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SANTRUMPOS

AIS — adenokarcinoma in situ

ASC-H — atipinés ploksciojo epitelio lastelés, kai negalima paneigti HSIL
ASCUS - atipinés ploksciojo epitelio lastelés

Ca - karcinoma

CE - Conformité Européenne (Europos kokybés sertifikatas)
CIN — gimdos kaklelio intrapiteliné neoplazija

CIS — Carcinoma in situ

DNR - dezoksiribonukleortigsis

DR-ZPV — Didelés onkogenings rizikos ZPV

HC?2 — Hybrid Capture 2

HSIL — ryskis plokscialasteliniai intraepiteliniai pokyciai
ISH — in situ hibridizacija

LSIL — neryskiis plokscialasteliniai intraepiteliniai pokyciai
MR-ZPV — mazos onkogeninés rizikos ZPV

Pap — Papanicolaou citologinis tepinélis

PGR — polimerazés grandininé reakcija

RNR - ribonukleoriigstis

TL-PGR - tikro laiko polimerazés grandininé reakcija

7PV — zmogaus papilomos virusas



[VADAS

Gimdos kaklelio vézys pasaulyje yra antroji, o Lietuvoje ketvirtoji pagal daznuma motery
onkologiné liga. Lietuvoje kasmet suserga apie 500 motery, o mirtingumas nuo gimdos kaklelio
vézio miisy Salyje — vienas didziausiy Europoje [1, 24, 25, 26, 31]. Pagrindiné gimdos kaklelio
vézio priezastis yra zmogaus papilomos viruso (ZPV) infekcija gimdos kaklelyje. ZPV yra
skirstomi { didelés, galimai didelés ir maZos onkogeninés rizikos grupes [3]. Nuo ZPV infekcijos
pra¢jus mazdaug 8 — 12 ménesiy, pradeda vystytis poky&iai. Ta¢iau ZPV sukeliamo gimdos
kaklelio vézio dazniausiai galima iSvengti.

Vakary Salyse ikivéZiniams poky€iams ar véZinéms lasteléms nustatyti yra naudojamas
citologija paremtas Papanicolaou testas (Pap) ir ZPV DNR testas [35]. Siuo metu naudojami
ZPV diagnostiniai testai (,in house* ar komerciniai) remiasi molekulinés biologijos tyrimo
metodais. Tyrimui buvo pasirinktas polimerazés grandininés reakcijos (PGR) metodas, o ne
placiai naudojamas JAV bei Europos kokybés sertifikatus turintis Hybrid Capture 2 (HC2)
metodas. PGR yra ypac jautrus, greitas, komerciskai prieinamas metodas, kuriam reikalingas
nedidelis tiriamosios medziagos kiekis, ir kuriuo galima tiksliai identifikuoti ZPV tipus [4]. HC2
metodas nenustato ZPV genotipy, galimi klaidingai neigiami rezultatai, nes néra vidinés
kontrolés, o dél kryzminiy reakcijy galimi klaidingai teigiami rezultatai [4, 22, 28, 37]. Naujausi
literatiiros $altiniai teigia, kad PGR turi daug perspektyvy ateityje ir manoma, kad ZPV
nustatymo standartas bus 14 DR-ZPV tyrimas sujungtas su ZPV-16 ir ZPV-18 tipy nustatymu
[37]. Todél sickiant ZPV tyrimams pasirinkti optimaliausig i§ Lietuvoje siilomy komerciniy
rinkiniy Valstybiniame patologijos centre buvo atlickamas Sis tyrimas. Tyrimams naudoti triju
gamintojy keturi skirtingi ZPV diagnostiniai rinkiniai. Visi ZPV diagnostiniai rinkiniai skirési
nustatomais ZPV tipy spektrais, todél buvo svarbiausia pasirinkti testa, kuris atitikty tyréjy ir

pacienty poreikius.



DARBO TIKSLAS IR UZDAVINIAI

Darbo tikslas:

Ivertinti ZPV diagnostikai skirtus komercinius rinkinius ir parinkti tinkamiausia.

Darbo uzdaviniai:
1. Tiriamuosiuose méginiuose nustatyti ZPV infekcija §iais rinkiniais:
) ,,Seeplex® HPV4 ACE Screening*;
¢ AB ,,Sorpo Diagnostics*,
° ,,AmpliSens® HPV HCR screen-Eph',
e . Seeplex” HPV4A ACE Screening “.
2. Sugretinti gautus tyrimy rezultatus, kuriais remiantis parinkti ZPV diagnostikai tinkamiausia

rinkinj.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Gimdos kaklelio vézio paplitimas

Gimdos kaklelio vézys pasaulyje yra antroji pagal daznuma motery onkologiné liga.
Besivystanciose Salyse §i liga pirmauja, o iSsivysCiusiose — uzima S$eStaja vieta tarp motery
onkologiniy ligy [31]. Lietuvoje gimdos kaklelio vézys uzima 4 vieta pagal sergamuma
piktybiniais navikais tarp motery [26, 24]. Daugiausiai gimdos kaklelio véziu sergan¢iy motery
yra Lotyny Amerikoje ir Karibuose, Afrikoje Zemiau Sacharos ir Pietry¢iuy Azijoje (1 pav.) [35].

Kiekvienais metais nuo $ios ligos mirsta apie 250 000 motery [5].

Atvejy skaitis 100 000 gyventou.

1 pav. Sergamumas gimdos kaklelio véziu pasaulyje [35]

Dazniausiai pasaulyje serga 30 — 50 mety amziaus moterys. Lietuvoje kasmet suserga apie
500 motery [25], 0 2005 m. nuo gimdos kaklelio vézio miré 236 moterys [49]. Mirtingumas nuo
gimdos kaklelio véZio misy Salyje — vienas didziausiy Europoje. Lietuvoje, kaip ir kai kuriose
Europos Salyse, pastebimas sergamumo gimdos kaklelio véZiu ir mirtingumo didé¢jimas tarp
jauny motery. Maz¢jimas pastebimas tarp 50 mety ir vyresniy motery, o jaunesniy kaip 50 mety
motery sergamumas didéja. Sergamumo ir mirtingumo pokyc¢iai Lietuvoje rodo, kad biitina

aktyviai jgyvendinti gimdos kaklelio véZio profilaktikos priemones. Ankstyva ligos stadija yra
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nepaprastai svarbus veiksnys sékmingam gydymui, ir tai turéty nulemti mirtingumo maz¢jima.
Taciau Lietuvoje 1994 — 1999 metais tik apie 50 proc. naujai nustatyto gimdos kaklelio vézio
buvo I — II stadijos. Ankstyvosios diagnostikos programy igyvendinimas, ankstyvas ikivéziniy
ligy diagnozavimas ir veiksmingas gydymas leidzia zymiai sumazinti sergamuma gimdos
kaklelio véziu ir mirtinguma nuo jo [1].

1 lentelé. Sergamumas gimdos kaklelio véziu Lietuvoje 1999-2009 m., intensyvinis rodiklis

(atvejai/100 000 gyventoju) [49]

Rodikliai 1999 | 2000 | 2001 | 2002 | 2003 | 2004 | 2005 | 2006 | 2007 | 2008 | 2009

Sergamumas | 23,6 | 24,0 | 26,0 | 25,3 | 25,1 [31,1 | 27,4 |28,0 {269 | 27,1 |25,0

Lietuvos vézio registro duomenimis, 2009 metais uZregistruoti 448 nauji gimdos kaklelio
veézio atvejai. IS ju 41,7 proc. — I stadijos, 19 proc. — 11, 22,8 proc. — 11, 8,5 proc. — IV ir 8 proc.
nenurodytos stadijos. Intensyvinis rodiklis (atvejai/ 100 000 gyventoju) — 25,0 [49].

1.2. Ikivézinés gimdos kaklelio ligos

Gimdos kaklelio ikivézinés ligos — tai gimdos kaklelio intraepiteliné neoplazija (angl.
cervical intraepithealial neoplasia — CIN). CIN — tai nesubrendusio gimdos kaklelio epitelio
atipiné proliferacija, neprasiskverbianti per epitelio bazing membrana. Pagrindiniai displazijos
kriterijai: sutrikes epitelio brendimas, glikogeno stoka, nenormaliis branduoliai ir mitozés, 1
liaukas prasiskverbes epitelis.

Gimdos kaklelio intraepiteliniai poky¢iai skirstomi taip:

CIN1 — mazo laipsnio displazija;

CIN2 — vidutinio laipsnio displazija;

CIN3 — didelio laipsnio displazija;

CIS — carcinoma in situ.

Remiantis Bethesd‘os sistema, gimdos kaklelio epitelio pokyciai skirstomi | dvi grupes:
neryskiis pazeidimai — CIN1 ir ryskis pazeidimai — CIN2, CIN3 (lot. carcinoma in situ, CIS)
[33]. CitologiSkai nustatyti nedidelio laipsnio paZeidimai vertinami LSIL (angl. low-grade
squamous intraepithelial lesions) atitinka histologiSkai nustatyta CIN1. Citologiskai nustatyti
didelio laipsnio (sunkiis) pazeidimai — HSIL (angl. high-grade squamous intraepithelial lesions)
atitinka histologinius CIN2 ir CIN3 pazeidimus. CitologiSkai nustatyta CIS atitinka histologinius

CIS poky¢ius. Vertinant citologinius poky€ius nustatomos atipinés plokscio epitelio lasteles —
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ASCUS (angl. atypical squamous cells of undetermined significance). Sios lastelés gali bati
klasifikuojamos kaip nenustatytos reikSmeés atipinés ploksciojo epitelio lastelés (ASC-US) ir

atipinés ploksciojo epitelio lastelés, kai negalima paneigti HSIL (ASC-H) [15, 48].

1.3. Gimdos kaklelio vézio rizikos veiksniai

Harald zur Hausen atuntajame deSimtmetyje nustaté zmogaus papilomos virusa (ZPV)
karpose ir gimdos kaklelio vézinése lastelése. Véliau atskyré ir klonavo skirtingus ZPV tipus. Jo
tyrimy pasekoje buvo padaryta i§vada, kad pacientai, infekuoti 16 ir 18 tipo ZPV turi padidéjusia
rizika i§sivystyti véZiui. 2008 m. Dr. Hausen apdovanotas Nobelio premija uZ novatoriskus ZPV
tyrimus [35]. ZPV infekcija yra nustatoma nuo 90 iki 100 proc. gimdos kaklelio véZiu serganéiy
motery ir tik 5 — 20 proc. — sveiky motery. Taciau tik nedidelé dalis sveiky motery, infekuoty
ZPV (nuo 3 iki 10 proc. — priklausomai nuo populiacijos), yra infekcijos negiotojos [18].
Moterims sergan¢ioms gimdos kaklelio véZiu, daZniausiai nustatomi ZPV tipai yra 16 (49,9
proc.), 18 (13,7 proc.), 45 (8,4 proc.) ir 31 (5,3 proc.). Apie 50 proc. naviky, esant
ploki¢ialasteliniam gimdos kaklelio véziui, turi ZPV-16 tipo infekcija, o esant gimdos kaklelio
adenokarcinomai — ZPV-18 tipo infekcija [33].

Zmogaus papilomos viruso infekcija yra perduodama daZniausiai lytiniu keliu [35]. ZPV
infekcija gimdos kaklelyje yra biitina, bet nepakankama priezastis vystytis gimdos kaklelio
véziui. Todél dabar démesys kreipiamas ir i pagalbinius veiksnius, kurie salygoja infekcijos
progresavima | didelio laipsnio gimdos kaklelio intraepiteling neoplazija (CIN) ir invazing liga
[10]. Taip pat gimdos kaklelio vézio rizikos veiksniai yra ankstyvi pirmi lytiniai santykiai ir
ankstyvas pirmasis néStumas, hormoniniy kontraceptiky vartojimas, didelis gimdymy skaicCius,
moters ir jos vyro lytiniy partneriy skaicius, rikymas ir kiti [8, 10, 19, 23, 32]. Tabako rukymas,
daug gimdymy, ilgalaikis oraliniy kontraceptiky vartojimas, Iétinés ligos ir kitos lytisSkai
plintancios infekcijos (pvz., Chlamydia trachomatis ir herpes simplex viruso 2 tipas (HSV-2))
gali buti dideles ir ilgalaikés NO (azoto oksido) koncentracijos gimdos kaklelio mikroaplinkoje
priezastimi. NO — laisvasis radikalas. Didelé NO koncentracija yra siejama su kancerogeneze, nes
sukelia DNR pazaidy ir mutacijy. Taigi, NO yra molekulinis kofaktorius ZPV infekcijai gimdos
kaklelio kancerogenezéje. Vietiskai reguliuojant NO koncentracija gimdos kaklelyje, biity galima

sudaryti plana, kaip sumazinti su ZPV infekcija susijusio véZio rizika [45].



1.4. Zmogaus papilomos virusas (ZPV)

Papillomaviridae Seimai priklauso daugiau nei 180 didelés ivairovés virusy, kurie infekuoja
vairius gyvinus, nuo paukséiy iki zinduoliy, tame tarpe ir zmogy. Daugiau nei 100 Zmogaus
papilomos viruso (ZPV) tipy siejami su jvairiais gérybiniais ir piktybiniais epitelio pazeidimais
[3, 42, 47]. ZPV gali sukelti gimdos kaklelio, maksties, moters iSoriniy lytiniy organy, varpos ir
analinés angos veézius, taip pat kai kuriuos galvos ir kaklo vézius, kvépuojamaja papilomatozg,
lytiniy organy karpas ir kitas ligas [2, 38]. Apie 20 ZPV tipy yra susije su gimdos kaklelio véZiu
[24].

7PV yra mazas DNR virusas, kuris neturi apvalkalélio. Viruso dydis apie 55 nm. Jo DNR
yra dvigrande¢, Ziedo formos, uzdara, sudaryta 1§ apytiksliai 7200 — 8000 baziy pory. Viruso
genomas yra padalintas i tris regionus: ankstyvaji (angl. early-E), vélyvaji (angl. late-L) ir
genomo reguliacing sriti (angl. long control region, LCR), kuri nekoduoja jokiuy baltymuy. Visiems
papilomos virusams biidinga tai, kad Sias sritis skiria dvi poliadenilintos (pA) sritys: ankstyvoji
pA (Ag) ir vélyvoji pA (Ar). ZPV genome yra du struktiiriniai (vélyvieji) (L] ir L2) ir $esi
funkciniai (ankstyvieji) genai (El, E2, E4, E5, E6, E7) (2 pav.) [38, 42, 47]. Struktiriniai genai
uzima apie 40 proc., funkciniai genai apie 50 proc., o LCR apie 10 proc. viruso genomo [47].
Geny produktai — baltymai. Visi viruso baltymai turi savo funkcijas:

e L1 — didysis kapsidés baltymas ir L2 — mazasis kapsidés baltymas, jungiasi prie
genominés DNR. Tai struktiiriniai baltymai;

e E1 baltymas reguliuoja DNR replikacijos pradzia;

e E2 baltymas yra transkripcijos aktyvatorius, pagalbinis DNR replikacijos veiksnys;

e E4 baltymas infekcijos zidinyje ardo lasteliy citokeratino gijas, tod¢l yra svarbus viruso
18éjimui i$ lasteliy;

e ES5 yra membraninis baltymas, pasizymintis transformuojanciomis savybémis. Baltymas
saveikauja su augimo faktoriy receptoriais;

e [EO6 yra transformuojantis baltymas, kurio taikinys p53 baltymas. p53 inaktyvuojamas ir
suskaldomas prijungiant ubikvitina;

e E7 yra transformuojantis baltymas, kuris jungiasi prie Rb baltymo ir ji inaktyvuoja [42,
47].

