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Szanowni Panstwo,

Chciatbym poinformowaé o wprowadzeniu na rynek podwdjnego testu nowej generacji
do wykrywania parvowirusa B19 i wirusowego zapalenia watroby typu A na rynkach
uznajgcych oznakowanie CE.

Test cobas® DPX jest juz dostepny do stosowania w systemie cobas® 6800/8800 - poszerza
on portfolio najnowszych platform diagnostyki molekularnej Roche stuzacych do badan
przesiewowych dawcéw krwi. Cobas® DPX jest testem PCR w czasie rzeczywistym.

Petni role podwdjnego testu do iloSciowego oznaczania B19 (parvowirusa B19) oraz
wykrywania wirusa zapalenia watroby typu A (HAV) w osoczu ludzkim. Stosowanie testéw
amplifikacji kwaséw nukleinowych (NAT), w celu wykrywania tych wirusdéw, jest waznym
etapem w zapewnieniu bezpieczenstwa produktéw leczniczych pochodzacych z krwi, jej
sktadnikéw i osocza.

Dzieki wykorzystaniu testu cobas® DPX, o$rodki pobierajace krew i osocze (Regionalne
Centra Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa) sg w stanie szybko zidentyfikowaé i usunaé
jednostki zakazone HAV, jednoczes$nie minimalizujgc ilo§¢ parvowirusa B19 w pulach
osocza przeznaczonego do frakcjonowania (dopuszczony maksymalny limit wirusa

w prébce wynosi 10 000 IUI/ml). Wykonanie NAT testem cobas® DPX podnosi skuteczno$é
przetwarzania donacji przy zachowaniu wysokiego standardu bezpieczenstwa dla
produktéw leczniczych stosowanych w transfuzjach i innych zabiegach terapeutycznych

? 2 u pacjentow.
-
— Test cobas® DPX i system cobas® 6800/8800 sg dostepne na rynkach, ktére uznajg znak CE,
'::. w tym takze w Polsce.
==
-~

W biezacym numerze LabForum polecam Panstwa uwadze artykuty na temat diagnostyki
= zakazen, wymagan normy ISO w pomiarach stezenia glukozy oraz diagnostyki stanéw
% przednowotworowych raka szyjki macicy.
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Diagnostyka zakazen Treponema pallidum

E”

mgr Ewa Sulkowska, Instytut Hematologii i Transfuzjologii, Warszawa

Kita to choroba zakazna, najczesciej przenoszona droga ptciowa, wywotywana przez kretka
bladego (Treponema pallidum), bakterie pochodzaca z rodziny Spirochaetaceae. Okres
wylegania choroby wynosi 9-90 dni'. Kita cechuje sie wieloletnim przebiegiem z nastepujacymi
po sobie okresami objawowymi i bezobjawowymi. Moze przebiega¢ w sposdb utajony, ulegac
samowyleczeniu lub wywotywa¢ powazne zmiany narzagdowe. Zakazno$¢ kity jest Scisle
zwigzana z okresem choroby, najwigksza jest w dwdch pierwszych latach zakazenia.

Kite dzielimy na nabytg i wrodzona. Kita nabyta - wczesna - obejmujaca dwa pierwsze lata

od zakazenia, dzieli sig na kite pierwotng i wtérna. Kita péZna - powyzej 5 lat od zakazenia,
obejmuje okresy: utajony i objawowy?. Kita wrodzona jest choroba wielonarzadowa bedaca
skutkiem zakazenia ptodu w organizmie matki. Do zakazenia moze doj$¢ juz w 9-10 tygodniu
cigzy. Infekcja moze doprowadzi¢ do poronienia lub powaznego uszkodzenia ptodu. Objawy
kliniczne u dzieci zywo urodzonych moga miec¢ rézny stopien nasilenia i pojawiac sie¢ w réznym
okresie. Rozpoznaje sie kite wrodzong wczesng (do 2 roku zycia) oraz kite wrodzong pézng'.
Choroba w kazdym stadium jest uleczalna, lekiem z wyboru jest penicylina. Dawkowanie i czas
podawania leku zaleza od postaci i czasu trwania choroby. Jezeli w zakazonym organizmie
doszto do zmian w narzadach lub ukfadach np. uktad nerwowy, kostny, niemozliwe jest
cofniecie tych zmian'.

DIAGNOSTYKA

Mimo, ze choroba jest znana od ponad 100 lat diagnostyka nadal napotyka na trudnosci.
Potwierdzenie choroby oparte jest na obrazie klinicznym, wywiadzie epidemiologicznym oraz
wynikach badan laboratoryjnych®. Diagnostyka bezposrednia polega na identyfikacji zywych
drobnoustrojéw na podstawie ich morfologii. 7. pallidum to spiralne bakterie Gram-ujemne

o $rednicy 0,1-0,4 pm i dtugosci 5-20 pm, dobrze widoczne w ciemnym polu mikroskopu
Swietlnego. Materiatem do badan jest wydzielina ze zmian skérnych towarzyszacych chorobie.
Czuto$é tej metody wynosi 70-80%. Ze wzgledu na obecno$¢ saprofitycznych kretkdéw, nie
moze by¢ stosowana do diagnostyki zmian w jamie ustnej i okolicy odbytu?*.

W specjalistycznych laboratoriach wyposazonych w odpowiedni sprzet T. pallidum mozna
zidentyfikowa¢ przy pomocy mono- lub poliwalentnych przeciwciat znakowanych izotiocjanem
fluoresceiny (direct fluorescent assay-DFA). Czuto$¢ i swoisto$¢ tej metody jest wyzsza niz
ogladanie bakterii w ciemnym polu mikroskopu®.

Testem referencyjnym zapewniajgcym najwyzsza czuto$é jest préba biologiczna - test
zakaznosci krélika (rabbit infectivity test-RIT)3. Jest to dojadrowe zakazanie krélikdw - jedyny
skuteczny sposéb namnazania kretka bladego. W Polsce ze wzgledu na wysoki koszt

i skomplikowang procedure test RIT nie jest wykonywany w celach diagnostycznych.
Hodowla kretka bladego jest bardzo trudna, sq one wrazliwe na wysychanie i inne czynniki
$rodowiska. Poza organizmem gospodarza ging szybko, sg trudne do hodowania na sztucznych
pozywkach oraz w hodowlach tkankowych. Mozna utrzymac je przy zyciu na podfozu znanym
jako system hodowlany Fieldsteela. Podwojenie liczby bakterii nastepuje po 30-50 godzinach,
po tym czasie tempo wzrostu spada i nalezy T. pallidum przenie$¢ na kolejne podtoze?.

