PUBLIKACIJE METODYCZNE | STANDARDY

POST. MIKROBIOL.,
2015, 54, 4, 407-414
http://www.pm.microbiology.pl

METODY OPARTE NA AMPLIFIKAC]I
KWASOW NUKLEINOWYCH W DIAGNOSTYCE WYBRANYCH
CHOROB PRZENOSZONYCH DROGA PELCIOWA

Beata Mlynarczyk-Bonikowska'*, Ewa Skulska', Magdalena Malejczyk', Stawomir Majewski*

! Zaklad Diagnostyki Chordb Przenoszonych Droga Plciowa Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego
*Klinika Dermatologii i Wenerologii Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego

Wplyneto w listopadzie 2014 .

1. Wstep. 2. Metoda PCR i jej modyfikacje, ktore znalazly zastosowanie w diagnostyce STI. 3. Opryszczka narzadow plciowych.
4. Zakazenia genitalnymi HPV. 5. Rzezaczka. 6. Zakazenia Chlamydia trachomatis. 7. Kita. 8. Réwnoczesne wykrywanie kilku patogendw.
9. Podsumowanie

Nucleic acid amplification methods in laboratory diagnostics of selected sexually transmitted diseases

Abstract: Sexually transmitted diseases (STDs) are common in the world’s human population and are often asymptomatic. On the other
hand, STDs are highly infective and connected with considerable morbidity and mortality. Therefore, using fast, sensitive and specific
diagnostic methods is especially important. Polymerase chain reaction — PCR, invented thirty years ago by the Nobel prize winner Carry
Mullis, revolutionized many fields of biological sciences, including laboratory diagnostics of infectious diseases. In this review, we discuss
the application of nucleic acid amplification techniques (NAATs), including PCR, multiplex PCR, real time PCR and HDA-helicase
dependent amplification, in the laboratory diagnostics of sexually transmitted diseases. Nucleic acids amplification tests are widely used
in diagnostics of some STD-like genital herpes, Chlamydia trachomatis infection and gonorrhoea. In other diseases, like genital HPV
infections, NAATSs are used only in some indications. In the case of syphilis, there are no commercial tests and it was proven that NAATs
are not sensitive and specific enough to be used routinely as a substitute to serologic methods. We compare NAATs with some other
methods used in laboratory diagnostics of individual diseases, like serology, culture or direct immunofluorescence. In addition, we discuss
limitations of the NAATs i.e. problems with their specificity in diagnostics of pharyngeal gonorrhoea. We also present the recommendations
of the Centers for Disease Control and Prevention (CDC) and International Union Against Sexually Transmitted Diseases (IUSTI).

1. Introduction. 2. PCR method and its modifications which can be applied in diagnostics of STTs. 3. Genital herpes. 4. Infections with
genital HPVs. 5. Gonorrhoea. 6. Chlamydia trachomatis infections. 7. Syphilis. 8. Simultaneous detection of several pathogens. 9. Summary

Stowa kluczowe: choroby przenoszone droga plciows, kita, NAATS, opryszczka narzadéw plciowych, rzezaczka, zakazenia genitalnymi
HPV, zakazenia Chlamydia trachomatis
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1. Wstep bez metod opartych na amplifikacji kwaséw nukleino-
wych (NAATs-nucleic acid associated techniques) [33].

Istnieje ponad 30 patogendw, ktére mogg przenosi¢
sie droga kontaktéw seksualnych. W pracy omdéwiono

zastosowanie NAATs w tym PCR, multiplex PCR, real

Choroby przenoszone droga plciowa s3 jednymi
z najczestszych chorob zakaznych wystepujacych
w $wiatowej populacji. Nierzadko s3 bezobjawowe,

a z drugiej strony zwykle charakteryzujg sie duza
zakazno$cig i moga by¢ istotng przyczyna $miertel-
nosci i chorobowosci. Moga by¢ przyczyng bezptod-
nosci, a takze przenosi¢ si¢ wewngtrzmacicznie i/lub
okoloporodowo na ptdd i noworodka.

Od czasu, gdy w 1983 Kary Mullis, pozniejszy lau-
reat nagrody Nobla, opracowal metode taricuchowej
reakgji polimerazy — PCR, minglo juz ponad trzydziesci
lat. Obecnie trudno wyobrazi¢ sobie funkcjonowanie
wielu dziedzin, w tym diagnostyki chordb zakaznych,

time PCR oraz HDA (helicase dependent amplification)
w diagnostyce najczesciej wystepujacych w Polsce cho-
réb przenoszonych droga plciows, takich jak zakaze-
nia genitalnymi HPV, opryszczka narzgddw plciowych,
zakazenie Chlamydia trachomatis, rzezaczka i kita. Diag-
nostyka niektérych z tych choréb np. zakazen C. tra-
chomatis, rzezaczKi czy opryszczki narzadow plciowych
wigze si¢ z szerokim zastosowaniem NAATs. W przy-
padku innych np. zakazen genitalnymi typami wiru-
sow brodawczaka ludzkiego (Human papillomavirus
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- HPV) - NAATs mogg by¢ wykorzystywane w pew-
nych, konkretnych wskazaniach. W innych chorobach
przenoszonych droga plciows takich jak kila, NAATs
wciaz nie znalazty komercyjnego zastosowania.

Przedstawiono réwniez najwazniejsze zalecenia
IUSTI (International Union Against Sexually Trans-
mitted Infections) i CDC (Centers for Disease Control
and Prevention) dotyczace udzialu metod opartych na
amplifikacji kwasow nukleinowych w diagnostyce cho-
réb przenoszonych droga plciowa.

Praca nie obejmuje zakazen HIV, jako ze jest to ob-
szerny temat, ktéry wymagatby odrebnego opracowania.

2. Metoda PCR i jej modyfikacje, ktore znalazty
zastosowanie w diagnostyce STI

PCR jest bardzo czula metoda pozwalajaca na
wykrycie dowolnego fragmentu DNA (np. charakte-
rystycznego dla danego patogenu) w badanym (np.
wyizolowanym z materialu pobranego od chorego)
materiale biologicznym. W reakcji, poza badanym
(matrycowym) DNA uczestniczg tzw. primery (star-
tery — krotkie fragmenty DNA komplementarne do
sekwencji znajdujacych sie na poczatku i koncu poszu-
kiwanego genu), mieszanka nukleotydéw oraz oporna
na podgrzewanie polimeraza DNA. Pierwszym do tego
celu uzytym enzymem byla, obecnie wcigz stosowana,
polimeraza Taq pochodzaca od zyjacych w goracych
zrodlach bakterii Thermus aquaticus. Obecnie stosuje
sie rowniez inne polimerazy [26, 33].

