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IVADAS

Gimdos kaklelio vézys — klastinga liga, nuo kurios 2012 m., vien Europos Sajungos
Salyse, mir¢ 12,977 moterys. Nors kasmet nuo §ios ligos mir§ta vis maziau motery, nes veikia
efektyvios gimdos kaklelio patikros programos, moterims suteikiama daugiau informacijos apie
pacig liga ir galimybes nuo jos apsisaugoti, taciau tai i§licka opi problema visame pasaulyje, tame
tarpe ir Lietuvoje. Lietuva, pagal sergamumg gimdos kaklelio véziu uzima pirmg vietg tarp Baltijos
Saliy, ir yra antra Europos sajungoje po Rumunijos [37.].

Gimdos kaklelio vézys yra, palyginti, jauny motery liga, amziaus vidurkis 45 — 65
metai. Vézys iSsivysto ~ per 10 mety, nuo pirmyjy gimdos kaklelio Igsteliy pokyciy, kurie dar
vadinami ikivéziniais pakitimais [50,70]. Todé¢l labai svarbu laiku pasitikrinti ir aptikti $iuos
pakitimus kuo anks$ciau. Pasitikrinti néra sudétinga, tik reikia laiku atlikti citologinj PAP tyrima
[94]. Liga ir jos atsiradimas priklauso nuo daugelio veiksniy. Gyvenimo biido: rukymas, mityba,
higiena ir kt. [34], seksualinio aktyvumo: ankstyvas seksualinio gyvenimo pradzios amzius, daug
lytiniy partneriy ir kt., bet svarbiausias veiksnys yra zmogaus papilomos viruso infekcija, Kuri
sukelia daugiau nei 90 %, visy vézio formy [4].

Siai dienai, yra Zinoma ir atlieckama daug diagnostiniy tyrimy gimdos kaklelio
patologijos nustatymui. Diagnostika yra nesudétinga ir tiksli. Paprasiausias tyrimas yra PAP
tepinélis, kuris taikomas kaip pirminés gimdos kaklelio véZio patikros priemoné. Radus pakitimy
PAP tepinélyje, atlickami kiti, patvirtinantys tyrimai. Anks¢iau PAP testas buvo laikytas aukso
standartu, tac¢iau dabar vis daZniau kalbama apie alternatyvius pirminés patikros metodus, tokius
kaip skysty terpiy citologija ar ZPV DNR tyrimas, kurie yra kokybiskesni ir tikslesni, nes PAP
metodas, dél jvairiy priezas¢iy: netinkamas medziagos paémimas, giliau kaklelio kanale esantys
pakitimai, gali bati netikslus [36,49,55]. Siuo metu aukso standartu laikomas histologinis gimdos
kaklelio tyrimas.

Atsiranda vis naujy klinikiniy tyrimy, patvirtinanéiy ir imunohistocheminiy, bei
imunocitocheminio, Cintec Plus tyrimo verte [46]. Nors palyginti $is metodas pradétas naudoti
neseniai, jis suteikia taip reikiamo aiSkumo ginekologams, dél tolesnés pacientés buklés.

Sis metodas ne tik leidzia nustatyti gimdos kaklelio lasteliy supiktybéjima, tadiau tuo pat metu
parodo ir tai, jog $iuos lasteliy pakitimus sukélé integruotos formos ZPV infekcija [22].

Taigi Cintec Plus tyrimas padeda tiksliai nustatyti gimdos kaklelio pokyc¢iy lygj, bei juos sukélusia
priezast], todél galimas greitesnis diagnozés patvirtinimas ir efektyvesnis gydymo taktikos
parinkimas, kuris gali padéti iSvengti nebiitiny invaziniy procediry arba suteikti greitesng

kolposkopijos galimybe. [22].



DARBO TIKSLAS IR UZDAVINIAI

DARBO TIKSLAS:

Ivertinti Cintec Plus tyrimo verte nustatant gimdos kaklelio patologija.

DARBO UZDAVINIALI:

o &M w0 np e

Ivertinti sasajas tarp gimos kaklelio pakitimy ir moters amziaus.

Jvertinti sasajas tarp ZPV DNR tyrimo rezultaty ir konkretaus ZPV tipo bei motery amziaus.
Nustatyti citologinio tyrimo rezultaty ir ZPV infekcijos paplitimo rysj.

Nustatyti citologinio tyrimo rezultaty ir Cintec Plus tyrimo rysj.

Jvertinti sasajas tarp ZPV DNR ir Cintec Plus tyrimy rezultaty, nustatant gimdos kaklelio
patologija.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1 Gimdos kaklelio vézys

Gimdos kaklelio vézys — piktybinis gimdos kaklelio navikas, atsirandantis supiktybéjus gimdos
kaklelio epitelio Igsteléms. Gimdos kaklelio lgstelés yra dviejy tipy: ploksciasis epitelis — dengia
didziaja iSorinio gimdos kaklelio dalj, neragéjancios, atsparios riigsciai maksties terpei ir liaukinis
epitelis — sudarytas i§ stulpiniy lgsteliy, dengia endocerviksa (gimdos kaklelio viding dalj — kanalg),
nedidelé dalis randama ir egzocervikse (iSorinéje gimdos kaklelio dalyje) [50]. Supiktybéjus
ploksciojo epitelio lasteléms (80-95 proc. atvejy) véZzys vadinamas plok$éialgsteline karcinoma, o
liaukinio epitelio (5-20 proc. atvejy) — adenokarcinoma [90]. Taip pat navikas gali biiti miSrus —
plokscéiojo ir liaukinio epitelio lasteliy, toks navikas vadinamas adenoplokscialgstelinis arba
smulkialgstelinis vézys [47,70]. Plokscialateliné karcinoma vystosi egzocervikalingje gimdos
kaklelio dalyje, o adenokarcinomos issivysto i§ gleives gaminanéiy liauky endocervikalingje
gimdos kaklelio dalyje [62]. Gimdos kaklelio pokyciai vystosi transformacijos zonoje [3,8]. Jos
vieta gali skirtis priklausomai nuo moters amziaus: paauglystéje ji biina gimdos kaklelio pavirSiuje
ir yra imlesné infekcijoms, o vyresnio amziaus motery transformacijos zona lokalizuojasi gimdos
kaklelio kanale ir yra didesné [8]. Gimdos kaklelio vézio i$sivystymo amziaus vidurkis 45-65 metai.
Gimdos kaklelio vézys pagal jo iSplitimg skiriamas j Sias stadijas:
| stadija - navikas yra tik gimdos kaklelyje.
Il stadija — navikas iSplitgs uz gimdos kaklelio riby j Salia esanCius audinius, tafiau nesiekia
kauliniy mazojo dubens sieny ar maksties apatinés dalies.
Il stadija - navikas iSplites iki kauliniy mazojo dubens sieny ir maksties apatinés dalies, gali
blokuoti §lapimtakius. Il ir 11l stadijos dar vadinamos — vietiskai i$plitusiais navikais.
IV stadija - navikas jauges ] Slapimo puslés ar tiesiosios zarnos sienele, iSplites uz mazojo dubens
riby ar metastazaves | tolimesnius organus: plauc¢ius, kepenis ar kaulus (pasitaiko retais atvejais)
[62,70].

Gimdos kaklelio vézys klasifikuojamas pagal TNM ( T — naviko apimtis/dydis, N —

iSplitimas ] limfmazgius, M — naviko plitimas (metastazavimas) j tolesnius organus) ir FIGO

(Tarptautiné Ginekologijos ir Akuserijos Federacija) (1 lentelé) [47].

1 lentelé. Gimdos kaklelio vézio TNM ir FIGO klasifikacija

TNM FIGO PoZymiai

stadijos stadijos




TX Pirminio naviko nejmanoma vertinti

T0 Pirminio naviko néra

Tis 0 Karcinoma in situ (ikiinvaziné karcinoma)

T1 I Invaziné karcinoma, apribota gimdos kaklelio (turi bati jsitikinta, kad
néra i$plitimo j gimdos kiing)

Tla 1A Invaziné karcinoma diagnozuota tik mikroskopiskai. Visi
makroskopiskai matomi pazeidimai: net esant pavirSinei invazijai yra
T1b/IB stadija.

Tlal 1Al Invazija i stroma, ne gilesné kaip 3,0 mm, kurios horizontalus
iSplitimas ne didesnis kaip 7,0 mm

Tla2 1A2 Invazija i stroma, gilesné kaip 3,0 mm, taciau ne gilesné kaip 5,0 mm,
kurios horizontalus i$plitimas ne didesnis kaip 7,0 mm
Pastaba. Ne didesnis kaip 5 mm invazijos gylis turi biiti matuojamas
arba nuo epitelio pagrindo, arba nuo liaukuciy likuciy, i§ kuriy
formuojasi navikas, pavirSiaus. Invazijos gylis apibréziamas kaip
naviko matmuo nuo artimiausios arCiausiai pavirSiaus esan¢ios
papilos stromos — epitelio jungties iki giliausio invazijos tasko.
ISplitimas j veny ar limfagysliy tarpg neturi jtakos klasifikacijai

Tib IB Kliniskai matomas pazeidimas, apribotas gimdos kaklelio, arba
mikroskopinis pazeidimas didesnis kaip T1a2/IA2

Tibl IB1 Kliniskai matomas pazeidimas, kurio dydis iki 4,0 cm

T1b2 IB2 Kliniskai matomas paZeidimas didesnis kaip 4,0 cm

T2 | Navikas iSplites uz gimdos kaklelio riby, taciau nesiekia mazojo
dubens sienos ar apatinio maksties tre¢dalio

T2a A Néra invazijos j parametriumg

T2b 1B Yra invazija j parametriuma

T3 1 Navikas i$plites iki mazojo dubens sienos ir (arba) pazeides apatinj
maksties tre¢dalj, ir (arba) sukéles hidronefrozg arba inksto funkcijos
sutrikimg

T3a HIA Navikas pazeides maksties apatinj trec¢dalj, nesiekia mazojo dubens
sienos

T3b 1B Navikas iSplites iki mazojo dubens sienos ir/arba sukéles
hidronefroze arba inksto funkcijos sutrikima

T4 IVA Navikas iSplites  Slapimo piislés ar tiesiosios Zarnos gleiving ir (arba)

iSplites uz dubens riby




Pastaba. Bulioziné¢ edema néra pakankamas pozymis, kad navikg

biity galima klasifikuoti kaip T4

M1

VB

Tolimosios metastazés

T — pirminis navikas.