Mimo wielu lat prdb, nie udato sie stworzy¢ procedury potwierdzenia zakazenia T. pallidum

w petni spetniajacej oczekiwania diagnostyczne. Duze nadzieje zwigzane sg z metodami
biologii molekularnej, polegajacymi na amplifikacji materiatu genetycznego kretka bladego.
Na poczatku lat 90 XX w. opracowano pierwsze testy wykorzystujace polimerazowa reakcje
taricuchowa (PCR), w ktérych amplifikowano fragmenty genéw kodujacych biatka btonowe
kretka bladego o masie czasteczkowej 47 kDa oraz TmpA - najbardziej immunogenne biatko
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bakterii®®”. Czuto$¢ metody byta bardzo wysoka i wynosita od 1-10 kretkéw w badanym

materiale. W ten sposéb mozna wykry¢ materiat genetyczny bakterii w surowicy, ptynie

maozgowo-rdzeniowym, ptynie owodniowym, w utrwalonym preparacie histologicznym. Przy
pomocy tego typu testéw nie mozna odréznié zakazenia T. pallidum subspecies pallidum

od zakazenia T. pallidum subspecies pertenue wywotujacego wystepujacg w regionach

tropikalnych frambezje (malinica, jagodzica), chorobe nie przenoszong droga ptciowa.

W kolejnych latach udoskonalano testy oparte na PCR zwigkszajac ich czuto$é. Zastosowanie

RT-PCR (reverse transcriptse PCR) umozliwito wykrywanie materiatu genetycznego kretka

bladego w obecno$ci inhibitoréw PCR, ktére moga znajdowac¢ sie we krwi, ptynie mézgowo-

rdzeniowym, tkankach. Jednak nie pozwolito na zréznicowanie zakazen podgatunkami

T. pallidum®. Najnowsza modyfikacja PCR w diagnostyce kity polega na wykrywaniu genu

swoistej dla kretka polimerazy DNA typu | (polA)°. Gen ten w komdrkach T. pallidum

ma niezmienng strukture. Zmodyfikowany test ma bardzo wysoka czuto$¢ i swoisto$é,

poréwnywalng z préba biologiczna, a uproszczona metodyka oraz zastosowanie we krwi, ptynie

mézgowo-rdzeniowym, owodniowym pozwala na wykorzystanie w rutynowych badaniach®.

Powszechnie stosowana jest diagnostyka zakazenia T. pallidum oparta na metodach

posrednich, wykrywajacych przeciwciata skierowane przeciwko antygenom kretka bladego.

Wyrézniamy dwie grupy testéw serologicznych:

* klasyczne (,ktaczkujace”) - antygenem w tych odczynach sg lipidy. Sg to: test Wassermana,
VDRL-Veneral Disease Research Laboratory, USR- Unheated Serum Regin - zastosowano
w nich antygen zastepczy - kardiolipine.

* kretkowe - antygenem sa kretki kity. Wykrywamy przeciwciata skierowane przeciwko
kretkom bladym. Sa to testy: TPI-T.pallidum immobilization test, FTA- Fluorescent
Treponemal Antibody, FTA-ABS - Fluorescent Treponemal Antibody Absorbtion Test, TPHA-
T. pallidum Haemagglutination Assay, EIA - enzyme immunoassay, WB - Western-blot®.

Odczyny klasyczne (niekretkowe, nieswoiste) wykrywaja przeciwciata przeciwlipidowe klasy

IgG i IgM, wytwarzane réwniez w przebiegu zakazen innymi kretkami (np. brucelozie, boreliozie)

oraz chorobach o podtozu autoimmunologicznym (choroby reumatyczne, kolagenozy)?®.

Czuto$¢ testéw niekretkowych jest podobna, zmienna w poszczegdélnych okresach choroby,

dla kity | okresu wynosi 80 %, dla kity Il okresu i utajonej wczesnej- 100%, dla kity utajonej

i objawowej pdznej - 71%, dla kity utajonej péznej - 40%*°.

0dczyny kretkowe (swoiste) charakteryzuje wigksza swoisto$¢ i czuto$¢. Dodatnie wyniki

u wiekszos$ci zakazonych os6b otrzymywane sg po 2-3 tyg. od zakazenia w przypadku kity

pierwszorzedowej oraz u 100 % chorych w kile drugorzedowej®. Czesto stosuije si¢ je jako testy

potwierdzajace zakazenie wykryte testem klasycznym.

Na podstawie oceny czuto$ci i swoistosci testéw serologicznych wykrywajacych przeciwciata

przeciwko T. pallidum Miedzynarodowa Organizacja ds. Choréb Przenoszonych Droga

Ptciowa (International Union Against Sexually Transmitted Infections- IUSTI) zaleca

stosowanie w badaniach przegladowych testéw swoistych - kretkowych, takich jak testy

immunochemiczne (EIA)®.

IUSTI zaleca, aby badania potwierdzajace zakazenia T. pallidum wykonywane byty innym testem

niz badanie przesiewowe. Jesli powtarzalnie reaktywny wynik testu przesiewowego uzyskano

w tescie immunochemicznym, badania weryfikacyjne powinny by¢ wykonane testami TPHA,

FTA, FTA-ABS, WB. Zaleca sig, aby do potwierdzenia wynikéw powtarzalnie reaktywnych

wykorzystywa¢ dwa rodzaje testow.

Testy immunochemiczne do diagnostyki zostaty wprowadzone w latach 70-tych XX w. Oparte
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sg na reakcji antygen-przeciwciato w oparciu o faze statg (ptytka, kulki), w trakcie inkubacji

z surowicg odporno$ciowa sprzezong z enzymem otrzymujemy swoisty wynik w przypadku
zakazenia“. Testy te wykorzystujg antygeny kretka bladego o masach czasteczkowych 15

kDa, 17 kDa, 44,5 kDa, lub 47 kDa. Charakteryzujg sie one wyzszg czutoscia i swoisto$cia

w poréwnaniu z testami niekretkowymi. Duzg zaletg testéw immunochemicznych jest
mozliwo$¢ wykonania badania w trybie automatycznym. Umozliwia to standaryzacje odczytu,
zmniejsza ryzyko btedu ludzkiego, minimalizuje wptyw czynnikéw zewnetrznych na procedure
przeprowadzenia oznaczenia. Dlatego w trosce o dobro biorcéw krwi w polskim krwiodawstwie
od potowy 2012 r. obowiazuje wykonywanie badan przegladowych i potwierdzajacych testami
swoistymi.

Obecnie w polskim krwiodawstwie w badaniach przegladowych wykorzystywane sa testy
typu EIA. S to: test Syphilis TP Architect firmy Abbott, Syphilis TPA firmy Ortho (testy CMIA)
oraz Trepanostika firmy BioMerieux i Syphilis EIA Il Total Antibody firmy Bio-Rad (testy ELISA).
Wszystkie badania sg zautomatyzowane i podlegaja wewnatrz- i zewnatrzlaboratoryjnej
kontroli. W Instytucie Hematologii i Transfuzjologii zakoriczono ewaluacje systemu cobas firmy
Roche. Testy i aparatura uzyskaty pozytywna opinie i moga byé wykorzystywane w polskim
krwiodawstwie.

