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Metoda izolacji wirusa w algorytmie wspotczesnej
diagnostyki laboratoryjnej opryszczki genitalnej

Virus isolation method in the modern diagnostic algorithm of the laboratory
diagnosis of genital herpes
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Streszczenie

Dostepno$é skutecznych lekow przeciwwirusowych zwieksza znaczenie prowadzenia diagnostyki laboratoryjnej
opryszczki narzadow piciowych. Objawy miejscowe nie zawsze pozwalajg na witasciwe rozpoznanie zakazenia.
Wirus moze by¢ izolowany z prébek pobranych ze zmian w okolicy genitalnej, przy uzyciu hodowli komérkowej. Me-
tode izolacji wirusa w hodowli komorek od wielu lat traktuje sie jako referencyjna, do ktérej porownywane sg inne
bezposrednie testy wirusologiczne. Pozytywny wynik izolacji wirusa in vitro ma znaczacg wartos¢ dowodowa, nega-
tywny nie wyklucza zakazenia. Obecnie coraz czesSciej w laboratoriach na catym Swiecie wykorzystywane sa metody
molekularne, na przyktad klasyczny PCR i PCR w czasie rzeczywistym (real-time PCR). Waznymi zaletami tych metod
s znacznie mniejszy wptyw czynnosci przedlaboratoryjnych na wynik badania oraz krétszy czas oczekiwania na
wynik. Obie te metody, w okreSlonym zakresie, umozliwiajg detekcje lekoopornych szczepow wirusow opryszczki.
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Wstep

Opryszczka genitalna jest powszechnie wystepujaca cho-
robg przenoszong droga ptciowa. Etiologicznie jest zwig-
zana z wirusami opryszczki zwyktej typu 1 (HSV-1, herpes
simplex virus type 1) i typu 2 (HSV-2, herpes simplex
virus type 2). Obecnie HSV-1 jest czestym, a w niekto-
rych populacjach dominujgcym, czynnikiem pierwotnej
postaci opryszczki narzadoéw ptciowych. Wediug WHO
okoto 536 min ludzi na $wiecie jest zakazonych typem
2 wirusa. Wirus herpes simplex typu 1 (HSV-2) odpo-
wiada za powazny przebieg zakazenia, z wiekszg liczba
wtérnych epizodéw i prawdopodobnie wyzszym mianem
wirusow w zmianach na skérze i btonach $luzowych.
Objawy opryszczki moga by¢ bardziej nasilone u oséb
z obnizong odpornoscig (po przeszczepieniu, zakazonych
HIV), u kobiet w cigzy i noworodkow [1-4].
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Infekcja okotogenitalna, ze wzgledu na wystepowanie
zmian o charakterze nadzerek, utatwia zakazenie innymi
patogenami przenoszonymi drogg kontaktow ptciowych,
w tym HIV. Ponadto obecnos¢ wiruséw w kanale rodnym
stwarza ryzyko wewngtrzmacicznego zakazenia ptodu
lub przeniesienia wirusa ha noworodka podczas porodu
drogami natury [2, 5-7].

Obecnie dostepnych jest kilka metod laboratoryjnych,
ktére mogg by¢ wykorzystane w rozpoznawaniu miejsco-
wych zakazen HSV. Coraz rzadziej wykorzystywana jest
metoda izolacji wiruséw w hodowli komérkowej, ktora
w algorytmie diagnostycznym funkcjonuje nadal jako
metoda referencyjna [8]. Pomimo wielu zalet, jest ona za-
stepowana przez metody oparte na amplifikacji kwasow
nukleinowych (NAATs, nucleic acid amplification tests).
Wykorzystuje sie zestawy komercyjne lub zaprojektowane
w laboratoriach testy cechujgce sie zmienng czutoscia
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i swoistoscig [9, 10]. Nie wszystkie testy molekularne
posiadajg akceptacje Agencji Zywnosci i Lekow (FDA,
Food and Drug Administration) do wykrywania wirusow
opryszczki zwyktej w prébkach pobranych z okolicy ge-
nitalnej [8]. Postep w dziedzinie biologii molekularnej
oraz dostep do najnowszych technik diagnostycznych
sugerujg konieczno$¢ zmiany algorytmu rozpoznawa-
nia opryszczki genitalnej w klinicznych laboratoriach
mikrobiologicznych.