N — metastazés sritiniuose limfmazgiuose:

NX — metastaziy sritiniuose limfmazgiuose nejmanoma jvertinti.

NO — metastaziy sritiniuose limfmazgiuose néra.

N1 — yra metastaziy sritiniuose limfmazgiuose.

M — tolimosios metastazés

MX — tolimyjy metastaziy nejmanoma jvertinti.

MO — tolimyjy metastaziy néra.

M1 — yra tolimyjy metastaziy.

1 pav. Gimdos kaklelio vézio stadijos pagal FIGO.

Adaptuota i§: (http://medicalstate.tumblr.com/post/6838197316/staging-cervical-cancer-every-cancer-has-a)



http://medicalstate.tumblr.com/post/6838197316/staging-cervical-cancer-every-cancer-has-a

1.2 Gimdos kaklelio ikivéZiniai pokyciai

Gimdos kaklelio epitelio lgstelés gali pakisti, tapti atipinémis (nenormaliomis). Taciau tokios

lastelés dar néra vézinés. Vyksta metaplazijos procesas — audiniai vystosi jiems nebiidinga linkme,

taCiau jis yra griZztamas ir pokyciai gali iSnykti savaime [50,70]. Tokie pokyciai yra vadinami

ikivéziniais, displazijomis. Jeigu prasideda neoplazinis procesas, vystosi navikas ir Igsteliy poky¢iai

tampa véziniais [50,70]. Anksti nustacius ikivéZinius pakitimus ir tinkamai juos gydant, galima

uzkirsti kelig vézio iSsivystymui. Vadovaujantis 2001 m. Bethesda sistema, citologiniuose

tepinéliuose vertinami ikivéziniai pokyc¢iai [11,21,88]:

2 lentelé. Bethesda 2001 m. ikivéziniy poky¢iy klasifikacija

Ploksciojo epitelio pokyciai

Pokytis

ReikSmé

ASC-US (angl. atypical cell

undeterminate significance)

squamous

Nenustatytos reikSmés atipinés ploksciojo
epitelio lastelés. Vertinami kaip rySkesni uz
reaktyvius pokycius, bet neliudija ikivéziniy
poky¢iy. Tikslios diagnozés pateikti negalima
dél nepakankamo pakitusiy lgsteliy kiekio ar dél

lasteliy pakitimy kriterijy trukumo.

ASC-H (angl. atypical squamuos cell suggestion
for high grade squamous intraepithelial lesion )

Atipinés ploksc¢iojo epitelio Iastelés. Negalima
atmesti zymiy plokscialgsteliniy intraepiteliniy

pakitimy galimybés.

LSIL (angl. low grade sguamous intraepithelial

lesion)

Nezymis intraepiteliniai  plokscialgsteliniai

pakitimai. (Priskiriama CIN1).

HSIL (angl. high grade sguamous intraepithelial
lesion)

Zymiis plokscialasteliniai intraepiteliniai

pakitimai. (Priskiriam,as CIN2/ CIN3).

Liaukinio epitelio poky¢iai

AGUS (angl. atypical glandular undeterminate
significance)

Nenustatytos reikSmés atipinés liaukinio epitelio

lastelés.
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2 pav. Lasteliy poky¢iai sukeliantys vézj.

J ’

NORMALI 10 , }1 ASCUS 'r -

Adaptuota i§: (http://semmelweis.hu/patologia2/files/2017/11/6_gyak_%C3%81ltal%C3%Alnos-daganattan-1.pdf)

Patikimam ikivéziniy gimdos kaklelio biikliy nustatymui, ypac neaiskiais atvejais, yra

sukurtas ir naudojamas kompleksinis gimdos kaklelio i$tyrimo algoritmas [21].

3 pav. Kompleksinis gimdos kaklelio iStyrimo algoritmas.

’ Gimdos kaklelio ¥éZio diagnostika
Kontrolé po
/'[ Periodiné patikra
900
v
- g %g ZPV aukitos ) CINtec PLUS
@@@ rizikos +

PAP
Citologija

\ Kolposkopija

Adaptuota i§: (http://patologija.lt/cintec-plus-irankis-gimdos-kaklelio-veziui-diagnozuoti/)

Atlikus citologinj gimdos kaklelio tyrima ir nenustacius jokiy pakitimy, papildomi
tyrimai néra reikalingi. Pagal periodinés GKV patikros programg kitas citologinis tyrimas yra
rekomenduojamas po 3-5 mety [21,30]. Nustacius atipinius ploks¢iojo epitelio Igsteliy pakitimus
(ASC-US), yra rekomenduojama atlikti ZPV aukstos rizikos nustatymo tyrima, siekiant tiksliai
jvertinti $iy pakitimy kliniking reik§me [21,30]. Moksliniais tyrimais jrodyta, kad daugelj ASC-US
atvejy sukelia biitent ZPV infekcija. Jeigu yra nustatomas 16 ar 18 ZPV infekcijos tipas, tai yra

indikacija kolposkopiniy tyrimy atlikimui, kuriais nustatomi ikivéziniai pakitimai [21,30].
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Nustacius bet kurj kita ZPV aukstos rizikos tipg atliekamas Cintec Plus tyrimas. Esant teigiamam
tyrimo atsakymui atlickama kolposkopija, o neigiamam, siekiant kontroliuoti poky¢ius, citologinis
tyrimas kartojamas po 12 ménesiy [21,22].

Citologinio tyrimo metu nusta¢ius nezymius intraepitelinius plokscialgstelinius
pakitimus (LSIL) i§ karto atlieckamas Cintec Plus tyrimas. Esant teigiamam ar neigiamam rezultatui,
iStyrimo schema tokia pati kaip ASC — US atveju. Citologinio tyrimo metu aptikus atipines
ploksciojo epitelio lasteles (ASC-H) arba zymius ploksc¢ialgstelinius intraepitelinius pakitimus

(HSIL) — i8 karto atlickama kolposkopija [21,22,30].

1.3 Gimdos kaklelio vézio epidemiologija

Gimdos kaklelio véZys yra vyresnio amziaus motery liga, taCiau ja serga ir jauno
amziaus, 35 — 50 mety moterys. Si liga paplitusi visame pasaulyje. Tarp labiausiai paplitusiy
jvairaus vezio lokalizacijy, ivairaus amziaus motery tarpe, gimdos kaklelio vézys uzima treciagja
vietg (14,0 atv./ 100 000 motery, per metus), po krities vézio (43,1 atv./ 100 000 motery), kuriuo
sergamumas yra didziausias tarp motery ir kolorektalinio vézio (14,3 atv./ 100 000 motery),
uzimancio antrgja vieta [15,32]. Palyginus sergamumg gimdos kaklelio véziu iSsivysc¢iusiose ir
maziau iSsivysc¢iusiose Salyse, jis atitinkamai uzima $estg (9,9 atv./ 100 000 motery) ir antrg vietas
(15,7 atv. 100 000 motery) [15].

Lyginant atskiry pasaulio zemyny duomenis maziausias sergamumas yra Okeanijoje,
uzima septintg vieta pagal daznumg zemyne (10,2 atv./ 100 000 motery), o didZiausias segamumas

Afrikos zemyne (27,6 atv./ 100 000 motery) [15].

4 pav. Dazniausiy vezio lokalizacijy paplitimo palyginimas tarp motery pasaulyje, besivystanciose

ir i§sivysciusiose Salyse (2012 m).
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Gimdos kaklelio
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Folorektalitis
Skrandzio
Fepemy
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Kiausidog
Skydliaukes
Stemplés

T T l
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Adaptuota i§: (Ferlay J, Soerjomataram I, Ervik M, Dikshit R, Eser S, Mathers C, Rebelo M, Parkin DM, Forman D, Bray F. GLOBOCAN 2012 v1.2,
Cancer Incidence and Mortality Worldwide: IARC CancerBase No. 11 [Internet]. Lyon, France: International Agency for Research on Cancer; 2013.).

Vertinant gimdos kaklelio vézio paplitimg jauny motery tarpe, 15 — 44 mety,
pasiskirstymas yra Siek tiek kitoks. Pasaulyje, liga uzima antrg vieta (11,1 atv./ 100 000 motery) po

kriities vézio. Lyginant situacija atskiruose Zemynuose, didziausias sergamumas jauny motery tarpe

nustatytas Amerikoje (15,3 atv./ 100 000 motery), o maziausias Azijoje (9,5 atv./ 100 motery)
[15,33].
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5 pav. DeSimties labiausiai paplitusiy vézio lokalizacijy palyginimas tarp motery

pasaulyje ir atskiruose zemynuose (2012 m).
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Adaptuota i§: (Ferlay J, Soerjomataram |, Ervik M, Dikshit R, Eser S, Mathers C, Rebelo M, Parkin DM, Forman D, Bray F. GLOBOCAN 2012 v1.2,
Cancer Incidence and Mortality Worldwide: IARC CancerBase No. 11 [Internet]. Lyon, France: International Agency for Research on Cancer; 2013.).