W badaniach potwierdzajacych zakazenie kitg wykorzystywane sg testy oparte na

technice Western blot (WB). W odréznieniu od metody ELISA testy te umozliwiajg wykrycie
przeciwciat przeciwko konkretnym antygenom kretka bladego. Charakteryzuja sie wysoka
czutoscig i swoistoscig powyzej 99%. Na paskach optaszczone sg biatka antygenéw o masie
czasteczkowej 15 kDa, 17 kDa, 44,5 kDa lub 47 kDa. Badanie WB, wykonywane w IHIT jest
zautomatyzowane, co umozliwia otrzymanie wystandaryzowanego, obiektywnego wyniku.
Interpretacja wynikéw badan powinna by¢ dokonywana z duzg uwaga, mozliwe sg reakcje
krzyzowe z innymi kretkami, wynik ujemny nie zawsze wyklucza infekcje. Nalezy powtérzy¢
badanie, gdy istnieje ryzyko zakazenia. W przypadkach potwierdzenia obecno$ci przeciwciat
badany na state wykluczany jest z grona dawcéw krwi. Nalezy takg osobe skierowaé do poradni
wenerologicznej. Zgodnie z obowigzujacym prawem potwierdzona obecno$¢ przeciwciata anty-
T. pallidum podlega zgtoszeniu do pionu sanitarnego. W innych przypadkach stosowana jest
dyskwalifikacja czasowa. Ponowna kontrola wyznaczana jest za 3 lub 6 miesiecy w zaleznosci
od otrzymanych wynikéw. Dawca moze ponownie oddawacé krew, gdy wyniki badan
przegladowych i weryfikacyjnych sa ujemne.

Diagnostyka T. pallidum ma ogromne znaczenie w krwiodawstwie, infekcja uwazana jest za
chorobe znacznikowa dla zakazenia wirusem HIV. Zmiany skdérne towarzyszace kile oraz ich
umiejscowienie w okolicy drég rodnych, odbytu, jamy ustnej utatwiajg wnikanie wirusa HIV

do organizmu. Wspdtczynnik zachorowalno$ci (liczba przypadkéw zachorowar na 100 000
mieszkancéw w ciggu roku) na kite w Polsce w ostatnich latach wynosi: 2010 r. - 2,14, 2011
r.-2,2" 2012 r. - 2,6'%, 2013 r. - 3,5'%. Sytuacja epidemiologiczna zwigzana z kitag w Polsce

jest trudna do oceny poniewaz, spada liczba badarn wykonywanych w tym kierunku. Przed
reforma stuzby zdrowia w Polsce wykonywanych byto okoto 8 milionéw badan w kierunku

kity, obecnie ok. 300- 400 tysiecy. Od 2009 r. powrdcono do bezptatnej diagnostyki i leczenia
kity. Wspétczynnik zachorowalnos$ci (na 100 000 mieszkarncéw/rok) w krajach sasiadujacych

z Polska jest wysoki i wynosi: Czechy - 7,7; Stowacja 4,2; Wegry 5,5; totwa 10,3; Litwa 9,7;
Ukraina 27,5; Rosja 59,3". Dlatego wazne jest, aby w krwiodawstwie do badan przegladowych
i potwierdzajgcych wykorzystywac testy swoiste 0 wysokiej czuto$ci.
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HCV - zmieniajacy sie wirus
Wyzwania diagnostyki molekularnej

E/

Wirus zapalenia watroby typu C (HCV) jest gtéwna przyczyna przewlektych choréb watroby.
Szacuje sig, ze na $wiecie zakazonych HCV jest ok. 150 min. oséb, w tym 80% przewlekle,

a 350 tys. umiera kazdego roku z powodu zaawansowanych zmian chorobowych jak
marsko$¢ watroby i rak watroby.2 W Polsce zakazonych HCV jest ok. 200 tys. oséb. Z tego
powodu ciggta poprawa diagnostyki i leczenia przewlektego wirusowego zapalenia watroby
typu C jest szczegdlnie istotna.

ZMIENNOSC GENETYCZNA

HCV charakteryzuje sie wysokim wspdétczynnikiem czestos$ci replikacji oraz wysoka
czestoscig mutacji, co powoduje ekstremalnie wysoka zmienno$¢ genetyczng tego wirusa.
Dotychczas HCV ewoluowat w kierunku 6 genotypéw i ponad 50 subtypdw, ale stale

u kazdego pacjenta zakazonego HCV rozwijajg sie nowe warianty sekwencji wirusa.>*®
Podatna na btedy polimeraza RNA wirusa i brak mechanizmu naprawczego powoduije, ze
kazdego dnia powstaje 102 kopii wirusa zawierajacych mutacje jednego nukleotydu.
Nowe mutacje pojawiajg sie spontanicznie w organizmie pacjenta, a w odpowiedzi na presje
od jego systemu immunologicznego tworzg sie genetycznie odrebne grupy tzw. pseudo-
gatunkow (ang. quasispecies). (Rys.1). Presje selekcyjng moga wywiera¢ réwniez leki
antywirusowe.

(1) Genetyczna réznorodnos¢ HCV

Genotyp b
=]
6 &

4 Pseudo-gatunki

POSTEP TECHNOLOGICZNY DLA LEPSZEJ NIEZAWODNOSCI

Duza zmienno$¢ genetyczna i niejednorodno$¢ sekwencji HCV stawia wysokie wymagania
testom do wykrywania i monitorowania wiremii HCV, poniewaz moze powodowaé
niedopasowanie sond i starteréw.®” Naukowcy tworzacy tego typu testy muszg wprowadza¢
nowe rozwigzania zapewniajgce wykrycie i doktadny pomiar iloSciowy dla wszystkich
wariantéw HCV. Jest to bardzo istotne, poniewaz monitorowanie wiremii HCV pozwalajace
oceni¢ odpowiedz pacjenta na zastosowane leczenie jest kluczowym elementem obecnych
standarddéw leczenia. Stwarza to szczegélne wymagania dla testéw molekularnych, ktére
muszg prawidtowo rozréznia¢ obecno$¢ wirusa od tta dla zapewnienia dokfadnego wyniku.?
W nowy testach do wykrywania HCV RNA (Roche) wprowadzono kilka udoskonalen dla
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poprawy niezawodno$ci i dokfadno$ci. Wykorzystano dwie nienakfadajace sie sondy

w potgczeniu z dodatkowymi parami starteréw, zapewniajgc powtarzalne badanie dla
réznych izolatéw HCV i przy wysokiej zmienno$ci sekwencji.° (rys.2)

Ponad to sondy posiadajg zwiekszong tolerancje na niedopasowanie, powalajac na
doktadny pomiar iloSciowy wirusa pomimo zmian nukleotyddéw, utrzymujac jednocze$nie
wysoka swoisto$¢.“""'? Tolerancja na niedopasowanie musi by¢ jednak bardzo ostroznie
zbalansowana ze swoisto$cig testu. Zbyt duza tolerancja na niedopasowanie (jak
stosowanie sond niskiego dopasowania'“'*'®) moze skutkowa¢ wykrywaniem sekwencji nie-
HCV, prowadzac do wynikéw fatszywie zawyzonych, co z kolei moze ewentualnie wptywacé
na nieoptymalne leczenie pacjenta. Dodatkowo zastosowano nowg mieszanine polimeraz
DNA ktéra w potaczeniu z optymalizacjg PCR zwigksza wierno$¢ powielania i efektywno$é
reakcji.

