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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Wirusy wywotujace zakazenia uktadu oddechowego sg istotna przyczyna zachorowan i zgonéw
u 0s6b zdrowych, jak i tych z obnizona odpornoscia oraz pociagaja za soba znaczace koszty eko-
nomiczne w systemie opieki zdrowotnej. Podobne objawy kliniczne w przebiegu réznych zaka-
zen uktadu oddechowego o etiologii wirusowej i bakteryjnej sprawiaja, ze postawienie wtasciwej
diagnozy jest trudne. Trafna i szybka diagnostyka ma podstawowe znaczenie w kontroli zakazen
i podjecia decyzji odnosnie postgpowania z pacjentem, a zwtaszcza zastosowania odpowiednie;j
terapii przeciwbakteryjnej lub przeciwwirusowej oraz hospitalizacji. Ponadto identyfikacja czyn-
nika etiologicznego choroby pozwala wyeliminowa¢ niemajace uzasadnienia uzycie antybioty-
koéw, a takze obnizy¢ koszty opieki medycznej.

W przypadku wykrywania wirusow odpowiedzialnych za zakazenia uktadu oddechowego zasto-
sowanie ma wiele r6znych procedur diagnostycznych. Przez wiele lat podstawowymi metodami
uzywanymi w rutynowej diagnostyce byto wykrywanie antygenéw wirusa oraz izolacja wirusa
w hodowli komérkowej. Niemniej jednak w ostatnim czasie techniki amplifikacji kwaséw nu-
kleinowych zaczgly by¢ szeroko stosowane, przy czym znaczaco poprawity czutos¢ wykrywa-
nia wiruséw w prébkach klinicznych. Testy diagnostyczne oparte na biologii molekularnej przy-
czynity si¢ tym samym do lepszego wykrywania koinfekcji (reakcje multiplex) oraz umozliwity
wykrywanie wiruséw trudnych do namnazania w hodowlach.

W artykule oméwiono wiele technicznych aspektéw obecnie uzywanych technik, ich podstawo-
we zasady, zalety, warto$¢ diagnostyczna, ale réwniez pewne ograniczenia.

diagnostyka * PCR ° wirus * wirusowe zakazenie uktadu oddechowego

Summary

Respiratory viruses contribute to significant morbidity and mortality in healthy and immuno-
compromised individuals and are considered as a significant economic burden in the healthca-
re system. The similar clinical symptoms in the course of different viral and bacterial respirato-
ry infections make the proper diagnosis difficult. An accurate and prompt diagnostics is crucial
for infection control and patient management decisions, especially regarding the use of antibac-
terial or antiviral therapy and hospitalization. Moreover, the identification of the causative agent
eliminates inappropriate use of antibiotics and may reduce the cost of healthcare.

A wide variety of diagnostic procedures is applied for the detection of viral agents responsible
for respiratory tract infections. For many years, the viral antigen detection and standard isolation
technique in cell culture was the main method used in routine diagnostics. However, in recent
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years the nucleic acid amplification techniques have become widely used and have significan-
tly improved the sensitivity of viral detection in clinical specimens. Molecular diagnostic assays
have contributed to revealing high rates of co-infection (multiplex reactions) and allow identifi-
cation of agents that are difficult to culture.

This paper discusses a number of technical aspects of the current most commonly used techniqu-
es, their general principles, main benefits and diagnostic value, but also some of their limitations.
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Wstep

Wirusy wywolujace zakazenia uktadu oddechowego sa
jedna z najczestszych przyczyn zachorowan u ludzi. Do
najwazniejszych i najbardziej rozpowszechnionych naleza
m.in. wirus grypy A i B (IV-A, -B), wirus RS typu Ai B
(RSV-A, -B), wirus paragrypy 1, 2, 31 4 (PIV-1, -2, -3,
-4), metapneumowirusy (hMPV), adenowirusy (hAdV),
koronawirusy (hCoV), rinowirusy (hRV), enterowirusy
(EV) oraz bokawirus (hBoV) [12,23,32]. Wirusy te cha-
rakteryzuje duza chorobotwdrczos¢ oraz tatwa transmisja,
dzigki czemu moga szybko rozprzestrzeniaé si¢, zwlasz-
cza w miejscach o znacznym zaggszczeniu ludzi, takich
jak srodki lokomocji, urzedy, szkoly czy przedszkola [36].
Mimo ich powszechnego wystgpowania i czgsto tagodnego
przebiegu zakazenia, niektére z nich moga stanowi¢ powaz-
ny problem zdrowotny, koniczacy si¢ powiktaniami, a na-
wet zgonem. Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO) po-
daje, ze zakazenia dr6g oddechowych stanowia druga, co
do czegstosci wystgpowania przyczyna zgondéw u dzieci do
5 roku zycia [33]. Corocznie z powodu grypy choruje na
Swiecie od 330 min do 1575 mld, a umiera od 0,5 mln do
miliona 0s6b [6]. Przypadki cigzkich zakazen wystgpuja
najczesciej u os6b z grup wysokiego ryzyka bez wzgle-
du na wiek, dzieci do 24 miesiaca, a takze osoby starsze.
Ponadto ostabiony zakazeniem wirusowym organizm staje
si¢ podatny na inwazj¢ innymi patogenami, CO moze pro-
wadzi¢ do réznego rodzaju zakazen wtérnych.

Zakazenia wirusami atakujacymi drogi oddechowe kon-
czace sig zgonem wyst¢puja nie tylko u oséb z grup wyso-
kiego ryzyka. Sytuacja taka dotyczy wyjatkowo patogen-
nych wiruséw, do ktérych nalezy wirus grypy. Dobrym
przyktadem obrazujacym skale problemu moze by¢ pan-
demia z 1918 roku zwana ,,hiszpanka”, ktdra jak si¢ sza-
cuje spowodowata w tamtym okresie zgon 50-100 milio-
néw o0s6b [25]. Obecnie coraz czgsciej pojawia sig problem
ptasiej grypy wywotanej gtéwnie przez wysoce patogen-
ny podtyp wirusa A/H5N1 (highly pathogenic avian influ-
enza — HPAI), ktéry (wg raportu WHO z dn. 29.11.2011)
z niemal 60% $miertelnoscia spowodowat zgon 335 oséb.

Z kolei koronawirus SARS (SARS-CoV), wywolujacy ze-
spot cigzkiej ostrej niewydolnosci oddechowej (SARS — se-
vere acute respiratory syndrome), spowodowat zakazenie
u ponad 8000 oséb, w tym 774 zgony (wg raportu WHO
z dn. 21.04.2004).

Powaznym zagrozeniem dla zdrowia i zycia czlowieka sa
réznego rodzaju powiklania wynikajace nie tylko z dziata-
nia samego wirusa, lecz mogace powstawac na skutek re-
akcji uktadu immunologicznego gospodarza oraz zakazen
wtérnych. Do najczestszych powiktar naleza: zapalenie ptuc
i oskrzeli (w tym wywotane wtérnymi zakazeniami wiruso-
wymi badz bakteryjnymi np. przez Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae,
Mycoplasma pneumoniae, Legionella sp.), zwt6knienie
pluc, zapalenie oskrzelikéw ptucnych u niemowlat i u dzie-
ci, zapalenie mig$nia serca i osierdzia, odrzuty przeszcze-
pow, zapalenie ucha srodkowego, zapalenie migsni, a tak-
ze powiklania ze strony uktadu nerwowego i moczowego
itp. [6,21,22].

DIAGNOSTYKA WIRUSOLOGICZNA ZAKAZEN UKLADU ODDECHOWEGO

Trudnos$ci w réznicowaniu klinicznym choréb o etiologii
wirusowej i bakteryjnej prowadza czgsto do nieuzasadnio-
nego stosowania antybiotykéw. Przy zakazeniach uktadu
oddechowego wywotanych przez rézne wirusy moga wyste-
powac podobne i mato swoiste objawy kliniczne, co utrud-
nia rozpoznanie na ich podstawie czynnika etiologicznego
i postawienie wtasciwej diagnozy. Jednoczesnie zakazenia
wywotane tym samym wirusem moga prowadzi¢ do wy-
stapienia zréznicowanych objawéw, w zaleznosci np. od
wieku czy kondycji pacjenta. Z tego powodu rozpoznanie
i leczenie nie powinno opiera¢ si¢ jedynie na obrazie kli-
nicznym choroby. Bardzo wazna jest diagnostyka labora-
toryjna pozwalajaca na doktadna identyfikacj¢ patogenu
wywotujacego chorobe i umozliwiajaca podjecie wihasci-
wej decyzji o sposobie leczenia chorego.