Poszczegolne etapy reakeji powtarzaja sie cyklicznie
izachodzg w réznych temperaturach. W celu uzyskania
mozliwie najwiekszej liczby kopii powielanego odcinka
DNA wykonuje si¢ zazwyczaj 30-40 cykli. Poniewaz
jako matryce do reakcji wykorzystywane sg wszyst-
kie dotychczas zsyntetyzowane czasteczki genu - nici
DNA, amplifikacja przebiega coraz szybciej, w postepie
geometrycznym. W klasycznym PCR zwielokrotniony
fragment DNA jest nastepnie wykrywany za pomoca
elektroforezy na zelu agarozowym (wybarwiony brom-
kiem etydyny fragment DNA $wieci w §wietle UV) lub
przy uzyciu metod immunodetekcji z wykorzystaniem
reakcji hybrydyzacji (powstale amplikony hybrydy-
zujg z sondami na zasadzie komplementarnosci zasad
w DNA) i metody ELISA (utworzone hybrydy wykry-
wane sg w reakcji immunoenzymatycznej) [26].

Obecnie dazenie do skrocenia i uproszczenia PCR
doprowadzito do powstania wielu modyfikacji kla-
sycznej metody. Coraz szerzej stosowana jest, opisana
w 1992 przez Higuchi i wsp. metoda real time PCR,
w ktorej do srodowiska reakeji wprowadza si¢ znako-
wane barwnikami fluorescencyjnymi sondy moleku-
larne, komplementarne do powielanej sekwencji lub
barwniki wbudowujace si¢ do dwuniciowego DNA,
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co pozwala na $ledzenie w czasie rzeczywistym ilosci
produktu powstajacego w kolejnych cyklach. Dzieki
temu wynik testu mozna odczyta¢ w trakcie amplifi-
kacji, a etap elektroforezy zostal wyeliminowany [9, 21].
Powstaly réwniez szybkie testy oparte na amplifikacji
zaleznej od helikazy (HDA - helicase dependent ampli-
fication), w ktérych amplifikacja DNA moze odbywa¢
sie w stalej temperaturze [22]. Metoda oparta na réw-
noczesnym wykrywaniu kilku fragmentéw DNA to tzw.
multiplex PCR. Mozna w ten sposob wykrywa¢ kilka
patogenow réwnoczesnie lub zwiekszy¢ czulo$é i swo-
isto$¢ wykrywania pojedynczego drobnoustroju. Wazne
jest odpowiednie dobranie starteréw — muszg one miec¢
podobna dlugos¢, zblizone temperatury reakeji i by¢
swoiste dla poszukiwanego patogenu w celu unikniecia
reakcji krzyzowych [11].

3. Opryszczka narzadow plciowych

Opryszczka narzadow plciowych przenosi si¢ prak-
tycznie wylacznie przez kontakty seksualne a czynni-
kiem wywotujacym jest ludzki herpeswirus (Human
herpesvirus — HHV2) lub rzadziej HHV1. Dawna,
zwyczajowa nazwa tych patogendw to wirus opryszczki
pospolitej (Herpes simplex virus — HSV) typ 11 2
[30]. Okoto 20% $wiatowej populacji (10-60% w roz-
nych subpopulacjach) ma przeciwciata przeciw HHV?2.
Zakazenie HHV jest najczestsza przyczyng owrzo-
dzen na narzadach plciowych. Okolo 20% wszyst-
kich zakazen wiaze si¢ z okresowym wystepowaniem
typowych objawdw klinicznych w postaci bolesnych
pecherzykéw na podlozu rumieniowym w okolicy
anogenitalnej. Pozostale przypadki to zakazenia o nie-
typowym przebiegu, subkliniczne lub bezobjawowe.
Gléwnym problemem jest pozostawanie wirusa w orga-
nizmie osoby zakazonej do konca zycia, co wigze si¢
z mozliwoscig wystgpienia objawowych nawrotéw oraz
z ryzykiem zakazenia partnera seksualnego i odmat-
czynego zakazenia noworodka. Wykazano znaczny
wplyw wspdlistnienia opryszki narzadéw plciowych
na zwigkszenie ryzyka transmisji zakazenia HIV.
Zakazenie HHYV, dotyczace narzadéw plciowych, jest
réwniez dodatkowym czynnikiem ryzyka wystgpienia
raka szyjki macicy u kobiet zakazonych onkogennymi
typami HPV [19, 31]. Na podstawie objawdw klinicz-
nych nie mozna jednoznacznie odrézni¢ zakazenia
HHV1 od HHV2 i nie zawsze mozna odrdzni¢ zaka-
zenie pierwotne od nawrotowego [19].

W diagnostyce laboratoryjnej zakazen HHV okolicy
genitalnej najwazniejszg role odgrywaja badania oparte
na poszukiwaniu wiruséw w materiale od pacjentow,
podczas gdy serologia ma znaczenie uzupelniajgce i jest
wskazana tylko w niektérych przypadkach (np. badania
epidemiologiczne lub badania bezobjawowych partne-
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réw osob zakazonych) [4, 10, 37]. IUSTI i CDC zale-
cajg poszukiwanie wiruséw metodg PCR (IUSTI zaleca
real time PCR) u wszystkich chorych ze zmianami na
narzadach plciowych podejrzanymi o zakazenie HHV.
Jako metoda alternatywna wymieniana jest hodowla
z ustaleniem typu HHV (1 lub 2) metodg immunoen-
zymatyczng. PCR jest wskazana na pierwszym miejscu
jako metoda czulsza, tatwiejsza w wykonaniu i szybsza.
Metody oparte na amplifikacji kwaséw nukleinowych
s3 rowniez mniej wymagajace jesli chodzi o transport
i przechowywanie prébek niz hodowla wirusa, ponie-
waz wykrywaja takze HHV niezdolne do replikacji.
Pomimo, ze NAATs s3 metodami mogacymi wykry¢
bezobjawowy wysiew wirusa rutynowe badania w tym
kierunku nie sg zalecane ze wzgledu na trudnosci
z uchwyceniem tego nieciagtego zjawiska [4, 10, 37].