Rozpoznanie kliniczne opryszczkKi
genitalnej

Rozpoznanie kliniczne zakazenia ma ograniczong war-
to§¢ dowodowa. Typowe objawy wystepujg u okoto 20%
kobiet z pierwotng postaciag zakazenia. Dodatkowo
charakterystyczne wykwity w postaci cienko$ciennych
pecherzykdw (wypetnionych ptynem surowiczym zawiera-
jacym wiriony) moga utrzymywac sie krotko, na przyktad
kilka godzin, zwlaszcza wéwczas, gdy sa umiejscowione
na btonach sluzowych. Ponadto u czesci chorych objawy
wystepuja w miejscach nietypowych lub niedostepnych
podczas rutynowego badania ginekologicznego [11-13].
Wykwity sugerujgce opryszczke genitalng mogg byé
wywotywane przez inne mikroorganizmy (np. Treponema
pallidum, Haemophilus ducreyi), czynniki niezakazne
(miedzy innymi choroba LeSniowskiego-Crohna, chorobe
Behceta, nadwrazliwos$é na leki), a nawet sugerowac
zmiany nowotworowe, z tego wzgledu istotna role w roz-
poznaniu zakazenia odgrywa laboratoryjna diagnostyka
wirusologiczna [8, 14-16].

Diagnostyka laboratoryjna zakazenia

Diagnostyka laboratoryjna umozliwia potwierdzenie
rozpoznania klinicznego. Jest pomocna w zakazeniach
atypowych, roznicuje infekcje wirusami opryszczki
zwyktej z innymi patologiami wystepujacymi na skorze
i/lub btonach Sluzowych. Umozliwia réwniez identyfikacje
bezobjawowych nosicieli, ktdrzy sg Zzrodtem wirusa. Na
podstawie wyniku badania wirusologicznego wprowadza
sie leczenie przeciwwirusowe oraz planuje profilaktyke
przeniesienia wiruséw droga ptciowa lub okotoporodowg
[5, 8, 14, 171].

Najwieksze znaczenie w rozpoznaniu opryszczki
genitalnej ma bezposrednia diagnostyka laboratoryjna.
Jest dostepnych kilka metod umozliwjajgcych detekcje
wiruséw w prébce materiatu, na przykiad izolacja HSV
w hodowli komérkowej lub metody oparte o amplifikacje
kwasow nukleinowych. Rzadziej stosowane sg odczyn
immunofluorescencji bezposredniej (DIF, direct immuno-
fluorescence) i immunoenzymatyczny (ELISA, enzyme-lin-
ked immunosorbent assay). Nie rekomenduje sie wykry-
wania antygenéw w klinicznym materiale bezposrednim

za pomoca tych metod ze wzgledu na nizszg czutosé
przy akceptowalnej swoistosci [8, 14, 17, 18]. Row-
niez badania serologiczne majg ograniczong wartos¢
diagnostyczna; pozwalajg wprawdzie na potwierdzenie
ekspozycji, jednak nie informujg o miejscu zakazenia.
Dodatkowo ograniczona przydatnoS¢ zwiazana jest z po-
wszechna prewalencjg. Seroprewalencja HSV-1 wynosi
50-70% w krajach rozwinietych i blisko 100% w niekt6-
rych, Scisle zdefiniowanych populacjach [1, 4, 15, 19].
Seroprewalencja HSV-2 waha sie w zakresie 10-40%
i jest znamiennie wyzsza (60-95%) u 0s6b zakazonych
HIV i kobiet zwigzanych z przemystem seksualnym [15,
20, 21]. Wedtug naszej wiedzy w Polsce dotychczas
wykonano tylko jedno badanie seroepidemiologiczne.
Zdaniem autoréw wyniki, ze wzgledu na dobor probek
surowicy, moga nie by¢ reprezentatywne dla catej popu-
lacji kraju; przeciwciata przeciw HSV-1 i HSV-2 wykryto
u odpowiednio 89,9% i 9,1% badanych [21]. Wprawdzie
detekcja przeciwciat przeciwko HSV-2 prawie zawsze
Swiadczy o infekcji genitalnej, oznaczenie przeciwciat
swoistych dla typu 1 wirusa nie przesgdza o — tak czesto
zwigzanej z tym typem wirusa — opryszczce narzadow
ptciowych, bowiem HSV-1 moze powodowaé zakazenia
o0 réznej lokalizacji [14, 22, 23].