Ukierunkowane leczenie mozliwe jest w przypadku zaka-
zen drég oddechowych wywotanych tylko przez niektére

453



Postepy Hig Med Dosw (online), 2012; tom 66: 452-460

wirusy. W leczeniu grypy z powodzeniem stosowane sa
inhibitory neuraminidazy, takie jak oseltamiwir badZ za-
namiwir. Leki te sg nieskuteczne w przypadku zakazen
wywotanych przez inne wirusy atakujace uktad oddecho-
wy. Badania dotyczace leczenia pacjentow oseltamiwi-
rem i zanamiwirem wykazaty, ze niemal u 50% os6b nie
bylo wskazan medycznych do podania leku, gdyz zakaze-
nie nie byto wywotane przez wirus grypy [7]. Innymi le-
kami przeciwgrypowymi, jednak obecnie mniej skutecz-
nymi, ze wzgledu na powszechne wystgpowanie opornosci
wsrdd krazacych szczepdw oraz wywotujacymi dziatania
niepozadane, sa amantadyna i rymantadyna. Leki te cha-
rakteryzuje duza wybidrczosé, gdyz celem ich dziatania
jest biatko M2, obecne jedynie w strukturze wirusa gry-
py A [7]. Dodatkowo wszystkie te leki, aby wykazaty sku-
tecznos¢ musza zostac¢ podane nie pézniej niz 36 godz. od
wystapienia pierwszych objawéw. W przypadku innych
wczesniej wymienionych wiruséw wywotujacych zaka-
zenia ukladu oddechowego nie ma zadnych swoistych le-
kéw przeciwwirusowych.

Postawienie trafnej diagnozy w krétkim czasie pozwala
uniknaé niepotrzebnej, czgsto wyniszczajacej organizm
i mogacej wywotywaé dziatania niepozadane, terapii le-
kami antywirusowymi, a w razie uzyskania wyniku po-
twierdzajacego obecno$¢ patogenu umozliwia zastoso-
wanie celowanej terapii przeciwwirusowej. Racjonalne,
wiasciwie wdrozone i podjete w odpowiednim czasie le-
czenie obniza niebezpieczenistwo pojawienia si¢ ukierun-
kowanych mutacji prowadzacych do opornosci na stoso-
wany lek, skraca czas pobytu pacjenta w szpitalu, obniza
koszty leczenia i hospitalizacji, a takze zapobiega szerze-
niu sie zakazenia wsrod ludzi [5]. Istotne znaczenie w za-
pobieganiu zakazen wirusem grypy moze mie¢ wdrozenie
celowanej terapii przeciwwirusowej nie tylko u chorych,
ale i u cztonkéw rodziny i innych oséb majacych kontakt
z chorymi. Problematyka ta jest Scisle zwiazana takze
z kontrola i zapobieganiem zakazeniom szpitalnym, da-
jac mozliwos¢ ograniczenia szerzenia si¢ zakazenia z pa-
cjenta na pacjenta oraz na pracownikow stuzby zdrowia.

W przypadku wirusa grypy szczegétowa i doktadna diagno-
styka niesie za sobg jeszcze inny ogromnie wazny aspekt.
Dane dotyczace wlasciwosci antygenowych szczepéw izo-
lowanych w réznych miejscach na Swiecie, prowadza do
ustalenia odpowiedniego sktadu szczepionki przeciwgry-
powej na dany sezon epidemiczny, co w efekcie prowadzi
do jej zwigkszonej skutecznosci. Oprécz oznaczen prowa-
dzonych tzw. testami przytézkowymi, umozliwiajacymi
szybkie wykrycie wirusa grypy, niezwykle wazne sa wy-
sokospecjalistyczne badania jakie oferuja Krajowe Osrodki
ds. Grypy. Analizy te obejmuja m.in. diagnostyke mole-
kularna, potaczona z kolekcjonowaniem szczepéw kraza-
cych w populacji w kolejnych sezonach.

METODY WYKRYWANIA WIRUSOW WYWOLUJACYCH ZAKAZENIA
UKLADU ODDECHOWEGO

Do tradycyjnych metod diagnostycznych majacych na celu
identyfikacje wiruséw wywotujacych zakazenia uktadu od-
dechowego w materiale pobranym od pacjenta naleza testy,
ktérych zasada polega na wykrywaniu antygenéw wiruso-
wych, w tym testy immunofluorescencyjne, immunoenzy-
matyczne np. test ELISA i immunochromatograficzne oraz

metody oparte na uzyskaniu hodowli wirusa (z wykorzysta-
niem zarodkéw ptasich lub hodowli tkankowych). Analizy
serologiczne sa znacznie szybsze i mniej kosztowne, jed-
nak czesto charakteryzuje je mniejsza czutos$¢ i swoistosé
w poréwnaniu z metodami izolacji w hodowli.

WYKRYWANIE ANTYGENOW WIRUSOWYCH

Jednym z najczgsciej stosowanych testow umozliwiaja-
cych wykazanie obecnosci antygenéw okreslonego wirusa
w prébkach klinicznych, takich jak np. popluczyny oskrze-
lowo-pecherzykowe (BAL), aspiraty nosowo-gardtowe, wy-
mazy z nosa i gardta sa testy immunofluorescencyjne (IF).
W metodzie tej mozna wykorzystywaé swoiste przeciwciata
skoniugowane bezposrednio z fluorochromem (fluoresce-
ing) i skierowane przeciwko okreslonym antygenom danego
wirusa (metoda bezposrednia) lub niewyznakowane swo-
iste przeciwciala, a nastgpnie znakowane fluorochromem
przeciwciata antyglobulinowe (metoda posrednia). Wynik
reakcji uzyskuje si¢ w postaci emitujacych zielone swia-
tlo komplekséw powstatych w miejscu zwiazania wyzna-
kowanego fluoresceing przeciwciata z antygenem wiruso-
wym lub kompleksem antygen-przeciwciato, widocznych
na tle kontrastowo wybarwionych komoérek ludzkiego na-
btonka (odczyt w mikroskopie fluorescencyjnym).

Immunofluorescencja bezposrednia (DIF) jest metoda szyb-
szg, ale mniej czuta. Wykorzystanie w tescie IF przeciw-
cial monoklonalnych umozliwia nie tylko wykrycie dane-
go patogenu, ale takze pozwala na okreslenie jego typu,
co moze mie¢ wazne znaczenie w przypadku badan epi-
demiologicznych, a takze aspekt terapeutyczny (leki prze-
ciwwirusowe dziatajace swoiscie na okreslony typ wirusa,
jak wspomniana wcze$niej amantadyna i rymantadyna).
W ciagu ostatnich lat przeciwciata monoklonalne oraz go-
towe zestawy IF umozliwiajace wykrywanie antygenéw
najbardziej istotnych klinicznie wirusow staty si¢ dostgp-
ne i powszechnie stosowane w diagnostyce zakazen uktadu
oddechowego. Nalezy jednak podkreslié, ze analiza i inter-
pretacja wynikéw uzyskanych metoda IF jest czgsto zmud-
na i subiektywna, zalezna w duzym stopniu od doswiad-
czenia i kompetencji osoby badajacej. Niewielkie stezenie
czastek wirusowych w drogach oddechowych i w pobra-
nym materiale oraz duza ilos¢ Sluzu, a przede wszystkim
brak lub niewielka liczba nienaruszonych komérek w ba-
danym materiale moga prowadzi¢ do falszywie ujemnych
wynikéw. Probki do badan IF musza by¢ transportowane
i przechowywane w odpowiednich warunkach, w niskiej
temperaturze, ale bez mrozenia, a badanie nalezy wykonac
jak najszybciej od pobrania prébki, aby zapobiec uszkodze-
niu komérek. Jedynie test IF pozwala na oceng jakosciowa
probki, gdyz uwidoczniona zostaje liczba komorek obec-
nych w pobranym materiale. Nalezy takze zaznaczy¢, ze
obraz uzyskany ta metoda jest bardzo nietrwaty, gdyz flu-
orochromy ulegaja szybkiemu rozktadowi pod wptywem
Swiatla. Obraz fluorescencji moze rézni¢ si¢ w zalezno-
Sci od typu mikroskopu czy Zrédta zastosowanego Swiatla.