Visoje Europoje gimdos kaklelio véZys yra opi problema. 2012 m. nuo Sios ligos
Europos sajungos Salyse miré 12,977 moterys. Centrinés ir Ryty Europos Salyse mirtingumas nuo

Sios ligos yra didesnis lyginant su Vakary Europos Salimis [9]. 2012 mety duomenimis, vidutiniskai
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Europoje uZzfiksuotas sergamumo gimdos kaklelio véziu vidurkis 13,4 atvejy 100 000 motery.
Europos sajungoje sergamumo vidurkis 11,3 atv./ 100 000 motery [9,37]. Didziausias sergamumas
ir mirtingumas Rumunijoje, Lietuvoje, Bulgarijoje, Serbijoje, Moldovoje (standartizuotas
sergamumo rodiklis nuo 34,9 iki 24,1 atvejy/ 100 000 motery, mirtingumo rodiklis nuo 14,2 iki 8,8
atv./ 100 000 motery). MazZiausias sergamumas Sveicarijoje, Maltoje, Suomijoje ir Kipre
(standartizuotas sergamumo rodiklis nuo 5,2 iki 4,2 atvejy/ 100 000 motery). Maziausias
mirtingumas Islandijoje 0,7 atv./ 100 000 motery [9,33,37].

Lietuvoje sergamumas gimdos kaklelio véziu yra vienas didziausiy Europos
sajungoje, antroje vietoje pagal daznuma, 31,6 atv./ 100 000 motery, o mirtingumas ketvirtoje

vietoje pagal daznumg 9,8 atv./ 100 000 motery [37].

6 pav. Europos Saliy sergamumo ir mirtingumo nuo gimdos kaklelio véZio rodikliai
(2012 m).

Sergamumo it miringumo gimdos kakdelio vefiu duomenys, 2012 m..
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Adaptuota i§: (https://www.eurocytology.eu/en/course/953)
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1.4 Gimdos kaklelio vézio rizikos veiksniai

Rizikos veiksniai, arba faktoriai — tai tokie veiksniai, kurie didina rizika susirgti tam
tikra liga viena, kelis ar net keliolika karty, tac¢iau jy buvimas nereiskia, kad $i liga tikrai iSsivystys
[4,9]. Dazniausiai nurodomi gimdos kaklelio rizikos veiksniai yra Sie:

Zmogaus papilomos virusas (ZPV). Vienas svarbiausiy rizikos veiksniy, salygojanéiy gimdos
kaklelio véZio issivystyma — ZPV infekcija lytiniuose takuose. ~ 99 proc. jvairiy gimdos kaklelio
vézio formy atvejy yra susije su genitaline ZPV infekcija [4,74]. Su véZio rizika yra susije aukstos
rizikos ZPV genotipai, kuriy onkogeniskiausi yra ZPV 16 (sukelia ~ 50 %) esant
plokscialasteliniam gimdos kaklelio véziui, ir ZPV 18 esant gimdos kaklelio adenokarcinomai tipai
[25,39]. ZPV virusas persistuojantis gimdos kaklelio lastelése jas infekuoja, viruso DNR
replikuojasi, patenka j Seimininko Igsteles ir sutrikdo normaly jy cikla [25,29].

Riikkymas. Rukanciy motery tikimybé susirgti gimdos kaklelio véziu yra beveik dvigubai didesne,
negu ty, kurios neriiko [4,34,61,84]. Rikymas didina karcinomos in situ ir ploksc¢ialastelinés
karcinomos iSsivystymo tikimybe [9,34]. CigareCiy tabake esantios medziagos, gimdos kaklelio
kancerogeneze gali paveikti dviem biuidais: pirmasis — cigaretése esantis tabakas ir jo pagrindinis
metabolitas kotoninas, tiesiogiai veikia gimdos kaklelio gleiviniy Igsteliy DNR [4,34]. Antrasis -
organizme riikant susidaro medziagy apykaitos produktai: aromatiniai policikliniai angliavandeniali,
aromatiniai aminai, kurie taip pat veikia gimdos kaklelio gleiving [34]. Kitas svarbus aspektas yra
rikymo ir didziausig gimdos kaklelio véZio rizika sukelian¢io veiksnio, ZPV infekcijos, tarpusavio
rySys [1,17,18]. Rikymas silpnina imuning sistema, dél to organizmui tampa sunkiau kovoti su
7PV infekcija [4,17]. Rikandiyjy gimdos kaklelio gleivése yra matuojami cigarediy sudedamyjy
daliy ir jy metabolity kiekiai [34]. Jie veikia gimdos kaklelio ZPV infekuotas lasteles, taip
skatindami viruso genomo integracija j Seimininko lasteles ir sukeldami DNR paZeidimus. ZPV
viruso onko baltymai blokuoja lgsteliy apoptoze ir sutrikdo jy ciklg [1,17,18,34].

Oraliniai kontraceptikai. Oraliniy kontraceptiky vartojimas maziau nei 5 metus, nesukelia rizikos
susirgti gimdos kaklelio véziu, tadiau vartojant ilgiau nei 5 metus, didé¢ja gimdos kaklelio
neoplazijos tikimybe, keturis kartus didéja invazinio véZzio ir tris kartus karcinomos in situ tikimybe
[9,17,48]. Taciau jrodyta, kad nutraukus oraliniy kontraceptiky vartojima, per tam tikrg laikg rizika
iSnyksta [17,24]. Gimdos kaklelio kancerogenezéje kontraceptikai svarby vaidmen;j atlieka esant
7PV infekcijai [20,84]. Siilomas mechanizmas paaiskinantis oraliniy kontraceptiky ir gimdos
kaklelio vézio sgsaja. Estrogenai ir progesteronai gali sgveikauti su hormony receptoriumi esanciu

gimdos kaklelio audiniuose ir daryti jtaka ZPV infekcijos eigai [20,82]. Sustiprinama ZPV E6 ir E7
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onkogeny ekspresija, stimuliuojamas naviky slopiklio (p53) geny skilimas ir sustiprinamas viruso
DNR gebéjimas transformuoti Seimininko lgsteles [20,82].

Gretutinés infekcijos ir imunodeficitinés buklés. Gimdos kaklelio vézio rizikg didina ir kai kurios
infekcijos, tokios kaip: Chlamydia trachomatis, Herpes Simplex — 2 ar Zmogaus imunodeficito
virusas (ZIV) [9]. Jrodyta, kad Chlamydia trachomatis infekcija, turi jtakos gimdos kaklelio
neoplazijai [102]. Infekcija susijusi su uzdegimu, kurio metu vykstantys procesai ( padidéjusi
citokiny, chemokiny gamyba, lgsteliy imuniteto susilpnéjimas, laisvyjy radikaly kaupimasis ir kt.)
gali sutrikdyti DNR stabilumg [56,102]. Esant Herpes Simplex infekcijai ir ZIV susilpnéja
imunitetas, todél tai pagerina salygas ZPV persistavimui [9,59,102].

Didelis gimdymuy skaicius. Moterys gimdZiusios tris ir daugiau karty, turi didesne rizika susirgti
gimdos kaklelio véziu, nei maziau karty gimdziusios [4]. Manoma, kad priezastis yra imuninés
sistemos ir hormoniniai poky¢iai vykstantys moters organizme né$tumo metu [4,6,74].

Socialiné ir ekonominé atskirtis. Maziau socialiai ir ekonomiskai i§sivysciusiose Salyse maziau
démesio ir 1é8y skiriama profilaktinei gimdos kaklelio patikrai [91,92].

Amzius. Didesne rizika sirgti gimdos kaklelio véziu turi vyresnio (apie 40 ir daugiau) amziaus
moterys [92].

Mazas su maistu gaunamuy karotiny (vitaminas A), vitaminy C, E ir folaty Kiekis. Kai kuriy su
maistu gaunamy mikroelementy per mazas kiekis didina rizikg susirgti gimdos kaklelio véziu, o

didesnis kiekis rizikg sumazina [101].

1.5 Gimdos kaklelio vézio prevenciné programa

Gimdos kaklelio véZio patikros programa siekiama sumazinti gimdos kaklelio véZzio ir
mirtingumo nuo jo atvejy skaiCiy, bei kuo anks¢iau aptikti ikivézinius pakitimus ir juos i§gydyti
[59]. Programos veiksmingumas labai priklauso nuo jos tinkamo organizavimo ir ekonominés
padéties Salyje. Siekiant nustatyti svarbiausius organizacinius veiksnius, programos efektyvuma,
buvo atlikti tyrimai Europoje. Buvo nustatyta dabartiné buklé organizacijose, programos vykdymo
kokybé¢ ir efektyvios patikros programos prognozé ateiciai [94,97,98].

Visame pasaulyje, tame tarpe ir Lietuvoje, vykdoma gimdos kaklelio piktybiniy naviky prevencijos
programa. Siuo metu rekomenduojamas Standartinis testas gimdos kaklelio vézio prevencinei
programai yra gimdos kaklelio citologija (PAP testas). PAP testg reikéty pradéti taikyti 20-30 mety
motery amziaus grupéje. Taciau rekomenduojama ne anks¢iau nei 25 mety ir taikyti iki 60-65 mety

amziaus, priklausomai nuo sergamumo S$alyje rodikliy, kity veiksniy, kas 3-5 metus [6,94,98].
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Lietuvoje programa yra vykdoma 25- 60 mety amZziaus moterims, bet ne dazniau kaip kartg per
trejus metus [59,60].