10



E1

2 pav. ZPV — 16 genomo struktiira [42]

2 paveiksle pavaizduotas ZPV-16 genominis zemélapis, kuris gali bati visy ZPV genotipy
prototipiniu  genomo Zemélapiu. Kai kurie genomo regionai yra tipui specifiniai. Siems
regionams biidingas seky kintamumas. L/ genui, kuris koduoja didjji kapsidés baltyma, budingas
didZiausias polimorfizmas. Be to, sekos polimorfizmas biidingas ir E£6, ir E7 genams. Siy seky

skirtumai lemia ZPV tipus, potipius ir variantus. Tipai skiriasi savo onkogeniskumu [28, 47].

2 lentelé. ZPV genotipy klasifikacija [3]

Viruso Onkogen'inés rizikos 7PV tipas
grupé
Didelés rizikos (DR) 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 ir 82
Galimai didelés rizikos 26, 53, 66
Mazos rizikos (MR) 6, 11,40, 42,43, 44, 54, 61, 70, 72, 81 ir CP6108
Nenustatytos rizikos 34, 57, 83

7PV skirstomi i didelés, galimai didelés ir maZos onkogeninés rizikos grupes. 15 ZPV tipy
priskiriami didelés onkogeninés rizikos grupei, 3 galimai didelés rizikos, 12 — mazos rizikos ir 3
— nepatikslintos onkogeninés rizikos virusy grupei (2 lentelé) [3]. Gimdos kaklelio piktybiniuose
navikuose daZniausiai randami didelés onkogeninés rizikos ZPV tipai. Vien ZPV-16 tipas yra
atsakingas uz 58,9 proc. gimdos kaklelio vézio atveju [38, 47]. ZPV-16 organizme isbiina
ilgiausiai. Yra duomeny, kad 18 tipo ZPV infekcija susijusi su didesnio invazyvumo gimdos

kaklelio neoplazija ir blogesne moters gyvenimo prognoze, palyginti su 16 tipo ZPV infekcija
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[41]. Vidutinés onkogeninés rizikos grupei priskiriami tie virusy tipai, kurie vienodai daznai
nustatomi ir gimdos kaklelio véziu sergancioms, ir sveikoms moterims. Mazos onkogeninés
rizikos grupés virusai re¢iau randami piktybiniuose navikuose, nes ju E6 ir E7 baltymai silpniau
inaktyvuoja lastelés vézio slopinimo baltymus p53 ir pRb, nei didelés onkogeninés rizikos ZPV
tipu E6 ir E7 baltymai. Mazos onkogeninés rizikos virusai sukelia karpas [38, 47]. Remiantis

Siomis ZPV tipy savybémis gali biiti kuriami tipui specifiniai molekuliniai testai [28].

1.5. ZPV infekcijos patogenezé

Papilomos virusas replikuojasi ir telkiasi iSskirtinai tik branduolyje, ir tik baziniame
ploksciojo epitelio sluoksnyje. Virusas replikacijai naudoja epitelio diferenciacija (3 pav.).
Virionas patenka 1 lastelg per epitelio mikroibrézimus ir infekuoja baziniame sluoksnyje esancias
kamienines lasteles. Siose lastelése virusas replikuojasi episominéje formoje, naudodamas du
nestruktiirinius baltymus — ankstyvuosius E1 ir E2. ZPV DNR integracijos metu viruso genomas
daZniausiai nutriksta £/ ir E2 geny atvirame skaitymo rémelyje. Viruso genomo reguliacingé
sritis (LCR) ir genai E6/E7 lieka nepakite. £2 geno, koduojancio baltymus, kurie slopina E6 ir E7
sriciy transkripcija, iSkrita salygoja nekontroliuojamai padidéjusia E6 ir E7 baltymy raiska. E£6 ir
E7 genai pasiZzymi stipriu onkogeniSkumu. Nestruktiriniy baltymy E6 ir E7 raiSka sutrikdo
lasteliy cikla, apoptoze ir diferenciacija. Jie uztikrina viruso replikacija, lastelés imortalizacija ir
transformacija. E6 ir E7 baltymai inaktyvuoja lastelés vézio slopinimo baltymus p53 ir pRb.
Inaktyvinus p53 baltyma, sutrinka lastelés ciklas ir susidaro palanki galimybé mutacijoms
lasteléje atsirasti. £7 genui susijungus su pRb genu atsipalaiduoja transkripcijos veiksnys E2F,
kuris aktyvuoja geny, skatinan¢iy DNR sinteze lasteléje, raiska. pRb baltymas slopina p16™

transkripcija. pl6™~<* yra geno, koduojan¢io nuo ciklino priklausoma kinaze, slopiklis. Po pRb

6INK4a 6INK4a

inaktyvacijos lasteléje gausiai sintetinamas pl . Kadangi pl gausiai sintetinamas
pakitusiose gimdos epitelio lastelése ir jo raiSka tiesiogiai koreliuoja su gimdos kaklelio epitelio
displazijos laipsniu, tai yra jautrus ir specifinis biologinis Zymuo tiriant ZPV infekcija. Visi $ie
procesai stebimi epitelio lasteléms keliaujant nuo bazinés membranos 1 virSutinius epitelio
sluoksnius, kur jie virsta subrendusiais keratinocitais. Subrendg virionai i§laisvinami i§ epitelio ir
patenka i pavirines epitelio lasteles [16, 29, 41, 42, 47]. Didelés rizikos ZPV tipai daug lengviau
panaikina lastelés ciklo patikros taskus nei mazos rizikos ZPV. Esant tam tikroms salygoms,

viruso onkobaltymy E6 ir E7 gamyba labai padid¢ja del pagrindinio viruso promotoriaus veiklos
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reguliacijos ir dél padidéjusio Siy baltymy iRNR stabilumo. Progresuojant lasteliy
pyktibiskéjimui, infekuotos virusu lastelés praranda galimybe diferencijuotis ir matomi ryskis
plokscialasteliniai intraepiteliniai pokyciai (HSIL). Tai gimdos kaklelio vézio pradzia. Be to,
galutiné keratinocity pakitimo stadija nustatoma, jei jie gamina viruso kapsidés baltymus.
Did¢jant neoplazijos laipsniui, lasteliy diferenciacija mazéja ir L1 bei L2 transkriptai
nebenustatomi. Galiausiai, piktybéjimo pokyciai bus susij¢ su E6 ir E7 kiekio didé¢jimu ir L1 bei

virusinés DNR mazéjimu [3].
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3 pav. Gimdos kaklelio véZio progresavimas veikiant ZPV [46]

Nuo infekcijos pra¢jus mazdaug 8 — 12 ménesiy, infekuotose lastelése gali pradéti vystytis
ikivéziniai pokyciai, kurie gali virsti gimdos kaklelio intraepiteline neoplazija (CIN) arba
adenokarcinoma in situ (AIS). Negydoma CIN2, CIN3 ar AIS gali atitinkamai i$sivystyti {
epitelio lasteliy karcinoma arba adenokarcinoma [35].

Ikivéziniuose gimdos kaklelio audiniuvose ZPV DNR paprastai yra episominéje

(neintegruotoje i lastelés DNR) biikléje, o véziniuose — ZPV DNR gali biti ir integruotoje, ir
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episominéje formoje. Todél didelis démesys skiriamas naujiems tyrimams, kuriy tikslas —
nustatyti DR-ZPV jsiskverbima i gimdos kaklelio lasteliy genoma, kuris gali turéti jtakos gimdos
kaklelio intraepiteliniy poky¢iy progresijai [41].

1.6. Gydymas ir apsauga

7PV sukeliamo gimdos kaklelio véZio daZniausiai galima i§vengti. ISsivys¢iusiose alyse,
tokio tipo vézys turi geriausias prognozes i§ visu véziy, nes jam budingas labai sékmingas
gydymas [3]. Vakary Salyse ikivéziniams pokyCiams ar vézinéms lasteléems nustatyti yra
naudojamas citologija paremtas Papanicolaou testas (Pap) ir ZPV DNR testas. Véliau seka
kolposkopija, kuria jvertinamas gimdos kaklelis ir paimama biopsiné medZiaga. To rezultatas
i§sivyciusiose Salyse — sumazéjes mirtingumas nuo gimdos kaklelio vézio. Besivystanc¢iose Salyse
infrastrukttiros, patyrusiu patologu stoka [35]. Atrankiné motery patikros programa dél gimdos
kaklelio patologijos Lietuvoje pradéta tik 2004 m. Gimdos kaklelio véZio profilaktika ir ankstyva
diagnostika remiasi citologinémis atrankinémis patikros programomis. Taciau gydant Sia
patologija ir vykdant egzistuojancias patikros programas neatsizvelgiama i Sios ligos virusing
etiologija [26]. Siuo metu pagrindinis gimdos kaklelio véZio gydymo biidas — chirurginis
kombinuotas su radioterapija ar chemoterapija. Tokiu biidu iSgydoma beveik 100 proc. vietisSko
neiSplitusio vézio atveju. Manoma, kad iSplitgs veézys, kuris daZniausiai diagnozuojamas
besivystanciose Salyse, néra pagydomas [25].

Kas antras mogus savo gyvenime uzsikre¢ia zmogaus papilomos virusu [38]. Kai ZPV
infekuoja gimdos kaklelio epitelj, nors ir 50 proc. pacienty organizmas pradeda gaminti serumo
antikiinus, jie néra efektyvis, nebent yra nukreipti prieS L1 baltyma [35]. Pastaruoju metu
sukurtos dviejuy rii§iy vakcinos prie§ ZPV — profilaktinés ir terapinés. Vakcinos, kurios sukelia
neutralizuojanéiy antikiiny gamyba prie§ ZPV struktirinius L1 ir L2 baltymus, vadinamos
profilaktinémis. Vakcinos, kurios indukuoja lastelini imuniteta prie§ viruso baltymus ir sugeba
sukelti su ZPV susijusiy pazeidimuy regresija, vadinamos terapinémis. E6 ir E7 baltymai yra
natiiraliis $iy vakciny taikiniai, nes jie gaminami gimdos kaklelio vézio lastelése [26]. Pasauline
sveikatos organizacija (PSO) rekomenduoja jtraukti ZPV vakcing i $aliu skiepijimo programas ir

skiepyti 9 — 13 mety mergaites, iki ju pirmu lytiniy santykiy. Tagiau Papanicolaou testas, ZPV
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DNR testas ir ZPV vakcinos realiai néra pricinamos moterims, kurios gyvena besivystanc¢iose

Salyse [35].

1.7. Gimdos kaklelio patikra

Gimdos kaklelio visuotinio tikrinimo programos, paremtos vien Papanicolaou testu, yra
ribotos. Pap testas yra labai specifinis neoplaziniy poky¢iy nustatymui, bet jis néra labai jautrus
[3]. Jautrumo ribos svyruoja nuo 30 iki 80 proc., o specifiSkumo — nuo 86 iki 100 proc. Pradéjus
naudoti vienasluoksng (skysty terpiy) citologija Pap tepinélio jautrumas padidéjo nuo 2,8 iki 12,0
proc. [41]. Pap testas reikSmingas diagnozuojant CIN diferianciacijos laipsni nuo normalaus
epitelio iki pakitusio. NustaCius labai rySkius poky€ius, rekomenduojama atlikti kolposkopija.
Pap testas daugiau skirtas nustatyti patologijai (pvz., >CIN1), o genotipavimas tiksliausiai
nustato ligos stadija CIN2 ar daugiau [3].

Amerikos kolposkopijos ir gimdos kaklelio patologijos draugija (ASCCP) sukuré
rekomendacijas, kurios leis geriau pasiriipinti moterimis ir padés sumazinti netikslingai atlieckamy
ZPV tyrimy skaiiy [40]. Rekomendacijos yra kuriamos remiantis jrodymais paremtais
duomenimis. Taip bendru susitarimu sudaroma sistema, kuria remiantis galima teikti optimalias
sveikatos prieziiiros paslaugas kiekvienai moteriai skirtingu jos gyvenimo laikotarpiu. Taciau
rekomendacijos negali ir neturéty trukdyti kiekvieno paciento atveju priimant klinikinius
sprendimus. Klinikiniame darbe nuokrypis nuo rekomendacijy turéty buti labiau iSimtis nei
taisykle [11].

1. Didelés rizikos (onkogeninius) ZPV tipus yra tikslinga tirti $iais atvejais:
1.1. Rutiniskai atliekant gimdos kaklelio vézio patikras kartu su citologija (dvigubas tyrimas)
moterims, kurioms yra 30 ir daugiau mety.
1.1.1. Moterims, kuriy citologinio tyrimo rezultatai yra neigiami, o ZPV — teigiami, kartoti
abu tyrimus 12 ménesiy bégyje.
1.1.2. Moterims, kuriy abiejy tyrimy rezultatai neigiami, kartoti abu tyrimus kas tris
metus.
1.2. Moterims, kurioms yra 21 metai ir daugiau bei citologiSkai nustatyti atipiniai
nenustatytos kilmés ploksc¢iojo epitelio pokyc¢iai (ASC-US).
1.3. Moterims po menopauzes, kurioms nustatyti neryskiis plokScialasteliniai intraepiteliniai

poky¢iai (LSIL).
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1.4. Bet kokio amziaus moterims po kolposkopijos, kurioms pirminio citologinio tyrimo metu
buvo rastos atipinés liaukinio epitelio lastelés (AGC) ar atipinés plokStaus epitelio
lastelés, kai negalima atmesti HSIL (ASC-H).

1.5. 21 mety ir vyresnéms moterims po kolposkopijos, kurios pirminés citologinés patikros
metu buvo nustatyta ASC-US arba LSIL.

1.6. Sekimui po gimdos kaklelio vézio gydymo.

Didelés rizikos (onkogeniniy) ZPV tipy tyrimas yra daZniausiai nereikalingas tokiais atvejais:

2.1. RutiniSkai atliekant gimdos kaklelio véZio patikras jaunesnéms nei 30 mety moterims.

2.2. Rutiniskai atliekant ZPV ir citologinj tyrimus dazniau nei kas 3 metus 30 mety moterims
ir vyresnéms, kurioms pries tai atlikti abu tyrimai buvo neigiami.

2.3. Paaugliy ir jauny motery (20 mety ir jaunesniy) su bet kokias citologiniais pokyciais
stebéjimui; jei ZPV tyrimas atliekamas, jo rezultatai neturéty jtakoti pacientés priezitiros.

2.4. LSIL patvirtinimui (i$skyrus moteris po menopauzes).

2.5. Kaip pirminé priemoné¢ ASC-H, HSIL ar AGC/AIS patvirtinimui bet kokio amZiaus
moterims.

Pakartotiniai didelés rizikos (onkogeniniy) ZPV tipy DNR tyrimai neturéty buti atlickami

dazniau nei kas 12 ménesiuy.

3.1. I8skyrus tuos atvejus, kai yra stebima pacienté po CIN2, CIN3 gydymo ir, kai nustatomos
atipinés liaukingés lastelés, kurios kitaip nepatikslintos (AGC NOS).

. Mazos rizikos (neonkogeniniy) ZPV tipy nustatymas neturi jokios reik§més rutininei gimdos

kaklelio vézio patikrai ir gimdos kaklelio citologiniy poky¢iy vertinimui [40].

Zmogaus papilomos virusas neturéty biiti tiriamas ir kaip lytiskai plintanti liga (LPL). ZPV

yra labai daZnas ir, prieSingai nei kitoms LPL, jam néra gydymo. ZPV taip pat nereikty tirti

patikrai prie$ skiepijima nuo ZPV [11]. Derinant abu testus (ZPV tyrima ir Pap tepinélj), bendras

Siy testy jautrumas siekia 99-100 proc., tod¢l Lietuvoje Siuo metu svarstoma galimybé itraukti

7PV testa i pirminés patikros programa [41, 46].