Warunki oraz czas transportu probki maja nieco mniejszy
wptyw na wynik badania przy zastosowaniu testu ELISA,
gdyz w metodzie tej wykrywa si¢ tylko antygeny wiruso-
we 1 stopiefi uszkodzenia komorek nie wptywa na anali-
z¢ tak jak w przypadku IF. Testy immunoenzymatyczne
wykorzystuja przeciwciata monoklonalne skoniugowane
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z enzymem (a nie fluorochromem). Antygen (zwiaza-
ny uprzednio przez swoiste przeciwciata optaszczone na
plytce) rozpoznawany jest bezposrednio przez wyznako-
wane przeciwciata lub posrednio, poprzez dodanie swo-
istych niewyznakowanych przeciwciat, a w drugiej kolej-
nosci wyznakowanych przeciwciatl antyglobulinowych.
Metoda ta umozliwia przeprowadzenie analizy pétiloScio-
wej przez pomiar powstatego barwnego produktu reakcji.
Dostepnych jest wiele komercyjnych testow ELISA, ktére
sq proste w wykonaniu i interpretacji, a tym samym mniej
zalezne od umiej¢tnosci i do§wiadczenia wykonujacej je
osoby, niz wspomniana wczesniej IF. W przypadku bra-
ku komercyjnych testéw ELISA dla danego patogenu, du-
zym ograniczeniem moze by¢ koniecznos$¢ samodzielne-
go przygotowania i wyznakowania swoistych przeciwciat,
co jest kosztowne i nie zawsze mozliwe do wykonania.

Na rynku dostgpne sa takze szybkie testy, tzw. testy przy-
16zkowe, oparte najczesciej na metodach immunochro-
matograficznych. Pozwalaja one na uzyskanie wyniku
w ciagu zaledwie 15-30 min, nie wymagaja specjalistycz-
nego sprz¢tu, ani wykwalifikowanego personelu. Jednak
ze wzgledu na niska czutos¢ tych testéw (Agoritsas i wsp.
2006: 85-69% w zaleznosci od rodzaju pobranego materia-
tu; Grijalva i wsp. 2007: 63%; Uyeki i wsp. 2009: 19-32%)
w przypadku uzyskania wyniku ujemnego wymagane jest
potwierdzenie z wykorzystaniem innych, bardziej czutych
metod diagnostycznych (np. hodowla, IF, badania mole-
kularne). Ponadto szybkie testy antygenowe stosowane sa
powszechnie w diagnostyce tylko niektérych wiruséw od-
dechowych (gtéwnie wirusa grypy A i B oraz wirusa RS,
rzadziej adenowirusow i innych). Brak jest na rynku szyb-
kich testéw umozliwiajacych identyfikacje okreslonych
podtypéw wirusa grypy.

IZOLACJA | IDENTYFIKACIA WIRUSOW W HODOWLACH

Wsréd konwencjonalnych metod diagnostycznych za zto-
ty standard uwaza si¢ metody oparte na hodowli patoge-
néw. Do hodowli wiruséw wywotujacych zakazenia uktadu
oddechowego najcze¢sciej wykorzystuje sie zarodki kurze
(wirus grypy), pierwotne linie komérkowe wyprowadzo-
ne z nerki rezusa (RhMK), a takze wiele réznych ciagtych,
ustalonych linii komérkowych, takich jak A549 (linia ko-
morkowa wyprowadzona z ludzkich komérek nowotworo-
wych raka ptuc), HEp-2 (z ludzkich komérek raka krtani),
MRCS5 (z tkanki ptucnej 14-tygodniowego ludzkiego pto-
du), MDCK (z tkanki nabtonkowej pobranej z nerki psa)
czy Vero (z tkanki nablonkowej pobranej z nerki afrykan-
skiego koczkodana zielonego) [14,19]. Identyfikacja wi-
rusa odbywa si¢ na podstawie charakterystycznych zmian
patologicznych w komérce (efekt cytopatyczny) oraz z za-
stosowaniem metod hemoadsorpcji, immunofluorescencji
lub biologii molekularnej.

Izolacja wirusa jest krokiem niezbgdnym do przeprowa-
dzenia doktadnej charakterystyki szczepu wirusowego,
w tym okreslenia jego wrazliwos$ci na leki przeciwwiru-
sowe. Umozliwia potwierdzenie obecnosci w badanych
prébkach czynnikéw wirusowych zdolnych do replikacji.
Zatozenie hodowli pozwala na izolacj¢ nowego wariantu
wirusa, znacznie réznigcego si¢ antygenowo/genetycznie
od krazacych szczepéw nowego wirusa, a takze kilku wi-
ruséw z jednej prébki klinicznej w przypadku koinfekcji.

Jednak hodowla, a nastgpnie identyfikacja wyizolowanego
wirusa jest metoda kosztowng i czasochtonna, a czas ocze-
kiwania na wynik jest czgsto zbyt dtugi (nawet do 2 tygo-
dni), co znacznie ogranicza mozliwos¢ jej wykorzystania
w praktyce klinicznej. Przyczyna niepowodzenn w prowa-
dzeniu hodowli jest to, ze nie wszystkie wirusy moga re-
plikowac si¢ w warunkach in vitro, w kulturach komoérko-
wych (np. hMPV, SARS-CoV, CoV NL63, CoV HKUI,
hBV) [8,20,36]. Niektére szczepy do wzrostu wykrywal-
nego poziomu w warunkach in vitro moga wymagac dtuz-
szego czasu adaptacji, przez co konieczne jest przepro-
wadzenie kilku pasazy. Poszczegdlne wirusy wywotujace
zakazenia uktadu oddechowego maja zréznicowane wy-
magania, co moze pociaga¢ koniecznos¢ uzycia dla kazde;j
probki klinicznej kilku rodzajéw linii komérkowych w celu
wykrycia réznych wiruséw, w tym zakazen mieszanych.
Zastosowanie w ostatnich latach kombinacji kilku odpo-
wiednio wyselekcjonowanych linii komérkowych w poje-
dynczej hodowli wyeliminowato potrzebeg stosowania tych
linii oddzielnie. Przyktadem moze by¢ rosnaca jednowar-
stwowo hodowla R-Mix (Mixed Fresh Cells™), ktéra za-
wiera ludzkie komérki nowotworowe ptuc (A549) i epi-
telialne komoérki wyprowadzone z ptuc norki (Mv1Lu).
Komoérki Mv1Lu sg bardzo wrazliwe na zakazenie wiru-
sem grypy A i B, a potaczenie tych komérek z linig A549
zwigksza ich wrazliwo$¢ takze na inne wirusy zwiazane
z uktadem oddechowym, takie jak hAdV, wirus RS czy
PIV-1, -3 [19]. Olbrzymig zaleta hodowli R-Mix jest nie
tylko jej zwigkszona czulo$é, ale przede wszystkim duzo
szybsze wykrywanie wiruséw, mozliwe juz w 1-3 dniu
po zakazeniu. Liczne badania wykazuja, Zze metoda ta jest
istotnie bardziej czuta niz DIF i co najmniej tak samo czu-
fa jak standardowe hodowle zawierajace komarki tylko jed-
nego rodzaju. Na przyktad George i wsp. [16] wykazali,
ze czulos¢ 1 swoistos¢ dla hodowli R-Mix wynosita 100%,
podczas gdy dla hodowli z wykorzystaniem konwencjo-
nalnych linii komérkowych odpowiednio 67 i 10%, a dla
metody DIF 661 98%.

Poniewaz metody oparte na bezposrednim wykrywaniu
antygen6éw wirusowych sa mniej czute niz izolacja w ho-
dowli, a hodowla jest czasochtonna, aby podwyzszy¢ wia-
rygodnos¢ wynikow i skrécié czas analizy, mozna zasto-
sowaé w diagnostyce obie te metody, wykrywajac biatka
wirusowe nie w materiale bezposrednim, ale w hodowlach
komoérkowych uprzednio zakazonych takim materiatem.
Badanie takie wykonuje si¢ zazwyczaj po 2448 godz. od
zakazenia, co z jednej strony op6Znia uzyskanie wyniku
i postawienie diagnozy, ale z drugiej strony umozliwia wy-
krycie wirusa w prébkach, w ktérych wystepuje nawet nie-
wielka liczba zdolnych do replikacji wirionéw.

