збільшенні без масляної імерсії. Для мазки для фарбування за Грамом, препарат слід згорнути рівномірно по предметному склі та фіксують або нагріванням, або спирту, добре пофарбовані та досліджуйте під масляною іммерсією.

Світлопропускаюча мікроскопія

Ключ до хорошої мікроскопії - мати мікроскоп правильно встановити та зручно сидіти на лавці спинка підтримується, а окуляри знаходяться на рівні очей. Мікроскопіст повинен добре знати окремі компоненти мікроскопа. 
Мікроскоп слід тримати в чистоті та накривати, коли ні в користуванні та регулярно обслуговується. Хороша практика – стелаж сцену подалі від об’єктива та використовувати найнижчу потужність, яка дає найкраще зображення.

Порядок налаштування світлового мікроскопа:

1. Увімкніть мікроскоп

2. Опустіть сцену вниз, помістіть слайд

3. Поверніть об’єктив 10×
4. Дивлячись на сцену, стелаж сцени вгору (думаючи про

робоча відстань)

5. Відрегулюйте внутрішньоочну відстань і сфокусуйтеся на зразку

6. Закрийте польову діафрагму та повністю відкрийте конденсатор

7. Перемістіть конденсор вгору або вниз, доки він не стане краєм різкий

8. За допомогою центруючих гвинтів відцентруйте зображення

9. Діафрагма відкритого поля (подбайте про інтенсивність світла)

10. Відрегулюйте інтенсивність світла для комфортного перегляду

11. Повільно закрийте діафрагму конденсора, поки не з’явиться зображення

стає різкішим і відблиск зникає

12. За потреби відрегулюйте інтенсивність світла.

Ключові визначення

Збільшення - кількість разів довжини, ширина або діаметр, але не площа об’єкта помножений. a. «Корисне збільшення» — це зображення, яке є чітким і виявляються дрібні деталі, як правило, максимум 1000×. b. «Порожнє збільшення» видно при певній потужності де різкість зображення втрачається, а додаткові деталі відсутні виявлено.

Збільшення = сила окуляра × сила об’єктива × потужність похилої голови. Часто краще використовувати нижчий збільшення, щоб чітко побачити деталі об’єкта та дати a більше поле зору.

Роздільна здатність — здатність виявляти тісно прилеглі структурні деталі як окремі та відмінні. Визначення — здатність лінзи передавати чіткі,

чіткий контур зображення предмета.

Польова діафрагма — захищає об’єкт від надлишкового тепла і світло, яке не є необхідним для формування зображення.

Конденсор або апертурна діафрагма — сприяє дозвіл і контрастність зображення. Не використовувати для світла регулювання яскравості.
 Фарбування за Грамом

Ця пляма була вперше описана в 1884 році Грамом і демонструє морфологію бактерій і грибів. Це поділяє бактерії на дві основні групи: ті, що з’являються

позитивні або ті, що здаються негативними. Кожен з них потім можна далі розділити на коки (сфери) або бацили (палички), в результаті чотири групи. Багато бактерій, які з’являються дуже відмінні, такі як N. gonorrhoeae, є грам негативними diplococci, але важливо пам'ятати, що Gram реакція на пляму дає лише припущену ідентифікацію. Для будь-якої класифікації необхідні інші методи ідентифікації бактерії. Гриби проявляються як грампозитивні

Принцип фарбування за Грамом

Фарбування за Грамом відображає відмінності в бактеріальній клітині

структура стінки в тому, що грампозитивні бактерії мають великі кількість пептидоглікану в клітинній стінці, яка зберігається пурпурова пляма,тоді як грам негативні бактерії мають складну клітинну стінку з меншою кількістю пептидоглікану, який не зберігає фіолетову пляму, але поглинає

рожеве контрастне фарбування .
Спосіб використання

Фіксований мазок заливають кристалічним фіолетовим протягом 30 секунд,

протягом якого всі бактерії поглинають цю пляму.Мазок потім обережно промивають у водопровідній воді та заливають йод Люголя протягом наступних 30 секунд, який діє як a протраву і закріплює фіолетову пляму в клітинній мембрані.

Після промивання водою для видалення використовується знебарвлювач

надлишок плями; саме на цьому етапі кристалічний фіолетовий/ комплекс йоду вимивається з клітинної мембрани Грамнегативних бактерій так само немає в достатній кількості пептидоглікан для його утримання. 
Є ряд знебарвлювачів вживається, починаючи від алкоголю, який діє повільно та ніжно, до ацетон, який є різким і швидким. Час залишився на мазку варіюється від кількох хвилин для алкоголю до кількох секунд для ацетону. Це бажано потримати мазок над раковиною і дати знебарвлювачу проведіть по мазку. Фіолетовий комплекс витече з мазка і як тільки цей

припиняється, мазок необхідно змити водою. Це легко на цьому етапі надмірно знебарвити мазок, особливо якщо використовується ацетон; багато знаходять суміш ацетону і спирту (1:1) хороше поєднання, як швидкість в

ацетон злегка загартовується спиртом.