Powyzsze kluczowe zmiany w konstrukcji testu zapewniajg wiarygodne wyniki iloSciowe,
ktére spetniajg wymagania leczenia WZW typu C z wykorzystaniem nowych lekéw

o0 bezposrednim dziataniu przeciwwirusowym (DAA - Direct Acting Antivirals).”®

Starter Dwa startery

IR A,
g™,

Dwie sondy oznakowane FAM

LEPSZA DIAGNOSTYKA DLA SKUTECZNIEJSZEGO POSTEPOWANIA

Z PACJENTEM

Polska Grupa Ekspertéw HCV w swoich rekomendacjach leczenia wirusowych zapalen
watroby typu C (2014) zaleca stosowanie badania o czuto$ci analitycznej 15 IlU/ml dla
badania jakos$ciowego i liniowosci od 25 IU/ml do oceny iloSciowej."”

Wiarygodny wynik ilo$ciowy jest szczegdlnie istotny podczas leczenia bazujacego na
odpowiedzi pacjenta na terapig. W zalezno$ci wyniku badania ilo§ciowego z zastosowaniem
DAA terapia jest kontynuowana lub przerywana.

Przyktadowo dla genotypu 1 leczenie tréjlekowe z boceprewirem (BOC) przerywamy jezeli
HCV RNA; w 8 tygodniu terapii wynosi 21000 1U/mL, 12 tygodniu wynosi 2100 1U/mL,

w 24 tygodniu terapii jest wykrywalne, czyli 225 IU/mL. Podobnie w przypadku leczenia
tréjlekowego z zastosowaniem telaprewiru (TVR) nalezy przerwac leczenie, gdy stezenie
HCV RNA przekracza 1000 IU/mL w 4 lub 12 tygodniu.”

Poszczegdlne punkty kontroli postepdw leczenia i decyzji terapeutycznych za pomoca
poziomu wiremii zostaty wyznaczone podczas badan klinicznych tych lekéw. W badaniu
klinicznych, ktdre byty postawg do rejestracji boceprewiru i telaprawiru wykorzystywano
test COBAS TagMan HCV v2.0 For Use With The High Pure System (Roche).!8%20.21

COBAS AmpliPrep
COBAS TagMan 48
-system do automatycznej
izolacji kwaséw
nukleinowych

i amplifikacji PCR

oraz detekcji w czasie
rzeczywistym

2] Regiony wiazania podwdjnych sond
i primeréw w genomie HCV

COBAS AMPLIPREP/

STACJA DOKUJACA/
COBAS TAQMAN
-catkowita automatyzacja
izolacji RNA/DNA,
transferu prébek i PCR

w czasie rzeczywistym
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Wieloosrodkowe badanie ExPECT przeprowadzone w celu zbadania klinicznej przydatno$ci
testu z podwdjnymi sondami (COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV Quantitative
Test, Roche) i poréwnaniu z innymi uzywanymi testami wykazato rozbieznosci wynikéw
ilosciowych dla niskich wiremii.

W badaniu tym kliniczna przydatno$¢ testu byta oceniona wykorzystujac 421 prébek
pozostatych po rutynowych badaniach laboratoryjnych. Pierwotnie oznaczone stezenie HCV
RNA wynosito od 50 do 1 x 108 IlU/m|.?2%

Test COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV Quantitative Test, v2.0 wykazat dobrg
zgodno$¢ z testem COBAS® TagMan® HCV Test, v2.0 For Use With The High Pure System,
Srednie odchylenie wynosito tylko 0,22 log,, IU/mL (R2=0,98); 91% (96/106) prébek nie
réznito sie o wiecej niz £0,5 log, 1U/mL.

W odrdéznieniu do testu HCV innego wiaodacego producenta, dla ktérego $rednie
odchylenie wynosito 0,28 log,, IU/ml (R2=0,97) i tylko 78% (82/105) prébek miato
odchylenie ponizej £0,5 log,, IU/mL (Rys.3).

Pomigdzy testami Roche tylko 9% wynikéw réznito sig o wiecej niz £0,5 log,, IU/mL,
podczas gdy pomiedzy testem HCV z dwoma sondami, a testem innego producenta az 28%
wynikéw rdznito sie o wigcej niz £0,5 log,, IU/mL.

Analiza wynikéw po zastosowaniu warto$ci odciecia na poziomie 25 IU/mL, wykazata tylko

-~

=085z +0.6
=093
n=106

© Poréwnanie korelaciji testow HCV RNA

o

-“ =
1 3 5 7

HCV RNA log, (IU/mL), COBAS® TagMan® HCV
Test, v2.0 For Use With The High Pure System

HCV RNA log, (IU/mL), COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan®
HCV Quantitive Test, v2.0

w
HCV RNA log, (IU/mL), COBAS®
HCV Quantitive Test, v2.0
w

AmpliPrep/COBAS® TagMan®

HCV RNA log, (IU/mL), Inny test HCV

86,63% zgodno$¢ pomiedzy COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV Quantitative

Test, v2.0, a testem innego producenta. 25 IU/mL HCV RNA jest kryterium odciecia dla
trwatej odpowiedzi wirusologicznej w schemacie leczenia boceprewirem i teleprawirem

i niepowodzenia w schemacie leczenia semiprewirem, jak ustalono w badaniach klinicznych
uzywajac testu COBAS® TagMan® HCV Test, v2.0 For Use With The High Pure System.?*2®
Obnizenie warto$ci odcigcia do 15 IlU/mL, zwigekszyto zgodno$¢ do 93,58%. (Tab.1) Réznice
te wskazuja, ze uzycie innego testu niz tego ktérym ustalono kliniczne punkty odciecia
moze prowadzi¢ do podjecia réznych decyzji terapeutycznych.

Tabela 1.
Inny test HCV
TND <251U/mL 225 1U/mL
COBAS® AmpliPrep/ TND* 45 5 0 Ogédlna procentowa
COBAS® TaqgMan® <25 IU/mL 2 5 6 zgodno$¢: 86,63%
HCV Quantitative 525 1U/mL 0 12 12 (162/187)
Test, v2.0 TND  <151U/mL_ =15 1U/mL
TND 45 4 1 Ogdlna procentowa
<15 IU/mL 2 1 4 zgodno$é: 93,58%
21510/mL 0 1 129 (e

*TND - Target Not Detected (nie wykryto wirusa)
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Szczego6towe badania prébek o wiremii w zakresie 25-3,500 IU/mL wykazaty, ze wartosci
otrzymane testem HCV innego producenta byty istotnie nizsze (p<0,05) w poréwnaniu

do wiremii oznaczonych testem COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV Quantitative
Test, v2.0. (Tab.2). Réznice te moga mie¢ wptyw na prowadzenie pacjentéw poniewaz

w tym zakresie mieszczg sie warto$ci 100 i 1000 IU/mL powodujgce przerwanie leczenia
odpowiednio dla boceprewiru i telaprewiru.'®'®2¢ Stad, zanizenie wiremii moze spowodowac
nieprawidtowe postepowania.