Kad prevenciné programa biity s€ékminga, biitina sglyga yra tinkamas bendravimas su
moterimis, jy informavimas apie programg ir kvietimas joje dalyvauti [59,94,95]. Gerai
organizuota, kokybiska prevenciné programa turi buti uztikrinta visuose lygmenyse - nuo
informacijos suteikimo iki tinkamo gydymo parinkimo [95]. Nors apklausy duomenys rodo, kad vis
daugiau motery yra kvie¢iamos j vykdoma gimdos kaklelio prevencing programg ir vis daugiau
motery pasitikrina, taciau informacijos apie programos tikslus, vykdyma, bei nedalyvavimo joje
pasekmes vis dar triksta [94,95]. Siekiant, kad programa biity efektyvi, reikéty patikrinti 80%
tikslinés motery amziaus grupés (25 — 60 mety), ta¢iau Nacionalinio vézio instituto duomenimis
Lietuvoje pasitikrina tik ~ 50 % motery [69,94,95]. Pastaruoju metu daug démesio skiriama
vakcinacijai nuo Zmogaus papilomos viruso, kaip pagrindinei gimdos kaklelio véZio profilaktikos

priemonei [31,97].

Naujos gimdos kaklelio véZio patikros tendencijos.
Vis dazniau kalbama apie galimybe pradéti taikyti ZPV DNR tyrimg ir skysty terpiy citologija kaip
alternatyvius pirminés patikros metodus [6,7,59,94,97].

Skysty terpiy citologija.
o Kokybiskesnis tyrimas, i§ kurio galima atlikti tyrimg pakartotinai, todél skysty terpiy
citologijos netinkamy vertinti tepinéliy yra maziau negu paprasty PAP testy;
o Atlikti lasteliy bloka;
e Panaudoti tiriamaja medziaga molekuliniams tyrimams, pvz: Zzmogaus papilomos virusui

nustatyti [6,31].

ZPV DNR tyrimas.
e Dvigubas testas tikslesnei pirminei atrankai: PAP tepinélis ir ZPV DNR tyrimas;
e Patikslinamasis, pagalbinis testas, esant neaiSkiam ar abejotinam citologiniam tyrimo

atsakymui (pvz. ASC-US). Gydymo, po karcinomos in situ rezultatams jvertinti [6,31].

1.6. Zmogaus papilomos virusas

ZPV - Papillomaviridae $eimos virusas, mazas, turintis DNR ir ikosaedrine kapside,
neturintis apvalkalélio [1]. ZPV DNR yra dvigrandé, Ziedo formos, uzdara, sudaryta i§ apytiksliai
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7200-8000 baziy pory, kuriy ilgis tarp skirtingy ZPV genotipy gali neZymiai skirtis. Virusas turi
strukttrinius (vélyvuosius) L1 ir L2 ir funkcinius (ankstyvuosius) E1 — E7 genus. E6 ir E7 genali
pasizymi stipriu onkogeniskumu [3,28,43,100].

7 pav. Zmogaus papilomos viruso genomas.
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replikacijos valdymas YRR

E1

Ankstyviej genai

E1 - replikacya

E2 - replikacya i
transformacija

B4 - strulctiirinis
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L1 - pagrindinis kapsides baltyraas — Eé - Sunfapd3

ES E7 - Surifa pRb

L2 - antrinis kapsides baltymas

Adaptuota i§: (Margaret A. Stanley. Epithelial Cell Responses to Infection with Human Papillomavirus. Clinical Microbiology Reviews. April 2012).

ZPV koduoja keleta biitiny baltymy. Struktiiriniai L1 ir L2 yra kapside, talpinanéig dvigrande DNR,
sudarantys baltymai. Pagrindinis kapsidés baltymas L1 [28,100].

E1 — E7 reguliuojamieji baltymai. E1 — biatinas viruso DNR replikacijai ir
dalyvaujantis transkripcijoje baltymas. E2 baltymas svarbus viruso transformacijos procese,
dalyvauja replikacijoje [38]. E4 — struktiirinis citoplazmos baltymas. Jis svarbus diagnostikai, nes jo
aptikimas yra siejamas su ligos pradzia. E5 baltymas svarbus viruso transformacijos ir DNR
replikacijos procesuose. Baltymas svarbus ir ,,imuninés sistemos i§vengimo* procesui, nes leidzia
infekuotoms lgsteléms likti neatpazintoms imuninés sistemos [38,43,100].

E6 ir E7 baltymai, vaidina svarby vaidmen; gimdos kaklelio vézio kancerogenezéje. Pateke |
lgsteles, jie iSreguliuoja jy ciklg ir kontrolg [45,66,81]. E6 prisijungia prie p53 baltymo (navika
slopinantis baltymas), vykdo jo proteolize ir dél to infekuotos Igstelés gali nekontroliuojamai
replikuotis [12,14,100]. E6 ir p53 susijungimas sukelia chromosominj nestabilumg lasteléje, kuris
manoma, yra pagrindinis veiksnys sukeliantis intraepiteliniy pokyCiy progresavimg ir vézio
iSsivystyma [45,66]. E7 paveikia kitg svarby baltyma pRb (retinoblastomos baltymas, slopinantis
lasteliy ciklo progresavima kol ji néra pasirengusi dalytis, bei per dideli lasteliy augima), ji

inaktyvuoja, suri$a ir dél to lastelés praranda lasteliy ciklo reguliavimo kontrolg [45,66,81,100].
Siuo metu yra Zzinoma daugiau nei 200 ZPV tipy i§ kuriy ~ 40 randami lytiniy organy gleivinéje.
[12,14]. ZPV virusy tipai yra skirstomi j atskirus taksonus, kai nukleotidy seka L1 gene skiriasi
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daugiau nei 10% , nuo kito artimiausio tipo. Papildomai ZPV skirstomi j potipius, kai nukleotidy
seka L1 gene skiriasi daugiau nei 2 %, bet maziau nei 10 %. Taciau labai nedaug potipiy yra
aprasyta [16]. Ne visi ZPV tipai yra onkogeniski ir gali sukelti gimdos kaklelio patologija. Pagal
onkogeniskuma ZPV tipai yra skirstomi j auk$tos véZio rizikos tipus ir Zemos rizikos tipus. Kai
kuriuose literatiiros $altiniuose yra iskiriama ir tre¢ia grupé - vidutings rizikos ZPV tipai
[12,28,100].

e Aukstos rizikos ZPV tipai - 16,18, 31, 33, 35, 39, 45, 50, 51, 53, 55, 56, 58, 59, 64, 68. Sie
tipai dazniausiai randami piktybiniuose gimdos kaklelio navikuose (ypa¢ 16,18,31 ir 45).
[3,28].

e Vidutinio onkogeniSkumo 7PV tipai: 31, 33, 35, 51, 52, 58. Virusy tipai, kurie vienodai
daznai randami piktybiniais gimdos kaklelio navikais serganciy ir sveiky motery gimdos
kaklelio gleivinéje [28].

e Zemos rizikos ZPV tipai: 6, 11, 42, 43, 44. Tipai, kurie retai randami piktybiniuose
navikuose. DazZniausiai jie sukelia gerybines, makroskopiskai matomas lytiniy taky, ar kity

organy (nosies, burnos ir kt.), papilomas ir odos karpas [28].

1.6.1. ZPYV infekcijos eiga

Esant nepaZeistam ir gerai funkcionuojandiam moters imunitetui ZPV infekcija
daugeliu atvejy yra laikina, praeinanti savaime per skirtingg laikotarpj, priklausomai nuo ZPV tipo
[10,28]. Ilgiausiai issilaiko ZPV 16 tipas iki 2 mety. Taigi uzsikrétimas ZPV infekcija dar nereiskia,
kad moteris susirgs gimdos kaklelio véziu [10]. Virusas lgstelése gali biiti dviejy formy: episominés
ir integruotos j lastelés genomg. [28]. Apie 70 % motery nuo infekcijos iSsivalo per 1 metus, o 90
% per 2 metus. Dalis motery, apie 10 — 20 %, nuo viruso neissivalo, jis ilgg laikg persistuoja gimdos
kaklelyje, sukelia intraepitelinius pokycius ir negydomas i$sivysto ] invazinj gimdos kaklelio vézj
[10,28,44]. Intarepiteliniy poky&iy progresavimas iki vézio trunka 12-15 mety [28,44]. ZPV virusas
infekuoja epitelio pavirSines Igsteles, tac¢iau jy taikinys yra bazinio sluoksnio ir parabazinés lgstelés,
todél viruso patekimui j gilesnj sluoksnj yra reikalingas pavirSinio epitelio mikropazeidimas

[10,28,44].
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8 pav. ZPV infekcijos eiga.
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Adaptuota i§: (Silvia de Sanjose, Maria Brotons and Miguel Angel Pavon. The natural history of human papillomavirus infection. Elsevier. February

2018, vol. 47.).

ZPV plitimo bidai. Zmogaus papilomos virusas yra dazniausia lytiniu keliu plintanti infekcija,
todél dazniausias ZPV perdavimo badas - lytiniy santykiy metu (vaginaliniy, oraliniy, analiniy)
[83]. Taciau tai néra vienintelis viruso plitimo biidas. Literatiiroje i$skiriami du ZPV perdavimo
keliai:

Horizontalusis. Galima uzsikrésti ne tik lytiniy santykiy, bet ir bet kokio kontakto su uzsikrétusio
asmens lyties organais metu. Taigi virusas gali bati perduodamas nuo vieny organy kitiems, nuo
burnos gleivinés, ar ranky odos, lytiniams organams [78,83].