Molekuliniai ZPV nustatymo metodai

Zmogaus papilomos viruso nejmanoma auginti jprastose lasteliy kultiirose in vitro. Kitiems

klasikiniams tiesioginiams virusy diagnostikos metodams, tokiems kaip elektroniné mikroskopija

ar imunohistochemija, triiksta jautrumo ir specifiSkumo tam, kad juos bity galima taikyti
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rutininiuose ZPV tyrimuose. Serologiniams tyrimams, kuriais bity galima nustatyti anti-ZPV
antikiinus, biidingas ribotas analitinis tikslumas ir §io tyrimo galima klinikiné nauda kol kas
nenustatyta. Todél visi §iuo metu naudojami ZPV diagnostiniai testai (,,in house* ar komerciniai)
remiasi molekulinés biologijos tyrimo metodais. Egzistuoja daugybé molekuliniy metody ZPV
aptikimui ir kiekybiniam nustatymui [28, 44, 37].

Tyrimo metodus apibudina jautrumo ir specifiSkumo rodikliai. Metodo jautrumas —
nustatymo riba arba maziausias galimas DNR kiekis, kuri dar galima aptikti. SpecifiSkumas
apibrézia tyrimo metodo tikslumo lygi. Tyrimo metodo tiksluma didina kuo mazZesnis klaidingai
teigiamy ir klaidingai neigiamy atsakymy skaicius. Kiekvienas diagnostinis tyrimas turi siekti
aukSCiausios teigiamos ir neigiamos prognozuojamos vertés, kurias apibrézia jautrumas ir
specifiSkumas [28].

Kai kuriy ZPV tyrimo metody analitinis jautrumas labai didelis, ta¢iau nustatyta ZPV
infekcija gali biti kliniskai nereik§minga. Taip yra todél, kad ZPV infekcija gali biiti trumpalaike,
dél to kliniskai nesukels su ZPV susijusiu ligy. Siekiant padidinti klinikinj ZPV tyrimo metody

jautruma reikéty:
1. tirti tik klinikai svarbius didelés rizikos ZPV tipus;
2. atlikti viruso kiekio matavimus;
3. nustatyti didelés rizikos ZPV tipy E6 ir E7 transkriptus;
4. pasidométi paciento ankstesniy ZPV infekcijy tyrimo istorija [44].

7PV infekcijos diagnostikai taikomi metodai pasizymi skirtingu jautrumu ir specifiskumu.
Metodai, kuriuose naudojami jvairiis DNR ar RNR zondai (Southern Blot, in situ hibridizacija)
yra maziausiai jautrdis. DidZiausiu jautrumu pasizymi DNR padauginimu paremti metodai. ZPV
nustatymui naudojamos trys pagrindinés nukleortig§¢iu hibridizacijos metody formos:
1. Tiesioginiai nukleortig§¢iy zondy metodai (angl. direct nucleic acid probe methods);
2. Hibridizacijos signalo amplifikacija (angl. hybridization signal amplification);

3. Taikinio padauginimas (angl. target amplification) [28].

1.8.1. Tiesioginis zondy metodas
Southern blot — tai technologija, kuri anks¢iausiai buvo pradéta naudoti ZPV tyrimams
[28]. Soutern blot (arba RNR molekuliy tyrimo metodas Northern blot) yra labai geras kokybinis

DNR molekuliy tyrimo metodas. Taciau tyrimo atlikimas uZima daug laiko ir jam reikia didelio
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kiekio labai gerai iSgryninty nukleortigsciy. Ypac netinka tiriamoji medziaga isskirta i§ fiksuoty
audiniy, nes ju DNR jau yra apirusi. Tyrimas taip pat netinkamas didelés apimties populiaciju
tyrimams, nes technologija yra sudétinga ir tyrimo atlikimas uzima nemazai laiko [44].

Kitas tiesioginiy zondy metodas — in situ hibridizacija (ISH). Tai technologija, kurios déka
specifinés nukleotidy sekos yra nustatomos lastelése arba audiniy pjiiviuose iSsaugojusiuose
morfologija. Taigi, metodas suteikia galimybe nustatyti taikinio genomo buvimo vieta
biologiniame meéginyje [37, 44]. Technologija panasi i{ imunohistochemija [28]. In situ
hibridizacija paremti tyrimai nustato ZPV antigenines struktiiras arba nukleorfigitis (DNR ar
iRNR) [22]. Tyrimo rezultatai vertinami mikroskopiskai. Jei epitelio lasteliy branduoliuose yra
matomi atitinkami precipitatai, tai tiriamajame méginyje yra ZPV. Intergruotoms viruso formoms
budingas taskinis signalas, o difuziikas signalas — episominéms viruso formoms. Nors ZPV
tyrimai paremti ISH yra techniSkai patvirtinti, bet jy klinikiné verté nepakankama [37]. Didelis
ISH privalumas, kuris jveikia palyginti maza tyrimo jautruma, yra tai, kad juo galima tirti
audinius, kurie pries tai buvo fiksuoti ar kitaip apdoroti. Jautrumas gali biiti padidintas sujungus
ISH su PGR. Tokia metodika zinoma kaip in situ PGR. ISH gali biiti naudojamas informacinés
RNR nustatymui, kuri yra geno raiSkos Zymuo, kai viruso baltymo kiekis yra labai mazas.
Pastaruoju metu patobulinus §j metoda, ISH tapo pladiausiai naudojamu ZPV DNR ir RNR
nustatymo metodu audiniuose. Didziausias metodo trikumas yra galima pradmeny kryzminé
tyrimo teigiama prognosting¢ vert¢ gimdos kaklelio ligy atveju apytiksliai 60 proc., neigiama
prognostiné verté — 97 proc., jautrumas — 86 proc., specifiskumas — 90 proc. [22].

Monokloniniai ir polikloniniai antikiinai taip pat naudojami ZPV nustatymui. Jie jungiasi
prie ZPV budingo linijinio didZiojo kapsidés baltymo epitopo. GenPoint System naudoja biotinu
Zymétus zondus, kurie leidZia nustatyti ZPV apdorotuose audiniuose (ir formaline fiksuotus) ar
lasteliy preparatuose [22, 37].

Tiesioginio zondy metodo trikumai: mazas jautrumas, laiko uZimanti technologija,

reikalingas didelis kiekis labai gerai i§grynintos DNR, galimos kryzminés reakcijos [28].

1.8.2. Hibridzacijos signalo amplifikacija
Hibridizacijos signalo amplifikacijos metodai — tai praplésta tiesioginiy zondy metodika,
kuri leido pasiekti didesnj nustatymo metody jautruma [28]. Siuo metu viena i§ pagrindiniy ZPV
nustatymo technologijy yra ,hibrido pagavimas® 2 (angl. Hybrid Capture®2, HC2). Tai yra
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tre¢iasis (prie§ tai buvo ViraPap ir Hybrid Capture®]) 2003 metais JAV maisto ir vaisty
administracijos (angl. Food and Drug Administration, FDA) patvirtintas gimdos kaklelio méginiy
testas [4, 37]. Sis tyrimo metodas geriausiai tinka vidutinio dydzio ir dideléms laboratorijoms,
kuriose jis buity atlickamas kartu su skysty terpiu Papanicolaou testu [4]. Tiriamoji DNR gali biiti
gaunama i§ gimdos kaklelio biopsinés medziagos, skystos terpés citologiniy méginiy arba i$
gimdos kaklelio nuograndy. ZPV genotipy nustatymui HC2 yra naudojami specialis RNR
zondai, kurie tiesiogiai jungiasi su komplementaria DNR seka [28]. HC2 tyrimas susideda i§ 5
etapy (4 pav.): 1) DNR iSskyrimas ir denattiracija; 2) RNR zondy ir taikinio DNR hibridizacija;
3) RNR-DNR hibridy ,,pagavimas®, itvirtinimas ant kietos fazés panaudojant antikinus; 4) RNR-
DNR hibridy nustatymas zymétais antikiinais, sujungtais su Sarmine fosfataze; 5)
chemiliuminescencinio signalo matavimas. Molekuliy iSspinduliuvota Sviesa iSmatuojama
liuminometru santykiniais §viesos vienetais (SSV, angl. RLUs). Kuo stipresnis §vytéjimas, tuo
didesnis DNR—RNR molekuliy kiekis [4, 28, 44]. Tai pusiau kiekybinis viruso nustatymas [44].
HC?2 metodas suskirsto pacientus i grupes, infekuotas mazos ir didelés rizikos ZPV. Nors tokie
tyrimy rezultatai yra labai naudingi, taciau jie nepateikia svarbios informacijos apie tai, kurio
ZPV genotipo infekcija yra méginyje. Kadangi didelés rizikos ZPV siejamas su gimdos kaklelio
ligomis, svarbu tiksliai nustatyti ZPV genotipa, nes jie skiriasi savo onkogeniniu stiprumu [28].
HC?2 ,,A“ RNR zondy miiniu nustatomi 5 maZos rizikos ZPV tipai: 6, 11, 42, 43, 44, 0 ,,.B*“ RNR
zondy miSiniu nustatoma 13 didelés/vidutinés rizikos ZPV tipu: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,
56, 58, 59 ir 68 [22, 28, 37, 44]. HC2 tyrimas yra atlickamas 96 Suliné¢liy mikroplokstelése, kuri
yra patogi klinikiniy tyrimy atlikimui ir ju automatizavimui [44].

HC?2 yra standartizuotas metodas, turintis JAV maisto ir vaisty administracijos (angl. FDA)

ir Europos (pranc. Conformité Européenne, CE) kokybés sertifikatus [4, 37].
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1. Nukleoriigicm atpalaidavimas
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= < 5. Rezultaty analizavimas ir interpretavimas
4 pav. Hybrid Capture® technologijos veikimo principas [50]

HC?2 privalumai: metodas turi JAV ir Europos kokybés sertifikatus, yra sukaupta daug
duomeny, remianciy S$ia technologija, metodo klinikinis jautrumas — 93 proc., neigiama
prognostiné verté — 99 proc. [4, 22, 37].

HC?2 trikumai: néra vidinés kontrolés — galimi klaidingai neigiami rezultatai, nenustatomi
ZPV genotipai, dél kryzminiy reakcijy galimi klaidingai teigiami rezultatai. Vieno atlikto tyrimo
rezultatai rodo, kad dél kryzminiy reakciju buvo gauti 7,8 proc. klaidingai teigiamy atsakymu [7],
kiti autoriai nurodo, kad 5 — 10 proc. atsakymu yra abejotini, neaiskiis arba paribiniai [22]. HC?2
tyrimui atlikti reikia 6 — 7 valandu, taigi daug laiko, intensyvaus darbo ir tyrimo metu reikia
atlikti daug tiksiuy zingsniy, o tam butini geri darbo laboratorijoje igtidziai. Tyrimo analitinis

jautrumas — 1,0 pg taikinio DNR/ml, o tai yra mazdaug 120 000 viruso daleliu [28, 22, 4, 37].

1.8.3. Taikinio padauginimas

Taikinio nukleortigs¢iy padauginimas, dazniausiai PGR, leidzia in vitro padauginti
konkrecias DNR sritis. Taikinio padauginimas yra lanksCiausias ir jautriausias i§ visy DNR
analizés metody. Sie metodai yra labiausiai atrankis. Jie gali atskirti maZiausius taikinio DNR
sekos skirtumus. Technologija gali biiti naudojama viruso kokybiniam ir kiekybiniam
nustatymui, DNR sekoskaitai ir mutacijy analizei. Sie tyrimai leidzia vienu metu atlikti dauging

analiz¢ panaudojant ne viena taikini DNR sekoje [28].
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Polimerazés grandininé reakcija (PGR) yra jautriausias, labai pladiai naudojamas ZPV
infekcijos nustatymo metodas. Tai gali biiti efektyviausia, veiksmingiausia ir universaliausia
dabar esanti technologija ir ji turi daug perspektyvy ateityje [4, 44]. Tyrimo analitinis jautrumas
svyruoja nuo 10 iki 200 ZPV DNR kopijy [22]. PGR metodu galima nustatyti ZPV DNR, ZPV
tipus, atskiry geny raiska, ZPV jsiterpimo i lastelés genoma Zymeni — £2 geno iskrita [41].

PGR paremty metody jautrumas ir specifiSkumas varijuoja daugiausiai dél:

e pradmeny komplekto;

e PGR produkto dydZio;

e reakcijos salyguy ir reakcijai naudojamos DNR polimerazes aktyvumo;

e dauginamy ZPV tipy spektro ir galimybés vienu metu nustatyti daug tipu;

e tipui specifiniy tyrimy tinkamumo [44].

PGR yra temperatiiry kaita paremta cikliné reakcija, susidedanti i§ triju pagrindiniy
zingsniy: DNR denatiiracijos, pradmeny prijungimo ir pradmeny pratgsimo. Tokiu bidu
panaudojant specifinius pradmenis, galima padauginti norima DNR fragmenta daugybg karty [4].
Reikty saugotis klaidingai teigiamo rezultato, kuris gali atsirasti dél kryZminiy reakcijy, uzterSus
meéginj arba reagentus [44]. Daugumoje laboratorijy to iSvengiama naudojant uracil-N-glikozilaze
(AMPerazg), kuri pasalina PGR fragmentus (amplikonus) [28].

7PV nustatymui PGR metodu gali biiti naudojami plataus spektro pradmenys: GP5+/GP6+,
SPF10, MY09/11, PGMY. Jy déka galime nustatyti daugelj ZPV tipy vienos PGR metu. Sie
pradmenys dazniausiai atpazista komplementaria seka L/ geno srityje [28]. Taciau iskrita L1
kapsidés baltymo gene, gali biiti priezastis klaidingai neigiamo rezultato [22]. Taip pat yra
sukurti ZPV tipams specifiniai pradmenys, kurie leidZia nustatyti konkrety ZPV tipa [44].

Dazniausiai PGR produktai analizuojami agarozés gelio elektroforezés buidu. Agarozés
gelio elektroforezés metu méginys veikiant elektros srovei yra iSskirstomas pagal fragmenty dydi.
Mazi fragmentai geliu juda grei¢iau nei dideli fragmentai. Kontrolés juostoje leidziami
fragmentai yra Zinomo dydzio, taigi pagal juos galima nustatyti PGR produkty dyd;.

ZPV genotipavimas gali biiti atlickamas jvairiais metodais: DNR sekoskaita, restrikcijos
fragmenty ilgio polimorfizmo analize, taskine hibridizacija (angl. dot blot) [4]. ZPV
genotipavimas naudingas individualios rizikos, gydymo galimybiy vertinimui, epidemiologijos

tyrin¢jimui ir vakciny kiirimui [28].
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Sekoskaita (sekvenavimas)

Vienintelis tyrimo metodas, galintis nustatyti visus ZPV tipus ir variantus biologiniame
méginyje, yra viruso genomo DNR sekos nustatymas. Si technologija teikia vil¢iuy, kad bus
suzinota kol kas neapibiidinty ZPV genotipu seky informacija, taip pat informacija leis nustatyti
mutacijas atsiradusias jau zinomuose ZPV genotipuose. Ta¢iau $is metodas yra labiau tinkamas
moksliniams tyrimams, nes yra brangus, tyrimo atlikimo laikas yra ilgas ir jo panaudojimo

galimybés kaip in vitro diagnostinio testo yra ribotos [28, 37, 44].

Tikro laiko PGR (TL-PGR)

Kitas, naujesnis ZPV infekcijos ir jsiterpimo i genoma nustatymo biidas yra tikro laiko
PGR (TL-PGR). Atliekant TL-PGR naudojami tipui specifiniai arba plataus spektro pradmenys,
kurie jungiasi su fluorescuojanciais Zymenimis ir stebimas produkto pagausinimas realiame laike,
tiesiogiai vykstant reakcijai. Siuo biidu galima nustatyti ir atskiry onkogeny E6, E7 raiska,
integruotus transkriptus (E6, E7 iRNR), nustatyti ju kieki, £2 geno iSkrita [41].

Visos TL-PGR sistemos remiasi kokybiniu ir kiekybiniu fluorescuojanéiy signaly
nustatymu. Signalo stiprumas yra tiesiogai proporcingas PGR produkto kiekiui. Remiantis §ia
technologija, matematiskai i§ reakcijos kreiviy galima apskaiciuoti viruso kieki. Reakcija vyksta
96 Sulineliy ploksteleje, todél PGR produkty analizei nereikia naudoti geliy. Tai naudinga tuo,
kad vienu metu galima atlikti daug tyrimy. Tikro laiko kiekybinis PGR (angl. RQ-PCR) yra
jautriausias taikinio padauginimo metodas. TeoriSkai TL-PGR analitinis jautrumas yra viena
taikinio nukleortigsciy seka [28].