NAATs sg stosowane w diagnostyce opryszczki
przez wiele laboratoriéw. Najczesciej poszukuje sie
genéw kodujacych glikoproteiny otoczki wirusa (tj.
gG lub gB) [5, 13]. Ich sekwencja pozwala na odrdz-
nienie HHV1 od HHV2. Wiekszoé¢ laboratoriow
stosuje samodzielnie opracowane testy, ktore cha-
rakteryzuja si¢ nierzadko wysoka, ale rdznigca sie w
réznych osrodkach czuto$cig i swoistoscia [1, 40]. Bar-
dziej poréwnywalne sg wyniki testow komercyjnych.
Dostepny jest miedzy innymi komercyjny test real time
PCR (ostatnio zatwierdzony przez FDA) BD ProbeTec
HSV Qx (HSVQx) [45], a od niedawna takze test
oparty na amplifikacji zaleznej od helikazy (HDA heli-
case dependent amplification-IsoAmp® HSV Assay),
w ktérym reakcja odbywa si¢ w stalej temperaturze, co
znacznie obniza koszty [22]. Oba testy sg czulsze niz
stanowigca wczesniej ,,zloty standard” hodowla wirusa
(ELVIS® HSV ID/typing (shell-vial culture and DFA)
(wedlug réznych badan o 11-71%), odznaczajg sie
wysoka swoistoscia, a wyniki z réznych laboratoriow
sg porownywalne [29].

4. Zakazenia genitalnymi HPV

Zakazenia genitalnymi wirusami brodawczaka
ludzkiego (Human papillomavirus - HPV) s uwazane
za najczestsza chorobe przenoszong droga plciows.
Zmiany kliniczne powodowane przez te wirusy doty-
cza okolo 1% aktywnej seksualnie populacji, a znacznie
wyzszy odsetek ma zakazenie subkliniczne lub bezob-
jawowe. HPV niskiego ryzyka powoduja klykciny kon-
czyste, klykciny olbrzymie oraz wiekszo$¢ przypadkow
brodawczakow krtani, a HPV wysokiego ryzyka stany
przednowotworowe i raki szyjki macicy (prawie 100%)
oraz okolicy anogenitalnej (50-85%), w mniejszym
stopniu takze glowy i szyi [14, 43, 48, 50].

Diagnostyka laboratoryjna zakazen HPV opiera
sie gtéwnie na poszukiwaniu materiatu genetycznego
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wirusa metoda hybrydyzacji lub PCR, w obu meto-
dach z wykonaniem genotypowania, czyli okresleniem
typu wirusa wykrytego w badanym materiale. Wykry-
cie konkretnego typu wirusa pozwala na ustalenie czy
infekcja ma charakter przetrwaly, czyli czy ten sam typ
HPV (szczegélnie HR - high risk — wysokiego ryzyka)
jest wykrywany w dwoch badaniach wykonanych
w ciagu pot roku do roku. Stwierdzenie wystepowania
infekcji przetrwalej oznacza, ze w 45% przypadkow
nastgpi w ciggu 5 lat rozwoj zmian typu CIN 2/3 (cervi-
cal intraepithelial neoplasia - srédnablonkowa neopla-
zja szyjki macicy) [3, 7, 12, 42]. Znaczenie ma réwniez
wykrywanie transkryptow mRNA dla wirusowych bia-
tek E6/E7, uczestniczacych w onkogenezie, zwigzanej
z zakazeniami HPV. Obecno$¢ mRNA dla tych biatek
wyraznie sugeruje przetrwaly infekcje u pacjentki. Ze
wzgledu na to, ze HPV moga przebywaé na blonach
Sluzowych narzadéw plciowych nie wywolujac zad-
nych objawéw klinicznych, a nastepnie by¢ elimino-
wane przez uklad odpornosciowy osoby zakazonej,
wyniki badan w kierunku zakazenia réznymi typami
HPV nalezy interpretowac wylacznie razem z obrazem
klinicznym oraz wynikami cytologii lub badania histo-
patologicznego [4, 49].

CDC zaleca wykonywanie typowania genetycz-
nego HPV u kobiet >25 roku zycia z wynikiem cyto-
logii ASCUS (atypical squamous cells of undetermined
significance — atypowe komorki nablonkowe nieokres-
lonego znaczenia), oraz u kobiet w wieku 30-65 lat jako
badania przesiewowego wykonywanego rownoczesnie
z cytologia. W przypadku ujemnego wyniku obu testow
zalecane jest powtorzenie badan przesiewowych po
5 latach. Alternatywnie mozna w tej grupie wiekowej
wykonywac¢ przesiewowo samag cytologie raz na 3 lata.
Typowanie HPV nie jest zalecane u kobiet <25 roku
zycia, raczej nie powinno réwniez by¢ wykonywane
samodzielnie jako badanie przesiewowe. U kobiet
miedzy 21 a 30 rokiem Zycia jako badanie przesiewowe
zalecana jest cytologia wykonywana co 3 lata, a u kobiet
miodszych niz 21 lat CDC nie zaleca badan przesiewo-
wych. Powyzsze zalecenia wynikajg z faktu, ze u bardzo
mlodych kobiet zakazenie HPV wysokiego ryzyka jest
czestsze niz w pozniejszym wieku, a jednoczesnie zwy-
kle nie ma zadnych konsekwencji klinicznych (wirusy
sa eliminowane) [4]. Wedlug zalecen IUSTI i CDC
nie ma wskazan do badania w kierunku typu HPV
u chorych z typowymi Kklinicznie kiykcinami kon-
czystymi ani u partneréw kobiet ze stwierdzonym zaka-
zeniem HPV [4, 23].

Praca poréwnujaca 3 komercyjne testy: oparty na
hybrydyzacji DNA Hybrid Capture 2 oraz wykorzystu-
jace metode real time PCR: Abbott Real Time High-
-Risk Human Papillomavirus (HPV), Roche Cobas
wykazala, ze HPV HC2 jest metoda czulsza (96,6%),
ale mniej swoistg (89,1%) niz metody oparte na real
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time w wykrywaniu HPV wysokiego ryzyka. Badane
metody Real Time HR i Cobas HPV wykazaly odpo-
wiednio czulos¢ 78,3% i 91,7% oraz swoistos¢ 99,2%
i 97% [3]. Inne badania poréwnuja INNO-LiPA HPV
genotyping extra assay z multiplex PCR dla réznych
typow onkogennych HPV. Oba badania wykazuja si¢
wysoka swoistoscig i czuloscia (nieznacznie czulszy
okazat sie real time PCR) [12].