Vertikalusis. Siuo biidu ZPV infekuota motina gali perduoti virusg vaikui gimdymo metu. Tokiu
biidu virusg perduoda apie 5 % uzsikrétusiy motery. Infekuojami naujagimio iSoriniai lytiniai

organai ar burnos gleiviné. DaZniausiai naujagimiams infekcija praeina savaime [6,78,83].
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1.6.2. ZPV genomo integracija j Zmogaus lasteles ir kancerogenezé

ZPV 7mogaus organizme gali biiti episominés arba integruotos formos. Nors
daugelyje gimdos kaklelio vézio atvejy randamas integruotos formos virusas, taciau nedaugeliu
atvejy pakitimus gali sukelti ir episominés formos ZPV [100]. Tokiais atvejais stebimas episominés
viruso formos kopijy padaugéjimas ir onkogeny ekspresijos padidéjimas [100]. Nors tai ne toks
efektyvus procesas, tadiau poveikis yra toks pats, gkaip ZPV integracijos: onkogeny raiskos
padid¢jimas sukelia lgsteliy transformacijg [99]. Tyrimais nustatyta, kad Zemo laipsnio gimdos
kaklelio intraepitelinius pakitimus (CIN1 ir CIN2) sukelia episominé forma, o integruota viruso
forma sukelia Zymius intraepitelinius pakitimus (CIN3) ir invazyvias karcinomas [28,99]. Irodyta,
kad viruso genomas integruojasi j Seimininko Igsteles dar esant ikivéziniams pakitimams [4]. Jam
integruojantis } Seimininko lgsteles, viruso DNR triikkis dazniausiai jvyksta E1 ir E2 atvirame
skaitymo rémelyje, o viruso promotorius, reguliaciné¢ (LCR) sritis ir E6/E7 genai licka nepakite
[28]. Pro pavirSinj epitelj virusas patenka j bazinj epitelio sluoksnj, kur yra palankios salygos
dauginimuisi: virusas praranda savo apvalkalélj (kapsidés baltymus), patenka j lastelés branduolj,
tuomet infekuotoje lasteléje vyksta viruso DNR replikacija, reikalingy virusui baltymy gamybg ir
tolygus pasiskirstymas dukterinése Seimininko lgstelése [65,100]. Virusas pasidaugina lgsteléje
tukstancius karty, jo dalelés i§ naujo surenkamos ir virusas atpalaiduojamas j aplinka kartu su
atsinaujinan¢iomis gimdos kaklelio epitelio lastelémis [65,100].

7PV dauginimosi ciklas yra susijes su $eimininko lasteliy gyvavimo ciklu [28,100].
Normalus lasteliy augimas, susideda i$ keliy faziy, kurios sudaro Igstelés cikla:

GO — ramybés fazé. Lastelé formuojasi, bet nesidalina.

G1 fazé — lastelés augimas ir jos komponenty dvigubéjimas.

S fazé — Igsteliy genomo padvigubéjimas.

G2 fazé — pasiruoSimas mitozei, lgstelés augimas ir biitiny baltymy sintezé.
M fazé — mitozes fazgé, lastelé pasidalina j dvi dukterines [21].

Normalus lastelés ciklas yra sutrikdomas ZPV E6 ir E7 onkogeny, kuriy transkripcijos
neblokuoja E2 genas, nes dél triikkio E2 srityje jis yra nebegaminamas. Jie paveikia lastelés ciklui
svarbius baltymus, reguliuojancius lastelés dalijimasi, tokius kaip Rb (retinoblastomos) ir p53
(naviko supresorius) [21,99]. Vienas i§ baltymy (p53) reguliuoja apoptoze, tatiau ZPV sutrikdo p53
baltymo sinteze ir nejvyksta apaptozé. Neesant §io baltymo, gaminasi lgstelés su DNR pazaidomis.
Kitas baltymas (Rb) reguliuoja proliferacija, lastelés ciklo peréjima i§ G1 1 S fazg ir genomo
replikacijg. Replikacijai reikalingas retinoblastomos (Rb) baltymo hiperfosforilinimas, kuris vyksta
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tik esant tam palankioms salygoms. Jeigu fosfolrilinimas nejvyksta, l1astelei nesukuriamos salygos
pereiti i§ G1 j S fazg ir ciklas sutrinka [21,99].
Taip pat E6 ir E7 nuolatinis persistavimas lgsteléje sukelia strukttrinius ir kiekybinius

chromosomy poky¢ius: delecijas, translokacijas, aneuploidijas, tetraploidijas ir kt [77].

1.7. Gimdos kaklelio patologijos tyrimo metodai

1.7.1. Citologiniai metodai

PAP testas. DazZniausiai $Siuo metu naudojamas citologinis gimdos kaklelio vézio
atrankinis tyrimas yra PAP testas. Jj 1928 m. atrado graiky kilmés dr. George Nikolas
Papanicolaou. Jis pirmasis paimtuose i§ maksties tepinéliuose aptiko gimdos kaklelio piktybinio
naviko lasteliy [49,87]. Toliau tiriant maksties tepinélius, 1940 m. Dr. George Nikolas
Papanicolaou kartu su ginekologu dr.Herbert Traut, padar¢ dar daugiau svarbiy atradimy.
Nustatyta, kad tepinélio pagalba galima aptikti ,,slapta” vézj, kuris vizualiai nematomas ir kurio
galima neaptikti net atlikus biopsija [87]. Taigi visy $iy atradimy vardan tyrimas buvo pavadintas
Papanicolaou (PAP) testu.

Tai paprastas, nesudétingas tyrimas, skirtas nustatyti ikivéZiniams gimdos kaklelio
pakitimams. Prie§ imant tepinélj, tamponéliu nuvalomas gleiviy ir pavir§inio eksudato perteklius
nuo gimdos kaklelio. Tepin¢lis imamas mentele (ilgesnis mentelés galas jvedamas j gimdos kaklelio
ziotis) arba Sluotele (ilgieji Sluotelés Sereliai jvedami j endocervikalinj kanalg taip, kad Sluotelés
trumpieji Sereliai kontaktuoty su iSorine gimdos kaklelio dalimi) [89]. Paimta medziaga uZztepama
ant objektinio stiklelio ir nedelsiant fiksuojamas vienu i§ Siy metody: aerozoliniu fiksatoriumi —
purskiama i§ 25-30 cm atstumo (2-3 paspaudimai), palaukiama kol nudzius ar 10-15 min. tepinélis
merkiamas 1 96° etilo alkoholj. Tepin¢liai siun¢iami i laboratorija, kur dazomi Papanicolaou
dazymo metodu. Pap testo jautrumas turi gan didelj diapazong 30 % - 80 % , kuris buvo nustatytas
tyrimais aptinkant auksto laipsnio pazeidimus [89]. Tepinélis vertinamas pagal 2001 m. Bethesda

sistemos kriterijus: Pap tepinélio tinkamumo tirti jvertinimas, citologiné iSvada/rezultaty

interpretacija ir patologo komentarai/ rekomendacijos[11,88].

Skystuy terpiy citologija. 1996 metai buvo svarbiis PAP testo istorijai. JAV

maisto ir vaisty kontrolés tarnyba (FDA) patvirtino nauja vienasluoksnj citologinj gimdos
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kaklelio tepinélj — ThinPrep (Hologic, Marlborough, MA) [36,54]. Tai skystos terpés
tepinélis, kai visa Sluotelé su tiriamgja medziaga (gimdos kaklelio epitelinémis lastelémis)
patalpinama terpéje su fiksuojanéiu PreservCyte (fiksatorius metanolio pagrindu) skys¢iu
[36]. Taip buvo iSsprgsta viena i§ PAP testo problemy, kuomet didzioji tiriamosios
medZiagos dalis nebuvo uztepama ant stiklelio, o iSmetama su mentele ar Sluotele [4].
Véliau, 1999 m. FDA patvirtino dar vieng skystosios citologijos testa — SurePath (BD Diagnostics,
TriPath, Burlington, NC). Tiriamoji medziaga, kaip ir ThinPrep testo atveju, patalpinama j
transporting terpe su fiksatoriumi, kuris Sioje terpéje yra etanolio pagrindu [36,54]. Laboratorijoje
skystyjy terpiy konteineriuose gauta tiriamoji medziaga, procesoriy pagalba, paskleidziama
ribotame objektinio stiklelio plote vienu sluoksniu. Abiem atvejais (ThinPrep ir SurePath) gauti
tepinéliai atrodo beveik vienodai, yra plonasluoksniai, suskaidomi eritrocitai, gleivés ir kitos
artefaktinés medziagos, galinCios trukdyti tepinélio vertinimui, taciau skiriasi jy paruo§imo procesas
ir metodika [54]. ThinPrep analizatoriaus veikimas pagristas membranine filtravimo technologija
naudojant neigiamg ir teigiama slégj. Lastelés pro membranos poras isfiltruojamos (iSpurskiamos)
ant objektinio stiklelio ribotos zonos [36,54]. SurePath technologija lastelés paruoSiamos
centrifuguojant tiriamaja medziaga tankio gradiente ir paskleidZiant tiesiogiai, nenaudojant
membrany, ant objektinio stiklelio ribotoje zonoje [36,54].

