@ Pobieranie wymazow z szyjki macicy

Wymazy z szyjki macicy majg by¢ pobierane przy pomocy
zwalidowanych jatowych wymazéwek lub szczoteczek typu
Cervical Sampler™. Waciki zawierajgce komarki mogg byc¢
odcinane od reszty wymazowki i przechowywane w zamknietej
probéwce wraz z odpowiednim buforem. Probki nie powinny
by¢ przechowywane w temperaturze otoczenia (maksimum
25°C) dtuzej niz trzy dni. Po tym czasie analiza powinna byc¢
przeprowadzona w przeciggu 48 godzin lub prébki powinny
by¢ przechowywane w temperaturze -18=5°C. Praébki nie
powinny by¢ przechowywane w roztworach denaturujgcych
lub majgcych wptyw na aktywnos¢ polimerazy DNA. Powinny
by¢ przechowywane z dala od Zzrddet ciepfa i chronione przed
srodowiskowymi zanieczyszczeniami. Wszystkie te dziatania
majg zapobiec degradacji wirusowego DNA.

o Material z biopsji

Prébki nie mogg zawierac¢ jodu ani kwasu octowego. W celu
dtuzszego przechowywania materiatu nalezy go umiescic
w odpowiednim roztworze niezawierajgcym czynnikow
denaturujgcych lub wptywajgcych na aktywnos¢ polimerazy
DNA lub przechowywa¢ w temperaturze -18=5°C. Swiezy
materiat z biopsji o $rednicy 2-5mm powinien by¢ dostar-
czony do laboratorium w przeciggu 24 godzin w odpowiednim
buforze w temperaturze 25+5°C.
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7 KROKOW TESTU HPV

1. Jesli jestes zainteresowany zakupem testu na wykry-
wanie wirusa HPV prosimy o kontakt z laboratorium
Nucleagena. Odpowiemy na kazde Twoje pytanie.

2. Zestaw do pobrania materiatu do badan zakupisz
rowniez na stronie www.test-hpv.pl

3. Szczegotowe informacje na temat badania zakazen
wirusem HPV oraz wykrywania raka szyjki macicy
znajdziesz na stronie www.test-hpv.pl

4. Materiat do badania nalezy pobra¢ zgodnie
z przekazang instrukcja.

5. Prébkeli) z pobranym materiatem odbierze kurier firmy
przewozowej, wspotpracujacej z laboratorium Nucleagena.

6. W laboratorium probka jest poddana specjalistycznym
badaniom w celu stwierdzenia obecnosci i genotypu
wirusa HPV.

7. W ciggu tygodnia dostarczymy wynik testu na obecnosé
wirusa HPV priorytetowym listem poleconym.
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RAK SZYJKI MACICY
AZE

Rak szyjki macicy jest drugq pod wzgledem czestosci
przyczyng Smierci kobiet z powodu nowotwordw ztosli-
wych, mimo 2e jest wyleczalny, jesli zostanie wczeshie
zdiagnozowany. Onkogenne typy wirusa HPV s w wigk-
szosci przypadkow hezposrednio odpowiedzialne za raka
szyjki macicy. Wczesna identyfikacja wirusa HPV umozliwia
prawidtowe leczenie i profilaktyke tej choroby.

Onkogenne genotypy wirusa HPV

Ludzki Papilloma wirus (HPV) jest wirusem atakujgcym
gtéwnie tkanke skorng i odbytowo-pfciowa. Wywotuje infekcje
srednio u 15% narazonych osoéb. HPV jest wirusem DNA
o wielkosci genomu okoto 8 kb. Wirus ten powoduje powsta-
wanie brodawek i transformacje nowotworowg komarek
szyjki macicy, macicy i sromu. Niektére genotypy sposrdd
100 zidentyfikowanych sg zwigzane z transformacjg nowotwo-
rowg komarek szyjki macicy. Transformacja nowotworowa
wigze sie z ekspresjg genow EB i E7. Obecnos¢ genotypow
16 i 18 wskazuje na duze prawdopodobienstwo zajscia
takiej transformaciji. Analiza filogenetyczna i epidemiolo-
giczna znanych genotypéw pozwolita na wytypowanie genotypow
16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68 82,
ktore zalicza sie do grupy wysokiego ryzyka. Genotyp 67
sklasyfikowano jako wysokiego ryzyka na podstawie analizy
filogenetycznej. Wyodrebniono linie komdérek nowotwo-
rowych szyjki macicy zawierajgcg wintegrowane elementy
genetyczne tego genotypu. Roéwniez genotypy 26, 53 i 66
sklasyfikowano jako wysokiego ryzyka na podstawie analizy
filogenetycznej. Dane epidemiologiczne takze klasyfikujg je
jako onkogenne. Genotypy HPV 70 i 73 sg rdznie klasy-
fikowane (w zaleznosci od przyjetego kryterium). Alternatywnie
hybrydyzacja do probek z biopsji moze by¢ przeprowadzona
w celu wykrycia wirusowego DNA.

HPV nie moze by¢ hodowany w warunkach in vitro, nie istniejg
zatem metody immunologiczne pozwalajgce na jego detekcje.
Wirusowy DNA w przeciwienstwie do catych czgstek wirusa
jest obecny we wszystkich warstwach nabtonka. W profi-
laktyce i leczeniu raka szyjki macicy wczesna i doktadna
diagnostyka jest niezbedna do wtasciwej terapii pacjentek.