Dostepne sg rowniez komercyjne testy pozwalajace
na wykrywanie transkryptéw mRNA dla biatek E6/E7
HPV wysokiego ryzyka. Do takich testow nalezg np.
NucliSENS EasyQ®, pozwalajacy na wykrycie mRNA
5 najczestszych typow HPV-16, 18, 31, 33, 45 oraz
Aptima HPV test dla HPV16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51,
52, 56, 58, 59, 66, 1 68. Badania poréwnujace powyzsze
testy i HPV HC2 wykazaly, ze testy Aptima HPV i HPV
HC2 maja zblizong czulo$¢, przy nizszej czutosci Nucli-
SENS EasyQ®. Swoisto$¢ zardwno Aptima HPV i Nuc-
liSENS EasyQ® w wykrywaniu i przewidywaniu poja-
wienia si¢ zmian na szyjce macicy wywolanych przez
onkogenne HPV byla wyzsza niz HPV HC2 [35, 38].
Testy o wyzszej swoistosci, szczegdlnie testy wykrywa-
jace RNA dla E6/7 HPV wysokiego ryzyka prawdopo-
dobnie mogtyby prawdopodobnie znalez¢ zastosowanie
w diagnostyce przesiewowej u kobiet po 30 roku zycia
jako samodzielne badania bez rdwnoczesnego wykony-
wania cytologii, jednak wciaz nie znalazlo to odzwier-
ciedlenia w oficjalnych zaleceniach.

Testy, ktore nie pozwalaja na wykrycie konkretnego
typu HPV, a w ktérych wykrywane sg tacznie typy onko-
genne i nieonkogenne lub podgrupy w obrebie tych
grup, nie maja oczekiwanego znaczenia diagnostycz-
nego — nie pozwalaja na wykrycie infekcji przetrwale;.
Wiekszo$¢ producentéw podaje, ze testy stuza do bada-
nia wymazoéw z kanalu szyjki macicy, co stawia pod
pewnym znakiem zapytania czulos¢ i swoistos¢ badan
pobranych z innych lokalizacji tj. cewka moczowa czy
odbyt lub material biopsyjny. Istnieja réwniez liczne
testy opracowane przez laboratoria, czesto pozwalajace
na badanie materiatu innego niz wymaz z szyjki macicy
i/lub dokladne typowanie wiruséw [39, 41].

5. Rzezaczka

Zakazenie Neisseria gonorrhoeae jest druga, biorac
pod uwage czestos¢ wystepowania, bakteryjng choroba
przenoszona droga plciowa po zakazeniu C. trachomatis
i pierwsza pod wzgledem liczby nowych przypadkéow.
Wedlug danych WHO globalna liczba przypadkéw
rzezaczki w 2008 roku wynosita ponad 106 milionow
i przekroczyla liczbe przypadkow zakazen C. tracho-
matis w tym samym roku [46].

Zakazenie N. gonorrhoeae jest przyczyng zapalenia
cewki moczowej, zapalenia szyjki macicy, zapalenia
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odbytu i zapalenia gardta. Noworodki zakazone oko-
foporodowo maja objawy ciezkiego zapalenia spojowek.
Nieleczona rzezgczka moze prowadzi¢ m.in. do zapale-
nia najadrza u mezczyzn, stanéw zapalnych narzadow
miednicy mniejszej i cigz pozamacicznych u kobiet oraz
do bezptodnosci u obu pici [47].

NAATs s3 obok hodowli metoda zalecang przez
IUSTI i CDC w diagnostyce zakazen N. gonorrhoeae.
Wedtug IUSTI optymalne jest stosowanie obu metod
réwnolegle. CDC zaleca w pierwszej kolejnosci NAATS,
a w przypadku ponownego wykrycia patogenu 7 dni
po leczeniu (podejrzenie niepowodzenia w leczeniu)
wykonanie hodowli i okreslenie lekowrazliwosci [36].
Metody oparte na amplifikacji kwaséw nukleinowych
odznaczajg si¢ zwykle wysoka czuloécig, co umozli-
wia wykrywanie nawet niewielkiej liczby bakterii np.
w moczu lub wymazie z pochwy, podczas gdy w przy-
padku hodowli konieczne jest bardziej precyzyjne
pobranie materialu (w przypadku typowej lokalizacji
- wymaz z szyjki macicy i cewki moczowej u kobiet
oraz z cewki moczowej u me¢zczyzn). Hodowla jest row-
niez metoda bardziej wymagajaca jesli chodzi o trans-
port i przechowywanie pobranych prébek. Z drugiej
strony NAATS, w przeciwienstwie do hodowli, nie po-
zwalajg na fatwe oznaczenie wrazliwosci N. gonorrhoeae
na antybiotyki. Bioragc pod uwage rosnacg opornosé
dwoinek rzezgczki na stosowane leki, rowniez w Polsce,
mozliwo$¢ taka moze mie¢ duze znaczenie [2, 4, 6, 32].

Innym problemem jest swoisto$¢ NAATs. W jed-
nym z badan poréwnano czulos¢ i swoisto$¢ szesciu
komercyjnie dostepnych testow opartych na ampli-
fikacji kwasow nukleinowych: Gen-Probe APTIMA
COMBO 2 ,APTIMA GC, Roche COBAS Amplicor
CT/NG, COBAS 4800 CT/NG testy, BD ProbeTec GC
Qx amplified DNA assay i Abbott RealTime CT/NG.
Zbadano 450 izolatéw, w tym 234 dwoinek rzezaczki,
a pozostate innych gatunkéw nalezacych do rodzaju
Neisseria lub innych zblizonych genetycznie bakterii.
Jak mozna bylo przewidzie¢, niemal wszystkie testy
(oprocz COBAS Amplicor CT/NG, ktéry nie wykryt
1.9% probek) odznaczaly si¢ 100% czuloscia. Jednak
wszystkie testy dawaly pewien odsetek wynikéw fat-
szywie pozytywnych w przypadku badania izolatow
innych niz dwoinki rzezgczki. Wyniki te byty rézne
w przypadku réznych testéw i wynosity odpowiednio
14.1%, 11%, 2,1%, 1,7%, 1%i 1% dla COBAS Ampli-
cor, ProbeTec, APTIMA COMBO 2, APTIMA GC,
Abbott RealTime i Roche COBAS 4800. Autorzy pracy
zalecaja dodatkowe badania potwierdzajace w przy-
padku wykrycia N. gonorrhoeae metodami opartymi
o amplifikacje kwaséw nukleinowych, szczegélnie
jesli probki pochodzg z okolic innych niz narzady
plciowe np. z gardla (wysokie ryzyko wystepowania
gatunkow nalezacych do rodzaju Neisseria, innych niz
N. gonorrhoeae) [44].
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6. Zakazenia Chlamydia trachomatis