IS likusios skysty terpiy tiriamosios medziagos galima atlikti ir kitus tyrimus: lgsteliy bloka,
didesniam lasteliy sukoncentravimui ir tikslesnei diagnozei, pakartotinai padaryti citologinj tepinélj,
bei molekulinius tyrimus (lytiSkai plintan¢iy infekcijy: Chlamydia trachomatis, Neisseria
gonorrhoeae ir kt., taip pat Zmogaus papilomos viruso (ZPV - DNR)) [36,54,89].

Moksliniais tyrimai buvo palyginti skysty terpiy citologijos ir paprasti PAP tepinéliai.
Vienasluoksniuose citologiniuose tepineliuose buvo aptikta 7 % - 18 % daugiau nezymiy ir Zymiy
plokscialgsteliniy intraepiteliniy gimdos kaklelio pakitimy lyginant su paprastu PAP testu
[2,41,72,89]. Taigi skysty terpiy citologijos tyrimai yra ne tik technologiskai pranasesni uz paprastg
PAP testa, taciau turi ir didesne klinikine verte. Skysty terpiy citologijos tyrimy jautrumas 88 % —

93 %, kuris buvo nustatytas tyrimais, aptinkant auksto laipsnio pazeidimus [36,54].

1.7.2. Histologiniai metodai

Citologiniai gimdos kaklelio metodai yra atrankiniai, todél jie neleidzia tiksliai
nustatyti galutinés diagnozés. Tam atliekami histologiniai tyrimai, histologiSkai tiriamas gimdos
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kaklelio audinys [63]. Dazniausia indikacija histologiniam gimdos kaklelio tyrimui yra nustatyti
pakitimai citologinio tyrimu metu. Radus pakitimus moteris yra siunc¢iama atlikti kolposkopijg [63].
Kolposkopija — tai instrumentiné gimdos kaklelio apziiira naudojant optinj vaizdg didinantj
prietaisg, kolposkopg [63,86].

Procediiros eiga:

e nuo gimdos kaklelio nuvalomos gleivés;

e gimdos kaklelis apziiirimas naudojant kolposkopa maziausiu padidinimu;

e vizualiai gimdos kaklelis yra padalijamas j 4 kvadrantus, kurie numeruojami pagal

laikrodzio rodykle, pradedant nuo I (tarp 12 — 15 val), 11 (15— 18 val), 111 (18 — 21 val) ir IV
(21 — 24 val) [86];

e gimdos kaklelio pavirSius suvilgomas 3 % — 5 % acto rligStimi ir gerai apzilirimas visas

gimdos kaklelis (kiekvienas kvadrantas);

o vertinami kaklelio epitelio pokyc¢iy ribos, pavirsius, spalva, kraujagysliy ypatumai [>86];
Kolposkopijos metu, jvertinus gimdos kaklelio pakitimus, galima atlikti tiksling biopsijg arba
konizacijg [86].

Biopsija gali bati tikslinga, kuomet kolposkopu kontroliuojant vaizda, paimamas gimdos kaklelio
audinio gabalélis i§ tam tikros vietos, kurioje buvo vizualiai matomi pakitimai arba pasirinktos,
jtartinos vietos.

Konizacija — tai procediira, kurios metu iSpjaunami pakit¢ gimdos kaklelio audiniai, stengiantis

maksimaliai pasalinti pakitimus ir iSsaugoti sveiky audiniy ribas.

1.7.3. Molekuliniai metodai

Dazniausiai naudojamas molekulinis metodas, gimdos kaklelio patologijai,
diagnozuoti yra tikslinés amplifikacijos metodas — polimerazés grandinine reakcija (PGR), kurio
tikslas — nukleortigs¢iy padauginimas tiriamojoje medziagoje [68]. PGR reakcija galima nustatyti
pagrindinio gimdos kaklelio patologijos sukéléjo, zmogaus papilomos viruso, didelés ir mazos
rizikos genotipus [68,85].

PGR reakcija atlickama cikliskai kaitaliojant reakcijos miSinio temperatirg [27].
Vienos PGR reakcijos metu vykdoma 40 cikly, i§ kuriy po kiekvieno ciklo i§ vienos DNR
molekulés susintetinamos dvi kopijos. Taigi po n cikly susidaro 2" DNR kopijy [27]. Kiekvienas
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ciklas susideda i$ trijy, vienas paskui kitg sekan¢iy etapy: denatiiracijos, pradmeny prilydymo
(hibridizacijos) ir polimerizacijos (pradmeny prailginimo) [52].

Denatiiracija. Dvigrandé DNR denatiiruojama naudojant 94-96°C temperatiirg (nutraukiamos
vandenilinés jungtys tarp dvigrandés DNR grandiniy), kad biity galima prie viengrandés DNR
prijungti pradmenis. Pradiné denattiracija vykdoma 3 — 5 min., kad bty pilnai denatiiruota taikinio
DNR, kituose cikluose pakanka 30 — 45 sekundziy [27,52,75].

Pradmeny prilydymas (hibridizacija). MaZinant temperatiirg iki 55-60°C vykdomas pradmeny
prilydymas. Pradmenys komplementariai prisijungia prie taikinio DNR susidarant vandenilinéms
jungtims tarp pradmeny ir taikinio DNR baziy [27,75]. Sis etapas priklauso nuo teisingo pradmeny
sekos ir temperatiiros parinkimo. Zemesnéje temperatiiroje pradmenys gali jungtis ne visiskai
komplementariai, todél sumazéja reakcijos jautrumas ir specifiSkumas [27,75]. Reakcijos vienam
amplikonui padauginti reikalinga pradmeny pora: ,tiesioginis pradmuo — apatinés krypties
pradmuo ir ,,grjztamasis“ pradmuo — virSutinés krypties [52,75].

DNR polimerizacija. Siame etape, didinant temperatiirg iki 72°C, vykdoma amplifikuojamos DNR
sintez€¢, naudojant fermenta — DNR polimeraz¢ (dazniausiai naudojamos termofilinés Taq
polimerazés) [52,75]. Sis fermentas ilicka stabilus visuose reakcijos cikluose kei¢iantis
temperatiirai. Polimerizacija su fermentu vykdoma ~ 1 min., o paskutiniame reakcijos cikle
polimerizacijos laikas pailginamas mazdaug tris kartus, kad biity pilnai uzbaigtas didelis DNR
kopijy skaicius, nes pradmeny licka maziau [52,75].

Tyrimas atliekamas analizatoriais vadinamais termocikleriais, kuriy yra skirtingy gamintojy ir

jvairiy rasiy [52].

Tikro laiko PGR.

Tikro (realaus) laiko (TL) PGR metodas yra laikomas kiekybiniu, nes parodo kurio
ciklo metu susidaré produktas (tam tikras jo kiekis). Kiekvieno reakcijos ciklo metu matuojama
fluorescencija, kuri proporcinga susintetintos DNR kiekiui [68,85]. Tikro laiko — PGR metodu
Mmatuojant susidariusio produkto kiekj atitinkancig fluorescencija, pirmus ~ 15 cikly fluorescencijos
lygis nekinta, nes PGR produkty kiekis dar yra per mazas, kad buty galima nustatyti [68,85]. Cikly
skaicius, iki kurio fluorescencijos lygis nekinta (slenkstiné riba), gali keistis priklausomai nuo
sukéléjo DNR kopijy skaiciaus (kuo daugiau kopijy, tuo cikly skaiius mazesnis) [68,85].
Eksponentiskai didéjant PGR produkty kiekiui, fluorescencija pasiekia slenksting riba (angl.
threshold) ir pradeda eksponentiskai didéti. Véliau, reakcijos eigoje, PGR efektyvumas mazéja,
pasiekia pereinamgja faze, ir galiausiai ,,plato fazg, kuomet PGR produkto kiekis beveik nekinta

[52,68,85].
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1.7.4. Imunohistocheminiai metodai

Svarbiausi imunohistocheminiai tyrimai gimdos kaklelio patologijos diagnostikoje:
Ki-67 ir p16.
Ki-67 — proliferacinis Zymuo, zinomas kaip naviky vystymosi prognostinis veiksnys [5]. Tali
branduolio antigenas, kuris ekspresuojamas visose lastelés ciklo fazése (G1, S, G2, M) iSskyrus GO
[5,73]. Ki-67 leidzia atskirti atrofinj epitelj nuo displazinio, o imunohistocheminés reakcijos
intensyvumas tiesiogiai siejamas su displazijos laipsniu [5,73].
P16 — nuo ciklino priklausancios kinazés inhibitorius. Jis svarbus lastelés ciklo reguliavime
— sulétina lgsteliy ciklo peréjimg i8 Gl j S fazg [58]. Imunohistocheminés reakcijos
intensyvumas susijes su displazijos laipsniu, taip pat Zymuo naudojamas integruotos Zmogaus

papilomos viruso formai nuo episominés formos atskirti [58].

1.7.5. Imunocitocheminis metodas

Cintec Plus — tai imunocitocheminis tyrimas, kuris paremtas apoptozés (pl6) ir
proliferacijos (Ki-67) zymeny nustatymu toje pacioje lasteléje ir aiSkiai parodo persistuojanéios
7PV infekcijos buvima [22]. Esant normaliam lastelés gyvavimo ciklui, joje vienu metu vyksta tik
vienas i§ reiSkiniy: apoptoze (savaime uzprogramuota lgstelés mirtis) arba proliferacija (augimas,
dauginimasis). Sutrikus lgstelés ciklui Sie procesai tampa nekontroliuojami, pradeda vykti vienu
metu ir Igstelés ciklas sutrinka [22,46]. Cintec Plus tyrimo metu nusta¢ius abu biologinius Zymenis
(p16 ir Ki-67) toje pacioje Igsteléje, vertiname reakcijg kaip teigiama, ir tai parodo, kad Igsteléje yra
ivykusi onkogeniné transformacija. Zmogaus papilomos virusas integravesis j gimdo kaklelio
lasteles ir sukéles jy supiktybéjima [22,46].