Stosowany przez laboratorium Nucleagena test BIOPAP QTS
pozwala na identyfikacje najczesciej wystepujgcych genotypow
wirusa HPV: 16, 18, 31, 33, 35, 52, 58 i 67. Zakazenie
ktorymkolwiek z wyszczegdlnionych typow wirusa HPV
stwarza wysokie ryzyko wystapienia choroby nowotworowej.

Zalety testu BIOPAP QTS stosowanego przez
laboratorium Nucleagena

Stosowany test zostat opracowany wedtug Europejskiej
Dyrektywy Diagnostyki In Vitro 98/79/EC, zgodnie z najwyz-
szymi standardami jakosci (ISO 9001 i ISO 13485).
BIOPAP QTS otrzymat znak CE jako zestaw do rutynowej
diagnostyki. BIOPAP QTS jest pierwszym zestawem IVD do
Real-Time PCR z certyfikatem CE przeznaczonym do detekcji
onkogennych genotypow HPV (16, 18, 31, 33, 35, 52, 58
i 67). BIOPAP QTS jest doskonatym narzedziem do regularnych
badan lekarskich i detekcji HPV w probkach klinicznych.
BIOPAP QTS mierzy ilosé czastek wirusowego DNA
2z wicksza dokladnosciag niz inne zestawy do diagnostyki
HPV. Dodatkowo, bezposrednia metoda detekcji na jakg
pozwala BIOPAP QTS daje ilosciowy wynik obrazujgcy liczbe
czgstek wirusa w badanej prébce, co pomaga przy wyborze
sposobu leczenia i monitorowaniu choroby.

Zasada dziatania testu BIOPAP QTS

Test BIOPAP QTS jest testem in vitro pozwalajgcym na
ilosciowg identyfikacje wirusowego DNA poprzez pomiar
fluorescencji. DNA wirusa obecne w prébkach jest klono-
wane dzieki specyficznym starterom komplementarnym do
sekwencji wirusowego DNA. Detekcja nastepuje dzieki zasto-
sowaniu fluorescencyjnego barwnika SYBR® Green.

Amplifikacja

Podczas reakcji amplifikacji para starterow (ONC1 i ONC2)
hybrydyzuje do specyficznych sekwencji wirusowego DNA
nastepujgcych genotypow 16, 18, 31, 33, 35, 52, 58 i 67.
Detekcje umozliwia wigzanie sie barwnika SYBR® Green do
dwuniciowego DNA powstajgcego w wyniku reakcji amplifikaciji.
Emisja fluorescencyjnego sygnatu wskazuje na obecnosc
wymienionych onkogennych genotypow wirusa HPV. W celu
ilosciowego oszacowania kopii wirusowego DNA w badanej
prébce stosuje sie pochodng plazmidu pUC zawierajgca
sekwencje wirusa HPV jako pozytywng kontrole. Plazmid ten
jest rowniez uzywany do wyznaczania krzywej standardowe;j
(ilos¢ kopii w prébece waha sie od 500 do 50,000,000).

TEST

Amplifikacja DNA zachodzi dzieki aktywnosci termostabilnej
polimerazy DNA. W obecnosci jonéw magnezu, soli i odpowied-
niej sity jonowej enzym ten wykazuje aktywnosc¢ polimeryzacyjng
na matrycy DNA przy obecnosci starterow.

DNA wirusowe jest z analizowanej proébki izolowane
a nastepnie dodawane do mieszaniny reakcyjnej (reaction
mix). W celu przygotowania prébki do analizy dodaje sie HPV
ONC zawierajgcy wigkszosc reagentow z wyjgtkiem polime-
razy DNA (POL), chlorku magnezu (MGCL2) i SYBR® Green
(SYG). Na koncu dodawana jest jatowa dejonizowana woda
w celu uzyskania zadanej koncowej objetosci. Gotowa do
analizy probka zawierajgca wszystkie skfadniki i DNA wirusowe
jest inkubowana w réznych temperaturach, tak aby startery
mogty sie przytaczy¢ do komplementarnych sekwencji w obrebie
matrycowego DNA wirusowego. W obecnosci dNTPs, polime-
raza DNA wydtuza startery o sekwencje komplementarne do
nici matrycowej. Wielokrotne powtarzanie tego cyklu pozwala
na logarytmiczny przyrost produktu reakcji, jakim jest
wybrany fragment DNA wirusowego.

Detekcja

Detekcja w reakcji Real-Time PCR odbywa sie poprzez pomiar
poziomu fluorescencji po przytgczeniu sie SYBR® Green do
amplifikowanej podwajnej nici wirusowego DNA. Emisja syg-
natu fluorescencyjnego pozwala na detekcje DNA wirusa
HPV w badanej prébce. W celu ilosciowej oceny ilosci wirusa
HPV w prébce, musi by¢ wykonana krzywa standardowa
z wykorzystaniem kontrolnego plazmidu znajdujgcego sie
w zestawie (PC ONC). Amplifikacja do wyznaczenia krzywej
wzorcowej powinna by¢ przeprowadzona w taki sam sposab,
jak w przypadku prabek klinicznych.
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