Zakazenie okulogenitalnymi typami C. trachomatis
jest najczestszg bakteryjng chorobg przenoszona droga
plciowa. Podobnie jak dwoinki rzezaczki, C. trachoma-
tis wywoluje zapalenie cewki moczowej, szyjki macicy,
odbytu i gardla. Czesto osoby zakazone, szczegélnie
kobiety (ok. 70-90%) oraz mezczyzni homo- i biseksua-
liSci z zapaleniem odbytu lub gardla, nie zauwazajg zad-
nych objawéw klinicznych. Okotoporodowe zakazenie
noworodka moze wigza¢ si¢ z zapaleniem pluc i zapa-
leniem spojowek. Wsréd powiklan nalezy wymieni¢
zapalenie najadrza u mezczyzn, stany zapalne narzadow
miednicy mniejszej u kobiet oraz bezptodno$¢ u obu
plci. Ponadto u oséb zakazonych C. trachomatis moze
wystapic¢ tzw. zespdl Reitera. Wspolistnienie zakazenia
C. trachomatis zwieksza ryzyko wystgpienia raka szyjki
macicy u kobiet zakazonych onkogennymi HPV [46, 47].

NAATs odgrywaja wazng role w diagnostyce zaka-
zen C. trachomatis i s3 jedyng metodg zalecang przez
IUSTIi CDC. CDC podkresla koniecznos¢ zachowania
mozliwosci prowadzenia hodowli przez niektdre labo-
ratoria [4, 24, 36]. Za stosowaniem metod opartych
na amplifikacji kwaséw nukleinowych przemawia ich
wysoka czulos¢, pozwalajaca na wykrywanie patogenu
w probkach moczu u mezczyzn i samodzielnie pobra-
nym wymazie z pochwy u kobiet (podczas gdy w przy-
padku immunofluorescencji konieczne sg wymazy
z cewki moczowej lub szyjki macicy). Réwniez w przy-
padku materialu pobranego z nietypowych miejsc np.
odbytu czy gardla czulo$¢ PCR jest znacznie wyzsza
niz innych metod. NAATs majg jednak réwniez pewne
ograniczenia. Na podstawie standardowych testow zwy-
kle trudno jest odrézni¢ zakazenie okulogenitalnymi
typami C. trachomatis od zakazenia typami powoduja-
cymi ziarnice weneryczng pachwin. To ostatnie zaka-
zenie moze zdarzy¢ si¢ zwlaszcza u MSM (men having
sex with men) i w przypadku jego podejrzenia zale-
cane jest genotypowanie. W przypadku kobiet wymazy
s lepszym materialem niz probki moczu, poniewaz
obecne w moczu czynniki hamujace moga by¢ przy-
czyng wynikow falszywie ujemnych [4, 6, 24, 25].

Dostepne sg liczne testy komercyjne oraz opraco-
wane przez laboratoria. Wiekszo$¢ komercyjnie stoso-
wanych testow jest oparta na wykrywaniu sekwencji
w obrebie plazmidu lub chromosomalnego genu dla
MOMP (major outer membrane proteine — gléwne
biatko blony zewnetrznej). Opisano szczepy C. tracho-
matis, ktore nie posiadaja plazmidu, a takze szczepy
z delecjg 377 par zasad w obrebie plazmidu, obejmu-
jaca fragment badany za pomoca komercyjnych testow
- tzw. wariant szwedzki i oba przypadki nie beda
wykrywane przez niektore NAATSs [27].

Wecigz poszukiwana jest czula, swoista i szybka
metoda wykrywania zakazen C. trachomatis. Ciekawym
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rozwigzaniem wydaje sie niedawno opisany test multi-
plex PCR wykrywajacy 9 réznych loci w genomie C. tra-
chomatis. Procedura od pobrania materiatu do uzyska-
nia wyniku trwa ok. 1 godziny. W badaniu dotyczacym
materialu pobranego z szyjki macicy od 263 kobiet
z wysokim ryzykiem zakazenia, wykazano wysoka czu-
to$¢ i swoistos¢ tej metody w poréwnaniu z komercyj-
nym testem Roche Amplicor NAAT. W odniesieniu do
bardzo czulej i swoistej, ale komercyjnie nie stosowanej
metody sekwencjonowania gendw, czulo$¢ wynosita
91,5% i 62,3%, a swoisto$¢ 100% i 95, 9% odpowiednio
dla multiplex PCR i Amplicor NAATS: [8].

7. Kila

Kila jest ogdlnoustrojowg chorobg przenoszona
droga piciowa wywolywang przez kretki blade - Tre-
ponema pallidum. Wedlug szacunkowych danych WHO
liczba zakazen na $wiecie w 2008 r. wynosita 10,6 mln.
W diagnostyce kily najwazniejsza role odgrywaja
metody serologiczne oparte na badaniach przeciwciat
przeciwkretkowych we krwi chorych. W badaniach
przesiewowych wykorzystuje sie najczesciej odczyny
tzw. niekretkowe, takie jak VDRL (Veneral Disease
Research Laboratory), USR (unheated serum reagin
test) lub RPR (rapid plasma reagin). Ich dodatni wynik
bywa czasem nieswoisty i zawsze powinien by¢ potwier-
dzony przez odczyny z antygenami kretkowymi, takimi
jak FTA-ABS (Fluorescent Treponemal Antibody
Absorption Test, test immunofluorescencji z absorbcja
przeciwcial przeciw kretkom saprofitycznym), ilos-
ciowe FTA, odczyn hemaglutynacji biernej (TPHA)
lub odczyny immunoenzymatyczne [4, 15]