Sis tyrimas naudojamas kaip pagalbinis tyrimas moterims, kurioms periodinés
patikros metu nustatomi auksto laipsnio intraepiteliniai pakitimai, kuriy PAP citologijos rezultatas
yra ASC-US (nenustatytos reikSmés atipinés ploksciojo epitelio lgstelés) ir LSIL (nezymis
ploks&ialasteliniai intraepiteliniai poky¢iai), bei moterims, kurioms nustatytas didelés rizikos ZPV
infekcijos bent vienas tipas [22,46]. Tyrimo rezultatai suteikia galimybe pamatyti, ar yra reikalinga

kolposkopija, gali biiti grei¢iau patvirtinta diagnozé ir paskirtas gydymas [22].
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2. EKSPERIMENTINE DALIS

2.1. Tyrimo medziaga
2.1.1 Tiriamoji medziaga, metodai ir tiriamieji

Mokslo tiriamasis darbas buvo atliekamas UAB ,,Patologijos diagnostika® nuo 2015
m. balandZio mén. iki 2015 m. lapkri¢io mén.
Tiriamoji medZiaga — vaginalinés nuograndos paimtos i skystaja ThinPrep terpe.
I§ surinkty méginiy, buvo atlikti trys tyrimai: ThinPrep PAP skystosios terpés, ZPV DNR ir Cintec
Plus.

Tyrimo metu, buvo istirtos 192 jvairaus amziaus, nuo 23 iki 79 mety pacientés, kurios
kreipési | ginekologus, turédamos nusiskundimy, su gimdos kaklelio patologija susijusiy simptomy,
ar pakartotinai besitikrinancios pacientés, kurioms ank$¢iau buvo nustatyti jvairaus laipsnio

intraepiteliniai gimdos kaklelio pakitimai.

2.2. Tyrimo metodika

2.2.1 Tiriamosios medZiagos paémimas gimdos kaklelio tyrimams j skystaja ThinPrep terpe

Tiriamoji medziaga imama naudojant sluotelg.

= ilgieji Sluotelés Sereliai jvedami j endocervikalinj kanalg taip, kad Sluotelés trumpieji
Sereliai liesty iSoring gimdos kaklelio dalj, o ilgieji — transformacijos zong ir endocervikalinj
kanalg.

= Sluotelé Svelniai prispaudziama ir sukama 3-5 pilnus apsisukimus laikrodzio rodyklés
Kryptimi.

= Sluotelé su tiriamaja medZiaga plaunama ThinPrep” PAP transportin¢je terpéje. Apie 10 karty
atremiant j terpés transportinio indelio dugna;

= Sluotelé stipriai paspaudziama, pasukama, kad paimtos Igstelés gerai nusiplauty nuo Sluotelés;

= pabaigus plovimg panaudota Sluotelé iSmetama.
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9 pav. Tiriamosios medziagos paémimas ThinPrep PAP tyrimui.

THINPREP” PAP tyrimas
1] /

Cimdos Visos lastelés perkeliamos
akled i THINPREP® PAP terpe

._.lm

\ /j \

DEL TINKAMAI PAIMTOS
MEDZIAGOS IR TEPINELIO 5]

PARUOSIMO GAUNAMA [T
DVIEM TRECDALIAIS
DAUGIAU TEISINGY
TYRIMU REZULTATY

>
1
».\\»
\\ — 4}
a Naudojant membraning
THINPREP® PAP preparate technologla lastelés S

lastelés paskleid2iamas plonu skystos terpés perkediamos
sluoksniu, jose néra priemaliy ant stiklelio

Adaptuota i8: (citopatologijos procediiry vadovas, UAB ,,Patologijos diagnostika®)

Nuplovus tiriamgja medziagg j terpe ji sandariai uzdaroma, uzraSoma pacientés

informacija (vardas, pavardé) ir pristatoma j laboratorija.

2.2.2 Analizatoriai ir juy veikimo principai

ThinPrep skystosios terpés tyrimas atlickamas ,,ThinPrep 2000% analizatoriumi. Tai
automatizuotas citologiniy preparaty i§ skysty ThinPrep terpiy paruosimo jrenginys. Pries idedant
méginj | analizatoriy terpé yra Svelniai supurtoma purtykle (angl. vortex), kad atsiskirty skirtingi
tirtamosios medziagos elementai (gleivés, kraujas, Iastelés ir kt.). | analizatoriy jdedama terpé su
tiriamgja medziaga, | stikleliy laikiklj jstatomas specialus, tyrimui skirtas objektinis stiklelis
[54,93].

Analizatorius filtro pagalba atlieka tris pagrindinius etapus: 1. Pirmiausia filtro rotacija,
transportingje terpéje su tiriamaja medziaga, sukuria srove, kuri suskaido krauja, atskiria gleives ir
jvairias nuosédas, po to meéginj Svelniai sumaiso iSsaugodama lasteliy morfologija [54.93]. 2.
ThinPrep analizatoriaus programinés jrangos pagalba, sukuriami neigiamo slégio impulsai, kuriais
filtras jsiurbia i§ terpés skyscio, su jame esancia tiriamaja medziaga, ir paskirsto lasteles ant filtro
membranos iSorinio pavirSiaus. Isiurbimo metu analizatorius fiksuoja ar filtras jsiurbia reikiama
medziagos kiekj, kad biity paruostas tinkamas preparatas [54,93]. 3. Surinkus Igsteles ant filtro
membranos pavirSiaus, filtras apverCiamas j stiklelio puse ir §velniai prie jo prispaudziamas. (10
pav.).
Sukuriami teigiamo slégio impulsai ir i§ filtro tirlamoji medziaga plonu, vienu sluoksniu yra
iSpurskiama ant objektinio stiklelio. Ant stiklelio yra pazyméta zona, kurios diametras atitinka filtro
skersmenj ir lgstelés tolygiai pasiskirsto toje zonoje [54,93].
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10 pav. ThinPrep PAP analizatorius ir jo veikimo principas.

Adaptuota i§: (Randall K. Gibb, Mark G. Martens. The Impact of Liquid-Based Cytology in Decreasing the Incidence of Cervical Cancer. Reviews in

obstetrics & gynecology, vol. 4 suppl. 1 2011.).

Stiklelis jmerkiamas i 25

Pappanicolaou biidu [93].

o

ThinPrep PAP - PAPANICOLAOU DAZYMO METODAS

Naudojami reagentai:
Ksilenas

Izopropilo alkoholis
Etilo alkoholis

CAS Nr. 1330-20-7
CAS Nr.67-63--096%
CAS.Nr.64-67--5

ThinPrep Nuklear Stain Netaikomas
ThinPrep Rinse Solution Netaikomas
ThinPrep Bluing Solution Netaikomas
ThinPrep Orange G Solution Netaikomas
ThinPrep EA Solution Netaikomas

etilo alkoholj (fiksuotis). Po to preparatas dazomas

Dazymas atlickamas automatiniu stikleliy dazymo aparatu Sakura Tissue Tek Prisma,

pagal Papanicolaou dazymo metoda:

3 lentelé. ThinPrep PAP dazymo protokolas (Papanicolau metodas).

Pozicijos
Zingsniai | aparate | Reagentai Laikas | ------- | -===---
1 S 70% Etilo alkoholis || e | e
2 23 50% Etilo alkoholis 01:.00 | ** on
3 22 Distiliuotas vanduo 01:00 |** on
4 21 ThinPrep Nuklear Stain (Hematoksilinas) 02:00 | == on




5 29 Distiliuotas vanduo 00:10 | == on
6 20 ThinPrep Rinse Solution 00:30 | == on
7 12 Distiliuotas vanduo 00:30 | == on
8 13 ThinPrep Bluing Solution 00:30 | == on
9 14 Distiliuotas vanduo 00:30 | ** on
10 15 50% Etilo alkoholis 00:30 | ** on
11 7 95% Etilo alkoholis 00:30 | ** on
12 6 ThinPrep Orange G Solution 02:00 | == on
13 5 95% Etilo alkoholis 00:15 | == on
14 4 95% Etilo alkoholis 00:15 | == on
15 3 ThinPrep EA Solution 04:00 | == on
16 2 95% Etilo alkoholis 01:00 | == on
17 1 95% Etilo alkoholis 01:00 | == on
18 9 Izopropilo alkoholis 00:30 | ** on
19 10 Izopropilo alkoholis 00:30 | ** on
20 11 Izopropilo alkoholis 00:30 | ** on
21 19 Ksilenas 01:00 | ** on
22 18 Ksilenas 03:00 | ** on
23 F Ksileras | || e

Nudazyti tepinéliai dengiami automatiniu dengimo aparatu Sakura Tissue-Tek Film,
kaip dengiamoji medziaga naudojamas ksilolas ir Tissue-Tek Coverslipping Film dengiamoji
juosta.