PGR privalumai: ypac jautrus, greitas, reikalingas nedidelis tiriamosios medziagos kiekis,
tiksliai nustato ZPV tipus, komerciskai prieinamas [4].

PGR triikumai: tai ypatingai jautrus metodas, todél galimi klaidingai teigiami rezultatai dél
meginio uZter§Simo tiriamaja ar padauginta medziaga. Galimi klaidingai neigiami rezultatai del
galimy reakcijos slopikliy klinikiniuose meéginiuose, dél iskritos tiriamame L1 kapsidés baltymo

gene [22, 44].

1.8.4. Alternatyva ZPV DNR tyrimams — ZPV iRNR tyrimai
Neseniai ZPV RNR tapo svarbiu ZPV infekcijos molekulinés diagnostikos taikiniu.
Priesingai nei ZPV DNR tyrimai, kurie parodo tik ZPV genomo buvima, RNR tyrimy tikslas —

jvertinti ZPV genomo raiska, vadinasi viruso aktyvuma infekuotose lastelése. Naudojant PGR
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paremtus metodus (atvirkstinés transkriptazés PGR, kiekybini TL-PGR ir TL-PGR) gali buti
nustatyti ZPV EG6 ir E7 transkriptai [44].

PreTect HPV-Proofer tyrimas (NorChip) nustato ZPV E6/E7 onkogenini aktyvuma.
Tiriama penkiy daZniausiai pasitaikan¢iy didelés rizikos ZPV tipy (16, 18, 31, 33 ir 45) E6/E7
iRNR raiska. Sie didelés rizikos ZPV tipai nustatomi beveik 89 — 97 proc. gimdos kaklelio
karcinomos atveju. Tyrimas jungia nukleoriigs¢iu sekos padauginimo technologija ir nustatyma
tikru laiku naudojant molekulinius Zymenis. Reakcijos principas: iRNR paver¢iama kDNR
atvirkStinés transkriptazés fermento pagalba; Rna-z¢ H suardo RNR i§ RNR-DNR hibrido — lieka
tik viengrandé DNR; pridéjus pradmeny ir polimerazg, vyksta komplementarios RNR grandinés
sintez¢, kuri vél naudojama naujame cikle [22, 37].

Neseniai atlikti tyrimai parodé, kad ZPV 16, 18, 31, 33 ir 45 tipy E6/E7 transkripty
nustatymas nukleortig§¢iy seka paremtu amplifikacijos tyrimu (angl. Nucleic acid sequence
based amplification, NASBA) (PreTect HPV-Proofer; Norchip) buvo daug specifiSkesnis
nustatant didelio laipsnio gimdos kaklelio pakitimus nei ZPV DNR nustatymas PGR naudojant
GP5+/6+ pradmenis [44]. Taip pat tyrimais nustatyta, kad HPV-Proofer testui biidingas mazesnis
klinikinis specifiSkumas. Manoma, kad HPV-Proofer jautrumas yra mazesnis d¢l to, kad tiriami
tik penki DR-ZPV tipai, kai tuo tarpu DNR yra tiriama 13 — 14 ZPV tipy [37].

APTIMA 7PV tyrimas — tai transkripcijos salygojamas amplifikacija paremtas testas, kuris
leidzia nustatyti 14 ZPV tipy (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68) E6/E7 iRNR
transkriptus. Tyrimas yra kokybinis. Tipas néra tiksliai nustatomas. Tyrimas APTIMA testu
susideda 18 trijuy pagrindiniy zingsniy:

e Taikinio E6/E7 iRNR ,,pagavimas*“ panaudojant ZPV specifinius oligomerus sujungtus
su magnetinémis mikrodalelémis;

e Taikinio E7 iRNR padauginimas;

e Gauty PGR fragmenty nustatymas vykdant hibridizacija su chemiliuminescencinémis
dalelémis zymétais zondais.

Reakcijose yra vidinés kontrolés transkriptas uZtikrinantis kokybiSka kiekvieno tyrimo
zingsnio atlikima. Analitinis tyrimo jautrumas yra 38 — 488 iRNR kopijos/méginyje pusiau

automatizuotose sistemose. Vykdant tyrimus su pilnai automatizuota sistema, analitinis jautrumas
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— 17 — 275 iRNR kopijos/méginyje. Tyrimui nebiidingos kryzminés reakcijos su MR-ZPV tipais,
su normalia flora ar kitais gimdos kaklelio méginyje galin¢iais biiti organizmais [37].

Kitas ZPV RNR tyrimo metodas yra papilomos viruso onkogeno transkripty padauginimas
(APOT). Taikant §{ metoda galima atskirti episominiy ir integruoty ZPV onkogeny transkriptus.
Gimdos kaklelio vézio atveju, DR-ZPV genomas daZniausiai biina integravesis i $eimininko
chromosomas, tuo tarpu normaliuose arba be piktybiniy poky¢iy audiniuose viruso DNR biina
episomy pavidale [44].

Privalumai: RNR tyrimui badingas didelis konkordantiskuma (97 proc.) tarp ZPV DNR ir
E6/E7 iIRNR, kuris parodo nuolating 7PV onkogeny raiSka gimdos kaklelio navike. RNR tyrimu
paremti testai pasiZymi aukStesne prognostine verte ir didesniu specifiSkumu nei DNR tyrimais
paremti testai [22].

Trukumai: RNR yra maziau stabili molekulé nei DNR, todél ja sunkiau isskirti 1§ biologiniy
méginiy. Sékmingam ZPV tyrimui yra svarbu tiriamosios medziagos laikymo terpés, kuriose

biity i§saugoma lasteliy morfologija, DNR, RNR ar baltymy vientisumas [44].

1.9. Komerci$kai prieinami ZPV nustatymo testai

Siuo metu isskiriamos penkios svarbiausios komerciniy ZPV nustatymo testy grupés:

1. DR-ZPV DNR nustatymu paremti testai. Tai grupé kokybiniy ir pusiau kiekybiniy testy,
kuriais ZPV DNR nustatoma panaudojant keliy 7PV tipyu zondy misinj. Siais testais néra
nustatomas konkretus ZPV tipas. Tyrimo atsakymas biina ZPV teigiamas arba neigiamas.

e Hybrid Capture 2 ZPV DNR testas. Tai FDA patvirtintas, populiariausias pastaryjy
deSimtmeciy testas dar ir dabar placiai naudojamas pasaulyje. HC2 nustato, bet ne
tipuoja 13 DR-ZPV tipy (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68) ir 5 MR-ZPV
(6, 11, 42, 43, 44) tipus [28, 22, 44, 4, 37].

e Cervista DR-ZPV testas. Tai dar vienas FDA patvirtintas kokybinis signalo amplifikacijos
testas. Testas nustato 14 ZPV tipu (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68).
Analitinis 14 DR-ZPV tipy nustatymo jautrumas siekia nuo 1250 iki 7500 viruso kopiju
méginyje priklausomai nuo tipo. HIST2H2BE histono 2 genas yra vidiné kontrole [12,
37].

o Amplicor ZPV testas. Tai kokybinis PGR paremtas testas, kuris nustato tuos pacius 13

7PV tipu (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68) kaip ir HC2. PGR produkty
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analizé vykdoma mikroplokstelése. Amplicor yra analitidkai specifiskesnis DR-ZPV tipy
tyrimas nei HC2. Tacdiau dél didesnio analitinio jautrumo, Amplicor klinikinis
specifiSkumas zymiai mazesnis nei HC2 [36, 37].

e Care 7PV testas. Tai testas paremtas supaprastinta HC2 technologija. Testas per 3
valandas nustato 13 ZPV tipy kaip ir HC2 originalas, plius ZPV-66 tipa. Tai greitas,
paprastas ir jperkamas ZPV testas. Tyrimai parodé¢, kad Care ZPV testas yra daug
zadantis kaip pirminés gimdos kaklelio vézio patikros testas neturtingose Salyse. Per
kelias valandas gaunamas tikslus ZPV tyrimo atsakymas ir to paties vizito metu galima
pradéti didelio laipsnio CIN gydyma.

e HPV/STD4 ACE testas. Testu nustatomas 21 ZPV tipas. Naudojami du pradmeny
miSiniai. Pirmu miSiniu nustatoma 16 DR-ZPV tipu (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,
56, 58, 59, 66, 67, 68, 70), o antru — 5 MR-ZPV tipai (6, 11, 42, 43, 44) bei Chlamydia

trachomatis ir Neisseria gonorrhoeae.

DR-ZPV DNR nustatymu paremti testai tuo paciu metu arba véliau genotipuojantys
ZPV-16 ir ZPV-18 tipus. Testais nustatoma 13 — 16 ZPV tipy ir ZPV-16, ZPV-18 tipai.
Atskirai nuo kity didelés rizikos ZPV tipy atliekant ZPV-16 ir ZPV-18 tipy nustatyma
galima jvertinti didesng CIN3 rizika ir skirti maziau agresyvu gydyma, jei nustatomas kitas
DR-ZPV tipas.
DR-ZPV DNR nustatymu paremti testai, kuriy metu kartu atlickamas ZPV-16 ir ZPV-18
tipy nustatymas [37]:
e Abbott RealTime didelés rizikos ZPV testas — tai tikro laiko PGR testas, kuriuo
nustatomi ZPV-16, ZPV-18 tipai ir dar 12 ZPV tipy: 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58,
59, 66, 68. Zmogaus p-globino genas naudojamas kaip vidiné¢ kontrolé. Tyrimo
analitinis jautrumas — 500-5000 ZPV DNR kopiju méginyje priklausomai nuo ZPV
tipo. Tirtas analitinis specifiSkumas nerodé¢ jokiy kryZminiy reakcijy su tirtais
organizmais, kurie gali buti aptinkami moters lytiniuose takuose [27, 37].
e Cobas 4800 ZPV testas. Tai tikro laiko PGR tyrimu paremtas testas, kuris
genotipuoja ZPV-16 ir ZPV-18 tipus bei bendrai nustato dar 12 ZPV tipy: 31, 33, 35,
39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68. Zmogaus [S-globino genas naudojamas kaip vidiné
kontrole. Per 8 valandas galima atlikti 288 tyrimus, o pirmy 94 méginiy rezultatus
galima stebéti jau po 5 valandy.
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o HPV4A ACE screening CE testas. Sis testas leidzia atlikti dauging PGR: taikant
HPV4A4 ACE testa vienu metu galima nustatyti 16 DR-ZPV tipu (26, 31, 33, 35, 39,
45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 73, 82) ir atskirai genotipuoti 16, 18 tipus bei 6/11
tipus. PGR produkty analizé atliekama elektroforezés budu.
DR-ZPV DNR nustatymu paremti testai, kuriais nustadius DR-ZPV galima genotipuoti
ZPV-16 ir ZPV-18 tipus:
e Cervista ZPV 16/18 testas — tai signalo amplifikacija paremtas kokybinis testas,
skirtas ZPV-16 ir ZPV-18 tipy nustatymui. Tyrimas atlickamas, kai Cervista testu
gaunamas ZPV teigiamas atsakymas. Tai vienintelis FDA patvirtintas ZPV
genotipavimo testas [37].
e DR-ZPV 16/18/45 zondy rinkinio testas — tai signalo amplifikacija paremtas
kokybinis testas. Testas paremtas HC?2 technologija ir skirtas specialiai ZPV-16, ZPV-
18, ZPV-45 tipy nustatymui, bet jy atskirai negenotipuoja. Gaunamas teigiamas arba
neigiamas atsakymas, kuris rodo, yra ar ne $iu trijy tipu infekcija. Taciau neseniai
patobulintas, naujausias DR-ZPV 16/18/45 genotipavimo testas jau atskirai
genotipuoja kiekviena tipa [37, 43].

ZPV DNR genotipavimo testai. Siuo metu tai didZiausia komerciskai prieinamy ZPV

nustatymo testy grupé. Taciau ju klinikiné verté iki $iol galutinai néra nustatyta. Siuo metu

ZPV genotipavimo metodai yra nepakei¢iami ZPV moksliniuose tyrimuose, tatiau labai

tikétina, kad artimiausioje ateityje, genotipavimo testai bus svarbis ir klinikinéje praktikoje.

Taciau tam reikalingi standartizuoti ir patvirtinti metodai, leidziantys specifiSkai nustatyti

apibrézta ZPV tipy spektra.

Atvirksting line — blot hibridizacija paremti ZPV genotipavimo testai. Tai daZniausiai

siandien naudojami ZPV genotipavimo testai. Tiriamoji DNR padauginama PGR biidu,

Po reakciju su konjugatu ir substratu yra vertinami juosteliy spalviniai signalai. Siuo metu
yra maziausiai penki komerciskai prieinami testai, kurie remiasi $ia technologija [37].

e INNO-LiPA 7PV genotipavimo testas — tai vienas daZniausiai naudojamy ZPV

genotipavimo testy. Viena i§ daugelio Sio testo versiju INNO—-LiPA;s leidZia nustatyti

26 ZPV tipus: 6, 11, 16, 18, 31, 33 — 35, 39, 40, 42 — 45, 51 — 54, 56, 58, 59, 66, 68,

70, 73, 74. INNO-LiPA;s neatskiria ZPV-68 nuo ZPV-73. INNO-LiPA Extra testo
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jautrumas yra 20 — 70 viruso kopiju méginyje. Sis testas gali nustyti 28 skirtingus
ZPV tipus: visus kaip INNO—-LiPA;s, i§skyrus ZPV-34 ir ZPV-42, ir dar nustato ZPV-
26, ZPV-69/ZPV-71 ir ZPV-82 [30, 37].

e Linear Array ZPV genotipavimo testas — tai taip pat vienas daZniausiai naudojamy
7PV genotipavimo testy, kuris nustato 36 7PV tipus: 6, 11, 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39,
40, 42, 44, 45, 51 — 54, 56, 58, 59, 61, 62, 64, 66 — 73, 81 — 84, 89 ir viena potipi (82
ZPV potipi arba 1S39) [37].

e Digene ZPV genotipavimo RH testas RUO. Digene RH testas yra neseniai
sukurtas testas, skirtas 18 ZPV tipy nustatymui: 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51 — 53,
56, 58, 59, 66, 68, 73, 82. Kaip vidiné kontrolé, nustatomas Zmogaus f-globino genas
[20, 37].

e FEasyChip HPV blot rinkinys — tai atvirkStinis dot—blot tyrimas, kuriuo galima
nustatyti 37 ZPV tipus: 6, 11, 16, 18, 26, 31 — 33, 35, 37, 39, 42 — 45, 51 — 54, 56, 58,
59, 61, 62, 66 — 72, 74, 81 — 85 ir viena potipi (44 7PV potipi arba ZPV-SS). HPV
Blot rinkinio V1.0 analitinis jautumas yra 1 — 50 ZPV genomo kopijy ir nebuvo
pastebéta jokiy kryzminiy reakcijy tarp netiriamy ZPV tipy.

e REBA-HPV-ID — tai neseniai pradétas naudoti atvirSktinis /ine—blot tyrimas,
kuriuo nustatomi 25 ZPV tipai: 6, 11, 16, 18, 31, 33, 35, 39, 42 — 45, 51 — 53, 56, 58,
59, 66, 68, 70, 72, 81, 84, 87. REBA-HPV-ID neskiria ZPV-59 nuo ZPV-68 ir ZPV-81
nuo ZPV-87.