Tabela 2. COBAS AmpliPrep
COBAS TaqMan 48

COBA_S® .‘_\mpliPrep/(.‘.OBAS® TagMan® HCV n Srednia réznica  p-wartos$é system do automatycznej
Quantitative Test, v2.0 (log,, IU/mL) izolacji kwaséw
Inny test HCV 21 0,52 <0,0001 nukleinowych

- i amplifikacji PCR
COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV Test 21 0,05 0,73 e .

oraz detekcji w czasie

COBAS® TagMan® HCV Test, v2.0 do uzytku z systemem 8 0,06 0,56 rzeczywistym
High Pure

Wyniki badania EXPECT, wtgczajac prébki o niskiej wiremii, wykazaty doskonata kliniczng
uzyteczno$é testu COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan® HCV Quantitative Test, v2.0

w monitorowaniu HCV RNA podczas leczenia inhibitorami proteazy pacjentéw zakazonych
genotypem 1. Ponadto wykazano dobrg zgodnos$¢ z testem COBAS® TagMan® HCV Test,
v2.0 For Use With The High Pure System uzytym we wszystkich badaniach klinicznych
lekéw o bezpos$rednim dziataniu przeciwwirusowym (DDA).

W innym badaniu zostato przeprowadzone poréwnanie wzorca Paul-Ehrlich-Institute (PEI)
za pomoca testu HCV z dwiema sondami oraz testem innego producenta z pojedyncza
sondg (Tab. 3).

Odchylenia pomigdzy pomiarami i niedoszacowanie wiremii w zakresie wartosci
decyzyjnych (np. 1000 IU/ml dla talaprewiru) o kontynuacji lub przerwaniu leczenia moze
prowadzi¢ do nieuzasadnionego kontynuowania podawania leku zamiast przerwania
leczenia, ktére nie przyniesie pozytywnych wynikéw.

COBAS AMPLIPREP/

Tabela 3. STACJA DOKUJACA/
Log,, IU/mL Dwie sondy HCV test HCV z pojedynczg sondg COBAS TAQMAN
= = -catkowita automatyzacja
PEI Standard Srednia Odchylenie Srednia Odchylenie izolacji RNA/DNA,
transferu prébek i PCR
2 LD e L S w czasie rzeczywistym
3,00 2,97 -0,03 2,74 -0,26

PODSUMOWANIE - DWIE SONDY SA LEPSZE NIZ JEDNA

Zmienno$¢ genetyczna HCV stwarza nieustajgce wyzwania dla konstrukgji testéw

molekularnych. Innowacyjny test HCV zawierajacy dwie sondy precyzyjnie odréznia sygnat

od szumu tta, pozwalajgc na uzyskanie doktadniejszych wynikéw iloSciowych.?”

Udoskonalenia polegajace na zastosowaniu dwdch sond zamiast pojedynczej oraz

dodatkowych starteréw wprowadza nowy standard i pozwala na sie do wykrywania nowych

wariantéw wirusa ktére moga pojawic¢ sie w przysztosci.

Doktadne monitorowanie wiremii HCV RNA jest szczegélnie wazne w prowadzeniu leczenia Pismiennictwo dostgpne
za pomoca nowych lekéw dziatajacych bezposrednio na wirusa (DAA). w redakcji
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Zastosowanie testu CINtec PLUS
w wykrywaniu stanow przednowotworowych
raka szyjki macicy

E/

Lek. Martyna Trzeszcz"?, lek. Maciej Mazurec'

'Centrum Zdrowia Kobiety , CORFAMED” Sp. z 0.0., ul. Kluczborska 37, 50-322 Wroctaw
*Zaktad Patomorfologii i Cytologii Onkologicznej Uniwersyteckiego Szpitala Klinicznego
we Wroctawiu, ul. Borowska 213, 50-556 Wroctaw

WSTEP

Rak szyjki macicy (RSzM) nalezy do tej grupy nowotwordéw ztosliwych, ktérych zapadalno$é
mogtaby bardzo znaczaco zmale¢ w przypadku wprowadzenia skutecznych programéw jego
profilaktyki pierwotnej i wtérnej. W Polsce mimo wdrozenia od 2006 roku Populacyjnego
Programu Profilaktyki i Wczesnego Wykrywania Raka Szyjki Macicy nie osiagnigto do
dzisiaj obnizenia Smiertelnos$ci z powodu tego nowotworu. W Europie jesteSmy na jednym

z pierwszych miejsc w $miertelno$ci z powodu RSzM. Wnioski ptynace z realizacji programu
sq dla niego niekorzystne takze w zakresie zgtaszalno$ci zapraszanych kobiet (siegata ona
do 27% w 2010r., z zaznaczajaca sie tendencja spadkowa wynoszaca do 23 %! w roku 2012),
bez poprawy w kolejnych latach. W réznych analizach wymieniane sg ztozone powody

tej sytuaciji, ale zadna z nich nie podnosi kwestii skuteczno$ci i wiarygodno$ci rozpoznan
cytologicznych polskiego skriningu, poniewaz takie statystyki nie sa prowadzone. Polski
populacyjny skrining RSzM nie uwzglednia weryfikacji , histopatologicznej wskazanych grup
rozpoznan cytologicznych, zwtaszcza w grupie z ASC-US+, z obecno$cig nieprawidtowych
komdrek nabtonka wielowarstwowego ptaskiego o nieokreslonym znaczeniu. Nie mamy
wiec dostepnej wiedzy na temat liczby fatszywie dodatnich i fatszywie ujemnych wynikéw,
co jest podstawg oceny skuteczno$ci kazdego skriningu.

Pewnga nadziejg napawa z kolei fakt, ze duza populacja polskich kobiet jest pod opieka
prywatnych specjalistycznych praktyk ginekologicznych, z ktérych cze$¢ zapewnia,
mozliwie petny zakres badan diagnostycznych dla grupy pacjentek ASC-US+, ale takze
przynajmniej cze$ci os6b z prawidtowym wynikiem cytologii, dzieki coraz czgstszemu
wykrywaniu wysokoonkogennych genotypdéw wirusa brodawczaka ludzkiego (HPV-HR)

w badaniach przesiewowych RSzIV1.