WYKRYWANIE KWASOW NUKLEINOWYCH

Niezastapiona metoda, znajdujaca coraz szersze zastoso-
wanie w diagnostyce wiruséw wywotujacych zakazenia
drég oddechowych, wielu zakazenn wirusowych i bakte-
ryjnych jest wykrywanie materiatu genetycznego patoge-
néw z zastosowaniem tarficuchowej reakcji polimerazy (po-
lymerase chain reaction — PCR). PCR polega na wysoce
swoistej amplifikacji wybranego fragmentu kwasu nukle-
inowego, wystgpujacego tylko u danego wirusa i okreslo-
nego przez sekwencje zastosowanych w reakcji starteréw.
Wizualizacja powstatych produktéw PCR zachodzi poprzez
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ich elektroforeze w zelu agarozowym (rzadziej poliakryla-
midowym) i wybarwieniu barwnikami fluorescencyjnymi
interkalujacymi w podwdjna ni¢ DNA, takimi jak bromek
etydyny. Alternatywa do elektroforezy moze by¢ hybrydy-
zacja produktéw amplifikacji ze znakowanymi izotopowo
lub enzymatycznie sondami oligonukleotydowymi, kom-
plementarnymi do poszukiwanej sekwencji.

W poréwnaniu z wieloma innymi metodami wykorzystywa-
nymi w wirusologicznej diagnostyce zakazen uktadu odde-
chowego, PCR jest technika znacznie szybsza i mniej pra-
cochtonna, a uzyskiwane wyniki sg jednoznaczne i tatwe
do interpretacji. Najwigksza zaleta tej metody jest bardzo
duza czutos¢, swoistosé, a takze uniwersalnosé, polegaja-
ca na mozliwo$ci badania réznych rodzajow materialéw
pobranych od pacjenta. Ponadto reakcja taicuchowa po-
limerazy daje bezposrednia mozliwos¢ nie tylko réznico-
wania pomigdzy typami, ale réwniez okreslenia podtypu
wirusa czy nawet jego wariantu. Podczas ostatniej pande-
mii grypy w 2009 roku diagnostyka wirusa pandemiczne-
go A(H1N1)2009 opierata si¢ gtéwnie na metodzie PCR,
ktéra umozliwia odréznienie tego wariantu od szczepdw
grypy sezonowej, w tym takze A/HINI [43,52].

Réznicowanie podtypéw wirusa ma szczegélne znaczenie
w przypadku wiruséw ptasiej grypy w celu rozréznienia
szczepoéw potencjalnie wysoce patogennych (HPAI, nale-
zacych do podtypu H5 lub H7) od tych o niskiej patogen-
nosci, powszechnie wyst¢pujacych u ptactwa dzikiego i do-
mowego. Dlatego metody oparte na taiicuchowej reakcji
polimerazy wykorzystywane sa do stalego monitorowania
stad czy tez tuszek drobiowych, jako alternatywa do cza-
sochtonnych metod opartych na izolacji wirusa na zarod-
kach kurzych, a nastgpnie jego podtypowaniu testem za-
hamowania hemaglutynacji [41].

Wprowadzenie do rutynowej diagnostyki technik opar-
tych na amplifikacji kwaséw nukleinowych stalo si¢ prze-
fomem w diagnostyce wirusow wywotujacych zakazenia
uktadu oddechowego i ujawnito duza czgstos¢ wystepo-
wania zakazen, ktére wczesniej nie byty diagnozowane
z powodu trudnosci w hodowli niektérych wiruséw (np.
hMPYV, hRV) [2,8,36,47,54]. Metody molekularne stwier-
dzajace obecnos¢ materiatu genetycznego wirusa umozli-
wiajq identyfikacj¢ patogenéw, ktore sa trudne lub wrecz
niemozliwe do hodowli oraz takich, dla ktérych nie ma ko-
mercyjnie dostgpnych testéw opartych na wykrywaniu an-
tygendéw wirusowych.

Wigkszos¢ wirusow wywotujacych zakazenia drég odde-
chowych to wirusy RNA, o informacji genetycznej zapisane;j
w postaci sekwencji kwasu rybonukleinowego (wyjatkiem
sg adenowirusy o dwuniciowym liniowym DNA). W przy-
padku identyfikacji tych wiruséw amplifikacja charaktery-
stycznych fragmentéw ich genomu musi zostaé poprzedzo-
na przepisaniem informacji genetycznej na sekwencjg DNA
(powstaje komplementarny DNA — cDNA). Modyfikacja
metody PCR, poprzez dodanie etapu odwrotnej transkryp-
¢ji, nosi nazwe RT-PCR (Reverse Transcriptase-PCR).
RT-PCR moze wystgpowaé w dwdch wariantach: jednoeta-
powym (one-step RT-PCR), gdy zar6wno odwrotna trans-
krypcja, jak i PCR przeprowadzane sa w jednej probow-
ce lub dwuetapowym (two-step RT-PCR), gdy przepisanie
RNA na cDNA oraz amplifikacja okreslonych sekwencji

sg dwoma rozdzielonymi fizycznie etapami. Liczne bada-
nia wskazuja, ze reakcje dwuetapowa charakteryzuje lep-
sza czulos$¢ niz reakcje jednoetapowa [31,34,49], ponadto
bufor reakcyjny optymalny dla dziatania odwrotnej trans-
kryptazy moze mie¢ hamujacy wptyw na aktywnos¢ poli-
merazy w kolejnym etapie, zmniejszajac tym samym wydaj-
nos$¢ PCR. One-step RT-PCR charakteryzuje si¢ szybszym
przebiegiem, a zminimalizowanie liczby etapéw ogranicza
ryzyko zanieczyszczenia probki oraz zwigksza powtarzal-
nos¢ uzyskiwanych wynikow.

Niewatpliwa zaleta metody PCR jest jej wyjatkowa czu-
tos¢, gdyz w reakcji dochodzi do wielokrotnego powiele-
nia wybranego odcinka kwasu nukleinowego, teoretycznie
nawet okoto 10 mln razy. Metoda ta jest szczegdlnie uzy-
teczna, gdy w badanej prébce jest niewielkie miano wirusa
lub okres jego wydalania jest krétki, co wystgpuje czgsto
np. w przebiegu zakazenia wirusem grypy u 0oséb powy-
zej 65 roku zycia. Koncentracja wirusa moze szybko spa-
da¢ w ciagu kilku pierwszych dni po zakazeniu, skutkiem
tego w péznym stadium zakazenia wirus moze by¢ niewy-
krywalny innymi metodami. Jednak taka czutos¢ PCR sta-
nowi niebezpieczenistwo uzyskania wynikéw fatszywie do-
datnich w przypadku zanieczyszczenia probki DNA/RNA
pochodzacym ze srodowiska, ponadto RNA jest mniej sta-
bilny niz DNA, a w wyniku niewlasciwego postgpowa-
nia z materialem przeznaczonym do badaii PCR RNA-zy
moga doprowadzi¢ do zdegradowania kwasu nukleinowe-
go jeszcze przed wykonaniem testu i uzyskania falszywie
ujemnych wynikéw. Na falszywie ujemne wyniki moze
wplywac nie tylko obecnos¢ w badanej probce enzyméw
degradujacych RNA (lub DNA), ale takze fragmentacja
kwaséw nukleinowych, bledy w wykonaniu (np. btad pipe-
towania), mato wydajna izolacja RNA/DNA, inaktywacja
enzymow, a przede wszystkim obecnos$¢ w probkach kli-
nicznych inhibitoréw PCR. Komérkowe kwasy nukleino-
we, bialka, sole i inne komdrkowe zanieczyszczenia oraz
réznego rodzaju pozostatosci z odczynnikéw stosowanych
do oczyszczania DNA, takich jak etanol, SDS, proteina-
za K, EDTA czy fenol, moga bardzo hamowacé aktywnos¢
enzymatyczng polimerazy DNA. Stauffer i wsp. [42] wy-
kryli obecnos¢ inhibitoréw PCR w 1,9-2,5% prébek po-
chodzacych z drég oddechowych. W celu wykrycia obecno-
Sci w badanej prébce czynnikéw hamujacych PCR mozna
wykona¢ kontrolg wewnetrzng z zastosowaniem starteréw
komplementarnych do sekwencji genéw referencyjnych,
ktére ulegaja statej ekspresji w komoérkach ludzkiego na-
btonka, takich jak gen 2-mikroglobuliny, B-aktyny, y-ak-
tyny, RNA-azy P, aldolazy czy dekarboksylazy ornityny.