 Після знебарвлення мазок заливають контрфарбування протягом приблизно 1 хвилини, і це на цьому  на якій грамнегативні бактерії поглинають рожеву пляму. Знову ж таки використовується ряд контрастних барвників: сафранін,

нейтральний червоний і карболовий фуксин. Сафранін і нейтральний червоний є хорошими плямами для мазків, які містять поліморфи, як

вони дають гарне визначення структури клітини, тоді як карболфуксин кращий для бактерій.

Індивідуальний час, використаний для кожної плями, може відрізнятися,

але використаний абсолютний час не має вирішального значення. Однак це так важливо пам'ятати, що при первинному фарбуванні (кристалічний фіолетовий) діє практично миттєво, контрфарбування - це повільніший процес і вимагає більше часу. Доцільно залиште контрастну фарбу на вдвічі більше часу для первинне пляма.

Проблеми та способи усунення

Добре підготовлені та правильно зберігаються плями необхідні для отримання добре забарвленого мазка. Окремі плями доступні у продажу, і це зараз відносно незвично для їх приготування з порошок. Однак навіть при покупних плямах теж готовий до використання або у вигляді концентрованої фарби для розведення використання, важливо правильно зберігати плями. Плями слід зберігати в чистих пляшках і, якщо пляшки є багаторазового використання, будь-які залишки плям слід викинути потім промийте водою перед повторним наповненням. Неадекватно зберігаються плями можуть призвести до утворення плям на поверхні весь мазок або прилипання до епітеліальних клітин, які можуть плутати з «клітинами-підказками».

Мазок повинен бути відповідної товщини; a занадто густий мазок утримає пляму та запобіжить диференціація грамнегативних і -позитивних

мікроорганізмів, а мазок надто тонкий і містить недостатній матеріал може не дати правдивого уявлення зразок.

Етап знебарвлення є найважливішим кроком за результатом стане пляма за Грамом і надмірне або недостатнє знебарвлення у бактеріях, неправильно класифікованих як будь-яке грамнегативні або грампозитивні відповідно.

Забарвлення метиленовим синім

Використання метиленового синього в якості однієї фарби дуже корисно

в умовах, де є або недостатні засоби, або ресурси для використання фарби за Грамом. Це покаже морфології як бактерій, так і клітин господаря, але не має

диференціація, отримана за допомогою фарбування за Грамом. Його первинний використовується для фарбування мазків для передбачуваної діагностики гонореї та дає характерну картину, яка має a висока прогностична цінність у пацієнтів з високим ризиком.

Фарба за Гімза

Фарбування за Гімзою – це диференціальне фарбування, яке використовується для діагностики донованозу. Це суміш метиленового синього, еозину, і лазурний B і доступний кокомерційно. Мазок є готують, фіксують у метанолі протягом 30 секунд, занурюють у свіжоприготований 5% розчин Гімзи протягом 20-30 хвилин, промивають і дають висохнути. 

Імунофлюоресценція

Імунофлюоресценція - це метод, який використовує високо специфічне зв'язування антитіла з його антигеном для мітки  специфічні білки або інші молекули всередині клітини. А зразок обробляють первинним антитілом, специфічним для молекула інтересу. Флуорофор може бути кон'югований

безпосередньо до первинного антитіла. Як альтернатива, a вторинне антитіло, кон'юговане з флуорофором, яке специфічно зв'язується з першим антитілом, можна використовувати.

Здоров'я та безпека

Має бути призначена особа, відповідальна за здоров'я і безпека на кожному робочому місці, будь то клініка чи лабораторія. Методи фарбування повинні бути описані в стандарті операційні процедури, які необхідно регулярно оновлювати і були прочитані та зрозумілі всім персоналом.

Слід дотримуватися ряду основних правил:

• Забороняється їсти, палити та пити в лабораторній зоні.Забезпечте хорошу вентиляцію в зоні фарбування щоб уникнути вдихання парів і пожежі.

• Одягайте рукавички та відповідні лабораторні халати, коли

поводження з окремими реагентами, що використовуються для фарбування, як вони відомі як токсичні; є деякі плями за Грамом канцерогенний.

• Обережно зберігайте пляму, щоб запобігти розливанню.

• Обережно утилізуйте предметні та накривні скельця інфікованих пацієнтів.

• Зберігайте легкозаймисті матеріали у спеціальній шафі та тримайте подалі від джерел тепла. Принципи молекулярних тестів для статевої діагностики

перенесені інфекції

ВИСНОВОК.