Mikrogardeliy tyrimu paremti ZPV genotipavimo testai. Testo principas — atvirk§ting

hibridizacija. PGR produktai yra hibridizuojami su oligonukleotidu zondais, kurie yra

itvirtinti ant netirpiy pavirSiy arba DNR gardeliy. DNR gardelé gali biti sudarytas i$

vienos arba keliy mikrogardeliy, kas sudaro salygas, vienu metu atlikti daug tyrimy. Po

hibridizacijos, fluorescencija yra suzadinama monochromatine §viesa ir iSmatuojama

lazeriniy skaitytuvy pagalba. Fluorescuojantys Zymenys gali biiti prijungiami PGR arba

hibridizacijos metu [37].

e PapilloCheck ZPV patikros testas — tai vienas i§ dviejy daZniausiai naudojamy
PGR-mikrogardeliy tyrimu paremty testy. Testas gali nustatyti 24 ZPV tipus: 6, 11,
16, 18, 31, 33, 35, 39, 40, 42 — 45, 51 — 53, 56, 58, 59, 66, 68, 70, 73, 82. Zmogaus

27



ADATI genas naudojamas kaip vidiné kontrolé. PapilloCheck nustato nuo 30 iki 750
viruso kopiju méginyje, priklausomai nuo viruso tipo [13, 37].

e Clart HPV 2 — papilomos viruso klinikinés mikrogardelés. Tyrimas jungia PGR
padauginimg ir oligonukleotidy mikrogardelémis paremta nustatymo technologija,
kuri nustato 35 ZPV tipus: 6, 11, 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 40, 42 — 45, 51 — 54, 56,
58, 59, 61, 62, 66, 68, 70 — 73, 81 — 85, 89. Zmogaus CFTR genas naudojamas kaip
vidiné kontrole.

e HPV GenoArray testo rinkinys vienu metu gali nustatyti 21 ZPV tipa: 6, 11, 16,
18, 31, 33, 35, 39,42 — 45, 51 — 53, 56, 58, 59, 66, 68, 81. Naudojama vidiné kontrolé.
o GeneTrack ZPV DNR mikrogardelés leidZia nustatyti iki 28 7PV tipy: 6, 11, 16,
18, 31, 33 — 35, 39, 40, 42 — 45, 51, 52, 54, 56, 58, 59, 62, 66 — 72. Zmogaus
interferono — 2 genas naudojamas kaip vidiné kontrolé.

e GeneSQUARE 7PV mikrogardeliy testas leidzia nustatyti 23 7PV tipus: 6, 11, 16,
18, 30, 31, 33 — 35, 39, 40, 42, 45, 51 — 54, 56, 58, 59, 61, 66, 68. Tyrimo jautrumas
yra 10> — 10’ viruso kopijy méginyje, priklausomai nuo viruso tipo [37].

e [Infiniti ZPV tyrimy $eima susideda i§ triju tyrimu: Infiniti ZPV genotipavimo
tyrimo, Infiniti HR-HPV Quad tyrimo ir Infiniti HPV-Quad tyrimo. Infiniti ZPV
genotipavimo tyrimu galima nustatyti 26 7PV tipus: 6, 11, 16, 18, 26, 30, 31, 33 — 35,
39, 45, 51 — 53, 56, 58, 59, 66 — 70, 73, 82, 85. Infiniti HR-HPV Quad tyrimu galima
nustatyti 14 ZPV tipy: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68. Infiniti
HPV-Quad tyrimu galima nustatyti penkis atskirus ZPV tipus (16, 18, 31, 33, 45) ir
penkis ZPV tipy derinius: ZPV-6/ZPV-11, ZPV-35/ZPV-68, ZPV-39/ZPV-56, ZPV-
58/ZPV-52, ZPV-59/ZPV-51. HPV-Quad tyrimo analitinis ZPV-16 ir ZPV-18 tipy
jautrumas yra 300 ir 3000 viruso kopiju méginyje[17, 37].

o PANArray 7PV genotipavimo mikrogardelés nustato 31 /PV tipa: 6, 11, 16, 18,
26, 31 — 35, 39, 40, 42 — 45, 51 — 54, 56, 58, 59, 62, 66, 68 — 70, 73, 81, 83 ir viena
potipi (44 ZPV potipi arba ZPV-55). Zmogaus S-globino genas naudojamas kaip
vidin¢ kontrolé. Tyrimo jautrumas — 10 viruso kopiju méginyje [9, 37].

e HPVDNAChip leidzia vienu metu nustatyti 22 7PV tipus: 6, 11, 16, 18, 31, 33 —
35, 39, 40, 42 — 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68, 69. Zmogaus [-globino genas

naudojamas kaip vidiné kontrolé.
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e GG 7PV mikrogardelés leidzia nustatyti 41 ZPV tipa: 6, 7, 10, 11, 16, 18, 26, 27,
30 — 35, 39, 40, 42, 44, 45, 51 — 54, 56 — 59, 61, 62, 66 — 70, 72, 73, 81 — 84, 91 ir
viena potipi (44 ZPV potipj arba ZPV-55). Zmogaus S-globino genas naudojamas
kaip vidiné kontrolé.

o Suspencinémis gardelémis (XMAP, Luminex) paremti ZPV genotipavimo tyrimai.
Principas — hibridizacija su fluoroforais Zymétais polistireno rutuliukais. ZPV tyrimuose
naudojami rutuliuvky miSiniai. Kiekvienas rutuliukas yra sujungtas su skirtingais
oligonukleotidy zondais, kuriy kiekvienas yra specifiskas konkre¢iam ZPV tipui.
Vykdoma atvirks§tiné hibridizacija tarp biotinu Zyméty PGR produkty ir zondy esanciy
rutuliuky pavir§iuje. Tyrimo pabaigoje matuojant fluorescencija galima gauti pusiau
kiekybinij tyrimo atsakyma. Siuo metu yra bent du komerciskai prieinami testai.

e Dauginis ZPV genotipavimo rinkinys (Multiplex HPV Genotyping Kit) V1.0
leidzia aptikti ir nustatyti 24 ZPV tipus: 6, 11, 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 42 — 45, 51 —
53, 56, 58, 59, 66, 68, 70, 73, 82 . Zmogaus S-globino genas naudojamas kaip vidiné
kontrolé.

e Digene 7PV genotipavimo LQ testas RUO leidzia nustatyti 18 ZPV tipy: 16, 18,
26, 31, 33, 35, 39, 45, 51 — 53, 56, 58, 59, 66, 68, 73, 82. Véliausioje (2009 m.)
Digene LQ testo (V1.0) versijoje kartu vykdomas ir Zzmogaus p-globino geno
padauginimas ir nustatoma nuo 5 iki 10 000 viruso kopiju meéginyje, priklausomai nuo
viruso tipo.

. Gelio elektroforeze paremti ZPV genotipavimo tyrimai. Padauginti produktai yra
analizuojami agarozés gelyje. Priklausomai nuo naudojamy pradmeny, nustatomi skirtingi
ZPV spektrai. Restrikcijos fragmenty ilgio polimorfizmo analizé taikoma ZPV tipui
specifiniy restrikcijos fragmenty nustatymui.

e BIOTYPAP rinkinys liedzia vienu metu aptikti ir nustatyti 31 /PV tipa: 6, 11, 13,
16, 18, 30 — 35, 39, 40, 42 — 44, 51 — 54, 56 — 59, 61, 62, 64, 66 — 69 ir viena potipi
(44 ZPV potipi arba ZPV-55). Padauginti produktai yra sukarpomi 5 skirtingomis

restrikcijos endonukleazémis ir analizuojami agarozés gelyje [37].

4. DR-ZPV E6/E7 iRNR nustatymu paremti testai. Atlikti tyrimai parodé, kad ZPV iRNR
tyrimai gali buti kliniSkai naudingi. DiagnostiSkai svarbiausi viruso E6 ir E7 onkobaltymy

transkriptai. Viruso iRNR nustatymas gali biti atliekamas atvirkstinés transkripcijos badu
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arba nukleoriig§¢iy seka paremta amplifikacija (angl. NASBA). KomerciSkai prieinami trys
testai, kurie remiasi E6/E7 transkripty nustatymu.
PreTect HPV-Proofer — tai tyrimas paremtas NASBA technologija, kuri leidzia
kokybiskai nustatyti penkiy dazniausiai gimdos kaklelio vézio lastelése aptinkamy DR-
ZPV tipy (16, 18, 31, 33, 45) E6/E7 iRNR transkriptus. Testas pasizymi maZesniu
klinikiniu jautrumu, ta¢iau Zymiai didesniu klinikiniu specifiskumu nei ZPV DNR tyrimu
paremti testai [22, 37, 44].
NucliSENS EasyQ ZPV testas paremtas originalia HPV-Proofer metodika, kuri buvo §iek
tiek patobulinta. Analitinis tyrimo jautrumas yra nuo 2,3 x 10” iki 3,0 x 10* viruso
kopiyjw/ml. Testui nebiidingos kryzminés reakcijos su kitomis medziagomis, kuriy gali biiti
tiriamojoje medziagoje [37].
APTIMA ZPV tyrimas leidzia nustatyti 14 ZPV tipy (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56,
58, 59, 66, 68) E6/E7 iRNR transkriptus. Testas yra kokybinis ir ZPV tipas néra tiksliai
nustatomas. Testo jautrumas yra 38 — 488 iRNR kopijos/méginyje [14, 37].
In situ hibridizacija (ISH) — tai vienintelis molekulinis metodas leidZiantis patikimai aptikti
ir nustatyti ZPV buvimo vieta paZeistose plokstaus epitelio lastelése. Integruotas virusas
matomas kaip taskinis signalas, o episomy formos virusas matomas difuziskai pasklides po
branduoli. Taciau ISH tyrimy jautrumas yra nepakankamas, kad juos buty galima naudoti
rutininiuose tyrimuose [37, 44].
INFORM HPYV — tai keliy rasiy komerciSkai prieinami ISH zondy miSiniai, kuriais 7PV
DNR gali biiti nustatoma citologiniuose ir histologiniuose méginiuose. Pvz., INFORM
HPV Il zondy miSiniu galima nustatyti 12 7PV tipu: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,
56, 58, 66. INFORM HPV III testo jautrumas yra 10 — 50 viruso kopiju lasteléje, kai
tiriami formaline fiksuoti audiniai [37].
GenPoint ZPV biotinu zyméti DNR zondai — tai zondu miSinys, kuriuo galima tirti
citologinius ir histologinius méginius. Juo galima nustatyti 13 ZPV tipu: 16, 18, 31, 33,
35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68 [22, 37].
ZytoFast ZPV zondai. Jais galima nustatyti platy spektra MR-ZPV ir DR-ZPV tipy tiek
citologiniuose, tiek ir histologiniuose méginiuose. ZytoFast ZPV zondai yra nukreipti

pries E6/E7 ir L1 baltymy DNR ir iRNR sekas. Neseniai atliktuose tyrimuose ZytoFast
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7PV zondai buvo sékmingai panaudoti p16™~** baltymo ir ZPV infekcijos nustatymui
tuo paciu metu, tame paciame gimdos kaklelio karcinomos pjuvyje [34, 37].

o ZPV OncoTect testas. Testas yra paremtas lasteliy tyrimu panaudojant FISH. DR-ZPV
E6/E7 iRNR transkriptai nustatomi sveikose lastelése. Testa pasitilyta naudoti kartu su
kitais ZPV testais kaip indikatoriy, kuris parodo ligos aktyvuma. OncoTect kiekybiskai
parodo E6/E7 iRNR kieki kiekvienoje tirtoje lasteléje ir procentiskai iSreiskia lasteliy
kieki, kuriose yra zymiai padidéjusi E6/E7 iRNR raiska [37].

Be komerciskai prieinamy testy, egzistuoja ir laboratorijose kurti testai (angl. ,.in-house*
testai). Daugelis biomedicinos tyrimo laboratorijy turi paciy sukurtas ir idiegtas PGR
technologijas, paremtas naujausiy moksliniy tyrimy duomenimis ir veiksmingai jas taiko ZPV
nustatymui ir tipavimui. Taciau ,in house* PGR testams, triikksta tarplaboratorinés
standartizacijos [2, 4, 28]. Taigi tokie testai, kurie néra kliniSkai patvirtinti, eksperty nuomone,
negali biiti naudojami nei motery patikrai esant CIN, nei pirminei patikrai [37].

Kelis paskutinius deimtmegius ZPV tyrimy standartu buvo laikomi DNR tyrimu paremti
testai, kuriais galima nustatyti 13 — 14 zmogaus papilomos viruso tipy be tikslaus tipy
identifikavimo. Manoma, kad ateities ZPV nustatymo standartas bus 14 DR-ZPV tyrimas
sujungtas su ZPV-16 ir ZPV-18 tipy nustatymu. Klinikiné ZPV genotipavimo testy verté kol kas
dar néra nustatyta, taip pat daug démesio skiriama nauju ZPV infekcijos molekuliniy Zymeny
nustatymo testy kiirimui. Taip pat labai svarbiis RNR tyrimu paremti testai, kurie pasizymi
aukstesne prognostine verte ir didesniu specifiSkumu nei DNR tyrimais paremti testai. Taigi,
automatizacija, kainos mazéjimas ir klinikinio specifiSkumo pagerinimas — tai pagrindiniai

uzdaviniai kuriant ZPV testus ateityje [22, 37].

1.10. ZPV tyrimo klinikiné nauda

Anogenitaliné ZPV infekcija labai dazna populiacijoje tarp jauny, seksualiai aktyviy
asmeny. Kai kuriy tyrimy duomenimis iki 70 proc. studenty amZiaus merginy nustatoma ZPV
infekcija. Laimei, dauguma S$iy infekcijy yra trumpalaikés ir tik labai mazai daliai motery
i§sivysto ilgalaiké infekcija. Jei moteris uzsikrétusi didelés onkogeninés rizikos ZPV, ilgalaikeé
infekcija gali sukelti CIN2, CIN3 ar gimdos kaklelio vézi. Todél, atliekant ZPV nustatyma kaip
pirming patikra, svarbu atskirti didelg¢ dali motery su trumpalaike infekcija ir sutelkti démes;i i tas

moteris, kuriy infekcija jau yra ilgalaiké. Laikina ZPV infekcija yra retesné moterims, vyresnéms
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nei 30 mety. Po 30 mety ZPV teigiamy motery skai¢ius Zymiai sumazéja. Taigi, norint i§vengti
trumpalaikiy ZPV infekcijy nustatymo, rekomenduojama ZPV tyrimus atlikti moterims nuo 30
mety.

Kaip patikros testas, ZPV DNR tyrimas turi daugiau privalumy lyginant su citologiniu
ivertinimu ar vizualiniu gimdos kaklelio apzitiréjimu:

1. Didesnis jautrumas, o tai ypac svarbu tada, jei toks tyrimas moteriai bus atlickamas tik
viena karta gyvenime;

2. Atliekant ZPV DNR tyrima yra nustatomos ne tik moterys, sergandios kuria nors
gimdos kaklelio liga, bet taip pat ir tos, kurioms yra padidéjusi rizika per 3 — 10 mety
18sivystyti gimdos kaklelio neoplazijai,

3. Testo interpretacija yra objektyvi ir neturi vizualiniams patikros metodams ar gimdos

kaklelio citologiniam vertinimui budingo subjektyvumo [44].