Szansg dla poprawy polskich wynikéw walki z RSzM jest m. in. edukacja personelu
medycznego potaczona z upowszechnieniem nowszych i najnowszych technik
diagnostycznych, niestosowanych lub stosowanych w bardzo ograniczony sposéb

w programie. Bardzo istotnym jej elementem jest popularyzacja oceny statusu HPV-HR
oraz pobierania materiatu z szyjki macicy na podtoze ptynne. Materiat pobrany na podtoze
ptynne i jego pézniejsza preparatyka umozliwiajg wykonanie poszerzonej diagnostyki,
obejmujacej nie tylko cytologie ptynna, ale co wazniejsze, wykonanie nowego testu
immunocytochemicznego - CINtec PLUS. Wprowadzanie nowych metod skriningu,
wymaga potaczonego dziatania personelu medycznego oraz mediéw. Pozostaje mie¢
nadzieje, ze znajdzie to swojg realizacje w najblizszej przysztosci.

Powszechnie stosowane w badaniach przesiewowych RSzM testy posiadajg znane
ograniczenia. Cytologia ztuszczeniowa szyjki macicy charakteryzuje sie niskg czuto$cig
pojedynczego testu, wysoka subiektywnoscig i niejednoznacznos$cig wynikéw badania
opartego na ocenie morfologii komérek, z duzymi rozbiezno$ciami miedzy diagnozujacymi.
Metody oparte na detekcji HPV-HR cechuje wysoka czuto$é¢ przy niskiej swoisto$ci, co
wynika z rozpowszechnienia zakazenia wirusem: powyzej 80 % populacji zetknie sie

w swoim zyciu z HPV, przy jednoczesnym wysokim prawdopodobienstwie, ze u ponad

90 % dojdzie do samoistnego ustgpienia infekcji. Niezwykle istotne jest, ze w tylko ponizej
10 % aktualnie stwierdzanych zakazen -HPV-HR rozwing sie srédnabtonkowe zmiany
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dysplastyczne duzego stopnia (HSIL, high-grade squamous intraepithelial lesion) czy rak.
Szczegdlnie ozywiona dyskusja toczy sie od 8. stycznia 2015 roku, kiedy to ASCCP
(American Society for Colposcopy and Cervical Pathology) i SGO (Society for Gynecologic
Oncology) ogtosity rekomendacje dla testu w kierunku HPV-HR jako podstawowego (obok
cytologii i co-testingu) badania przesiewowego RSzMRSzM. Podstawg dla takiego zalecenia
sq wyniki badania ATHENA (Adressing the Need for Advanced HPV Diagnostics), w ktérym
w grupie ponad 42 000 kobiet powyzej 25 roku zycia. wykazano przewage skriningu
opartego na wykrywaniu HPV DNA (Roche cobas HBV test) nad cytologia, w diagnozowaniu
zagrozenia RSzM. Warto przypomnie¢, ze jest to jedyny test zaaprobowanym przez FDA
(Food and Drug Administration) w USA do zastosowania w skriningu RSzVI.
Dyskusja odnos$nie zmian w skriningu RSzM toczy sie wokét dwdch kluczowych kwestii:
® czy posiadamy wystarczajace dowody na skutecznos$é testu wykrywajacego HPV-RH
(z ograniczeniem do 14 wysokoonkogennych typéw) jako podstawowego w skriningu
RSzM); sg przeciez inne wysokoonkogenne typy i grupa rakéw szyjki macicy HPV-
niezaleznych?
° orazjaki jest poziom zrozumienia i akceptacji grupy poddawanej badaniom
przesiewowym dla zmian zachodzacych w skriningu RSzM?
Nie dajgc ostatecznej odpowiedzi na postawione powyzej pytania oczywistym sg
ograniczenia obecnych testow stosowanych w badaniach przesiewowych: cytologii,
wykrywania HPV DNA, czy nawet potgczeniu obu metod. Dotyczy to zwtaszcza
cytologicznych zmian granicznych z obecnos$cia nieprawidtowych komdrek nabtonka
wielowarstwowego ptaskiego (zmiany typu ASC-US oraz LSIL), a takze zakazenie HPV
typami 16 i 18 czy przetrwate infekcje pozostatymi 12 typami (nie-16 /nie-18). Wszystkie
wyzej wymienione stany kliniczne wigzg sie z ryzykiem rozwoju $rédnabtonkowej neoplazji
szyjki macicy. Ryzyko rozwoju zmian $rédnablonkowych i raka jest bardzo zréznicowane
i trudne do oszacowania w oparciu o tylko jeden z dostepnych testéw diagnostycznych.
W przypadku uwzglednienia wnioskéw ptynacych z zastosowania dwdch testéw -
cytologicznego i molekularnego - margines niepewno$ci pozostaje nadal duzy. Przytaczajac
wyniki z 2012 roku najwiekszego na $wiecie dostepnego badania w zakresie oceny
profilaktyki wtérnej RSzM - Kaiser Permanente Northern California Medical Care Plan
(KPNC) - skumulowane 5-letnie ryzyko wystapienia CIN3+ u pacjentek z potwierdzonym
pozytywnym statusem HPV-HR oraz obrazem ASC-US w cytologii wynosi 6,8 %, a dla
LSIL 5,2 %. Konieczno$¢ dalszego postepowania diagnostycznego (wykonanie kolposkopii
z biopsja) u tych pacjentek jest wiec logiczna i bezsprzecznie konieczna (z wyjatkiem
wybranych grup pacjentek, np. kobiet w ciazy czy w wieku 21-24 lat). Dla poréwnania
ryzyko CIN2+ w grupie kobiet z rozpoznaniem cytologicznym HSIL (bez wzgledu na status
HPV) wynosi 60 %, a w grupie z rozpoznaniem HSIL przy negatywnym wyniku HPV-HR
5-letnie ryzyko rozwoju CIN3+ to 29 %.
Konkludujac, ,mniejsze nieprawidtowosci” generujg duzg liczbe procedur dodatkowych,
takich jak powtdrna cytologia, oznaczenie genotypu HPV, kolposkopia czy biopsja
szyjki macicy, ktére w konsekwenciji nie prowadzg do potwierdzenia istotnych zmian
prekursorowych.
Kluczowy cel profilaktyki wtérnej - zmniejszenie zachorowalno$ci a tym samym
$miertelnosci z powodu RSzM - realizowany poprzez zdiagnozowanie mozliwie
wszystkich pacjentek, u ktérych wystepuje histologiczny obraz HSIL (zgodnie z nowa
nomenklaturg WHO 2014) lub CIN2 lub CIN3 (w zgodzie z dotychczasowa), przy

,——’

Aparat BenchMark

ULTRA

- system kolejnej generacji
do automatycznego
barwienia metodg IHC/
ISH

Aparat BenchMark GX

- system do
automatycznego
barwienia metodg IHC/
ISH

Aparat BenchMark XT

- system do
automatycznego
barwienia metodg
IHC/ISH
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© Przebieg prawidiowego cyklu
komérkowego

Uwolnienie czynnika trans-
krypcyjnego E2F z potaczenia
z pRB skutkuje progresja cy-
klu komdrkowego, replikacja,
i niskim poziomem ekspresji
p16.

Biatko p16 umozliwia po-
nowne zwigzanie pRB z E2F
prowadzac do zahamowania
cyklu komérkowego.