Інфекції, що передаються статевим шляхом (ІПСШ), можуть бути спричинені

віруси, бактерії або паразити, а коінфекції – не рідкісні. Також відбираються клінічні зразки для тестування на ІПСШ з різних анатомічних ділянок з використанням різних зразків пристроїв і техніки, а також у різних налаштуваннях, де існують великі варіації транспортування та зберігання зразків, а також різні ресурси для діагностики ІПСШ.

Відповідно, для ефективної лабораторної діагностики ІПСШ у всьому світі існує багато різних методів, і ці методи можуть мати значно різну чутливість,

специфічність і відтворюваність або для тестування для одного інфекція або широкий спектр ІПСШ. Історичний лабораторні методи виявлення етіологічних збудників до ІПСШ відносяться бактеріологічні та посівні тканини, різноманітні серологічне дослідження на наявність специфічних антитіл, імуногістохімія, виявлення антигену та мікроскопія.

Подібно до діагностики багатьох інших інфекційних захворювань, пряме виявлення специфічних нуклеїнових кислот з ІПСШ патогенів за допомогою різних тестів ампліфікації нуклеїнових кислот (NAATs) став новим «золотим стандартом» для діагностика багатьох ІПСШ завдяки високій чутливості та

специфічність. Багато з NAAT схвалені. Однак, використання лабораторно розроблених аналізів (LDA). звичайну полімеразну ланцюгову реакцію (ПЛР) або в реальному часі.
Методи виявлення на основі ПЛР для діагностики ІПСШ також є

популярний, особливо, для досліджень та епідцілей. В даний час багато комерційно доступних і навіть одиночні або мультиплексні NAAT LDA використовуються для ІПСШ діагностика. Якщо використовуються будь-які NAAT, не схвалені FDA, міжнародних, таких як Європейський Союз (ЄС) та/або мають забезпечувати інші національні регулятивні процеси

гарантії щодо якості та продуктивності діагностичний NААТ. Для діагностики ІПСШ це рекомендовано використовувати лише міжнародно схвалені NAATs. Якщо це неможливо, важливо, щоб запропонований NAAT проходить сувору перевірку перед використанням відповідно до відповідно до місцевих вимог. Оцінку слід зробити порівняння принаймні з одним міжнародно схваленим NAAT і подальший аналіз слід використовувати з

відповідний позитивний, негативний та інгібуючий контроль. 
Крім того, участь у відповідній зовнішній якості постійно рекомендується система оцінювання (EQA). У багатьох випадках перевагу надають NAAT

звичайні методи діагностики для свого керівника чутливість і специфічність, коротший час виконання, висока пропускна здатність і можливість автоматизації, мультиплексування, і кількісне визначення. Завдяки високій чутливості, NAATs також ефективні у виявленні організмів з безсимптомні інфекції або на ранній стадії інфекції (до сероконверсії) і може бути застосовано до самостійно зібраних і неінвазивних зразків, таких як вагінальні мазок і зразки сечі першого збору.

Молекулярна діагностика ІПСШ за допомогою тестів на основі нуклеїнових кислот є дуже потужною, але не без обмежень. Однією з сильних сторін NAAT є їх здатність виявляти патогенів без потреби живих мікроорганізмів, які робить транспортування та зберігання зразків менш критичними;

однак це також є однією зі слабких сторін NAATs, напр. ізоляти недоступні для наступних тестування чутливості організму-мішені до антимікробних препаратів або іншу фенотипову характеристику. Відповідно,

NAAT виявляють нуклеїнову кислоту як у мертвих, так і в живих цілях

організми; таким чином, NAAT не підходять для тесту на лікування, якщо для цього не було виділено достатньо часу залишкові організми, а також нуклеїнові кислоти, що підлягають очищенню від інфікованого господаря перед збором зразка. Крім того, тісна генетична спорідненість між цільовий організм і близькоспоріднені види, напр. Neisseria gonorrhoeae та комменсал Neisseria spp., кан викликають хибнопозитивні результати. Також помилкові негативи може виникнути через зміну послідовності або видалення

специфічної цільової послідовності в організмі
виявлені внаслідок мутації, напр. новий шведський варіант

Chlamydia trachomatis (nvCT) . Безпосередній майбутнього молекулярної діагностики ІПСШ слід зосередити про валідацію та ліцензування використання різних аналізів ректальних і фарингеальних зразках, а також на розширенні сучасної мікрофлюїдики та нанотехнологій дозволити

інтеграція збору зразків, стабілізації та обробки та розвинути процес тестування в доступний, повністю автоматизований, високопродуктивний і зручний для користувача системи. У розвинутих країнах – пункт лікування

програми можуть бути в центрі уваги розширення портфоліо виявлення збудників ІПСШ, вкл. кількісне виявлення та встановлення молекулярної

типування або виявлення маркерів антимікробної резистентності в a одноразове мультиплексування. Для країн з обмеженими ресурсами, доступне, довговічне обладнання із спрощеним процес тестування, менше часу на практичні дії та закритий система для зменшення ризику зараження, здатність пропускна здатність і недорогість тест-реагентів найважливіші потреби для поля.