Sposréd innych czynnikéw mogacych mie€ istotny wpltyw
na wynik badania PCR nalezy wymienic takze duza zmien-
nos¢ w obrebie sekwencji, do ktérej zaprojektowano star-
ter, gdyz polimeraza Taq tylko do pewnego stopnia toleru-
je brak catkowitej komplementarnosci migdzy sekwencja
startera i matrycy. Ze wzgledu na duza zmienno$¢ niekto-
rych wirusow (obecnos¢ typow, podtypéw, wariantéw), aby
wykry¢ danego wirusa w materiale klinicznym, nalezy za-
stosowac startery i sondy komplementarne do sekwencji
gendw wysoce konserwatywnych i regionéw charaktery-
zujacych sig jak najmniejsza zmiennoscia w obrebie tych
gendw u poszczegblnych typow czy tez podtypdw wiru-
sa. Na przyklad startery i sondy wykrywajace hAdV pro-
jektowane sa czesto do regionu genu kodujacego biatko
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heksonowe o duzym stopniu homologii u wszystkich ty-
péw adenowiruséw [18,39], a w przypadku wirusa RS — do
regionu w obrebie genu N uwazanego za najbardziej kon-
serwatywny dla obu typéw wirusa (RSVA i RSVB) [15].
W przypadku PIV przewaznie wykrywa si¢ gen hemaglu-
tyniny-neuraminidazy, a u hRV i EV sekwencje w obregbie
regionu niekodujacego (5’-NCR) [29]. Natomiast w przy-
padku wirusa grypy — najbardziej konserwatywnymi gena-
mi sg geny kodujace biatko M oraz nukleoproteing, ktdre sa
najczesciej wykorzystywane do projektowania starteréw/
sond majacych wykrywaé wirusa grypy A lub B. Chcac
réznicowaé szczepy wirusa grypy A nalezy wykorzystac
startery/sondy hybrydyzujace do regionéw konserwatyw-
nych w obrgbie genu okreslonego typu hemaglutyniny
i/lub neuraminidazy.

Istotna zaleta PCR jest mozliwo$¢ sekwencjonowania uzy-
skanego produktu PCR, co jest wykorzystywane w bada-
niach epidemiologicznych do oceny pokrewienstwa kraza-
cych w populacji wiruséw (analiza filogenetyczna), pozwala
na poréwnanie sekwencji tych szczepéw z sekwencjami in-
nych szczepéw izolowanych w kraju i na Swiecie, moni-
torowanie zmiennosSci patogendw, a takze umozliwia wy-
krywanie réznych mutacji w genomie, zwigzanych m.in.
z opornoscia na leki przeciwwirusowe czy z chorobotwor-
czos$cig danego patogenu.

Jedna z czgsto stosowanych w diagnostyce zakazen wiru-
sowych modyfikacji PCR jest nested PCR (tzw. zagniez-
dzony PCR lub gniazdowy PCR), polegajacy na wykona-
niu amplifikacji w dwoch etapach z zastosowaniem réznych
par starteréw (drugi etap przebiega ze starterami komple-
mentarnymi do sekwencji znajdujacej si¢ wewnatrz frag-
mentu powstalego w pierwszym etapie). Dwie rundy am-
plifikacji i uzycie w kazdej z nich innej pary starteréw
znacznie ogranicza prawdopodobieristwo amplifikacji nie-
swoistych sekwencji i sprawia, ze nested PCR jest technika
bardziej czula i swoista niz klasyczny PCR. Jednak zwigk-
szenie liczby etapodw powoduje wzrost ryzyka zanieczysz-
czenia krzyzowego.

Obecnie klasyczny PCR jest coraz czgsciej wypierany
przez real-time PCR, czyli PCR z analizg przyrostu pro-
duktu w czasie rzeczywistym. Metoda ta znacznie skra-
ca czas potrzebny na uzyskanie wyniku i postawienie dia-
gnozy, z kilku godzin w przypadku klasycznego PCR do
nawet kilkudziesigciu minut w przypadku real-time PCR.
Roznica polega przede wszystkim na sposobie wykrywania
powstajacego w reakcji produktu amplifikacji. Elektroforeza
w zelu agarozowym zostala zastgpiona przez wykrywanie
fluorescencji bezposrednio podczas kazdego cyklu reakcji,
co znacznie skraca czas analizy. Zachodzi to po zastoso-
waniu réznego rodzaju formatéw detekcji. Najprostszym
formatem jest zastosowanie barwnika SYBR Green I, kt6-
ry interkalujac w podwdjna ni¢ DNA, przy odpowiednie;j
dhugosci fali sam emituje swiatto, ktére jest mierzone po
kazdym cyklu amplifikacji, dzigki czemu mozna §ledzic¢
przyrost powstajacego produktu. Po zakoriczonej ampli-
fikacji mozna dodatkowo okresli¢ temperature topnienia
powstatego produktu przez pomiary emisji energii przez
barwnik w trakcie powolnego ogrzewania probki, dzigki
czemu uzyskuje si¢ wartos¢ swoista dla danej sekwencji.
Innym sposobem wykrywania jest zastosowanie r6znego
typu sond (TagMan, Scorpions, HybProbes, Molecular

Beacons). Sa one znakowane florochromem i komplemen-
tarne do amplifikowanego fragmentu DNA dzigki uzytym
w reakcji starterom, ktére dodatkowo zwigkszaja swoistos¢
badania. Istnieje wiele prac, w ktérych opisano metody wy-
krywania réznych wirusow wywotujacych zakazenia drég
oddechowych za pomoca reakcji real-time PCR, z poda-
nymi sekwencjami sond i starteréw [20]. W poréwnaniu
z klasyczna metoda PCR, real-time PCR charakteryzuje
si¢ lepsza czutoscia i swoistoscia [3,11,31,48].

Pomiar przyrostu produktu amplifikacji po kazdym cyklu
reakcji daje mozliwos$¢ okreslenia wyjsSciowej zawartosci
wirusowego RNA/DNA w badanych probkach. Wartos¢ pro-
gowa C, (cycle threshold) przedstawia liczbg cyKkli, po kt6-
rych poziom fluorescencji przekracza zdefiniowana warto$¢
progowa i w oparciu o dane krzywej wzorcowej, pozwa-
la oznaczy¢ liczbe kopii wirusa w mieszaninie na poczat-
ku reakcji (ilosciowy real-time PCR). Dzigki temu real-ti-
me PCR jest cennym narzedziem diagnostycznym dajacym
mozliwos$¢ przewidywania stanu zakazenia, identyfikacje
r6znych etapéw wirusowego zakazenia czy monitorowanie
skutecznosci zastosowanej terapii przeciwwirusowej [3,40].
Ilosciowy wynik badania moze by¢ pomocny w podjeciu
decyzji dotyczacej modyfikacji dawki leku przeciwwiruso-
wego np. w przypadku pojawienia si¢ skutkéw ubocznych
lub zmianie leczenia na bardziej skuteczne.

Najwigksza wada technik opartych na PCR, ktéra najcze-
Sciej ogranicza ich zastosowanie w rutynowej diagnostyce
(jako metoda pierwszego wyboru) sa duze koszty, szcze-
g6lnie w przypadku diagnostyki nieukierunkowanej na
wykrywanie okreslonego patogenu, kiedy trzeba bra¢ pod
uwage wiele réznych czynnikéw etiologicznych. W celu
usprawnienia i obnizenia kosztéw badania coraz czesciej
wykorzystuje si¢ zestawy starterow do identyfikacji wig-
cej niz jednego wirusa w pojedynczej reakcji, tzw. multi-
pleks PCR (RT-PCR). Pozwala to na uzyskanie w jednej
mieszaninie reakcyjnej produktéw amplifikacji nawet kil-
ku r6znych fragmentéw DNA, z ktérych kazdy jest swoisty
dla innego wirusa. Najwigksze zalety reakcji multiplekso-
wych to przede wszystkim mniejsze zuzycie odczynnikow
(a tym samym nizszy koszt analizy) i matrycowego DNA
lub RNA oraz oszczg¢dnos¢ czasu, szczegblnie w przypad-
ku koniecznosci badania duzej liczby prébek. Inng niezwy-
kle wazng zaleta reakcji multipleksowych jest mozliwos¢
rozpoznania koinfekcji. W przypadku pojedynczych reak-
¢ji, po uzyskaniu pozytywnego wyniku czgsto nie wykonu-
je si¢ dalszych badan w kierunku innych wiruséw zwiaza-
nych z zakazeniami drég oddechowych. Tymczasem liczne
badania wskazuja, iz mieszane wirusowe zakazenia drég
oddechowych, w tym wywotane przez trzy lub wigcej wi-
ruséw, moga stanowi¢ nawet do 20-50% analiz z wyni-
kiem dodatnim [8,12,27,30,35,37,38].