0d latizolacja wirusa w hodowli komérkowej uznawa-
na jest za ztoty standard w diagnozowaniu miejscowych
zakazenh wywotanych wirusami opryszczki. Jest to me-
toda referencyjna, wzgledem ktorej porébwnuje sie inne
bezposrednie testy wirusologiczne [8, 12, 14]. Na wynik
badania metodg hodowli komérkowej wptywa w spos6b
istotny postepowanie przedlaboratoryjne. Obecnie brak
jest ujednoliconej procedury izolacji HSV in vitro. Wiado-
mo, ze nalezy zadbac o pobranie wiasciwej probki, od-
powiednig wymazowkg, zabezpieczenie materiatu przed
kontaminacjg oraz niekorzystnym dziataniem Srodowiska
(temperatura, promieniowanie, pH) oraz zastosowac
permisywng hodowle komérkowa [8, 14, 18].

Niezaleznie od wyboru metody badania w kierunku
opryszczki genitalnej, konieczne jest pobranie materiatu.
W przypadku zakazen objawowych probke uzyskuje sie
z chorobowo zmienionych miejsc. Objawy opryszczki
genitalnej pojawiaja sie na skérze i/lub btonach Sluzo-
wych narzadoéw piciowych, w cewce moczowej, okolicy
okotoodbytniczej. Najwtasciwszym materiatem jest ptyn
zaaspirowany po przektuciu pecherzyka, ale takze wymaz
z podstawy zmiany na skorze, wymaz z bton sluzowych
narzgdow piciowych (sromu, przedsionka pochwy, szczy-
tu pochwy, kanatu szyjki macicy, tarczy szyjki macicy),
z cewki moczowej lub okolicy okotoodbytniczej. Przed
pobraniem materiatu diagnostycznego nie zaleca sie
dezynfekcji skory Srodkami alkoholowymi i jodoforami
[8, 14, 24]. Plyn pecherzykowy nalezy aspirowaé za
pomoca igty i strzykawki. Wymazy z podstawy zmian
pobra¢ jatowg wymazowka. Pobranie wymazu z cewki
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moczowej powinno byé poprzedzone wykonaniem czyn-
nosci higienicznych za pomocg jatowego gazika (usu-
niecie nadmiaru wydzieliny), aby nie skontaminowa¢
nadmiernie prébki. Do pobrania materiatu od mezczyzn
nalezy stosowa¢ wymazowki z aluminiowym, plastikowym
lub drewnianym aplikatorem, wsuwajac wacik do cewki
moczowej na gtebokos¢é okoto 0,5-2 cm. U kobiet nalezy
stosowaé wytgcznie wymazowki z aplikatorem aluminio-
wym. Pobranie wymazu z szyjki macicy wymaga usuniecia
nadmiaru wydzieliny. Stosujgc wziernik, nalezy pobra¢
probke z gtebokosci okoto 2 cm [8, 14, 18].

Dostepne sg wymazowki zakonczone wacikiem
wykonanym z r6znych materiatéw. Nie zaleca sie
uzywania wymazéwek z alginianem wapnia, niektorzy
badacze polecaja koncoéwki bawetniane [8]. Jednak
czesciej preferowane sg dakronowe. W kilku pracach
oceniono negatywnie wymazowki z bawetng i alginianem
wapnia, ktére moga oddziatywaé toksycznie na wirusy,
podobnie jak wykonana z drewna nasadka aplikatora
[14, 25]. Podkre$la sie réwniez zalety aplikatorow z flo-
kowanego nylonu [8, 26].