Atlikta 14 moksliniy tyrimy apzvalga parodé, kad citologinio tyrimo vidutinis jautrumas ir
specifiskumas atitinkamai buvo 60 proc. ir 95 proc. Atitinkamai buvo jvertintas ZPV DNR
tyrimo jautrumas ir specifiSkumas, kurio rezultatai buvo 85 proc. ir 84 proc. [39]. Atlikus ZPV
DNR nustatymo tyrimus moterims vyresnéms nei 30 mety, jautrumo ir specifiSkumo rezultatai
buvo Zenkliai geresni: vidutinis jautrumas ir specifiSkumas buvo 89 proc. ir 90 proc. Be to,
atliktiems didelés rizikos ZPV DNR tyrimams nustatyta labai didelé neigiama prognostiné verté
(NPV), t.y., jei ZPV DNR testas neigiamas, tikétina, jog néra jokio ligos. Tai labai svarbu
patikros programoms. Jei moteriai vir§ 30 mety ZPV DNR testas yra neigiamas, tada galima
padidinti patikros laiko intervalus. Jei ir citologinis tyrimas neigiamas, tai tikétina, kad gimdos
kaklelio vézio rizika sumazéja labai ilgam laikui. Taigi patikry metu galima atlikti abu tyrimus
arba yra kita galimybe, t.y. atlikus ZPV DNR testq atrinkti moteris citologiniam tyrimui. Jei ZPV
DNR testas teigiamas, o citologiniy poky¢iy néra arba nustatomas ASCUS, tyrima kartoti po 12
ménesiy. ZPV DNR nustatymui bidingas gana mazas specifiskumas, nes dauguma motery,
kurioms ZPV DNR testas yra teigiamas, neturi jokiy citologiniy ar histologiniy poky&iy, kurie
rodyty liga. Tyrimai rodo, kad per laika ZPV DNR tyrimy specifiskumas auga Zenkliai, nes ZPV

DNR tyrimas nustato grupg motery, kurioms biitina atidesné prieZitira [44].
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2. TYRIMO MEDZIAGA IR METODAI

2.1. Tyrimo medzZiaga

ZPV tyrimui buvo naudojami DNR méginiai, iSgryninti i§ skysty terpiy urogenitaliniy
nuograndy éminiy. Tyrimas buvo vykdomas nuo 2010 m. kovo ménesio iki 2011 m. vasario
ménesio Valstybiniame patologijos centre. Tyrimas atliktas 25 moterims. 2011 m. geguzes

meénesj tyrimas atliktas dar 7 moterims.

2.2. ZPV nustatymo metodai
Meéginiai buvo tiriami PGR metodu su keturiais skirtingais rinkiniais:
) ,,Seeplex® HPV4 ACE Screening*,
e . Seceplex” HPV4A4 ACE Screening“;
e AB ,Sorpo Diagnostics*,
° ,,AmpliSens® HPV HCR screen-Eph*.
Pirmiausiai buvo iSskirta DNR, naudotas ,,Ql4amp MinElute Virus Spin* reagenty rinkinys.

2.2.1. DNR iSskyrimas
Virusinés DNR i$skyrimas buvo atlickamas kolonéliy metodu (5 pav.). ISskyrus DNR,

buvo nustatoma jos koncentracija ir Svarumas.

1. Lizavimas:

1) 11,5 ml mégintuvélj ipilti 25 pl proteazés K, 200 pl meéginio ir 200 pl lizés buferio (sudétyje
turin¢io 6,2 pl neséjo RNR), uzdaryti ir purtyti 15 s.

2) Inkubuoti 15 min maisykléje su Sildymo funkcija 56 °C temperatiiroje.

3) Trumpai centrifuguoti (30 s).

4) 1 meégini ipilti 250 pl 96 proc. etanolio, purtyti 15 s. Lizata su etanoliu inkubuoti 5 min.
kambario temperatiiroje (15 — 25 °C).

5) Trumpai centrifuguoti (30 s).

2. Lizato filtravimas per kolonéle:
6) Visa lizata 1§ meégintuvélio perpilti tiesiai ant kolonéles, uzdaryti ir centrifuguoti 8000

aps/min 1 min. Filtrata iSmesti, o kolon¢lg patalpinti { nauja 2 ml surinkimo mégintuvelj.
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3. DNR iSgryninimas:

7) Ipilti 500 pl plovimo buferio 1. Mégintuveli uzdaryti ir centrifuguoti 8000 aps/min 1 min.
Filtrata iSmesti, o kolonélg patalpinti i nauja 2 ml surinkimo mégintuvelj.

8) Ipilti 500 ul plovimo buferio 2. Mégintuvéli uzdaryti ir centrifuguoti 8000 aps/min 1 min.
Filtrata iSmesti, o kolonélg patalpinti i nauja 2 ml surinkimo mégintuvélj.

9) Ipilti 500 pl 96 proc. etanolio. Mégintuvéli uzdaryti ir centrifuguoti 8000 aps/min 1 min.
Filtrata iSmesti, o kolonélg patalpinti i nauja 2 ml surinkimo mégintuvélj.

10) Centrifuguoti 14000 aps/min 3 min tam, kad nusauséty membrana.

11)Patalpinti kolonélg 1 nauja 1,5 ml meégintuvel, ji atidaryti ir inkubuoti 3 min 56°C
temperatiiroje.

4. DNR isplovimas

12) Tiesiai ant kolonélés membranos ipilti 50 pl iSplovimo buferio. Mégintuvéli uzdaryti ir

inkubuoti 5 min kambario temperatiiroje. Centrifuguoti 14000 aps/min 1 min.

2.2.2. DNR koncentracijos ir Svarumo matavimas
Matavimai atlikti Lambda 25 UV/VIS spektrofotometru. DNR koncentracija ir §varumas

tvertinamas matuojant DNR tirpaly sugertis 260 nm ir 280 nm spektrometro bangy ilgiais.
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5 pav. DNR isskyrimas kolonéliy metodu

2.3. Polimerazés grandininé reakcija (PGR)

2.3.1. ZPV tyrimas ,Seeplex® HPV4 ACE Screening“ ir ,Seeplex® HPV4A ACE

Screening* rinkiniu

1. PGR miSinio paruosSimas

1) Meégintuvelyje (1,5 ml) paruosti PGR komponenty miSinys. Vienam meéginiui:
¢ 10 pl 2 x pagrindinio mi$inio,
¢ 4 nl pradmeny misinio,

e 3 ul 8-MOP tirpalo.
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Priklausomai nuo vienu metu tiriamy méginiy skai¢iaus, PGR mi$inio sudedamyjy daliy
kiekis dauginamas i§ to skaiCiaus, kiek meginiy yra tiriama. Pvz., jei atlieckama 10 tyrimy, tai
pilama 100 pl 2 x pagrindinio mi$inio, 40 pl pradmeny miSinio ir t.t. ParuoSta miSini supurtyti,

centrifuguoti 30 s 8000 aps/min.

2) PGR miSinj i$pilstyti po 17 ul i 0,2 ml talpos PGR mégintuvélius. | kiekviena mégintuveli
ipilti po 3 pl tiriamo meéginio DNR. Galutnis reakcijos tiiris — 20 pl. Mégintuvéliai supurtomi

ir centrifuguojami 30 s 8000 aps/min.

2. PGR programa

Paruostus 0,2 ml talpos mégintuvélius su PGR miSiniu ir méginio DNR sudéti 1
termociklerj. PGR ciklas ZPV nustatymui pateiktas 3 lenteléje:

3 lentele. PGR programa

Temperatiira | Laikas Cikly skaicius
94 °C 15 min 1
94 °C 30s
60 °C 1 min 30 s 40
72 °C 1 min 30 s
72 °C 10 min 1

3. Agarozés gelio elektroforezé

1) ParuoSiamas 2 proc. agarozés gelis. Atvésinta agarozés tirpala tolygiai supilti | paruosta forma
ir istatyti ,Sukutes”. Geliui sustingus, ,Sukutes® atsargiai iStraukti, o geli perkelti i
elektroforezés vonelg, kuri uzpildyta 1xXTBE buferiu.

2) 5 ul PGR produkto inesti i agarozés gelio Sulinéli. I pirmaji Sulinélj inesti 5 pl standarto.

3) Elektroforezé vykdoma nuo 40 min iki 1 val., esant 110 V jtampai.

4) Gelis nudazomas etidzio bromido tirpalu.

5) Gelis nufotografuojamas UV §viesoje (Sviesos bangos ilgis 312 nm), panaudojant geliy

dokumentavimo sistema UVITEC.

4. PGR rezultaty interpretavimas

JSeeplex” HPV4 ACE Screening* rinkiniu galima nustatyti specifiskai 16 ir 18 ZPV
tipus, didelés onkogeninés rizikos (11 tipu: 31, 33, 35, 45, 51, 56, 58, 59, 66, 67, 70) ir mazos
onkogeninés rizikos (5 tipus: 6, 11, 42, 43, 44) ZPV tipus. Siy tipy nustatymas atliekamas pagal
padauginty fragmenty dydj, lyginant juos su DNR fragmenty ilgio standartu (6 pav.).
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4 lentelé. ZPV tipy DNR fragmenty ilgiai (,,Seeplex” HPV4 ACE Screening*)

ZPV tipas Padauginto fragmento dydis (bp)
Vidiné kontrolé 1000
ZPV-16 588
Didelés rizikos (DR) tipas 465
Mazos rizikos (MR) tipas 302
ZPV-18 230

4-® Vidine kontrole

<49 DR 2PV

<+®)\[R 7PV
<8 7PV-18

6 pav. Standartas ZPV nustatymui
Seeplex” HPV4A ACE Screening” rinkiniu galima nustatyti specifiskai 16 ir 18 ZPV
tipus, ZPV-6/11 tipus ir 16 didelés onkogeninés rizikos ZPV tipy (26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,
53, 56, 58, 59, 66, 68, 73, 82). Siy tipy nustatymas atlieckamas pagal padauginty fragmenty dydi,

lyginant juos su DNR fragmenty ilgio standartu (7 pav.).

5 lentele. ZPV tipy DNR fragmenty ilgiai (,,.Seeplex® HPV4A4 ACE Screening®)

ZPV tipas Padauginto fragmento dydis (bp)
Vidiné kontrolé 1000
ZPV-16 588
Didelés rizikos (DR) tipas 465
ZPV-6/11 302
ZPV-18 230

4@ Vidiné kontrolé

<o DR ZFV

+®7pV_6/11
<® 7PV-18

7 Pav. Standartas ZPV nustatymui
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2.3.2. ZPV tyrimas AB ,,Sorpo Diagnostics“ rinkiniu

1. PGR miSinio paruoSimas

1) 1,136xZPV MM reakcijos miinj atitirpinti kambario temperatiiroje, sumaiSyti ir 2-3 s

centrifuguoti.

2) PGR atliekama 25 pl miSinyje. Reakcijos miSinio komponentai pateikti 6 lenteléje:

6 lentelé. PGR mi$iniy paruos$imas

Komponentas Méginys | Teigiama kontrolé | Neigiama kontrolé
1,136xZPV MM 22 ul 22 ul 22 ul
Tiriama DNR 3 ul - -
7PV teigiama kontrolé - 3 ul -
Vanduo be nukleaziy - - 3 ul
Bendras tiiris | 25 pl 25 ul 25 ul

2. PGR programa

PGR misinius lengvai sumaisyti ir mégintuvélius sudéti i termocikleri. PGR ciklas ZPV

nustatymui pateiktas 7 lenteléje:

7 lentelé. PGR programa

Temperatiira | Laikas Cikly skaicius
50 °C 2 min 1
95 °C 7 min 1
95 °C 30s
56 °C 1 min 40
72 °C 30s
72 °C 2 min 1

3. Agarozés gelio elektroforezé

1) ParuoSiamas 2 proc. agarozés gelis. Atvésinta agarozés tirpala tolygiai supilti | paruosta forma
ir jstatyti ,Sukutes”. Geliui sustingus, ,Sukutes* atsargiai iStraukti, o geli perkelti {
elektroforezés vonele, kuri uzpildyta 1xTBE buferiu.

2) 12 ul ZPV PGR miSinio ine$ti { agarozés gelio Sulinélius. Salia analizuojamy meéginiy i
atskira Sulinéli inesti 4 pl DNR fragmenty ilgio standarto. Tai keturiy DNR fragmenty
miSinys: 100, 250, 400 ir 700 baziy pory.

3) ZPV elektroforezé vykdoma 30 — 35 min, esant 110 V jtampai.

4) Gelis nudazomas etidZio bromido tirpalu.

5) Gelis nufotografuojamas UV §viesoje (Sviesos bangos ilgis 312 nm), panaudojant geliy

dokumentavimo sistema UVITEC.
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4. PGR rezultaty interpretavimas

AB ,,Sorpo diagnostics* bendruoju ZPV PGR rinkiniu galima nustatyti 16 didelés rizikos
7PV tipu: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 51, 52, 56, 58, 59, 45, 66, 68, 73, 82 ir §iuos mazos rizikos 7PV
tipus: 6, 11, 40, 42, 53, 54, 55, 61, 62, 64, 67, 70, 71, 72, 1S39, CP8304, CP6108, MM4, MM7,
MMS ir kt. (i viso apie 45 tipus). Analizuojamy méginiy takeliuose esantis 166 bp PGR
produktas rodo, kad tiriamame méginyje yra ZPV DNR. Nustaius ZPV tiriamuosiuose

méginiuose, atlickamas ZPV genotipy nustatymas ,,Sorpo Diagnostics* genotipavimo rinkiniu.
5. ZPV genotipavimas

1) I AB ,,Sorpo diagnostics* genotipavimo rinkinio sudéti ieina keturi skirtingi PGR miSiniai,

kuriy kiekviename yra tiriamiesiems ZPV tipams specifiniai pradmenys:

e 7PV MM-1 nustatomi ZPV genotipai yra 16, 18, 39, 58;

e 7PV MM-2 nustatomi ZPV genotipai yra 52, 33, 56, 31;

e 7PV MM-3 nustatomi ZPV genotipai yra 35, 68, 59, 45;

e 7PV MM-4 nustatomi ZPV genotipai yra 6/11, 66, 51.

Kiekvienas ZPV teigiamas méginys analizuojamas su visais keturiais ZPV MM. Pries

tyrima, ZPV MM atitirpinti, pamaisyti, 2-3 s centrifuguoti.
2) Reakcijos miSinius paruosti pagal informacija, pateikta 8 lenteleje:

8 lentele. PGR miSiniy paruoSimas

Komponentas Meéginys | Teigiama kontrolé | Neigiama kontrolé
/PV MM 22 ul 22 ul 22 ul
Tiriama DNR 3ul - -
ZPV teigiama kontrolé - 3ul -
Vanduo be nukleaziy - - 3ul
Bendras tiiris | 25 pl 25 ul 25 ul

3) PGR miSinius lengvai sumaiSyti, mégintuvélius sudéti i termocikleri PGR ciklas ZPV

nustatymui pateiktas 9 lenteléje:

9 lentelé. PGR programa

Temperatiira | Laikas Cikly skaicius
50 °C 2 min 1
95 °C 7 min 1
95 °C 30s
62 °C 30s 35
72 °C 45s
72 °C 2 min 1
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4) 12 pl ZPV PGR miSinio ine$ti | agarozés gelio Sulinélius. Salia analizuojamy méginiy {
atskira Sulinéli inesti 4 pul DNR fragmenty ilgio standarto. Tai keturiy DNR fragmenty
misinys: 100, 250, 400 ir 700 bp.

5) Elektroforez¢ vykdoma 40 — 50 min, esant 110 V jtampai.

6) Gelis nudazomas etidzio bromido tirpalu.

7) Gelis nufotografuojamas UV Sviesoje (Sviesos bangos ilgis 312 nm), panaudojant geliy

dokumentavimo sistema UVITEC.

6. ZPV genotipavimo rezultaty jvertinimas
Rinkiniu galima nustatyti 14 didelés rizikos ir 2 mazos rizikos ZPV tipy DNR. Pagal PGR
produkty i$sifrakcionavima agarozés gelyje, nustatoma, kokio tipo ZPV yra tirtame méginyje.

PGR produkty dydis lyginamas su DNR fragmenty ilgio standartu.