Reakcje multipleksowe sg trudne do optymalizacji. Wsréd
najwazniejszych czynnikéw, ktére moga obnizy¢ ich wydaj-
no$¢ nalezy wymieni¢ zwigkszone ryzyko powstawania di-
meréw starteréw, dimeréw sonda-starter lub nawet sonda-
-sonda, a takze kompetycje¢ migdzy amplikonami o réznej
wielkosci. Dlatego w przypadku optymalizacji takich re-
akcji nalezy zwroci¢ szczegdlng uwage, aby startery i son-
dy wykorzystywane do identyfikacji poszczeg6lnych wiru-
sOw nie tworzyty ze soba dimeréw oraz nie przylaczaty si¢
nieswoiscie do sekwencji zawartych w genomach innych
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wiruséw. Nalezy takze pamigtaé, ze reakcje te powinna
charakteryzowa¢ czuto$¢ poréwnywalna do czutosci po-
jedynczych reakcji, kiedy to kazdy z patogenéw wykrywa-
ny jest w osobnej probie. W literaturze opisano dotychczas
wiele reakcji multipleksowych majacych na celu wykry-
cie w badanej prébcee klinicznej materialu genetycznego
réznych wiruséw wywotujacych zakazenia drég oddecho-
wych [5,10,32,53]. Dostepne sa liczne komercyjne zestawy
multipleks PCR przeznaczone do identyfikacji tych pato-
gendw [13,23,27,38].

Poréwnujac czutos¢ réznych metod opartych na PCR z kon-
wencjonalnymi metodami wykorzystywanymi w diagnosty-
ce wiruséw wywotujacych zakazenia uktadu oddechowe-
go, w tym uznawang za ztoty standard metoda hodowlana,
liczne dane literaturowe wskazuja na przewage tych pierw-
szych [4,9,24,28,31,37,44,46,48,53]. PCR umozliwia wy-
krycie czastek wirusa niezdolnych do replikacji, a takze
wymaga mniejszej liczby wirionédw niz liczba niezbed-
na do wywotywania wykrywalnego poziomu hemaglu-
tynacji. Richard i wsp. [37] w testach opartych o metode
amplifikacji okreslonych fragmentéw kwasu nukleinowe-
go wykryli o 83 (47,9%) probek dodatnich wigcej w po-
réwnaniu z izolacja wiruséw w hodowlach komérkowych.
Najbardziej znaczaca poprawa nastapita w przypadku wy-
krywania zakazen wywotanych hRV (21,2% prébki dodat-
nie w badaniu PCR i zaledwie 2,2% w hodowli). W innych
badaniach van Elden i wsp. [48] monitorowali przebieg za-
kazenia u szesciu pacjentéw zakazonych wirusem grypy
(21V-B 14 1IV-A (H3N2)). Pobrano 30 prébek poptuczyn
znosaw 1, 3, 71 14 dniu po wystapieniu objawdw grypo-
podobnych. Poréwnujac wyniki badan przeprowadzonych
technika real-time PCR z krzywa wzorcowa wykonana na
podstawie wynikéw amplifikacji kolejnych seryjnych roz-
ciefczen szczepOdw wzorcowych oznaczanych z wykorzy-
staniem mikroskopii elektronowej, okreslano liczbe kopii
wirusowego RNA w analizowanych prébkach. W przy-
padku real-time PCR u czterech pacjentéw wykryto wirus
grypy jeszcze 7 dnia po pojawieniu si¢ objawdéw, podczas
gdy hodowla w tym dniu byta pozytywna tylko w jednym
przypadku. Ponadto autorzy badajac 98 prdobek klinicz-
nych w kierunku IV-A i IV-B wykazali, ze czulos$¢ osia-
gnieta dzigki zastosowaniu metody real-time PCR wyno-
sita 66%, a dla hodowli wirusa jedynie 35%. W innych
badaniach [46] real-time PCR zwigkszyt wykrywalnos§¢
wiruséw wywolujacych zakazenia uktadu oddechowego
z 24 na 43% w przypadku prébek pochodzacych od dzie-
ciiz3,5na36% w przypadku prébek pobranych od doro-
stych. Natomiast Wu i wsp. [53] analizujac 189 materiatléw
klinicznych uzyskali 81 wynikéw dodatnich (42,9%) w PCR
i jedynie 46 dodatnich (24,3%) w hodowli. Kuypers i wsp.
[24] poréwnywali czuto$¢ metody IF z technika real-time
PCR przy wykrywaniu wirusa RS, IV-A, PIV-1,-21-3 oraz
hAdV. Co najmniej jeden z tych wiruséw zostat wykryty
w 436 probkach (38,3%) badanych metoda IF oraz w 550
prébkach (48,3%) badanych metoda PCR. Srednia liczba
kopii wirusa w prébkach pozytywnych w obu badaniach
byta istotnie statystycznie wyzsza (6,7x107 kopi/ml) w po-
réwnaniu z prébkami pozytywnymi tylko w badaniu PCR
(4,1x10* kopi/ml) (P<0,001). Przy zastosowaniu IF wy-
kryto obecnos¢ wiruséw tylko w 19% prébek (37 ze 194)
z liczba kopii wirusa <10%ml, ponadto z 52 prébek, kt6-
re nie nadawaty si¢ do badania IF ze wzgledu na niewiel-
ka liczbg komérek w pobranym materiale, 13 (25%) byto

pozytywnych w badaniu PCR. Mentel i wsp. [31] badajac
71 aspiratéw z jamy nosowo-gardtowej pobranych od dzie-
ci hospitalizowanych podczas epidemii wirusa RS wykaza-
li, ze metoda real-time PCR byta o 25% czulsza niz nested
PCR i az 0 60% bardziej czuta niz test ELISA.

Bredius i wsp. [4] wykazali zalezno$¢ migdzy wartoscia
C,, a wyjSciowym stgzeniem czastek wirusa w materiale.
Wszystkie prébki, dla ktérych uzyskano warto§¢ CT row-
na 27-42 byly ujemne w hodowli i DIF. W innych bada-
niach Templeton i wsp. [44] dla 67 prébek dodatnich w ho-
dowli i real-time PCR dla IV-A, IV-B, RSV, PIV-1, -2, -3,
-4, uzyskali Srednig wartoS¢ C, réwna 26, natomiast dla
20 probek ujemnych w hodowli a dodatnich w real-time
PCR srednia wartos¢ C, byta znaczaco wyzsza i wynosi-
ta 37,5 (P<0,001).

Obecnie w rutynowej diagnostyce wirusologicznej za-
kazen drég oddechowych znalazty zastosowanie takze
metody oparte na amplifikacji RNA, przede wszystkim
NASBA (nucleic acid sequenced based amplification)
[20,26]. W przeciwienistwie do PCR w NASBA matryca
jest RNA, a produktem amplifikacji jednoniciowe RNA
o przeciwnym kierunku od wyjsciowej matrycy. Reakcja
jest izotermiczna i przebiega bez cyklicznych zmian tem-
peratury (42°C). Ponadto jest znacznie bardziej ztozo-
na biochemicznie, wykorzystuje trzy rézne enzymy: od-
wrotng transkryptazg (RT), RN-aze¢ H i polimerazg RNA
faga T7 oraz dwa rodzaje starteréw, z ktérych jeden za-
wiera na koficu 5° promotor rozpoznawany przez polime-
raz¢ RNA faga T7. Starter ten hybrydyzuje z docelowym
RNA, nastepnie za pomocg enzymu RT nastgpuje przepi-
sanie sekwencji na sekwencje cDNA. Z powstatej hybry-
dy RNA-cDNA, RNA jest hydrolizowany przez RN-azg H.
W dalszym etapie reakcji do jednoniciowego cDNA przyta-
cza si¢ drugi starter, a enzym RT syntetyzuje komplemen-
tarna ni¢. Powstala w ten sposob czasteczka dsDNA za-
wierajaca promotor rozpoznawany przez polimeraz¢ RNA
faga T7 jest matryca dla syntezy RNA.

PobpsumowaNIE

Trafna i szybka diagnostyka wirusowych zakazen uktadu
oddechowego umozliwia podjgcie wlasciwej decyzji o spo-
sobie leczenia chorego, pozwala unikna¢ nieuzasadnionej
antybiotykoterapii i wdrozy¢ w odpowiednim czasie sku-
teczng terapi¢ przeciwwirusowa. Ma takze wazny aspekt
ekonomiczny, gdyz niejednokrotnie skraca czas pobytu pa-
cjenta w szpitalu, obniza koszty leczenia i hospitalizacji,
zapobiega szerzeniu si¢ zakazen w spoteczenistwie, a tak-
ze zakazen szpitalnych.