Wirusy opryszczki sg wrazliwe na wysychanie oraz
zmiany pH, konieczne jest zatem wprowadzenie pobranego
materiatu diagnostycznego do podtoza transportowego, na
przyktad do suplementowanego (2-10% ptodowa surowicg
cielecy (FBS, fetal bovine serum), 1% L-glutaming i antybio-
tykami) podtoza Eagle lub Dulbecco [14, 27]. Dostene sg
takze komercyjne zestawy zawierajgce na przyktad fosforan
tryptozy, kwasny fosforan dwusodowy, kwasny fosforan jed-
nosodowy z gentamycyng i amfoterycynag. Na wynik izolacji
wirusa z materiatu od chorego wptywajg istotnie warunki
przechowywania probki, jednak i w tej kwestii brak jest
jednoznacznego stanowiska. Pozgdane jest wprowadzenie
wirusa do hodowli komdrkowej w dniu pobrania materiatu.
Temperatura 22 °C oddziatujgca do 12 godzin nie wptywa
inhibicyjnie na wirusy. Eksperci utrzymujg, ze materiatu
przeznaczonego do analizy metodg hodowli nie nalezy
przechowywa¢ dtuzej niz cztery godziny w temperaturze
pokojowej, a optymalne jest zapewnienie 4 °C przez 24 do
maksymalnie 48 godzin. Dluzszy czas przechowywania
moze wptyngé na obnizenie czutosci badania. Dopuszc-
zalne jest mrozenie materiatu od pacjenta w temperaturze
-20°C, jednak nalezy pamietac o niekorzystnym wptywie
zamrazania, a nastepnie rozmrazania na miano zakazine
wirusa w materiale klinicznym [8, 14].

Warunkiem uzyskania wiarygodnych wynikéw bada-
nia jest umieszczenie probki w permisywnej hodowli
komorkowej. Do namnazania wiruséw wykorzystywane
sg linie wywodzace sie z roznych komorek (najczesciej
nabtonkowych lub fibroblastycznych), ze zmian nowot-
worowych (Hela, Hep-2, RD) lub prawidtowych (MRC-
5, WI-38, BHK-21, LL-MK2, A549, Vero). Stosuje sie
komorki ludzkie lub pochodzgce od zwierzat (np. Me-
socricetus auratus, Cercopithecus aethiops, Sus scrofa,

Macaca mulatta) [14, 22, 23, 28]. Wirusy opryszczki
wykazujg tropizm do wielu typdw komorek. Wykorzystuja
rozne receptory powierzchniowe, na przyktad siarczan
heparanu (HSPGs, heparan sulfate proteoglycans),
mediator wejScia wirusa opryszczki (HveM, herpes-
virus entry mediator), HveB (herpesvirus entry activ-
ity, nektyna-2), HveC (herpesvirus entry mediator C,
nektyna-1). Wirusy herpes simplex (HSV) zakazajg
komorki poprzez bezposrednia fuzje ostonki wirusa
z btong komérkowa na drodze endocytozy zaleznej lub
niezaleznej od pH lub przedostajg sie bezposSrednio
z zakazonej komorki do komorki sasiedniej [20, 29, 30].
Skutkiem namnazania wiruséw w hodowli komoérek jest
wystgpienie charakterystycznych dla wirusa i rodzaju
zakazanych komdrek zmian cytopatycznych (CPE, cyto-
pathic effect). Czas pojawienia sie CPE jest zalezny od
liczby wiriondw w prébce. Pierwsze nieprawidtowosci
mozna zaobserwowaé¢ w odwréconym mikroskopie
Swietlnym lub mikroskopie kontrastowo-fazowym juz
po kilkunastu godzinach od wprowadzenia zakazonego
materiatu klinicznego. Materiaty skape w zakazne
wiriony muszg by¢ obserwowane odpowiednio dtuzej lub
kilkukrotnie pasazowane. Charakterystyczne dla wirusow
opryszczki zmiany w morfologii zakazonych komorek
to: obecnos¢ ognisk balonowato powiekszonych, specy-
ficznie zatamujgcych Swiatto komérek z pyknotycznym
jadrem, obecnosé wtretdow wewnatrzjgdrowych oraz
obszardw zlizowanych komorek. Obserwuje sie rowniez
wielojadrowe (od kilku do kilkudziesieciu lub kilkuset),
pozbawione oston komérkowych zespdlnie (syncytia)
[8, 22, 24, 28, 31]. Wykazano, ze zespdlnie moga
powstawaé w nastepstwie wielokrotnego pasazowania
izolatu. Tworzone sa tylko w niektorych liniach na
przyktad Vero. Efekt cytopatyczny w postaci syncytiow
charakterystyczny jest dla fenotypu syn (przypuszcza
sie, ze sa to szczepy atenuowane) i jest skutkiem mutacji
punktowej w wysoce konserwatywnym, hydrofilowym,
a-helikalnym regionie domeny cytoplazmatycznej gliko-
proteiny B [27].