Poszukiwanie antygenu (kretkow lub ich materiatu
genetycznego) moze mie¢ znaczenie w przypadku
wystepowania zmian klinicznych, z ktérych mozna
pobra¢ material, szczeg6lnie we wczesnym okresie cho-
roby, gdy wystepuje objaw pierwotny a odczyny sero-
logiczne s jeszcze ujemne. Obecnie material pobrany
z owrzodzen na blonach $luzowych od pacjentéow
z podejrzeniem kily badany jest najczesciej w mikro-
skopie z ciemnym polem widzenia lub za pomoca
immunofluorescencji bezposredniej. Pomimo, ze nie
ma dostepnych w sprzedazy NAATs do wykrywania
kretkéw bladych, niektore laboratoria stosuja wiasne
testy oparte na amplifikacji materialu genetycznego.
Opisano m.in. test real time PCR oparty na poszukiwa-
niu genu tpp47 T. pallidum, ktéry umozliwia odréznie-
nie kretkow patogennych od saprofitycznych oraz ozna-
czanie ilo$ciowe kretkéw w ptynach ustrojowych. Inne
testy oparte sg na poszukiwaniu genu dla polimerazy
DNA (PolA) oraz 23S rRNA. Wykazano wysoka czulos¢
(75-82%) i swoistos¢ (95%) tych testow w przy-
padku materialu pobranego z owrzodzen u chorych
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z kila wczesna. Czulos¢ badan z krwi jest zbyt niska
(odpowiednio 29% z wyizolowanych z krwi leuko-
cytow — PMBC, 14% z surowicy i 24% z pelnej krwi)
[18], by testy te mogly w przyszlosci zastapi¢ odczyny
serologiczne. Inne badanie wykonywane u chorych
z kila wczesng objawowa wykazato czutos¢ 50% w kile
IT okresu, natomiast nie wykryto materialu genetycz-
nego T pallidum w zadnej prébce krwi od chorych
z kilg T okresu [28]. Podobne wyniki uzyskano anali-
zujac zbiorczo 69 badan oceniajacych przydatnos¢ PCR
w diagnostyce kily. Badania wymazéw z owrzodzen
pierwotnych wykazywaly czulo$¢ ponad 78% i swo-
isto$¢ prawie 97%, a badania probek krwi noworodkéw
z kila wrodzong charakteryzowaly sie czuloscia 83%
przy swoisto$ci 88%. Czulos¢ badan krwi u dorostych
réznila sie zaleznie od okresu choroby, jednak zwykle
nie przekraczala 50% i byla duzo nizsza niz czulo$¢
badan serologicznych [17]. Wyniki PCR moga nie
by¢ w pelni miarodajne w ocenie skutecznosci leczenia,
ze wzgledu na niskg czulos¢ badan z ptyndéw ustrojo-
wych, a takze dlatego, ze material genetyczny kretkow
moze utrzymywac si¢ w pltynie moézgowo-rdzeniowym
dlugo po skutecznym leczeniu kily uktadu nerwo-
wego; w pojedynczych przypadkach byt wykrywalny
po 3 latach [17, 18, 28].

8. Réwnoczesne wykrywanie kilku patogenow

Testy wykrywajace jednocze$nie kilka fragmentéw
DNA (multiplex PCR) moga pozwala¢ na réwnoczesne
oznaczanie w materiale klinicznym kilku patogenéw
przenoszonych droga piciows, co moze przyspieszy¢
i ulatwi¢ diagnostyke. W jednej z publikacji opisano
opracowany przez autoréow test wykrywajacy HPV
16/18 i HHV1/2. Zbadano 177 prébek pobranych
z szyjki macicy od pacjentek z podejrzeniem zakaze-
nia HPV i HHV. Badanie wykazalo si¢ 100% czuloscia
dla wszystkich badanych wiruséw. Swoistos¢ wynosita
odpowiednio 97,1%198,1% dla HPV 16 18 oraz 97,0%
196,0% dla HHV1 i 2 [49].

Inne badania ocenialy czuto$¢ i swoistos¢ komer-
cyjnego testu Abbott RealTime CT/NG wykrywajacego
C. trachomatis i N. gonorrhoeae. Zbadano 3832 préobki
od 0s6b obu plci, w tym mocz, wymazy z szyjki macicy
i z cewki moczowej oraz samodzielnie pobrane przez
pacjentki wymazy z pochwy. Czuloé¢ testu wynosita
92,4% 1 96,9%, a swoisto$¢ 99,2% i 99,7% odpowiednio
dla C. trachomatis i N. gonorrhoeae [16]. Inny opraco-
wany przez laboratorium test multiplex PCR ma row-
noczes$nie wykrywac Neisseria gonorrhoeae, C. tracho-
matis, Trichomonas vaginalis, Mycoplasma genitalium,
T. pallidum oraz HHV 1 i 2 w materiale od pacjentow.
Jego czulo$¢ i swoistos¢ oceniono badajac wymazy
z pochwy od 80 afrykanskich pacjentek z bezptodnos-
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cig. Czuto$¢ testow w poréwnaniu z metodami referen-
cyjnymi wyniosta 100% dla N. gonorrhoeae, C. tracho-
matis, T. vaginalis, M. genitalium 1 HHV2, a swoisto$¢
100% dla N. gonorrhoeae, C. trachomatis, M. genitalium,
90,2 % dla T. vaginalis i 96,1 dla HHV2. W badanej gru-
pie nie bylo dodatnich probek dla T. pallidum i HHV 1.
Wryniki wskazujg na czutos¢ i swoisto$¢ badanego testu
zblizong do innych NAATs badajacych obecnos¢ mniej-
szej liczby patogendw, jednak dokladna ocena testu
wymaga wigkszej liczby badanych probek [34].

Mimo powyzszych obiecujacych wynikow, testy
multipex PCR wykrywajace kilka patogenéw przeno-
szonych droga piciowa powinny by¢ uzywane z ostroz-
nos$cig. W przypadku wspotistnienia kilku patogenéw
i przy réznej ich ilosci w badanym materiale opisywano
wyniki fatszywie ujemne dla tych patogendw, ktérych
w prébce byto mniej. Jesli podejrzewamy, ze zachodzi
taka sytuacja, zalecane jest stosowanie testow wykry-
wajacych pojedyncze patogeny [20].

9. Podsumowanie

W podsumowaniu metody oparte na amplifikacji
kwasow nukleinowych odgrywaja coraz wigksza role
w diagnostyce choréb przenoszonych droga piciows, co
znalazlo odzwierciedlenie w zaleceniach IUSTI i CDC.
W przypadku wiekszosci choréb przenoszonych droga
plciowa wykazano wyzsza czulos¢ NAATS niz metod
tradycyjnych. Wyjatkiem w tym przypadku sa badania
serologiczne w diagnostyce kily.

Mozliwo$¢ hodowli niektorych patogendw (szcze-
golne N. gonorrhoeae, ale rowniez C. trachomatis czy
HHV) powinna by¢ zachowana ze wzgledu na badania
epidemiologiczne i oznaczanie wrazliwosci na leki.