Ten mechanizm sprzeze-
nia zwrotnego jest kluczowy
w utrzymaniu  réwnowagi
miedzy proliferacja, a zaha-
mowaniem cyklu komdrko-
wego

obecnym modelu skriningu powoduje konieczno$¢ objecia dalszym, m. in. inwazyjnym,
postepowaniem diagnostycznym znacznie wiekszej liczby kobiet (nawet kilkunastokrotnie)
niz wymaga tego ich faktyczny status histologiczny, czyli rzeczywiste, a nie potencjalne
ryzyko HSIL+/CIN2+, co prowadzi do wykonywania niepotrzebnych nieinwazyjnych

i inwazyjnych procedur dodatkowych.

Duze nadzieje na znaczaca poprawe swoisto$ci skriningu, przede wszystkim ze wzgledu
na bezpieczenstwo i komfort pacjentek, ale takze aspekt ekonomiczny ograniczenia

liczby niepotrzebnych procedur diagnostycznych w skriningu RSzM wigze sie z rolg
biomarkeréw RSzM. Zrozumienie ich potencjalnej roli diagnostycznej powiazane jest

z rosngcg wiedzg na temat zmian zachodzacych w cyklu komérkowym, m. in. pod wptywem
onkogendw E6 i E7 hr-HPV.

BIOMARKERY RAKA SZYJKI MACICY

WSsréd biomarkeréw RSzM najcze$ciej wymieniane sg testy wykrywajace obecno$é mRNA
HPV oraz badanie immunocytochemiczne na obecnos$é¢ antygenu p16/Ki-67 (test
CINtec PLUS).

Dostepne pismiennictwo nie potwierdza na obecnym etapie mozliwo$ci zastosowania oraz
korzys$ci diagnostycznych detekcji mMRNA HPV w selekcji pacjentek z wysokim ryzykiem
HSIL+/CIN2+. Kliniczne zastosowanie i szersze potwierdzenie w pi$miennictwie uzyskat
jedynie oparty na cytologii test p16/Ki-67 (CINtec PLUS). Oba biomarkery, p16 i Ki-67,
sg wyktadnikami zmian w nabtonku wielowarstwowym ptaskim szyjki macicy zwigzanych

z transformacja nowotworowa. Biatko p16 w zdrowej komérce jest biatkiem regulatorowym
blokujgcym cykl komdrkowy (tzw. biatko supresorowe). Nieprawidtowa nadekspresja p16
pojawia sie jako wynik degradacji antyonkogenu komaérkowego pRB przez biatko E7 wirusa.

pRB proliferacja .
q é

EZF

zahamowanie ¢
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Rola p16 jako biomarkera transformacji nowotworowej znalazta swoje potwierdzenie
w aktualnych zaleceniach dotyczacych diagnostyki histopatologicznej szyjki macicy,
wynikajacych z projektu LAST (Lower Anogenital Squamous Terminology) i cze$ciowo
zaimplementowanych do najnowszej klasyfikacji WHO z 2014 roku dla zmian
przednowotworowych szyjki macicy.
Projekt LAST i klasyfikacja WHO 2014 wprowadzaja, stosowane do tej pory tylko w cytologii
szyjki macicy, rozpoznania LSIL i HSIL do nomenklatury histopatologicznej. LSIL zastepuje
CINT1, a HSIL CIN2 oraz CIN3, sprowadzajac klasyfikacje CIN do subklasyfikacji. Aktualnie
obowiazujace petne rozpoznanie dotychczasowego CINT to LSIL/CINT, a CIN2 czy CIN3 to
HSIL/CIN2 i HSIL/CIN3.
Dodatkowo, dzieki immunohistochemii z zastosowaniem p16, wprowadzono konieczno$¢
weryfikacji wszystkich rozpoznan histopatologicznych CIN2 do LSIL (przy negatywnym lub
ogniskowym odczynie p16) lub HSIL (przy odczynie silnym i rozlanym).
Jednoczesnie CAP (College of American Pathologists) i ASCCP zalecajg uzycie badania na
obecnosc¢ p16:
*  wdiagnostyce réznicowej CIN2 | CIN3 od zmian je nasladujacych,
* w przypadku niezgodno$ci migdzy patomorfologami w zakresie rozpoznarn CIN2 i 3
®  oraz przy rozpoznaniu w wycinkach zmiany CIN1 lub NIL (Negative for Intraepithelial
Lesion) z poprzedzajagcym rozpoznaniem cytologicznym HSIL, ASC-H, ASC-US
z pozytywnym 16 typem HPV i AGC NOS.
W kazdym z powyzszych przypadkdéw silny i rozlany odczyn p16 rozstrzyga o rozpoznaniu
zmiany duzego stopnia (HSIL), z tym Ze w ostatniej sytuacji, w obrebie grupy komérek
z pozytywnym odczynem p16 muszg zosta¢ dodatkowo potwierdzone morfologiczne cechy
HSIL.
Ki-67, biatko jadrowe i jaderkowe, jest z kolei markerem proliferacji dajagcym sie uwidoczni¢
we wszystkich fazach cyklu komérkowego poza GO.

© Mechanizm transformacji
nowotworowej komérki przez HPV

W komérkach z transformu-
jaca infekcja HPV, wirusowa
onkoproteina E7 uszkadza
funkcje pRB pozbawiajac je
zdolno$ci wigzania E2F
Prowadzi to do dysregulacji
cyklu komdrkowego, niesta-
bilnosci genetycznej i na-
dekspresji p16 wykrywane;j
metodami barwienia immu-
nohistochemicznego.

P
E—m——

Aparat BenchMark GX
- system do
automatycznego

barwienia metodg IHC/
ISH

Ah—_

W prawidtowych komérkach p16 (marker supresorowy) i Ki-67 (marker proliferacji) nie Aparat BenchMark XT

powinny wiec ulega¢ ekspresji jednoczasowo w jednej komdrce. - system do
automatycznego
barwienia metodg

TEST CINtec PLUS IHC/ISH

CINtec PLUS to podwdjne barwienie immunocytochemiczne z kombinacjg dwéch
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biomarkerdéw - p16 i Ki-67 - zawartych w jednym teScie, tagczacym wysoka czuto$¢

z wysoka swoistoscig dla HSIL+/CIN2+.

Test nie wymaga interpretacji morfologii komérkowej a jedynie identyfikacji komdérek

z podwdjnie pozytywnym barwieniem:

° brazowym zabarwieniem cytoplazmy jako potwierdzenia nadekspresji p16

° oraz czerwonym jadra komérkowego jako potwierdzenia nadekspresji Ki-67.

Test okreslany jest jako pozytywny jesli zidentyfikowana zostanie minimum jedna
komarka spetniajagca powyzsze kryteria, jest wiec prosty i jednoznaczny dla
doswiadczonego cytopatologa.