Dodatni wynik izolacji wirusa ma istotng warto$¢ do-
wodowa. Metoda ta cechuje sie okoto 15-33-procentowg
wyzszg czutoScig w poréwnaniu z testami wykrywajgcymi
antygeny wirusowe w bezposrednim materiale klinicz-
nym. Nie pozwala jednak na odréznienie HSV-1 od HSV-2,
co wiecej wszystkie alfaherpeswirusy moga powodowac
podobne zmiany w zakazonych komoérkach, dlatego
konieczne jest wykonanie dodatkowych testow identy-
fikacyjnych namnozonych wiruséw, na przyktad metoda
immunofluorescencji, immunoenzymatyczng lub
molekularng [8, 12, 24, 32].

Metoda hodowli jest polecana do diagnozowania
opryszczki we wczesnym stadium zakazenia. Mozliwosé
wyKrycia wirusa zmniejsza sie wraz z czasem trwania
choroby.
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Zgodnie z opinig specjalistow najwyzszg wartosé
diagnostyczng ma badanie materiatu pobranego ze
Swiezych zmian, to jest aspiratu z pecherzyka lub z pod-
stawy nadzerki powstatej po peknieciu cienkoSciennego
pecherzyka. W takich prébkach nalezy spodziewac sie
najwiekszej liczby zakaznych wirionéw. Pobranie ptynu
pecherzykowego pozwala wykryé 94% przypadkow
opryszczki. W wymazie z nadzerki w przebiegu opryszczki
narzadow ptciowych u 70% oséb badanych stwierdza sie
obecnosé wirusa. Jesli zmiany ulegajg regresji i pokry-
waja sie strupem, prawdopodobieAstwo izolacji wynosi
zaledwie 27% [8, 12, 14, 18, 24]. Hodowla komérkowa
umozliwia namnozenie wirusow nawet wtedy, kiedy liczba
wiriondw w probce klinicznej jest niewielka, na przyktad
u 0séb z supresjg uktadu immunologicznego, u ktérych
powszechnie sg zakazenia przewlekte, dodatkowo
w czesci przypadkdw, wywotane szczepami opornymi lub
0 obnizonej wrazliwosci na leki przeciwwirusowe [12].

Wirusy izolowane sa z chorobowo zmienionych
miejsc, ale réwniez od bezobjawowych nosicieli. Wyka-
zano, ze Srednia liczba kopii DNA HSV w probkach pobra-
nych z bton sluzowych od 0s6b bez objawow zakazenia
i zakazonych objawowo moze byé pordwnywalna (10**vs.
10*9) [25]. Podobnie w analizie wymazéw pobranych
z bton Sluzowych narzadéw ptciowych, wykazano, ze
liczba kopii DNA HSV-2 wynosi $rednio 10*"i 10** w ma-
teriatach pobranych odpowiednio od oséb bez cech za-
kazenia i z klinicznymi objawami infekcji genitalnej [33].
W badaniach prowadzonych w Katedrze i Zaktadzie
Mikrobiologii Lekarskiej WUM, wirus opryszczki zwyktej
wyizolowano z hodowli oraz potwierdzono obecnosé
wirusowego materiatu genetycznego (PCR, polymerase
chain reaction) u blisko 45% kobiet z niespecyficznymi
objawami, ktore wskazywaty na opryszczke narzadow
ptciowych oraz u 55% kobiet bez cech klinicznych zaka-
zenia. Stosujgc metode immunofluorescenciji bezposred-
niej do badania tych samych probek klinicznych, wyka-
zano obecnos¢ antygendw wirusow u odpowiednio 43%
kobiet z objawami przypominajacymi opryszczke i u 35%
kobiet zakazonych bezobjawowo [12]. Dwustopniowa
diagnostyka polegajaca na izolacji wirusa i jego identy-
fikacji metoda genetyczna (PCR) wydaje sie by¢ dobrym
rozwigzaniem diagnostycznym. Wprawdzie podwyzszone
koszty jednostkowego badania oraz wydtuzony czas
oczekiwania na wynik nie zachecajg do wykorzystania
takiego schematu w rutynowej diagnostyce, jednak moze
by¢ on wykorzystany w laboratoriach o podwyzszonym
stopniu referencyjnosci.

