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1. SCOP
Procedura descrie operatiunile necesare pentru izolarea, identificarea si confirmarea speciei
Neisseria gonorrhoeae in cadrul genului Neisseria.

2. DOMENIUL DE APLICARE
Procedura se aplica in diagnosticul infectiei gonococice la om. Se executa pe tulpini izolate din secretii (genitale, faringiene, rectale,
oculare) de catre personalul autorizat in cadrul Laboratorului Infectii cu Transmisie Sexuala din 1.N.C.D.M.l. CANTACUZINO.

3. DOCUMENTE DE REFERINTA
3.1. Manualul Calitatii cod - MC-EM-01
3.2. Bench-level Laboratory Manual for Sexually Transmited Diseases WHO/VDT/89.443
3.3. Manual for the Laboratory Identification and Antimicrobial Susceptibility Testing of Bacterial Pathogens of Public Health
Importance in the Developing World — WHO 2003
3.4. Manual of Clinical Microbiology - 7th ed., 1999 — Murray et al.
3.5. Clinical Practice in STD — 1989, Robertson et al.
3.6. Laboratory Methods for the Diagnosis of Sexually Transmitted Diseases — 1987, Wentworth- Judson

4. DEFINITII S| PRESCURTARI
4.1. Definitii N.A.

4.2. Prescurtari

ID/SN = numar de identificare/numar de serie
API-NH = Sistem Identificare Neisseria-Haemophilus
GC = mediul baza Gelose - Chocolate

5. DESCRIEREA ACTIVITATII

5.1.  Conditii prealabile
e  Temperatura camerei de lucru trebuie sa fie de+ 20+25°C.
o Dispozitivele necesare executarii procedurii trebuie sa fie in stare de buna functionare.
e Probele care se prelucreza trebuie sa corespunda din punct de vedere cantitativ si calitativ. Sunt acceptate numai probele care au
fost transportate maximum 24h in sub forma de tampon in mediu de transport la temperatura de +18+250C.
e  Pregatirea postului de lucru pentru executarea procedurii si asigurarea masurilor de biosiguranta
(hota cu flux laminar).
Reactivii si mediile de cultura utilizate in procedura se aduc la temperatura camerei
Tns&mantarea probei se face cat mai rapid de la primire.
Personalul desemnat sa execute testarile trebuie sa aiba calificarea/experienta necesara.

5.2. Resurse necesare

5.2.1. Reactivi si Materiale

e Medii de cultura (mediu selectiv si mediu neselectiv, medii de crioprezervare si liofilizare), preparate cf. Instructiunii de lucru
prepararea mediilor de cultura, crioprezervare si liofilizare pentru N.gonorrhoeae Cod :

e Reactivi : oxidaza, superoxol, B-lactamaza, trusa AP, trusa coloranti Gram

e  Stative potrivite, anse bacteriologice de unica folosinta

e Vas cu solutie dezinfectanta (hipoclorit de sodiu 05-1%, alcol etilic 709), hartie de filtru, manusi latex

5.2.2. Echipamente :

Termostat + 35.5+37°C cu CO2 sau exicator cu lumanare sau plicuri generatoare de CO:

Microscop obiectiv imersie

Hota cu flux laminar

Pipeta automata, 20-200ul

5.3. Etapele procedurii
Executia operatiunilor in succesiunea lor si rezultatele se inregistreaza in :
FISA DE LUCRU IZOLARE, IDENTIFICARE S| CARACTERIZARE NEISSERIA GONORRHORAE Cod:
FORMULAR DE INREGISTRARE REZULTATE CARACTERE IDENTIFICARE NEISSERIA gonorrhoeae Cod :
FISA DE PREPARARE SI CONTROL MEDII Cod :
5.3.1. Primirea si insamantarea probelor
e  Probele sunt primite pe tampon imersionat in mediu de transport.
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Tampoanele sunt insaméantate imediat pe mediu selectiv ( GC-hemoglobind+supliment nutritiv+
supliment selectiv ) si incubate 18-48h la + 37°C, in atmosfera umeda, 5%COx2.

5.3.2. Obfinerea de cultura pura

In intervalul 18-48h se examineaza periodic placile insamantate (macroscopic)pentru a observa
aparitia si cresterea coloniilor bacteriene.
Se selecteaza placile in care au crescut colonii cu morfologie caracteristica pentru Neisseria :
umede, roz-gri
Din colonii izolate se executa
- froftiuri care se fixeaza si coloreaza Gram si se examineaza microscopic
- testul Oxidazei
Se repica colonii izolate oxidazo-pozitive, formate din diplococi Gram negativi, se insamanteaza pe mediu neselectiv (GC-
hemoglobina-supliment nutritiv) si se incubeaza ca la pct.5.3.1.

5.3.3. Identificare/confirmare

Colonii izolate din cultura pura, cu morfologie caracteristica pentru Neisseria (umede, roz-gri) se caracterizeaza dupa cum
urmeaza :
- Se repeta frotiul, examinarea microscopica si testul oxidazei
- Se executa testul superoxol
- Pe colonii oxidazo-pozitive, superoxol-pozitive, formate din diplococi Gram negativi se executa
testul API (galeria API-NH contine si un godeu pentru determinarea B-lactamazei).
Se confirma Neisseria gonorrhoeae : cultura care fermenteaza glucoza si este prolin-aril amidaza
(ProA) pozitiva

5.3.4. Conservarea tulpinilor

Tulpinile confirmate sunt conservate prin pastrare la — 209C(pentru maxim 2 luni) sau la -70°C(pentru 12 luni) i mediu
crioprotector (TSB 20% glicerol sau DMSO) sau, liofilizate.

6. RESPONSABILITATI

Procedura este efectuata de catre asistent medical.
Verificarea executiei procedurii este efectuata de catre seful de laborator.

7. FORMULARE / INREGISTRARI, DOCUMENTE CONEXE

7.1. FORMULARE / INREGISTRARI

711, FISADE LUCRU IZOLARE, IDENTIFICARE SI CARACTERIZARE NEISSERIA GONORRHORAE cod:
7.1.2.  FORMULAR DE INREGISTRARE REZULTATE CARACTERE IDENTIFICARE NEISSERIA GONORRHOEAE cod :
7.2. DOCUMENTE CONEXE

7.2.1.  INSTRUCTIUNE DE LUCRU PREPARAREA MEDIILOR DE CULTURA, CRIOPROTECTIE $I LIOFILIZARE
PENTRU N.GONORRHOEAE cod :

7.2.2.  INSTRUCTIUNE DE LUCRU COLORATIA GRAM cod :

7.2.3.  INSTRUCTIUNE DE LUCRU TESTUL OXIDAZEI cod :

7.24.  INSTRUCTIUNE DE LUCRU TESTUL SUPEROXOL cod:

7.25.  INSTRUCTIUNE DE LUCRU TESTUL 3 LACTAMAZEI cod :

7.26.  INSTRUCTIUNE DE LUCRU SISTEM IDENTIFICARE API-NH cod :

7.2.7.  INSTRUCTIUNE DE LUCRU PREZERVAREA S| STOCAREA TULPINILOR DE N.GONORRHOEAE cod :

8. ANEXE

Anexa 1. Model FISA DE LUCRU IZOLARE, IDENTIFICARE S| CARACTERIZARE NEISSERIA GONORRHORAE cod:

Anexa 2. Model FORMULAR DE INREGISTRARE REZULTATE CARACTERE IDENTIFICARE NEISSERIA
GONORRHOEAE cod :

Anexa 3. Model FISA DE PREPARARE S| CONTROL MEDII cod :
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