10 lentelé. Dauginé PGR sistema ZPV genotipy nustatymui

sils)t(;llr{la Nustatomi ZPV genotipai ZPV genotipy PGR produkty dydis
. . ZPV-16: 473 bp; ZPV-18: 338 bp;
ZPV MM-1 16, 18, 39, 58; 7PV-39: 245 bp; ZPV-58: 144 bp;
Ny ) ZPV-52: 533 bp; ZPV-33: 414 bp;
ZPV MM-2 52, 33, 56, 31; 7ZPV-56: 346 bp; ZPV-31: 279 bp;
Ny ] ZPV-35: 450 bp; ZPV-68: 349 bp;
ZPV MM-3 35, 68, 59, 45; 7ZPV-59: 231 bp; ZPV-45: 167 bp;
Ny ] ZPV-6/11: 350 bp; ZPV-66: 293 bp;
7PV MM-4 6/11, 66, 51; 7PV-51: 239 bp;

2.3.3. ZPV tyrimas ,,AmpliSens® HPV HCR screen-Eph* rinkiniu
1. PGR miSinio paruosSimas
1) PGR miSinys N méginiy ruosSiamas taip:

o 5*N+1) ul PCR-mix-1

e 10*(N+1) pul 2,5x PGR buferio

o 0,5%(N+1) pl polimerazes (TagqF)

Ruogiamos trys kontrolés: neigiama, teigiama zmogaus DNR kontrolé (ZPV-), teigiama 31,

39, 56 ZPV tipy ir Zmogaus DNR kontrolé (ZPV+). Paruosta misinj supurtyti, centrifuguoti 30 s
8000 aps/min.
2) MiSinj iSpilstyti { PGR mégintuvelius po 15 pl. [ atitinkamus mégintuvelius ipilti 10 pl
tiriamosios DNR, teigiamas ir neigiama kontrolg. Vieno méginio reakcijos miSinio tiris — 25 pl.
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2. PGR programa
Paruostus 0,2 ml talpos mégintuvélius su PGR miSiniu ir tiriamaja DNR sudéti i

termociklerj. PGR ciklas ZPV nustatymui pateiktas 11 lenteléje:

11 lentelé. PGR programa

Temperatiira | Laikas Cikly skaiCius
95 °C 15 min 1
95 °C 15s
63 °C 30s 42
72 °C 30s
72 °C 60 s 1

3. Agarozés gelio elektroforezé
1) ParuoSiamas 1,7 proc. agarozés gelis. Atveésinta agarozeés tirpala tolygiai supilti 1 paruosta
forma ir istatyti ,,Sukutes®. Geliui sustingus, ,,Sukutes* atsargiai iStraukti, o geli perkelti i
elektroforezés vonelg, kuri uzpildyta 1xTBE buferiu.
2) 12 pl tiriamojo méginio ir kontroliy inesti | gelio Sulinélius.
3) Elektroforezé vykdoma apie 50 min, esant 110 V jtampai.
4) Gelis nudazomas etidzio bromido tirpalu.
5) Gelis nufotografuojamas UV S§viesoje (Sviesos bangos ilgis 312 nm), panaudojant geliu
dokumentavimo sistema UVITEC.
4. PGR rezultaty interpretavimas
Tiriamojoje medziagoje ,,AmpliSens® HPV HCR screen-Eph* rinkiniu galima nustatyti
didelés onkogeninés rizikos ZPV tipu 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 70 DNR ir
zmogaus genomo DNR fragmenta (S-globino gena). Padauginti DNR fragmentai nustatomi pagal
ju ilgi. Vidinés kontrolés (f-globino geno fragmento) ilgis — 723 bp, o ZPV tipy 16, 18, 31, 33,
35, 39, 45, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 70 DNR fragmenty ilgiai nuo 267 iki 325 bp. Tyrimo

atsakymas yra ZPV teigiamas, jei gelio nuotraukoje matomas 267 — 325 bp ilgio fragmentas.

2.4. Statistiné analizé

Gauti duomenys statistiskai apdoroti MS Excel programine jranga.
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3. REZULTATAIIR JU APTARIMAS

3.1. Bendrosios charakteristikos

Atlikto tyrimo tikslas buvo skirtingais komerciniais rinkiniais istirti ZPV infekcija
tiriamuosiuose méginiuose ir parinkti ZPV nustatymui tinkamiausia diagnostinj rinkini. Tyrimui
buvo pasirinktas PGR metodas, o ne pla¢iai naudojamas JAV bei Europos kokybés sertifikatus
turintis HC2 metodas. PGR yra ypac jautrus, greitas, komerciskai prieinamas metodas, kuriam
reikalingas nedidelis tiriamosios medziagos kiekis, ir kuriuo galima tiksliai identifikuoti ZPV
tipus. HC2 metodas nenustato ZPV genotipy, galimi klaidingai neigiami rezultatai, nes néra
vidinés kontrolés, o dél kryzminiy reakciju galimi klaidingai teigiami rezultatai. Naujausi
literatiiros $altiniai teigia, kad PGR turi daug perspektyvy ateityje ir manoma, kad ZPV
nustatymo standartas bus 14 DR-ZPV tipy tyrimas sujungtas su ZPV-16 ir ZPV-18 tipy
nustatymu [4, 22, 37, 44]. Todél ivertinus Siy metodu privalumus ir trikumus buvo pasirinktas
PGR metodas.

Tyrime dalyvavo 25 jvairaus amziaus moterys. Jauniausia tyrimo dalyvé buvo 19 mety
(gimusi 1991 m.), o vyriausia — 62 mety (gimusi 1948 m.). Amerikos kolposkopijos ir gimdos
kaklelio patologijos draugija (ASCCP) rekomenduoja ZPV testa atlikti moterims, kai joms bus 30
mety ir daugiau [40, 44]. Siame tyrime dalyvavo 16 motery 30 ir daugiau mety ir 14 jaunesniy
nei 30 mety motery (12 lentelé). Visoms moterims prie§ ZPV tyrima buvo atliktas citologinis

gimdos kaklelio tyrimas.

8 pav. Tiriamyjy citologinio gimdos koklelio tyrimo atsakymai
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Intraepiteliniy pokyCiy nenustatyta 60 proc. (n=14) pacienciy. Vienai motery tikétini
reaktyviis pokyCiai vietoj nenustatyty intraepiteliniy pokyc¢iy, o antrajai — ASCUS. [vairaus
laipsnio gimdos kaklelio plokstaus epitelio pazeidimai nustatyti 40 proc. (n=11) tirty motery (8
pav.). Nustatyta ASCUS, ASC-H, LSIL, HSIL poky¢iai. Dvieju motery citologinio tyrimo
atsakymai dvejopi. Vienos i§ tirty motery diagnozé HSIL arba ASC-H, o antros — LSIL arba
ASCUS (12 lentelg).

12 lentelé. Informacija apie pacientes, kurioms buvo atliktas ZPV tyrimas

. . e Pacientés
Tyrimo méginio .. . .
. gimimo Citologija
numeris .
metai

1970 Neéra IPPN, reaktyviis poky¢iai
1985 Néra IPPN
1980 Néra IPPN
1981 Néra IPPN
1983 Néra IPPN
1984 Néra IPPN
1979 Néra IPPN
1979 Néra IPPN
1984 Néra IPPN
1985 Néra IPPN
1979 Néra IPPN
1970 ASCUS
1984 Néra IPPN
1959 ASCUS
1975 ASCUS

1977 LSIL
1948 Neéra [PPN
1963 HSIL

1984 ASCUS
1977 Néra IPPN
1991 ASCUS

[N T N I B e I B B e e e
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22. 1974 ASCUS

23. 1978 HSIL, ASC-H

24. 1957 LSIL, ASCUS

25. 1969 ASCUS, néra IPPN
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3.2. ZPV DNR tyrimo rezultatai
3.2.1. ZPV tyrimo ,,Seeplex® HPV4 ACE Screening* rinkiniu rezultatai

Seeplex” HPV4 ACE Screening* rinkiniu tirti 25 méginiai. Nustatyti 5 ZPV teigiami
méginiai: 15, 16, 21, 23 ir 24. Dviems tiriamosioms (15 ir 23) nustatyta ZPV-16 tipo teigiama
infekcija, o likusioms trims — didelés onkogeninés rizikos ZPV infekcija. Visoms §ioms
moterims, kurioms ZPV tyrimo atsakymas buvo teigiamas, citologinio tyrimo metu nustatyta
vairaus laipsnio intraepiteliniy plokscialasteliniy gimdos kaklelio pokyciu (nuo ASCUS iki
HSIL). Likusioms SeSioms moterims, kurioms citologiniu tyrimu nustatyti gimdos kaklelio

epitelio poky¢iai, ZPV infekcija nenustatyta.

S, TR B2 eid 5 6 7 B Sl bl NK S

mlul.ln_udluuﬂ:
= | =
Caasssssslnnnnns

9 pav. Tyrimo, atlikto ,.Seeplex® HPV4 ACE Screening® rinkiniu, rezultatai (i§ kairés {
désing: S — fragmenty ilgio standartas (7 pav.); TK — teigiama kontrol¢; méginiai 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7,8,9, 12, 14, 20, 21; NK — neigiama kontrol¢; S — fragmenty ilgio standartas (7 pav.))

3.2.2. ZPV tyrimo AB ,,Sorpo Diagnostics* rinkiniu rezultatai

AB ,.Sorpo Diagnostics* rinkiniu tirti 25 méginiai. Bendru rinkiniu nustatyti 5 ZPV
teigiami méginiai: 1, 15, 19, 23, 24. Siy pacienciy citologinio tyrimo metu buvo nustatyti jvairaus
laipsnio intraepiteliniai plokscialasteliniai gimdos kaklelio poky¢iai. Du kartus atliktas 19 ir 24
méginiy tyrimas, nes vienu atveju atsakymas buvo teigiamas, o kitu — neigiamas. ,,Seeplex”
HPV4 ACE Screening* rinkiniu nustatyta, kad 16, 21 méginiai yra ZPV teigiami. Atlikus AB
»Sorpo Diagnostics* testa, abu Sie méginiai buvo neigiami.

Seeplex” HPV4 ACE Screening” ir AB ,,Sorpo Diagnostics* rinkiniais nustatyti ZPV
teigiami meéginiai (1, 15, 16, 19, 21, 23, 24) istirti genotipavimo rinkiniu. Pastebéti keli

nesutapimai tarp ZPV bendro ir genotipavimo testy. Gauti genotipavimo rezultatai: 1 méginys —
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7PV neigiamas, 15 — infekuotas ZPV-16, 16 — ZPV-56, 19 — ZPV neigiamas, 21 — infekuotas
ZPV-58, 23 — ZPV-16, 24 — ZPV-56 tipo.

NI eNT 8 9 1214 20 21TKS

10 pav. Tyrimo, atlikto AB ,,Sorpo Diagnostics* bendru rinkiniu, rezultatai (i§ kairés i
desing: S — fragmeny ilgio standartas; NK — neigiama kontrolé; méginiai 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9,
12, 14, 20, 21; TK — teigiama kontrol¢; S — fragmeny ilgio standartas)

3.2.3. ZPV tyrimo ,,AmpliSens® HPV HCR screen-Eph* rinkiniu rezultatai

,AmpliSens® HPV HCR screen-Eph* rinkiniu tirti 23 méginiai. Netirtas 13 ir 23 méginiai,
nes pritriiko tiriamosios medzZiagos. Testu nustatyti 7 ZPV teigiami méginiai: 1, 15, 16, 19, 20, 21
ir 24. ZPV infekcija nustatyta visuose méginiuose, kuriuose ZPV rastas ir pirmais dviem testais.
7PV aptiktas ir 20 méginyje. Sio méginio atsakymas tiriant ,.Seeplex” HPV4 ACE Screening® ir
AB ,.Sorpo Diagnostics* rinkiniais buvo neigiamas. 20 pacientés citologinis gimdos kaklelio
tyrimas buvo be pakitimy. Visoms kitoms ZPV teigiamoms pacientéms nustatyti jvairaus laipsnio
citologiniai gimdos kaklelio epitelio pokyciai.

,AmpliSens® HPV HCR screen-Eph“ rinkinio gamintojas informacijoje apie rinkin{
pateikia, kad PGR metu turi buiti padauginta vidiné kontrolé — 723 bp ilgio fragmentas (f-globino
genas). Taciau atliekant tyrima, vidinés kontrolés nepavyko aptikti nei ZPV+ kontroliniame
méginyje nei tiriamuosiuose méginiuose. ZPV- kontroliniame méginyje vidiné kontrol¢ biidavo

padauginama, taciau daZniausiai buvo gaunamas silpnas signalas.
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11 pav. Tyrimo, atlikto ,,AmpliSens® HPV HCR screen-Eph rinkiniu, rezultatai (i$ kairés |
desing: S — 100 bp ilgio standartas; kontrolés: ZPV-, ZPV+, NK — neigiama kontrolé; méginiai 1,
2,3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 14, 15, 16; S — 50 bp ilgio standartas)

12 pav. Tyrimo, atlikto LAmpliSens® HPV HCR screen-Eph* rinkiniu, rezultatai (i§ kairés {
desing: S — 100 bp ilgio standartas; kontroles: ZPV-, ZPV+, NK — neigiama kontrolé; meéginiai
17,18, 19, 20, 21, 22, 24, 25)
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13 lentelé. ZPV tyrimo, atlikto PGR metodu, rezultatai

T).friom.o ,,Seeplex® HPVA A'B ,,Sor'po‘ A.B ,,Sor!)o“ ,,AmpliSens®
meéginio . Diagnostics* Diagnostics HPV HCR screen-
. ACE Screening* . .
numeris bendras r. genotipavimo r. Eph*
1.* Neigiamas Teigiamas Neigiamas Teigiamas
2. Neigiamas Neigiamas Neigiamas Neigiamas
3. Neigiamas Neigiamas Neigiamas Neigiamas
4. Neigiamas Neigiamas Neigiamas Neigiamas
5. Neigiamas Neigiamas Neigiamas Neigiamas
6. Neigiamas Neigiamas Neigiamas Neigiamas
7. Neigiamas Neigiamas Neigiamas Neigiamas
8. Neigiamas Neigiamas Neigiamas Neigiamas
0. Neigiamas Neigiamas Neigiamas Neigiamas
10. Neigiamas Neigiamas Neigiamas Neigiamas
11. Neigiamas Neigiamas Neigiamas Neigiamas
12. Neigiamas Neigiamas Neigiamas Neigiamas
13. Neigiamas Neigiamas Neigiamas Netirta
14. Neigiamas Neigiamas Neigiamas Neigiamas
15.%* ZPV-16 Teigiamas ZPV-16 Teigiamas
16.* DR 7PV Neigiamas ZPV-56 Teigiamas
17. Neigiamas Neigiamas Neigiamas Neigiamas
18. Neigiamas Neigiamas Neigiamas Neigiamas
19.* Neigiamas FI{Ieeli%g,l ;nI;ZSS/ Neigiamas Teigiamas
20. Neigiamas Neigiamas Neigiamas Teigiamas
21.* DR 7PV Neigiamas ZPV-58 Teigiamas
22. Nveigiamas Neigiamas Neigiamas Neigiamas
23.% ZPV-16, Teigiamas ZPV-16 Netirta
' DR ZPV
24.% DR 7PV Uisigloisbs) 7PV-56 Teigiamas
Neigiamas
25. Neigiamas Neigiamas Neigiamas Neigiamas

* AB ,,Sorpo Diagnostics* rinkiniu genotipuoti méginiai

3.2.4. ZPV tyrimo ,,Seeplex® HPV4A ACE Screening* ir ,AmpliSens® HPV HCR

screen-Eph* rinkiniu rezultatai

Seeplex” HPV44 ACE Screening *“ testu ir ., AmpliSens® HPV HCR screen-Eph* testu
iStirti dar 7 nauji méginiai. Tyrimo rezultatai pateikiami 14 lenteléje. Penkioms tiriamosioms
citologiSkai nustatyti rysSkiis plokscialasteliniai intraepiteliniai pokyciai (HSIL), o dviems
moterims atlikta gimdos kaklelio biopsija ir nustatyta plokscialasteliné karcinoma (Ca).

,Seeplex” HPV4A ACE Screening“ testu nustyti 2 ZPV neigiami méginiai ir 5 ZPV — teigiami:
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ZPV-16 tipo infekcija nustatyta 26, 28, 30 ir 32 méginyje, o 31 méginyje nustatyta dviejy tipu
infekcija: ZPV-18 tipo ir DR-ZPV tipo. ,,AmpliSens® HPV HCR screen-Eph“ testu taip pat
nustatyti 2 ZPV neigiami méginiai ir 5 ZPV teigiami méginiai.