Metoda hodowli umozliwia wyizolowanie powie-
lonych wiruséw, ktére mogg by¢ takze wykorzystane
do oznaczania wrazliwosci na leki przeciwwirusowe.
Nie sprawdza sie jednak u 0oséb leczonych preparatami
przeciwwirusowymi, z uwagi na inhibicyjny wptyw lekéw
przeciwherpeswirusowych na namnazanie wirusow [17].

Istotng wadg izolacji wiruséw jest czas badania. Zajmu-
je 7-10 dni, a w skrajnych przypadkach kilka tygodni
[14]. Pewna alternatywa jest wykonanie po 24 lub
48 godzinach inkubacji (nawet jesli brak widocznego
CPE) wirowania hodowli (40 min,700 x g), a nastepnie
oznaczenie antygenow lub wirusowego DNA. Takie po-
stepowanie skraca czas badania, jednak moze wptyngé
na obnizenie jego czutoSci. Dostepny jest rowniez test
ELVIS (enzyme-linked virus-inducible system), w ktérym
wykorzystywana jest genetycznie zmodyfikowana permi-
sywna linia komérkowa transfekowana genem reportero-
wym E. coli lacZ pod kontrolg promotora HSV. Gen lacZ,
wchodzacy w skfad operonu laktozowego E. coli, koduje
B-galaktozydaze, tetrameryczny enzym hydrolizujacy
laktoze (B-galaktozyd) do galaktozy i glukozy. Replika-
cja wirusOw opryszczki zwyktej indukuje wytwarzanie
i magazynowanie B-galaktozydazy. Tkanki zawierajgce
B-galaktozydaze, po dodaniu do nich odpowiednich
substratéw, wybarwiajg sie na niebiesko [8, 17]. Wy-
nik ujemny izolacji wirusa w hodowli komérkowej ma
umiarkowang warto$é dowodowa, nie przesadza o braku
wirusa w pobranym materiale klinicznym [4, 171].

Mimo ze izolacja wiruséw uznawana jest od lat za
tak zwany ztoty standard w diagnostyce zakazen miej-
scowych wywotanych wirusami opryszczki zwyktej, coraz
czesciej wykorzystuje sie metody molekularne. W roz-
poznawaniu opryszczki stosuje sie klasyczny PCR oraz
test zmodyfikowany, czyli real-time PCR. W metodach
opartych na amplifikacji kwaséw nukleinowych czynno-
Sci przedlaboratoryjne maja mniejszy wptyw na wynik
badania, poniewaz wykrywane jest rowniez DNA wirusow
niezdolnych do replikowania sie. W takich przypadkach
nie ma wskazan do wprowadzenia leczenia przeciwwiru-
sowego. Czas wykonania badania jest znacznie krotszy
(w zaleznoSci od metody kilka-, kilkanascie godzin).
Badanie moze by¢ wykonane z roznych materiatow
pobranych ze skoéry i bton Sluzowych. Istnieje rowniez
mozliwos¢ wykrywania mutacji zwigzanych z lekoopor-
noscig w izolatach pobranych od chorych [17, 32, 34].

International Union against Sexually Transmitted
Infections (IUSTI) rekomenduje technike real-time PCR
do potwierdzania opryszczki genitalnej. Badanie moze
by¢ wykonane w czasie 2-4 godzin. Technika ta zwieksza
wskaznik detekcji wirusa o 11-71% w poréwnaniu do
hodowli komérkowej. Analiza dokonywana jest w ukia-
dzie zamknietym, co minimalizuje ryzyko kontaminacji,
a warunki transportu nie wptywaja tak silnie na wynik, jak
w przypadku badania metoda hodowli komérkowej [10].
Real-time PCR, dzieki mozliwosSci oznaczenia liczby kopii
wirusa, moze by¢ wykorzystywane do monitorowania
przebiegu zakazenia, prognozowania i jest uzyteczny do
podejmowania decyzji terapeutycznych.

