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STRESZCZENIE

Celem pracy bylo okreslenie czestosci wystepo-
wania zakazen poszczegdlnymi genotypami ludzkiego
wirusa papilloma. W latach 2007-2009 w NIZP-PZH
przeprowadzono 250 badan diagnostycznych w kie-
runku tego wirusa, wsrod 222 kobiet i 25 mezczyzn.
Badania przeprowadzono metodg PCR, a nastepnie prze-
prowadzano hybrydyzacj¢ metoda LiPA. Wynik dodatni
otrzymano w 66,4 %, a ujemny w 27,2 % przypadkow.
U 30,0 % badanych os6b wykryto zakazenie pojedyn-
czym genotypem. Zakazenia mieszane stanowity 32,0 %
(w jednej probee od jednej osoby). W zakazeniach mie-
szanych wykrywano dwa (15,6% badanych oso6b), trzy
(11,6%), cztery (4,4%), a nawet pig¢ genotypow (0,4%)
w probee od jednej osoby. Najczesciej obserwowano
zakazenie genotypem 51(w ponad 20% przypadkdw),
potem 66 (w 14%) i genotypem 11 (w ponad 11%).
Wsrdd badanych prob nie wykryto genotypow 43 i 80.
Zakazenia typami 16 i 18 wykryto odpowiednio w 7,6%
i 4,8% badanych przypadkow.

Stowa kluczowe: diagnostyka HPV, hybrydyzacja,
genotypowanie

WSTEP

Wirusy brodawczaka cztowieka (HPV- human pa-
pillomavirus)uznaje si¢ za gtdéwny czynnik etiologiczny
raka szyjki macicy. Zakazenie tymi wirusami moze po-
nadto prowadzi¢ do rozwoju innych nowotwordéw: warg
sromowych, odbytu, waginy, penisa oraz brodawczaka/
raka krtani. Powoduje takze powstawanie tagodnych
zmian; brodawek dtoni, stop, narzadow ptciowych. Do
tej pory opisano ponad 100 genotypow tego wirusa.
Dzielimy je na genotypy wysokiego i niskiego ryzyka
rozwoju nowotworu. Do grupy o wysokim ryzyku
zaliczamy genotypy: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,
56, 58, 59, 68, 69, 73, 82 (1).

ABSTRACT

The aim of this study was to determine the frequency
of'each genotype of papillomavirus caused infection in
human. In the years 2007-2009 in NIPH-NIH diagnostic
tests were carried out, among 250 participants (222
women and 25 men). The samples were tested by PCR
and subsequently LiPA hybridization was performed.
Positive results were obtained in 66,4% and negative in
27,2% of all examined cases. In 30,0% of the examined
cases only one genotype was detected. Mixed infections
were diagnosed in 32,0% (of cases from one person). In
mixed infections two (15,6% of tested patients), three
(11,6%), four (4,4%) and even five genotypes were
detected. HPV 51 was the most frequently detected
type (in over 20% of cases), followed by HPV 66 (in
14%) and HPV 11 (over 11%). The genotypes 43 and
80 were not detected. HPV 17 and HPV 18 types were
confirmed in 7,6% and 4,8% of all tested cases.
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Komoérkami docelowymi dla papillomawirusow sa
komorki epitelialne. Wirus namnaza si¢ tylko w rozni-
cujacych si¢ keranocytach. Okoto 80 % zakazen ma
charakter przemijajacy i wirus zostaje wyeliminowany
z organizmu. Cz¢$¢ zakazen przechodzi jednak w faze
przewlekla i moze prowadzi¢ do transformacji nowo-
tworowej (2).

Najwiecej zakazen HPV obserwowane jest u kobiet
ponizej 30 roku zycia. Najczestsza droga przenoszenia
HPV sa kontakty seksualne. Do czynnikéw ryzyka zaka-
zenia HPV naleza: wczesna inicjacja seksualna, wigksza
liczba partnerow, immunosupresja oraz istniejgce stany
zapalne narzadéw piciowych.
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W czasie porodu wirus moze by¢ przeniesiony
od matki na dziecko powodujgc powstanie zakazenia
przetrwatego. Mtodzienczego brodawczaka krtani wy-
wotuja typy 61 11, te same, ktore sa rowniez przyczyna
powstawania klykcin konczystych.

Szansg zredukowania zachorowalnosci na raka
szyjki macicy wydaje si¢ by¢ stosowanie szczepien
opracowanymi w ostatnich latach szczepionkami prze-
ciw typom 6, 11, 16 1 18 wirusa papilloma (3).