W ostatnich latach dokonat si¢ ogromny postep w diagno-
styce wirusowych zakazen uktadu oddechowego, co wiaze
si¢ przede wszystkim z wprowadzeniem i coraz czgstszym
wykorzystaniem metod opartych na amplifikacji kwaséw
nukleinowych. Najwigksza zaleta tych technik jest ich wy-
soka czuto$¢ i swoisto$¢, znacznie wyzsza w poréwnaniu
z konwencjonalnymi metodami laboratoryjnymi. Nalezy
jednak pamigtad, iz niezaleznie od zastosowanej metody
wiele czynnikéw, takich jak okres od wystapienia objawow
choroby do pobrania materiatu klinicznego czy sposéb po-
brania i przechowywania prébki do czasu analizy, ma fun-
damentalny wptyw na uzyskiwane wyniki. W przypadku
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diagnostyki wirusowych zakazeri uktadu oddechowego
najwigksza warto$¢ kliniczna maja probki pobrane z miej-
sca zakazenia w czasie szczytu namnazania si¢ wirusa.
Wyniki badan powinny by¢ zawsze analizowane i inter-
pretowane w powigzaniu z réznymi informacjami, danymi

PismiENNICTWO

epidemiologicznymi i klinicznymi o pacjencie, czy wynika-
mi dostgpnymi z innych testéw diagnostycznych. Zaréwno
zta jakoS¢ probki, jak i Zle dobrana metoda powoduja iz
ujemny wynik badania nie pozwala na wykluczenie po-
dejrzewanego zakazenia wirusowego.

[1] Agoritsas K., Mack K., Bonsu B.K., Goodman D., Salamon D., Marcon
M.J.: Evaluation of the Quidel QuickVue Test for the detection of in-
fluenza A and B viruses in the pediatric emergency medicine setting
by use of three specimen collection methods. J. Clin. Microbiol., 2006;
44: 2638-2641

[2] Billaud G., Peny S., Legay V., Lina B., Valette M.: Detection of rhino-
virus and enterovirus in upper respiratory tract samples using a mul-
tiplex nested PCR. J. Virol. Methods, 2003; 108: 223-228

[3] Borg I., Rohde G., Loseke S., Bittscheidt J., Schultze-Werninghaus
G., Stephan V., Bufe A.: Evaluation of a quantitative real-time PCR
for the detection of respiratory syncytial virus in pulmonary disease.
Eur. Respir. J., 2003; 21: 944-951

[4] Bredius R.G., Templeton K.E., Scheltinga S.A., Claas E.C., Kroes
A.C., Vossen J.M.: Prospective study of respiratory viral infections
in pediatric hemopoietic stem cell transplantation patients. Pediatr.
Infect. Dis. J., 2004; 23: 518-522

[5] Brittain-Long R., Nord S., Olofsson S., Westin J., Anderson L.M.,
Lindh M.: Multiplex real-time PCR for detection of respiratory tract
infections. J. Clin. Virol., 2008; 41: 53-56

[6] Brydak L.B.: Pandemia grypy, mit czy realne zagrozenie?. Oficyna
Wydawnicza Rytm, Warszawa 2008

[7]1 Brydak L.B., Machata M.: Inhibitory neuraminidazy wirusa grypy.
Przewodnik Lekarza, 2001; 4: 55-60

[8] Calvo C., Garcia-Garcia M.L., Blanco C., Vazquez M.C., Frias M.E.,
Pérez-Brefia P., Casas I.: Multiple simultaneous viral infections in in-
fants with acute respiratory tract infections in Spain. J. Clin. Virol.,
2008; 42: 268-272

[9] Caram L.B., Chen J., Taggart E.-W., Hillyard D.R., She R., Polage C.R.,
Twersky J. Schmader K., Petti C.A., Woods C.W.: Respiratory syn-
cytial virus outbreak in a long-term care facility detected using rever-
se transcriptase polymerase chain reaction: an argument for real-time
detection methods. J. Am. Geriatr. Soc., 2009; 57: 482-485

[10] Chang H.K., Park J.H., Song M.S., Oh TK., Kim S.Y., Kim C.J., Kim
H., Sung M.H., Han H.S., Hahn Y.S., Choi Y.K.: Development of
multiplex rt-PCR assays for rapid detection and subtyping of influen-
za type A viruses from clinical specimens. J. Microbiol. Biotechnol.,
2008; 18: 1164-1169

[11] Dagher H., Donninger H., Hutchinson P., Ghildyal R., Bardin P.:
Rhinovirus detection: comparison of real-time and conventional PCR.
J. Virol. Methods, 2004; 117: 113-121

[12] Do A.H.L., van Doorn H.R., Nghiem M.N., Bryant J.E., Hoang T.H.,
Do Q.H., Van T.L., Tran T.T., Wills B., Nguyen V.C., Vo M.H., Vo
C.K., Nguyen M.D., Farrar J., Tran T.H., de Jong M.D.: Viral etiolo-
gies of acute respiratory infections among hospitalized Vietnamese
children in Ho Chi Minh City, 2004-2008. PLoS One, 2011; 6: e18176

[13] Drews S.J., Blair J., Lombos E., DeLima C., Burton L., Mazzulli T.,
Low D.E.: Use of the Seeplex RV Detection Kit for surveillance of
respiratory viral outbreaks in Toronto, Ontario, Canada. Ann. Clin.
Lab. Sci., 2008; 38: 376-379

[14] Fong C.K.Y., Lee M.K., Griffith B.P.: Evaluation of R-Mix fresh cells
in shell vials for detection of respiratory viruses. J. Clin. Microbiol.,
2000; 38: 46604662

[15] Freymuth F., Eugene E., Vabret A., Petitjean J., Gennetay E., Brouard
J., Duhamel J.F., Guillois B.: Detection of respiratory syncytial virus
by reverse transcription-PCR and hybridization with a DNA enzyme
immunoassay. J. Clin. Microbial., 1995; 33: 3352-3355

[16] George K.S. Patel N.M., Hartwig R.A., Scholl D.R., Jollick J.A.,
Kauffmann L.M., Evans M.R., Rinaldo C.R.: Rapid and sensitive de-
tection of respiratory virus infections for direct antiviral treatment
using R-Mix Cultures. J. Clin. Virol., 2002; 24: 107-115

[17] Grijalva C.G., Poehling K.A., Edwards K.M., Weinberg G.A., Staat
M.A., Iwane M.K., Schaffner W., Griffin M.R.: Accuracy and inter-

pretation of rapid influenza tests in children. Pediatrics, 2007; 119:
e6—ell

[18] Hierholzer J.C., Halonen P.E., Dahlen P.O., Bingham P.G., McDonough
M.M.: Detection of adenowirus in clinical specimens by polymerase
chain reaction and liquid-phase hybridization quantitated by time-re-
solved fluorometry. J. Clin. Microbiol., 1993; 31: 1886-1891

[19] Huang Y.T., Turchek B.M.: Mink lung cells and mixed mink lung and
AS549 cells for rapid detection of influenza virus and other respirato-
ry viruses. J. Clin. Microbiol., 2000; 38: 422423

[20] Ieven M.: Currently used nucleic acid amplification tests for the de-
tection of viruses and atypicals in acute respiratory infections. J. Clin.
Virol., 2007; 40: 259-276

[21] Jones S.R.: Potential complications of influenza A infections. West.
J. Med, 1976; 125: 341-346

[22] Kearney M.T., Cotton J.M., Richardson P.J., Shah A.M.: Viral my-
ocarditis and dilated cardiomyopathy: mechanisms, manifestations
and management. Postgrad. Med. J., 2001; 77: 4-10

[23] Kim S.R., Ki C.S., Lee N.Y.: Rapid detection and identification of 12
respiratory viruses using dual priming oligonucleotide system-based
multiplex PCR assay. J. Virol. Methods, 2009; 156: 111-116

[24] Kuypers J., Wright N., Ferrenberg J., Huang M.L., Cent A., Corey L.,
Morrow R.: Comparison of real-time PCR assays with fluorescent-an-
tibody assays for diagnosis of respiratory virus infections in children.
J. Clin. Microbiol., 2006; 44: 23822388

[25] Langford C.: The age pattern of mortality in the 1918-19 influenza
pandemic: an attempted explanation based on data for England and
Wales. Med. His., 2002; 46: 1-20

[26] Lau L.T., Feng X.Y., Lam T.Y., Hui H.K., Yu A.C.: Development of
multiplex nucleic acid sequence-based amplification for detection of
human respiratory tract viruses. J. Virol. Methods, 2010; 168: 251-254

[27] Lee J.H., Chun J.K., Kim D.S., Park Y., Choi J.R., Kim H.S.:
Identification of adenovirus, influenza virus, parainfluenza virus, and
respiratory syncytial virus by two kinds of multiplex polymerase cha-
in reaction (PCR) and shell vial culture in pediatric patients with vi-
ral pneumonia. Yonsei Med. J., 2010; 51: 761-767