Atlikus tyrima ,,AmpliSens® HPV HCR screen-Eph“ testu, vidinés kontrolés fragmenty

nepavyko aptikti nei kontroliniuose méginiuose, nei tiriamuosiuose méginiuose.

13 pav. Tyrimo, atlikto ,.Seeplex® HPV4A4 ACE Screening* rinkiniu, rezultatai (i§ kairés {
desing: S — 100 bp ilgio standartas; méginiai 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32; TK — teigiama kontrolé¢;

NK — neigiama kontrolé)

14 pav. Tyrimo, atlikto ,,AmpliSens” HPV HCR screen-Eph* rinkiniu, rezultatai (i§ kairés {
desing: S — 100 bp ilgio standartas; kontrolés: ZPV-, ZPV+, NK — neigiama kotrol¢; méginiai 26,
27, 28a (skiestas), 28b (neskiestas), 29, 30, 31, 32)
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14 lentelé. 7 pacienéiy citologinio tyrimo ir ZPV tyrimo rezultatai

Tyrimo méginio Citologija/biopsija ,,AmpliSens® HPV ,,Seeplex® HPV4A
numeris HCR screen-Eph“ ACE Screening*“
26. HSIL Teigiamas ZPV-16
217. Ca plokscialasteling Neigiamas Neigiamas
28. HSIL Teigiamas ZPV-16
29. HSIL Neigiamas Neigiamas
30. HSIL Teigiamas ZPV-16
31. HSIL Teigiamas DR-ZPV ir ZPV-18
32. Ca plokscialasteliné Teigiamas ZPV-16

3.3. Rezultaty aptarimas

7PV tyrimy, atlikty su trimis skirtingais rinkiniai (,,Seeplex” HPV4 ACE Screening®, AB
,Sorpo Diagnostics®, ,,AmpliSens® HPV HCR screen-Eph*), rezultatai ne visi sutapo. I§ 25 tirty
méginiy, 19 méginiy atsakymai buvo vienodi — nustatyta 17 ZPV neigiamy ir 2 ZPV teigiami.
Neatitikimy nustatyta istyrus 1, 16, 19, 20, 21, 24 méginius. ZPV infekcija §iuose méginiuose
nustatyta ne su visais trims rinkiniais. Naudoti ZPV diagnostiniai rinkiniai skiriasi nustatomais

ZPV tipy spektrais (15 lentelé).

15 lentelé. ZPV diagnostiniai rinkiniai ir jais nustatomi ZPV tipai

Diagnostinis rinkinys Nustatomi ZPV tipai
Seeplex” HPV4 ACE DR-ZPV: 31, 33, 35, 45, 51, 56, 58, 59, 66, 67, 70;
Screening* MR-ZPV:6,11,42,43, 44;

Genotipuojami: 16, 18.

AB ,,Sorpo Diagnostics*
bendras rinkinys

DR-ZPV: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 51, 52, 56, 58, 59, 45, 66, 68,
73, 82;

MR-ZPV: 6, 11, 40, 42, 53, 54, 55, 61, 62, 64, 67, 70, 71, 72,
1S39, CP8304, CP6108, MM4, MM7, MMS ir kt.

AB “Sorpo Diagnostics”
genotipavimo rinkinys

DR-ZPV: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68:
MR-ZPV: 6, 11.

. ®
»AmpliSens © HPY HCR DR-ZPV: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 70.
screen-Eph
.Seeplex” HPV4A4 ACE DR-ZPV: 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68,
Screening 73, 82;

MR-ZPV: 6, 11;
Genotipuojami: 16, 18, 6, 11.
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Visais trimis rinkiniais galima nustatyti 11 DR-ZPV tipy ir net 8 DR-ZPV tipais rinkiniai
skiriasi. Rinkiniy apra§ymuose pastebétas neatitikimas déel 53, 67 ir 70 ZPV tipy priskyrimo
didelés ir mazos rizikos ZPV grupéms: 70 ZPV tipas ,Seeplex” HPV4 ACE Screening* ir
,AmpliSens® HPV HCR screen-Eph* rinkiniuose yra DR-ZPV tipas, o AB ,,Sorpo Diagnostics*
bendrame rinkinyje — MR-ZPV tipas; 67 — DR-ZPV tipas ,Seeplex” HPV4 ACE Screening®
rinkinyje, o AB ,.Sorpo Diagnostics* bendrame rinkinyje — MR-ZPV tipas; 53 — DR-ZPV tipas
,,AmpliSens® HPV HCR screen-Eph* rinkinyje, o AB ,,Sorpo Diagnostics* bendrame rinkinyje —
MR-ZPV tipas. Moksliniuose straipsniuose vis dar diskutuojama dél iy ZPV tipy bei dar 26, 73,
82 tipy priskyrimo didelés onkogeninés rizikos ZPV grupei ir batinybés juos ijtraukti i
diagnostinius testus. Epidemiologiskai yra maZza rizika, kad jie sukels gimdos kaklelio vézi,
tadiau genetiSkai jie yra artimesni didelés onkogeninés rizikos ZPV tipams, todél
neapsisprendziama, kuriai rizikos grupei Siuos tipus priskirti ir, ar verta juos tirti [6].

Seeplex” HPV4 ACE Screening® rinkiniu atlikus 1 ir 19 méginio tyrima, gautas ZPV
neigiamas atsakymas. Ta&iau AB ,.Sorpo Diagnostics* ir ,,AmpliSens® HPV HCR screen-Eph*
rinkiniais, gauti ZPV teigiami §iy méginiy atsakymai. AB ,,Sorpo Diagnostics® genotipavimo
rinkiniu gauti ZPV neigiami atsakymai. Sulyginus testais nustatomy ZPV tipy spektrus, bity
galima manyti, kad 1 ir 19 méginiai infekuoti ZPV-53 tipu, nes tik AB ,,Sorpo Diagnostics*
bendru rinkiniu ir ,,AmpliSens® HPV HCR screen-Eph rinkiniu galima nustatyti §j ZPV tipa.

Taciau paaiskinti visy ZPV tyrimo rezultaty nesutapimo vien skirtingais rinkiniy ZPV tipy
nustatymo spektrais negalima.

LSeeplex® HPV4 ACE Screening® ir ,,AmpliSens® HPV HCR screen-Eph* rinkiniu i§tyrus
16, 21 ir 24 méginius buvo nustatyta ZPV infekcija. Ta¢iau su AB ,,Sorpo Diagnostics* bendru
rinkiniu $iy méginiy tyrimo rezultatai buvo neadekvatis (zr. 13 lentele). AB ,,Sorpo Diagnostics*
genotipavimo rinkiniu nustatyta, kad 16 ir 24 méginys infekuoti ZPV-56 tipu, o 21 méginys —
ZPV-58 tipu. Bitent su AB ,.Sorpo Diagnostics* rinkiniais gauta daugiausiai neatitikimy
nustatant ZPV infekcija. AB ,.Sorpo Diagnostics rinkiniai yra laboratorijoje ruosti (angl. ,,in-
house*) rinkiniai. Literatiiroje teigiama, kad tokie rinkiniai néra standartizuoti, neturi CE kokybés
patvirtinimo. Eksperty nuomone, laboratorijoje ruosti rinkiniai negali biiti naudojami nei motery
patikrai esant CIN, nei pirminei motery patikrai [2, 4, 28, 37]. Be to, norint dirbti su
laboratorijoje kurtais rinkiniais, reikia atlikti daug tyrimy metodikos iStobulinimui.

,AmpliSens® HPV HCR screen-Eph* rinkiniu nustatytos visos ZPV infekcijos, kurios pries

tai buvo aptiktos ,,Seeplex” HPV4 ACE Screening* ir AB ,,Sorpo Diagnostics* rinkiniais. Ta&iau
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,AmpliSens® HPV HCR screen-Eph“ rinkiniu ZPV infekcija nustatyta ir 20 méginyje.
Literatiiroje teigiama, kad skirtingais rinkiniais nustatant ZPV infekcija rezultatai gali skirtis dél
rinkiniy analitinio jautrumo, kai kuriy kryzminés hibridizacijos reakcijy [21]. Taciau miusuy
naudoty visy rinkiniy jautrumas panasus ir yra ribose tarp 10-30 viruso kopiju/méginyje. Taigi,
gali biiti, jog teigiamas 20 méginio rezultatas gautas dél galimy kryZzminiy hibridizacijos reakcijy.
Be to, ,,AmpliSens” HPV HCR screen-Eph“ rinkinio vidinés kontrolés nepavyko padauginti,
todel Siuo rinkiniu gauti tyrimo rezultatai vertinami kaip nepakankamai patikimi.

Seeplex® HPV4A ACE Screening* testu ir ,, AmpliSens® HPV HCR screen-Eph* testu
istirti dar 7 nauji méginiai. Abiejy testy tyrimy atsakymai sutapo, 5 i§ 7 méginiy — ZPV teigiami.
27 ir 29 méginai buvo ZPV neigiami. ,,Seeplex” HPV4A ACE Screening“ rinkiniu ZPV-16 tipo
infekcija nustatyta 26, 28, 30 ir 32 méginyje, ZPV-18 tipo ir DR-ZPV tipo infekcija nustatyta 31
méginyje. ,,AmpliSens® HPV HCR screen-Eph* rinkiniu nustatoma bendra ZPV infekcija
(genotipai nenustatomi). ZPV teigiami buvo 26, 28, 30, 31 ir 32 méginiai. Jei atsakymas
teigiamas, tyrima dar karta reikéty atlikti genotipavimo rinkiniu, o ji reikéty jsigyti atskirai. Siuo
atveju ,.Seeplex® HPV44 ACE Screening* rinkinys turi daugiau privalumy, nes i§ karto yra
genotipuojami 16, 18, 6 ir 11 ZPV tipai. Moterims sergantioms gimdos kaklelio véZiu,
daZniausiai yra nustatomi 16 (49,9 proc.) ir 18 (13,7 proc.) ZPV tipai [8], 0 6 ir 11 tipy infekcija
sukelia lytiniy organy karpas [38, 47]. Taigi 6 ir 11 ZPV tipus naudinga tirti tiems pacientams,
kuriems daznai kartojasi §i liga. ,.Seeplex” HPV4A ACE Screening® rinkinys turi viding kontrole,
kuri buvo padauginama kartu su tiriamaja DNR ir jos fragmentai matomi gelio nuotraukose.
,AmpliSens® HPV HCR screen-Eph* rinkinio vidinés kontrolés nepavyko padauginti, todél iuo

rinkiniu gauti tyrimo rezultatai nepakankamai patikimi.
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15 pav. Tirty méginiy infekuotumas ZPV

I3 32 tirty méginiy, 19 méginiy buvo ZPV neigiami, 13 — ZPV teigiami, kuriy 6 infekuoti
ZPV-16 tipu, 2 — ZPV-56 tipu, 1 — ZPV-18 ir 1 — ZPV-58 tipu, o like trys — ZPV teigiami, nes Sie
meéginiai nebuvo genotipuoti (15 pav.). Nors atlikto tyrimo imtis maZza, ta¢iau daugiausiai aptikta
ZPV-16 tipo infekcijy, o tai atitinka literatiiroje pateikiamus duomenis, kad daZniausiai gimdos
kaklelio véZio atveju nustatoma ZPV-16 tipo infekcija [33]. Todél didesnj pranasuma turi tie

7PV diagnostiniai rinkiniai, kuriais i§ karto nustatoma 16 ir 18 ZPV tipy infekcija.
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ISVADOS

1. ,.Seeplex® HPV4 ACE Screening® rinkiniu istyrus 25 méginius, ZPV infekcija nustatyta 5
méginiuose (15, 16, 21, 23, 24). Gauti rezultatai sutampa su AB ,,Sorpo Diagnostics* ir
,,AmpliSens® HPV HCR screen-Eph® rinkiniy tyrimo rezultatais, o keli nesutapimai
galéjo buti dél $iy dvieju rinkiniy trikumy.

2. Bendru AB ,,Sorpo Diagnostics* rinkiniu istyrus 25 méginius, ZPV infekcija nustatyta 5
meginiuose (1, 15, 19, 23, 24). AB ,,Sorpo Diagnostics“ genotipavimo rinkiniu tirti 7
7PV teigiami méginiai. ZPV infekcija nustatyta 5 méginiuose (15, 16, 21, 23, 24). Su AB
,Sorpo Diagnostics*“ rinkiniais gauta daugiausiai neatitikimy nustatant ZPV infekcija.

3. ,,AmpliSens® HPV HCR screen-Eph“ rinkiniu atlieckant tyrima, tiriamuosiuose ir
kontroliniuose meéginiuose nepavyko aptikti vidinés kontrolés, todél tyrimo rezultatai
vertinami kaip nepakankamai patikimi.

4. ,Seeplex” HPV4A ACE Screening* rinkiniu i§tirti 7 méginiai. ZPV-16 tipo infekcija
nustatyta 4 méginiuose (26, 28, 30, 32) ir viename méginyje (31) nustatyta ZPV-18 tipo ir
DR-ZPV infekcija. Rezultatai visidkai sutapo su ,,AmpliSens” HPV HCR screen-Eph
rinkinio rezultatais.

5. AB ,,Sorpo Diagnostics* rinkiniai ruosti laboratorijoje, néra kokybés patvirtinimo ir reikia
atlikti daug tyrimy metodikos iStobulinimui. ,,AmpliSens® HPV HCR screen-Eph
rinkinys nepakankamai patikimas, nes néra vidinés kontrolés. ,.Seeplex” HPV4 ACE
Screening® ir ,,Seeplex® HPV4A ACE Screening® rinkiniai turi kokybe patvirtinan&ius
sertifikatus, vidine kontrole, genotipuoja 16 ir 18 ZPV tipus. Be to, ,.Seeplex” HPV4A
ACE Screening® rinkiniu galima genotipuoti ir ZPV-6/11 tipus bei nustatyti daugiau DR-
ZPV tipy, nei ,,Seeplex® HPV4 ACE Screening® rinkiniu.

REKOMENDACIJA

7PV tyrimams pasirinkti ,,.Seeplex” HPV4A ACE Screening” rinkini. Siuo rinkiniu dar
reikéty iStirti daugiau méginiy, taciau jau atlikti tyrimai parodé, kad rinkinys tikrai turi viding
kontrole, genotipuoja 16 ir 18 ZPV tipus bei aptinka kitus DR-ZPV tipus. Be to, rinkiniu galima
genotipuoti ir 6/11 ZPV tipus, kuriy nustatymas svarbus pacientams, turintiems lytiniy organy

karpy.
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SUMMARY

Cervical cancer is the second oncological disease in women in the world, and the fourth
one in Lithuania. The main cause of the cervical cancer is Human papillomavirus (HPV)
infection in the cervix uteri. In order to detect precancerous changes or cancer cells, a
Papanicolaou (Pap) test based on cytology and HPV DNA test are used in the Western world.
Currently used HPV diagnostic tests are based on molecular biology testing methods.
The polymerase chain reaction (PCR) method, not the extensively used Hybrid Capture 2 (HC2)
method awarded the certificate of quality by both the USA and Europe, was chosen. PCR is a
particularly sensitive, fast, and commercially available method that needs a small quantity of
research material and can identify the types of HPV. HC2 method does not detect HPV
genotypes, false-negative results are possible because there is no internal control, and due to
cross reactions, false-positive results are possible. The newest written sources state that PCR will
have much potential in the future and it is thought that HPV detection standard will become 14
HR-HPV test combined with the detection of the types of HPV-16 and HPV-18. Therefore, in
order to chose the optimum one for HPV tests from the commercial kits offered in Lithuania, this
investigation was carried out in the National Centre of Pathology. Four different HPV diagnostic
kits were used for the research. Having evaluated the research results, ,,Seeplex” HPV4A ACE

Screening* HPV diagnostic kit was chosen for further investigation.
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