MATERIALY I METODY

W Narodowym Instytucie Zdrowia Publicznego-
Panstwowym Zaktadzie Higieny od kwietnia 2007
roku do czerwca 2009 roku przeprowadzono 250 badan
diagnostycznych w kierunku oznaczenia genotypow
wirusa ludzkiego brodawczaka. Pierwsze 144 badania
przeprowadzono w kierunku obecnosci 16 genotypow
(6,11, 16, 18,31, 33, 40, 45, 51, 53, 54, 58, 59, 66, 68,
70) a kolejne 106 badan na obecnos¢ 28 genotypow
(6,11, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 40, 43, 44, 45, 51, 52, 53,
54, 56, 58, 59, 66, 68, 69/71, 70, 73, 74, 82). Badania
diagnostyczne objety grupe 222 kobiet w wieku od 17
do 57 lat 125 megzezyzn w wieku od 21 do 54 lat. Od
6 0s6b pobrano podwojne wymazy z réznych miejsc.
Od rocznej dziewczynki pobrano wycinek podniebienia,
od 8-letniej dziewczynki wycinek ust i od 10-letniego
chtopca z jezyka. Liczby pobranych wymazoéw z r6z-
nych miejsc przedstawiono w tabeli 1.

Tabela I. Miejsce pobrania i liczba pobranych prébek ba-
danych w kierunku HPV w NIZP-PZH w latach
2007-2009

Table I. Place of sampling and number of probes tested on
HPV presence in NIPH-NIH in 2007-2009
Miejsce pobrania [l0$¢ prébek
Szyjka macicy 199
Srom 9
Pochwa 3
Pracie 18
(Cewka moczowa 3
Wymaz spod napletka 2
Wycinek podniebienia 1
Wycinek ust 1
Naros| z jezyka 1

Z pobranych préb izolowano DNA zestawem QIA-
GEN, a nastepnie przeprowadzano reakcj¢ tancuchowe;j
polimerazy PCR na gotowym zestawie INNO-LIPA
(INNOGENETICS) w warunkach ustalonych przez
producenta testu. Otrzymane produkty reakcji PCR
analizowano w zelu agarozowym. Proby dodatnie ana-
lizowano dalej wykonujac hybrydyzacje metoda LiPA
komercyjnym zestawem firmy INNOGENETICS i od-

czyt wynikow przeprowadzonych zgodnie z instrukcja
producenta testu.

Otrzymane wyniki poddano analizie statystycznie
przy pomocy programu Statgraphics Centurion XV.

WYNIKI

Podczas badan diagnostycznych w kierunku HPV
w latach 2007-2009 wsrod 250 badanych prob po reakcji
PCR w 68 (27,2%) nie wykryto DNA HPV, w 16 (6,4%)
wynik byl watpliwy, a w 166 (66,4%) wykryto DNA
HPV. Wsrod prob dodatnich i watpliwych poddanych
dalszej analizie, w 27 (10,8%) nie wykryto zadnego
z badanych genotypéw HPV. U 75 badanych osob
(30,0% sposréd dodatnich i watpliwych wynikéw)
stwierdzono zakazenie pojedynczym genotypem. Zaka-
zenia mieszane 80 0sob stanowilty 32%, wsrod ktorych
u 39 0s0b(15,6%) wykryto dwa genotypy, u 29 oséb
(11,6%) trzy genotypy, cztery u 11 osob (4,4%) 1 pigc
genotypow w jednej (0,4%) probcee (ryc. 1).
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Ryc. 1. Odsetek probek, w ktorych stwierdzono zakazenie
mieszane, z podziatem na liczbe wykrytych geno-
typow w badaniach NIZP-PZH w latach 2007-2009
Fig. 1.  The percentage of probes with mixed infection ,

divided on number of detected genotypes in studies
NIPH-NIH in 2007-2009

Najczegs$ciej obserwowano zakazenie genotypem
51 (w ponad 20% przypadkow), nastepnie 66 (w 14%)
i genotypem 11 (w ponad 11%). Wsrod badanych prob
nie wykryto genotypow 43 i 80.

W wycinku podniebienia od rocznej dziewczynki
wykryto genotyp 6, w wycinku z narosli jezyka od
10-letniego chtopca nie zidentyfikowano zadnego
z badanych genotypéw HPV, od 8-latki z wycinka ust
wyizolowano genotyp 66.

W przypadku probek dodatnich w PCR w 14,4%
nie mozna byto okresli¢ genotypu HPV. W przypadku
wynikow watpliwych bylo to 25,0%. Zestawienie
czesto$ci wykrywania poszczegoélnych genotypow
przedstawiono na rycinie 2.
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Fig. 2.

Przeprowadzona analiza wykazata istnienie znacza-
cej zaleznosci (P < 0,0001) pomigdzy liczbg wspoiza-
kazajacych wiruséw a jakosciowym wynikiem PCR
dla HPV.

Watpliwe wyniki PCR wystepowaty wylacznie przy
zakazeniu pojedynczym typem wirusa. Nie mozna byto
ustali¢ genotypu zakazajacego wirusa w przypadku
9,6% badanych probek (wsrod nich 14,4% dodatnich
wynikow PCR 1 25% watpliwych wynikow PCR).
Dodatnie wyniki PCR uzyskiwano znaczaco czesciej
(P,<0,02) w grupie wieku 20-29 lat (77,7% badanych
0s0b) niz w starszych grupach wieku, (56,2% wynikow
dodatnich w grupie 30-39 lat, 57,9% w grupie 40-49]at
1 46,2% u 0s6b powyzej 49 roku zycia). Odsetek wy-
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Ryc.3. Odsetek wynikow ujemnych w badanych prob-
kach z podziatem na grupy wieku, os6b badanych
w kierunku zakazenia HPV w NIZP-PZH w latach
2007-2009

Percentage of negative probes, divided on age gro-

up, patients tested on HPV infection in NIPH-NIH

Fig. 3.
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Odsetki wykrywania poszczegdlnych genotypow HPV u pacjentek diagnozowanych w NIZP-PZH w latach 2007-2009
Percentage of detection of several HPV genotypes in patients diagnosed in NIPH-NIH in 2007-2009

nikéw ujemnych w poszczegolnych grupach wieku
przedstawiono na rycinie 3.