Pis$miennictwo

1. Aumakhan B., Gaydos C.A. i wsp.: Genital herpes evaluation
by quantitative TaqMan PCR: correlating single detection and
quantity of HSV-2 DNA in cervicovaginal lavage fluids with
cross-sectional and longitudinal clinical data. Virol. J. 7, 1-8
(2010)

2. Bignell C., Unemo M.: 2012 European Guideline on the Diag-
nosis and Treatment of Gonorrhoea in Adults http://www.
iusti.org/regions/Europe/pdf/2012/Gonorrhoea_2012.pdf, 1-24
(2012)

3. Carozzi F, Bisanzi S., Sani C., Zappa M., Cecchini S., Ciatto S.,
Confortini M.: Agreement between the AMPLICOR Human
Papillomavirus Test and the Hybrid Capture 2 assay in detection
of high-risk human papillomavirus and diagnosis of biopsy-
-confirmed high-grade cervical disease. J. Clin. Microbiol. 45,
364-369 (2007)

4. Centers for Disease Control and Prevention. Sexually Transmit-
ted Diseases Treatment Guidelines 2015. MM WR Recomm. Rep.
64, 1-137 (2015)



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21

22.

METODY OPARTE NA AMPLIFIKACJT KWASOW NUKLEINOWYCH W DIAGNOSTYCE WYBRANYCH CHOROB

. Corey L., Huang M.L,, Selke S., Wald A.: Differentiation of her-

pes simplex virus types 1 and 2 in clinical samples by a real-time
tagman PCR assay. J. Med. Virol. 76, 350-355 (2005)

. Cosentino L.A., Campbell T., Jett A., Macio 1., Zamborsky T.,

Cranston R.D., Hillier S.L.: Use of nucleic acid amplification
testing for diagnosis of anorectal sexually transmitted infections.
J. Clin. Microbiol. 50, 2005-2008 (2012)

. Dalstein V., Merlin S., Bali C., Saunier M., Dachez R., Ronsin C.:

Analytical evaluation of the PapilloCheck test, a new commer-
cial DNA chip for detection and genotyping of human papillo-
mavirus. J. Virol. Methods. 156, 77-83 (2009)

. Dean D,, Turingan R.S., Thomann H.U., Zolotova A., Roth-

schild J., Joseph SJ., Read TD., Tan E., Selden RE: A multiplexed
microfluidic PCR assay for sensitive and specific point-of-care
detection of Chlamydia trachomatis. PLOS ONE, 7, ¢51685
(2012)

. Deepak S., Kottapalli K., Rakwal R., Oros G., Rangappa K., Iwa-

hashi H., Masuo Y., Agrawal G.: Real-time PCR: revolutionizing
detection and expression analysis of genes. Curr. Genomics, 8,
234-251(2007)

Domeika M., Bashmakova M., Savicheva A., Kolomiec N.,
Sokolovskiy E., Hallen A., Unemo M., Ballard RC.: Eastern
European network for sexual and reproductive health (EE SRH
Network). Guidelines for the laboratory diagnosis of genital
herpes in eastern European countries. Euro Surveill. 15, 44, 1-7
(2010)

Edwards M.C., Gibbs R.A.: Multiplex PCR: advantages, deve-
lopment, and applications. PCR Methods Appl. 3, 65-75 (1994)
Else E.A., Swoyer R., Zhang Y., Taddeo EJ., Bryan ].T., Lawson J.,
Van Hyfte I., Roberts C.C.: Comparison of real-time multiplex
human papillomavirus (HPV) PCR assays with INNO-LiPA
HPV genotyping extra assay. J. Clin. Microbiol. 49, 1907-1912
(2011)

Fang X.F, Song B., Tu Y.Y,, Tong J.Z., Faul J.L., Bai H.: Rapid
detection of glycoprotein G gene for the diagnosis and typing
of herpes simplex virus infection in genital herpes. Sex. Transm.
Infect. 75, 396-397 (1999)

Forcier M., Musacchio N.: An overview of human papilloma-
virus infection for the dermatologist: disease, diagnosis, mana-
gement, and prevention. Dermatol. Ther. 23, 458-476 (2010)
French P.,, Gomberg M., Janier M., Schmidt B., van Voorst Vader
P, Young H.: IUST.IUSTI: 2008 European Guidelines on the
Management of Syphilis. Int. J. STD AIDS, 20, 300-309 (2009)
Gaydos C.A., Robinson J. i wsp: Performance of the Abbott
RealTime CT/NG for detection of Chlamydia trachomatis and
Neisseria gonorrhoeae. J. Clin. Microbiol. 48, 3236-3243 (2010)
Gayet-Ageron A., Lautenschlager S., Ninet B., Perneger T.V,,
Combescure C.: Sensitivity, specificity and likelihood ratios of
PCR in the diagnosis of syphilis: a systematic review and meta-
-analysis. Sex. Transm. Infect. 89, 251-256 (2012)

Grange PA., Dupin N. i wsp.: Evaluation of a PCR test for detec-
tion of Treponema pallidum in swabs and blood. J. Clin. Micro-
biol. 50, 546-552 (2012)

Gupta R., Warren T., Wald A.: Genital herpes. Lancet, 22, 2127-
2137 (2007)

Hamilton MS., Otto M., Nickell A., Abel D., Ballam Y., Schrem-
mer R.: High frequency of competitive inhibition in the Roche
Cobas AMPLICOR multiplex PCR for Chlamydia trachomatis
and Neisseria gonorrhoeae. J. Clin. Microbiol. 40, 4393 (2002)

. Higuchi R., Fockler C., Dollinger G., Watson R.: Kinetic PCR

analysis: real-time monitoring of DNA amplification reactions.
Biotechnology (NY), 11, 10261030 (1993)

Kim H.J.,, Yen-Lieberman B. i wsp.: A rapid and simple isother-
mal nucleic acid amplification test for detection of herpes sim-
plex virus types 1 and 2. J. Clin. Virol. 50, 26-30 (2011)

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

413

Lacey C.J., Woodhall S.C., Wikstrom A., Ross J.: 2012 European
guideline for the management of anogenital warts. J. Eur. Acad.
Dermatol. Venereol. 3, €263-70 (2013)

Lanjouw E., Ossewaarde ].M., Stary A., Boag F, van der Meij-
den W.L: 2010 European guideline for the management of Chla-
mydia trachomatis infections. Int. J. STD AIDS, 21, 729-737
(2010)

Lister N.A., Tabrizi S.N., Fairley C.K., Garland S.: Validation
of roche COBAS Amplicor assay for detection of Chlamydia
trachomatis in rectal and pharyngeal specimens by an ompl
PCR assay. J. Clin. Microbiol. 42, 239-241 (2004)

Lorenz T.C.: Polymerase chain reaction: basic protocol plus tro-
ubleshooting and optimization strategies. J. Vis. Exp. 22, €3998
(2012)