Правильно розроблений NAAT теоретично здатний виявлення лише однієї цілі у зразку з дуже висока специфічність. Однак досягнення цього рівня межі виявлення (LOD) вимагає ряду трудомістких процеси для оптимізації NAAT. Крім того, на аналітичну чутливість NAAT також можна впливати

різні фактори, напр. властиві фактори всередині окремі клінічні зразки, такі як інгібітори, тип зразка, номер копії цільової послідовності, виділення, ампліфікація та виявлення нуклеїнових кислот використана технологія. Існує п'ять критичних стадій нуклеїну тести на кислотній основі: збір зразків, стабілізація зразків/ зберігання/транспортування, екстракція/очищення нуклеїнових кислот, посилення та виявлення. Усі етапи мають мажор

вплив на якість і достовірність лабораторних досліджень результати. Щоб NAAT успішно діагностував ІПСШ, a клінічний зразок необхідно належним чином взяти з відповідне анатомічне місце та нуклеїнові кислоти мішені, стабілізовані в транспортному середовищі для зберігання і передача. У лабораторних умовах ефективна нуклеїнова кислота екстракція/очищення має вирішальне значення для підготовки зразка щоб створити чистий шаблон ПЛР, який не містить забруднюючі нуклеази та інгібітори. Згодом а

добре розроблений і оптимізований NAAT є важливим для ефективна ампліфікація для отримання достатньої кількості ПЛР амплікони; останнє, але не менш важливе, правильна стратегія виявлення має бути на місці, щоб створювати чіткі та сильні сигнали для позитиву, і очевидно негативні сигнали для негативу. Процес тестування NAAT вважається середнім до високої складності, і, як правило, вимагає хорошої підготовки персонал і складні лабораторні налаштування.

Висока чутливість NAATs може бути проблематичною оскільки навіть дуже низький рівень забруднення може призвести до помилкових спрацьовувань. Можливість зараження, яке є найбільшою проблемою для багатьох молекулярних діагностиків лабораторії, можуть надходити майже з усіх етапів обробка на основі нуклеїнових кислот. У деяких методах додавання ферменту, такого як урацил-N-глікозилаза.Приготування основної суміші ПЛР сприяє зменшенню амплікону перенесене забруднення шляхом руйнування ампліконів, але це не запобігає контамінації геномної ДНК

безпосередньо від зразка до зразка.
 Отже, добре молекулярні лабораторні практики, односпрямований робочий потік, окремі приміщення для вилучення зразків нуклеїнових кислот, Підготовка ПЛР-мастер-міксу, тестування передумови для успішного NAAT. Інша альтернатива щоб зменшити можливість зараження, необхідно розгорнути  закриту та роботизовану систему, як у багатьох комерційних

платформи для тестування на ІПСШ. Крім зразка збір у відповідний фірмовий транспорт середній, решта етапів процесу NAAT є повністю автоматизований, виключаючи трудомісткий зразок етапи обробки. Проте молекулярний тест складність, потреба в складних і часто дороге обладнання, дорогі набори тестів NAAT, а також потреба в досвідчених техніках може забезпечити a виклик для лабораторій з обмеженими ресурсами.

На момент написання цього додатку два основних категорії діагностичних технологій існують для ідентифікація ІПСШ молекулярними методами. Один

категорія (технології ампліфікованих нуклеїнових кислот; тобто NAATs),

який є найбільш широко використовуваним, заснований на посиленні специфічної нуклеїнової кислоти (ДНК або РНК) від мішені мікроорганізму для створення достатньої кількості посилених продуктів які за допомогою різних технологій перетворюються на сигнали для виявлення. Друга категорія (непосилені технологія на основі нуклеїнових кислот) використовує неампліфіковані, зонди нуклеїнової кислоти (наприклад, мічені ферментом), які гібридизувати безпосередньо з цільовим шаблоном і згодом через, напр. фермент-субстратні реакції, сигнали є посилюється і виявляється. На основі неампліфікованої нуклеїнової кислоти технології зазвичай менш дорогі, а аналітична чутливість перевищує чутливість традиційної діагностики такі методи, як культуральний або імуноферментний аналіз (EIA),

але чутливість істотно нижча, ніж у посилені технології.  
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