W obrazowym uproszczeniu - CINtec PLUS wykorzystuje logike ulicznej sygnalizaciji
Swietlnej. Czerwone $wiatto oznacza zahamowanie cyklu komérkowego, za co

w prawidtowych komérkach odpowiada p16 - marker antyproliferacyjny (biatko
supresorowe). Zielone $wiatto to progresja cyklu komdérkowego czego wskaznikiem jest
biatko Ki-67 - marker proliferacji. Jednocze$nie zapalone czerwone i zielone $wiatto
(brazowa cytoplazma i czerwone jadro czyli w teScie CINtec PLUS komdrka pozytywna) to
sygnat dysregulacji cyklu komérkowego - wysoce prawdopodobny jest proces transformac;ji
nowotworowej komdrki zainfekowanej przez HPV-HR.

© Schemat dziatania CINtec

PLUS = p16 hamuje cykl komérkowy = Ki-67 wskazuje
Przewaga jednoczasowej detekcji na progresje cyklu
p16i Ki-67 komodrkowego

i proliferacje

= Komérka utracita samokontrole!

Koekspresja wskazuje na dysregulacje
cyklu komdrkowego
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Przyktady obrazéw mikroskopowych z zastosowaniem CINtec PLUS - materiaty wtasne.

o ;T A > 9
/ |
N - o ‘e
R '
o b o o
o . "
. - B ., ¥ & XA
vy ' ’ f -
. : il
X5 0o

Opublikowanych zostato kilka badan klinicznych walidujacych uzyteczno$é testu

CINtec PLUS w identyfikacji pacjentek HSIL+/CIN2+ z wcze$éniejszym potwierdzonym
pozytywnym statusem HPV-HR lub rozpoznaniem cytologicznym ASC-US lub LSIL, m. in.
wieloo$rodkowe badania PALMS i EEMAPS czy Waldstroma, Wentzensena i Kileena ze
wspotautorami. We wszystkich badaniach test wykazywat zblizong czuto$é¢, ale wyzsza
swoisto$¢ dla rozpoznan cytologicznych ASC-US (odpowiednio do 94 i 80 %) w poréwnaniu
z LSIL (do 94 i 68 %). Potwierdzono jego poréwnywalng z pozytywnym statusem HPV-

HR czuto$¢ (HPV do 96 %), ale znacznie wyzszg swoisto$é (HPV dla ASC-US do 36 %

a dla LSIL do 19 %, wartosci dla testu CINtec PLUS powyzej). Dodatkowym, klinicznie
interesujacym, zastosowaniem testu CINtec PLUS jest potwierdzona badaniem Wolfsburg
(Petry i wspdtautorzy) skuteczna identyfikacja pacjentek z prawidtowym wynikiem cytologii
(NILM) i pozytywnym statusem HPV-HR, ale z wysokim ryzykiem HSIL+/CIN2+. Wskazuje
sie na mozliwo$¢ zastosowania testu CINtec PLUS wykrywania pacjentek z wyzszym
ryzykiem HSIL+/CIN2+ (z aktualnie potwierdzonym histopatologicznie rozpoznaniem CIN1
lub NILD).

@ Barwienie CINtec PLUS -
wynik pozytywny

Pacjentka z rozpoznaniem ASC-US
w cytologii konwencjonalnej oraz
pozytywnym typem 16 hr-HPV.

W biopsji HSIL/CIN3.

© Barwienie CINtec PLUS -
wynik pozytywny

Pacjentka z rozpoznaniem ASC-US
w cytologii konwencjonalnej oraz
pozytywnym typem 16 hr-HPV.

W biopsji HSIL/CIN3.

© Barwienie CINtec PLUS -
wynik pozytywny

Pacjentka z rozpoznaniem LSIL

w cytologii ptynnej oraz pozytywnym
typem 16 hr-HPV. W biopsji HSIL/
CIN2.

@ Barwienie CINtec PLUS -
wynik pozytywny

Pacjentka z rozpoznaniem ASC-US
w cytologii konwencjonalnej oraz
pozytywnym typem 16 hr-HPV.

W biopsji HSIL/CIN3.

@ Barwienie CINtec PLUS -
wynik negatywny

Pacjentka z rozpoznaniem LSIL

w cytologii ptynnej oraz pozytywnymi
typami nie-16 i nie-18 hr-HPV.
W biopsji LSIL/CINT.

Widoczne czerwone wybarwienie
jader komorkowych przez Ki-67.

@ Barwienie CINtec PLUS -
wynik negatywny

Pacjentka z rozpoznaniem LSIL

w cytologii ptynnej oraz pozytywnymi
typami nie-16 i nie-18 hr-HPV.
W biopsji LSIL/CIN1.

Widoczne jedynie lekko podbarwione
przez Ki-67 granulocyty.
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Przytaczajac wyniki najwiekszych wieloosrodkowych badan (PALMS, EEMAPS i Wolfsburg)
czuto$¢ i swoistosc¢ testu CINtec PLUS dla CIN2+ w selekcji pacjentek z rozpoznaniem
cytologicznym ASC-US i LSIL przedstawia ponizsza tabela.

CINtec PLUS dla rozpoznan czulos$é swoistosé
ASC-US 92-94 % 78-81 %
LSIL 85-94 % 54-68 %

Mniejsze badanie Wentzensena poréwnuje z kolei skuteczno$¢ fenotypowania HPV,
genotypowania dla typéw 16 i 18 HPV oraz podwdéjnego barwienia p16/Ki-67 dla CIN2+.

pozytywny pozytywne typy 16 pozytywny wynik
status hr-HPV i 18 HPV barwienia 16/Ki-67
czuto$é 94 %% 48 % 86 %
Swoistos$¢ 32 % 81 % 59 %
dodatnia warto$¢ pre- 7 7 .
dykcyjna (PPV) 38 % 77 % 90 %
ujemna warto$¢ predyk- 91 % 53 06 45 9%

cyjna (NPV)

Test CINtec PLUS optymalizuje czuto$¢, swoistosé i wartosé predykeyjng dla rozpoznan
HSIL+/CIN2+, ponadto jest markerem choroby, a nie zakazenia. Moze by¢ skuteczny:
*  prawdopodobnie takze w przypadkach rakéw HPV-niezaleznych (uwidacznia
dysregulacje w komdrce a nie proces infekgcji),
* niezaleznie od wieku badanej (takze w grupie kobiet mtodych z najwigkszym ryzykiem
infekcji i najwyzszym prawdopodobieristwem wycofania zakazenia)
® oraz niezaleznie od do$wiadczenia i umiejetno$ci osoby oceniajacej cytologie poniewaz
test nie uwzglednia szczegétowej oceny morfologii komdérkowej (prostsza ocena a tym
samym proces edukacji).
Doswiadczenie diagnostyczne autora oparte jest na ocenie ponad 250 testéw potaczonych
wykonanych przez wspétpracujaca placéwke w 2014 roku zgodnie ze schematem opisanym
Pismiennictwo dostgpne ponizej, z czego ponad 150 zostata dodatkowo zweryfikowana testem CINtec PLUS
w redakcji (immunocytochemia p16/Ki-67).
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