Z wiekiem badanych os6b byla réwniez zwigzana
liczba wirusow wykrywanych w pojedynczej probce
((P,<0,02). Wsrod kobiet najwyzsza Srednia liczba
wykrywanych genotypow byta w grupie 17-29 lat,
najnizsza w grupie 30-39 lat.

W trakcie badan producent dokonat zmiany doty-
czgcej swoistosci testu (zmiana liczby genotypéw HPV
wykrywanych w badaniu); przeanalizowano wplyw
tej zmiany na przedstawione powyzej wyniki analiz.
Zmiana testu nie miata wptywu na uzyskane wyniki
(P,>0,53).

OMOWIENIE WYNIKOW I WNIOSKI

Metodami referencyjnymi w diagnostyce zakazen
HPV sg badania molekularne, pozwalajace wykry¢
materiat genetyczny wirusa takze w fazie utajonej
(3). Materialem do badan moga by¢ zaréwno komorki
nabtonka pobrane droga wymazu badz tez biopsje.
Doktadne oznaczenie genotypu pozwala na okreslenie,
czy zakazenie jest powodowane przez jeden czy wigcej
typoéw wirusa (zakazenie mieszane zwicksza ryzyko
raka szyjki macicy) oraz czy zakazenie partnera lub
okotoporodowe nastgpito tym samym typem wirusa, co
pozwala okresli¢ drogi rozprzestrzeniania si¢ wirusa.

W poszczegolnych regionach §wiata czestos¢ wy-
stepowania genotypow HPV jest r6zna, jednak wszedzie
najczesciej wykrywany jest genotyp 16 (4). W Europie
najczesciej wykrywane sg kolejno: genotyp 16, 31, 51,
6, 33. W naszych badaniach najcze¢sciej wykrywany
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byt jednak genotyp 51, genotyp 16 byt pod wzglgdem
czestosci wykrywania dopiero na pigtym miejscu.
W badaniach prowadzonych w Centrum Onkologii
w Warszawie najczes$ciej wykrywano genotyp 16,
nastepnie 42, 56, 45, 31, 52 1 51 (5). Roznice w cze-
stosci wykrywania poszczegdlnych genotypow moga
by¢ spowodowane doborem grupy badanej. W innych
badaniach prowadzonych w Polsce grupa badang byty
pacjentki hospitalizowane, po zdiagnozowaniu i kwa-
lifikacji zmian dysplastycznych nabtonka macicy (5).
W NIZP-PZH, jak wspomniano, badania diagnostyczne
wykonywano u pacjentek zglaszajacych si¢ do gabi-
netow ginekologicznych. Byly to zarowno pacjentki
pragnace poddac si¢ szczepieniu przeciwko HPV, jak
rowniez pacjentki ze zmianami w nabtonku macicy,
poddawane wstepnej diagnozie.

Badanie w kierunku HPV ma roéwniez zastosowanie
w weryfikacji wyniku cytologicznego. W Polsce i na
swiecie wigkszos¢ badan w kierunku genotypowania
HPYV prowadzonych jest u kobiet ze zmianami dyspla-
stycznymi nabtonka szyjki macicy: ASCUS (atypical
squamous cells of undetermined significance), LSIL
(low-grade squamous intraepithelial lesions) i HSIL
(high-grade squamous intraepithelial lesions) (5).
W NIZP-PZH diagnozowano pacjentki gabinetow
ginekologicznych, niehospitalizowane.

Wyniki badan w poszczegdlnych grupach wieku
pokazuja, ze u pacjentek rozpoczynajacych wspotzy-
cie (grupa 20-29 lat) liczba zakazen jest najwyzsza,
natomiast po 30 roku zycia obniza si¢. Jest to zgodne
z wynikami wczesniejszych badan (7,8,9). Sugeruja one
takze, ze wickszos¢ zakazen HPV ulega samowylecze-
niu. Konieczne jest jednak monitorowanie przebiegu
zmian u zakazonych pacjentek.

Zdiagnozowanie zakazenia HPV u pacjentow
pozwoli na uswiadomienie im mozliwosci zakazenia
wspotpartnerow. Zastosowanie odpowiedniego zabez-
pieczenia u takich pacjentéw pozwolitoby na przerwa-
nie tancucha epidemicznego.

Wyniki badan diagnostycznych populacji powinny
rowniez wskazywa¢ kierunek badan, ktorych celem
jest opracowanie szczepionki przeciwko nastgpnym
genotypom wirusa brodawczaka cztowieka.
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