[28] Liao R.S., Tomalty L.L., Majury A., Zoutman D.E.: Comparison of
viral isolation and multiplexs real-time reverse transcription-PCR for
confirmation of respiratory syncytial virus and influenza virus detec-
tion by antigen immunoassays. J. Clin. Microbiol., 2009; 47: 527-532

[29] Mahony J.B.: Detection of respiratory viruses by molecular methods.
Clin. Microbiol. Rev., 2008; 21: 716-747

[30] Meerhoff T.J., Houben M.L., Coenjaerts F.E., Kimpen J.L., Hofland
R.W., Schellevis F., Bont L.J.: Detection of multiple respiratory pa-
thogens during primary respiratory infection: nasal swab versus no-
sopharyngeal aspirate using real-time polymerase chain reaction. Eur.
J. Clin. Microbiol. Infect. Dis., 2010; 29: 365-371

[31] Mentel R., Wegner U., Bruns R., Giirtler L.: Real-time PCR to im-
prove the diagnosis of respiratory syncytial virus infection. J. Med.
Microbiol., 2003; 52: 893-896

[32] Molenkamp R., van der Ham A., Schinkel J., Beld M.: Simultaneous
detection of five different DNA targets by real-time Tagman PCR using
the Roche LightCycler480: application in viral molecular diagnostics.
J. Virol. Methods, 2007; 141: 205-211

[33] Murray C.J., Lopez A.D., Mathers C.D., Stein C.: The Global Burden
of Disease 2000 project: aims, methods and data sources. Global
Programme on Evidence for Health Policy Discussion Paper no. 36.
http://www.who.int/healthinfo/paper36.pdf (14.10.2011)

[34] Nakamura S., Katamine S., Yamamoto T., Foung S.K., Kurata T.,
Hirabayashi Y., Shimada K., Hino S., Miyamoto T.: Amplification
and detection of a single molecule of human immunodeficiency virus
RNA. Virus Genes, 1993; 7: 325-338

[35] Nascimento M., Souza A.V., Ferreira A.V., Rodrigues J.C., Abramovici
S., Silva Filho L.V.: High rate of viral identification and coinfections
in infants with acute bronchiolitis. Clinics (Sao Paulo), 2010; 65:
1133-1137

[36] Paranhos-Baccala G., Komurian-Pradel F., Richard N., Vernet G., Lina
B., Floret D.: Mixed respiratory virus infections. J. Clin. Virol., 2008;
43:407-410

459



Postepy Hig Med Dosw (online), 2012; tom 66: 452-460

[37] Richard N., Komurian-Pradel F., Javouhey E., Perret M., Rajoharison
A., Bagnaud A., Billaud G., Vernet G., Lina B., Floret D., Paranhos-
Baccala G.: The impact of dual viral infection in infants admitted to
a pediatric intensive care unit associated with severe bronchiolitis.
Pediatr. Infect. Dis. J., 2008; 27: 213-217

[38] Roh K.H., Kim J., Nam M.H., Yoon S., Lee C.K., Lee K., Yoo Y., Kim
M.J., Cho Y.: Comparison of the seeplex reverse transcription PCR as-
say with the R-mix viral culture and immunofluorescence techniques
for detection of eight respiratory viruses. Ann. Clin. Lab. Sci., 2008;
38: 41-46

[39] Rola A., Przybylski M., Dzieciatkowski T., Turowska A., Luczak M.:
Zastosowanie metody real-time PCR z zastosowaniem sond TagMan
do wykrywania zakazen adenowirusami cztowieka. Med. Dosw.
Mikrobiol., 2007; 59: 371-377

[40] Rynans S., Dzieciatkowski T., Krenke R., Grabczak M., Kotkowska-
Lesniak A., Przybylski M., Sulowska A., Chazan R., Warzocha K.,
Mtynarczyk G.: Wykorzystanie ilosciowej reakcji tancuchowej poli-
merazy w czasie rzeczywistym do wykrywania zakazen dolnych drég
oddechowych wywotanych adenowirusami u 0séb z chorobami no-
wotworowymi uktadu krwiotwérczego. Przegl. Epidemiol., 2011; 65:
333-338

[41] Spackman E., Senne D.A., Myers T.J., Bulaga L.L., Garber L.P., Perdue
M.L., Lohman K., Daum L.T., Suarez D.L.: Development of a real-ti-
me reverse transcriptase PCR assay for type A influenza virus and the
avian HS5 and H7 hemagglutinin subtypes. J. Clin. Microbiol., 2002;
40: 3256-3260

[42] Stauffer F., Haber H., Rieger A., Mutschlechner R., Hasenberger P.,
Tevere V.J., Young K.K.: Genus level identification of mycobacteria
from clinical specimens by using an easy-to-handle Mycobacterium-
specific PCR assay. J. Clin. Microbiol., 1998; 36: 614-617

[43] Stefariska I., Romanowska M., Donevski S., Nowak I., Brydak L.B.:
Molecular detection of influenza during pandemic A/HIN1/v in Poland.
Konferencja naukowa: Options for the Control of Influenza VII, 3-7.09.
2010, Hong Kong SAR, Chiny

[44] Templeton K.E., Scheltinga S.A., Beersma M.F., Kroes A.C., Claas
E.C.: Rapid and sensitive method using multiplex real-time PCR for
diagnosis of infections by influenza A and B viruses, respiratory syn-
cytial virus, and parainfluenza viruses 1, 2, 3, and 4. J. Clin. Microbiol.,
2004; 42: 1564-1569

[45] Uyeki T.M., Prasad R., Vukotich C., Stebbins S., Rinaldo C.R., Ferng
Y., Morse S.S., Larson E.L., Aiello A.E., Davis B., Monto A.S.: Low
sensitivity of rapid diagnostic test for influenza. Clin. Infect. Dis.,
2009; 48: e89-92

[46] van de Pol A.C., van Loon A.M., Wolfs T.F., Jansen N.J., Nijhuis M.,
Breteler E.K., Schuurman R., Rossen J.W.: Increased detection of re-
spiratory syncytial virus, influenza viruses, parainfluenza viruses, and
adenoviruses with real-time PCR in samples from patients with respi-
ratory symptoms. J. Clin. Microbiol., 2007; 45: 2260-2262

[47] van den Hoogen B.G., van Doornum G.J., Fockens J.C., Cornelissen J.J.,
Beyer W.E., de Groot R., Osterhaus A.D., Fouchier R.A.: Prevalence
and clinical symptoms of human metapneumovirus infection in ho-
spitalized patients. J. Infect. Dis., 2003; 188: 1571-1577

[48] van Elden L.J., Nijhuis M., Schipper P., Schuurman R., Loon A.M.:
Simultaneous detection of influenza viruses A and B using real-time
quantitative PCR. J. Clin. Microbiol., 2001; 39: 196-200

[49] Whiley D.M., Syrmis M.W., Mackay I.M., Sloots T.P.: Detection of hu-
man respiratory syncytial virus in respiratory samples by LightCycler
Reverse Transcriptase PCR. J. Clin. Microbiol., 2002; 40: 4418-4422

[50] WHO: Cumulative number of confirmed human cases for avian in-
fluenza A(H5N1) reported to WHO, 2003-2011. http://www.who.int/
influenza/human_animal_interface/EN_GIP_20111129CumulativeN
umberH5N 1 cases.pdf (12.12.2011)

[51] WHO: Summary of probable SARS cases with onset of illness from 1
November 2002 to 31 July 2003. http://www.who.int/csr/sars/country/
table2004_04_21/en/index.html (12.12.2011)

[52] WHO: WHO information for laboratory diagnosis of pande-
mic (HIN1) 2009 virus in humans — revised. http://www.who.
int/csr/resources/publications/swineflu/WHO_Diagnostic_
RecommendationsHIN1_20090521.pdf (12.12.2011)

[53] Wu C., Cheng X., He J., Lv X., Wang J., Deng R., Long Q., Wang X.:
A multiplex real-time RT-PCR for detection and identification of in-
fluenza viruses A and B and subtypes H5 and N1. J. Virol. Methods,
2008, 148: 81-88

[54] Xepapadaki P., Psarras S., Bossios A., Tsolia M., Gourgiotis D., Liapi-
Adamidou G., Constantopoulos A.G., Kafetzis D., Papadopoulos N.G.:
Human metapneumovirus as a causative agent of acute bronchiolitis
in infants. J. Clin. Virol., 2004; 30: 267-270

Autorki deklaruja brak potencjalnych konfliktow intereséw.

460