Marions L., Rotzen-Ostlund M., Grillner L., Edgardh K., Tivel-
jung-Lindell A., Wikstrom A., Lidbrink P.: High occurrence of
a new variant of Chlamydia trachomatis escaping diagnostic
tests among STI clinic patients in Stockholm, Sweden. Sex.
Transm. Dis. 35, 1, 61-64 (2008)

Martin LE., Tsang R.S., Sutherland K., Tilley P, Read R,
Anderson B., Roy C., Singh A.E.: Molecular characteriza-
tion of syphilis in patients in Canada: azithromycin resistance
and detection of Treponema pallidum DNA in whole-blood
samples versus ulcerative swabs. J. Clin. Microbiol. 47, 1668
1673 (2009)

Miller N.S., Yen-Lieberman B., Poulter M.D., Tang Y.W,
Granato P.A.: Comparative clinical evaluation of the IsoAmp®®
HSV Assay with ELVIS® HSV culture/ID/typing test system for
the detection of herpes simplex virus in genital and oral lesions.
J. Clin. Virol. 54, 355-358 (2012)

Mlynarczyk B., Majewski S.: Zakazenia wirusami herpes simplex
i varicella-zoster: patogeneza i leczenie. Przegl. Dermatol. 89,
133-138 (2002)

Mtynarczyk-Bonikowska B., Majewska A., Malejczyk M., Mly-
narczyk G., Majewski S.: Antiviral medication in sexually trans-
mitted diseases. Part I: HSV, HPV. Mini-Rev. Med. Chem. 13,
1837-1845 (2013)

Mlynarczyk-Bonikowska B., Serwin AB., Golparian D., Wal-
ter de Walthoffen S., Majewski S., Koper M., Malejczyk M.,
Domeika M., Unemo M.: Gonorrhoea epidemiology, antimi-
crobial susceptibility/resistance and genetic characteristics of
Neisseria gonorrhoeae isolates from Poland, 2010-2012. BMC
Inf. Dis. 14, 65-71 (2014)

Mullis K.B.: Target amplification for DNA analysis by the poly-
merase chain reaction. Ann. Biol. Clin. (Paris), 48, 579-582
(1990)

Muvunyi C.M., Dhont N., Verhelst R., Crucitti T., Reijans M.,
Mulders B., Simons G., Temmerman M., Claeys G., Padalko
E.: Evaluation of a new multiplex polymerase chain reaction
assay STD Finder for the simultaneous detection of 7 sexually
transmitted disease pathogens. Diagn. Microbiol. Infect. Dis. 71,
29-37(2011)

Oliveira A., Verdasca N., Pista A.: Use of the NucliSENS EasyQ
HPV assay in the management of cervical intraepithelial neo-
plasia. J. Med. Virol. 85, 1235-1241 (2013)

Papp J.R., Schachter J., Gaydos C.A., Van Der Pol B.: Recom-
mendations for the laboratory-based detection of Chlamydia
trachomatis and Neisseria gonorrhoeae — 2014. MMWR. 63,
1-17 (2014)

Patel R., Alderson S., Geretti A., Nilsen A., Foley E., Lauten-
schlager S., Green J., van der Meijden W., Gomberg M., Moi H.:
IUSTI/WHO Europe. European guideline for the management
of genital herpes, 2010. Int. . STD AIDS. 22, 1-10 (2010)

Reid J.L., Wright T.C.Jr,, Stoler M.H., Cuzick J., Castle PE,,
Dockter J., Getman D., Giachetti C.: Human papillomavirus



414

39.

40.

41.

42.

43.

44,

oncogenic mRNA testing for cervical cancer screening: base-
line and longitudinal results from the CLEAR study. Am. J. Clin.
Pathol. 144, 473-483 (2015)

Roberts C.C., Swoyer R., Bryan J.T., Taddeo E]J. Comparison of
real-time multiplex human papillomavirus (HPV) PCR assays
with the linear array HPV genotyping PCR assay and influence
of DNA extraction method on HPV detection. J. Clin. Microbiol.
49, 1899-1906 (2011)

Schloss L., Linde A. i wsp.: An international external quality
assessment of nucleic acid amplification of herpes simplex virus.
J. Clin. Virol. 28, 175-185 (2003)

Seaman W.T., Andrews E., Couch M., Kojic E.M., Cu-Uvin S,,
Palefsky J., Deal A.M., Webster-Cyriaque J.: Detection and
quantitation of HPV in genital and oral tissues and fluids by
real time PCR. Virol. J. 7, 1-17 (2010)

Stanley M.: Pathology and epidemiology of HPV infection in
females. Gynecol. Oncol. 117, Suppl 2, 5-10 (2010)

Syrjanen S.: The role of human papillomavirus infection in head
and neck cancers. Ann. Oncol. 21, Suppl 7, 243-245 (2010)
Tabrizi S.N., Unemo M., Limnios A.E., Hogan T.R., Hjelmevoll
S.0., Garland S.M., Tapsall J.: Evaluation of six commercial

45.

46.

47.

48.

49.

50.

BEATA MLYNARCZYK-BONIKOWSKA, EWA SKULSKA, MAGDALENA MALEJCZYK, SLAWOMIR MAJEWSKI

nucleic acid amplification tests for detection of Neisseria
gonorrhoeae and other Neisseria species. J. Clin. Microbiol. 49,
3610-3615 (2011)

Van Der Pol B., Warren T., Taylor S.N., Martens M., Jerome K.R,,
Mena L., Lebed J., Ginde S., Fine P., Hook E.W. 3rd.: Type-spe-
cific identification of anogenital herpes simplex virus infections
by use of a commercially available nucleic acid amplification
test. J. Clin. Microbiol. 50, 3466-3471 (2012)

WHO Global incidence and prevalence of curable STI 2008.
1-20 (2012)

Workowski K.: In the clinic. Chlamydia and gonorrhoea. Ann.
Intern. Med. 158, ITC2-1. (2013)

Zandberg D.P, Bhargava R., Badin S., Cullen K.J.: The role of
human papillomavirus in nongenital cancers CA. Cancer J. Clin.
63, 57-81 (2013)

Zhao Y., Cao X, Tang J., Zhou L., Gao Y., Wang J., Zheng Y.,
Yin S., Wang Y.: A novel multiplex real-time PCR assay for the
detection and quantification of HPV16/18 and HSV1/2 in cervi-
cal cancer screening. Mol. Cell. Probes. 26, 66-72 (2012)

Zur Hausen H.: The role of papillomaviruses in anogenital can-
cer. Scand. J. Infect. Dis. Suppl. 69, 107-111 (1990)