Eksperci z CDC (Centers for Disease Control and Pre-
vention) zalecaja laboratoryjne rozpoznanie zakazenia
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u wszystkich osob zgtaszajgcych sie na konsultacje
lekarska z powodu opryszczki genitalnej. Rekomendujg
zastosowanie PCR [8, 10]. Jako metoda alternatywna
wymieniana jest hodowla, a nastepnie ustalenie gatunku
wirusa poprzez detekcje specyficznych antygenoéw lub
DNA [8, 10, 16, 17, 32]. Obecnie do badan genetycz-
nych wykorzystuje sie zwalidowane testy komercyjne,
na przyktad IsoAmp HSV Assay, BioHelix Corporation;
MultiCode-RTx Herpes Simplex Virus 1 & 2 Kit, EraGen
Biosciences, Inc.; BD ProbeTec Herpes Simplex Viruses
(HSV I & 2) QX Amplified DNA Assays, BD Diagnostic
Systems. Cze$¢ laboratoriow stosuje samodzielnie
opracowane testy, ktore charakteryzuja sie zmienna
czutoScig i swoistoscig [8-10, 14, 32, 35]. Nie zaleca sie
natomiast poszukiwania antygendw wirusow w materiale
klinicznym oraz wykonywania popularnych w latach 70.
XX wieku badan mikroskopowych z rozmazéw ze zmian
(np. testu Tzancka, metody Papanicolaou) w diagnozo-
waniu opryszczki genitalnej [34].

Whioski

Poniewaz typowe objawy kliniczne opryszczki genitalnej
wystepuja tylko u czesci zakazonych, w rozpoznaniu istot-
na role odgrywaja laboratoryjne badania wirusologiczne.
Izolacja wirusow w hodowli komérkowej od lat uznawana
jest za ztoty standard w rozpoznawaniu miejscowego
zakazenia wirusami opryszczki zwyktej. Charakteryzuje

Abstract

sie wysokg swoistoscig, jednak jej czutos¢ zalezy od
jakosci probki pobranej od pacjenta oraz postepowania
przedlaboratoryjnego. Metoda ta umozliwia namnozenie
wiruséw, ktére w przypadku niepowodzenia leczenia
przeciwherpeswirusowego moga byé wykorzystane do
fenotypowego lub genotypowego badania lekoopornosci.
Wprawdzie algorytm diagnostyczny opryszczki genitalnej
nie zostat zmieniony od kilku dekad, to obecnie coraz
czesciej izolacje wirusow zastepuja metody wykrywajace
DNA wirusa w probce od pacjenta, ktore sa obecnie stan-
dardem diagnostycznym tylko w rozpoznaniu opryszcz-
kowego zakazenia uktadu nerwowego.

W Polsce problem opryszczki genitalnej nie jest
traktowany z nalezytg atencja. Brak jest wiarygodnych
danych epidemiologicznych dotyczacych seroprewa-
lencji i liczby zachorowan. Mimo ze laboratoria w kraju
deklarujg mozliwos¢ wykonywania badan laboratoryj-
nych diagnozujacych opryszczke genitalng, wiekszos¢
Z nich ocenia wytacznie obecnoS¢ przeciwciat przeciw
HSV-1iHSV-2 [7]. Jurkowska i wsp., oceniajgc mozliwosci
diagnostyczne zakazen opryszczki genitalnej, wykazali,
ze metode hodowli stosuje jedno z 30 krajowych labo-
ratoréw, ktore w badaniu ankietowym zgtosity mozliwos¢
diagnostyki zakazen wirusami opryszczki zyktej [7].
Istotna jest zatem rewizja schematu diagnostycznego
opryszczki genitalnej w Polsce, biorgc pod uwage dostep-
no$¢ metod, charakterystyke pacjentéw, dob6r materiatu
klinicznego oraz epidemiologie zakazef w Polsce.

The availability of effective antiviral drugs increases the importance of performing diagnosis of genital herpes.
Local symptoms do not always allow to accurate diagnosis of infection. Virus can be isolated from samples taken
from the lesions located on the genital area using a cell culture. This method is considered for years as the refe-
rence method, to which are compared the other direct virological tests. A positive result of the virus isolation in
vitro has significant probative value, negative result does not exclude the infection. Currently, molecular methods
eg. classical PCR and real-time PCR are increasingly being used in laboratories worldwide. Important advantages
of these methods are much less impact of pre-analytic procedures and shorter waiting times for the results. Both
of these methods allow to the detection of drug-resistant strains of herpes viruses.

Key words: laboratory diagnosis, virus isolation, genital herpes, PCR
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