Zmogaus papilomos viruso DNR nustatymas (ZPV) atlickamas Cobas 4800 sistema.
Tai pilnai automatizuotas kokybinis in vitro tyrimas skirtas aptikti zmogaus papilomos virusg
klinikiniuose pacienty méginiuose. Tyrimas atlickamas naudojant polimerazés grandinés reakcijg ir
nukleortigd¢iy hibridizacija 14 ZPV genotipy nustatyti. Cobas 4800 ZPV testo pagrindinio misinio
reagente yra pradmeny pory ir zondy, budingy 14 didelés rizikos ZPV tipy ir p globino DNR.
Naudojami pradmeny (mazdaug 200 nukleotidy), esan¢iy ZPV genomo polimorfiniame L1 regione,
seka [23,79]. Amplifikuota DNR (amplifikacijos produktas) aptinkama Siluminio ciklo metu
naudojant oligonukleotido zondus, kurie prijungia polimorfinius regionus, esancius $iy pradmeny
apibréziamoje sekoje, pazymétus keturiais skirtingais fluorescenciniais dazais, kuriy kiekvienas
fiksuojamas skirtingo bangos ilgio. Amplifikuotas dvylikos didelés rizikos ZPV tipy (31, 33, 35, 39,

45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 ir 68) signalas aptinkamas naudojant tuos pacius fluorescencinius dazus, o
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ZPV16, ZPV18 ir B globino signalai aptinkami naudojant skirtingus kiekvienam tipui ir kontrolei (B
globinui) skirtus fluorescencinius dazus [23,79]. Dél to galima atskirai i§matuoti ZPV 16, ZPV 18
ir kitus aukstos rizikos amplifikacijos produktus (31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68), taip
pat B globino kontrolg. Tiriami tik gimdos kaklelio Iasteliy méginiai, surinkti cobas® PGR lasteliy
rinkimo terpéje (,,Roche Molecular Systems, Inc.”), PreservCyt® tirpale (,,Hologic Corp.”) ir
SurePath® konservantiniame skystyje (,,BD Diagnostics-TriPath*) [23,79,80].

11 pav. Cobas 4800 sistema ir Cobas Z 480 termocikleris.

Adaptuota i§: (https://www.rochemicrobiologytests.com/cobas-4800-system/system-workflow.html)

ZPV tyrima Cobas 4800 sistema sudaro du etapai:

1. Pilnai automatizuotas ZPV ir lasteliy DNR isskyrimas i§ klinikiniy méginiy
naudojant magnetines stiklo daleles atliekamas Cobas x 480 analizatoriumi [79,80].

2. Tiriamy DNR seky PGR amplifikacija naudojant ZPV ir B — globinui biidingas
papildomas pradmeny poras ir realiojo laiko suskaidyty, fluorescenciskai zyméty

ZPV ir B - globinui biidingy oligonukleotidy, zondy aptikima [79,80].

Naudojami reagentai:

1. Wash Buffer (WB);

2. Elution Buffer (EB);

3. Magnetical Glass Particles (MGP);
4. Lysis (LYS);

5. SDS;
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6. ZPV kontroliy rinkinys (POS/NEG);

7. ZPV gausinimo/aptikimo reagentai (AMP/MMX) [23];

1. I tyrimo etapas: Méginiy paruoSimas.

Méginiy paruosimas Cobas 4800 ZPV tyrimui atlickamas pilnai automatizuotu Cobas x 480
analizatoriumi. Méginiai i§ ThinPrep terpés asimiliuojami sudarant denatiiravimo sglygas ir aukstg
temperatiirg. Po to lizuojami chaotropiniu reagentu [23,79,80]. Isskirtos ZPV nukleoriigitys (kartu
su B — globino DNR) iSgryninamos absorbuojant jas magnetinio stiklo dalelémis. Toliau jos
iSplaunamos, atskiriamos nuo magnetiniy daleliy ir tokios nukleortigstys yra tinkamos atlikti PGR

amplifikacijai ir aptikimui [23,79,80].

2. 1l tyrimo etapas: PGR amplifikacija ir aptikimas.

Amplifikacija ir aptikimas atliekamas Cozas z 480 termocikleriu.

Amplifikacija.

EagleZ05 DNR polimerazé, chemiskai modifikuota Thermus species Z05 DNR
polimerazé, naudojama ,.greitajai ZPV tiriamy objekty amplifikacijai ir 8 — globino kontrolei
[23,79,80]. Pirma, norint suaktyvinti polimerazg, denatiiruoti virusing ir genomin¢ DNR, bei
pamatyti jy pradmeny sekas, PGR tirpalas yra kaitinamas. Maz¢jant tirpalo temperatiirai virSutines
ir apatinés krypties pradmenys prisijungia prie atitinkamy DNR seky. EagleZ05 DNR polimeraze,
dalyvaujant dvivalenciam metalo jonui ir esant pertekliniam dNTP, isplecia pradmenis, ir
sintezuojama antra DNR grandiné [23,79,80]. Sis procesas baigia pirma PGR cikla, sukuriama
atitinkamo ZPV genomo regiono dvirgrandé DNR kopija ir B - globino genas. Polimerazé i$plecia
prisijungusius pradmenis pagal atitinkamg Sablong. Pagaminamos apie 200 pagrindiniy pory
dvigrandé ZPV DNR ir 330 pagrindiniy pory B — globino molekulés — tai amplifikacijos produktai
[23,79,80]. Procesas kartojamas keleta cikly o kiekviename cikle padvigubinamas amplifikacijos
produkto DNR kiekis. Amplifikacija vyksta tik ZPV genomo ir (arba) p globino geno regione tarp

tinkamos pradmeny poros. Amplifikuojamas ne visas genomas [23,79,80].

Automatinis aptikimas realiuoju laiku.
Cobas® 4800 ZPV teste naudojama realiojo laiko PGR technologija. Kiekvienas
reakcijos oligonukleotido zondas yra pazymétas fluorescenciniais dazais, kurie yra kaip signalas, ir

slopikliu, slopinan¢iu fluorescencing nepazeisto zondo dazy emisija [23,79,80]. Vykstant
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amplifikacijai, amplifikacijos produkta papildantys zondai prisijungia konkrecias vienos grandinés
DNR sekas ir yra suskaidomi dél EagleZ05 DNR polimerazés 5'-3' nukleazés veiklos. Kai dél Sios
nukleazés veiklos signaliniai dazai atsiskiria nuo slopiklio, suzadinti atitinkamo spektro $viesos jie
iSspindulivoja buidingo bangos ilgio fluorescencinj signala, kuris fiksuojamas realiuoju laiku
[23,79,80]. Dél skirtingiems dazams badingo skirtingo bangos ilgio, atskirai i¥matuojami 12 ZPV
(31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 ir 68) aukstos rizikos genotipy, ZPV 16, ZPV 18 ir p
globino kontrolés amplifikacijos produktai [23,79,80].

Cintec Plus imunocitocheminis tyrimas atliekamas Ventana BenchMark GX

analizatoriumi.

12 pav. Ventana BenchMarl GX analizatorius.

' _4_.:;" x

Adaptuota i§: (http://www.ventana.com/product/page?view=benchmarkgx)

Tyrimas skirtas kartu vienu metu imunocitochemiSkai aptikti p16™<* ir Ki — 67 baltymus
citologiniuose gimdos kaklelio méginiuose. Baltymai aptinkami su paruoStu naudoti pirminiy
monokloniniy antiking mi$iniu [22]:

e monokloninis pelés antikiinas prie§s zmogaus p16™“*baltyma (E6H4 klonas);

e pirminis rekombinantinis triusio antikiinas prie$ Zzmogaus Ki — 67 baltymg (274 — 11AC3

klonas).

Po lasteliy kondicionavimo, endogeninés peroksidazés aktyvumo slopinimo ir inkubavimo su
pirminiy antikiing miSiniu, naudojamos dvi, jau paruostos, skirtos gimdos kaklelio méginiams,

detektavimo sistemos [22,96]:
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Ozkos anti — pelés antrinis antikiinas, kovalentiSkai sujungtas su HQ haptenais (patentuotas
haptenas, kovalentiskai prijungtas prie ozkos antikiino) ir tretinis anti — HQ hapteno
antik@inas, sujungtas su krieny peroksidaze (HRP), kurie skirti monokloniniams E6H4 klono
pelés antikiinams aptikti;

Ozkos anti — triuSio antrinis antikiinas, kovalentiSkai sujungtas su NP haptenai (patentuotas
haptenas, kovalentiskai prijungtas prie ozkos antikiino) ir tretinis anti — NP hapteno
antikiinas, sujungtas su Sarmine fosfataze (AP), kurie skirti rekombinantiniams 274 — 11

AC3 kloo antikiinams aptikti [96].

Chromogeninés (spalvinés) reakcijos vyksta krieny peroksidazei suzadinus (aktyvavus) 3,3 —

diaminobenzidino tetrahidrochlorido (rudos spalvos chromogenas , DAB) ir Sarminés fosfatazés

atliekamai Fast Red (raudonos spalvos chromogenas) konversijai su naftolio fosfatu. Siy reakcijy

metu, atitinkamai susidaro rudos nuosédos p16™“** antigeno srityje ir raudonos spalvos nuosédos Ki

— 67 antigeno srityje [22,96]. Toliau vykdomas kontrastinis dazymas (hematoksilino dazu),

melsvinimas (melsvinimo ,,Bluing* reagentu) ir dvigubas pjiivio jtvirtinimas vandenine terpe bei

polistiroliu ir dengiamuoju stikleliu.

Naudojami reagentai:

Reakcijai naudojami gamintojo paruosti Cintec Plus citologinis rinkinys ir papildomi

regentai. Rinkinj sudaro desimt, 10 ml dozatoriuose, pilnai paruosty naudoti reagenty.

Rinkinys (100 testy):

1. Cintec Plus primary Antibody Coctail (p16/Ki67). Pirminiy antikiny kokteilis i$
monokloniniy E6H4 klono pelés antikiiny ir 274 — 11 AC3 klono triusio antikiny.

2. Cintec Plus Red anti — Rabbit NP Linker. NP Zyméti ozkos anti — triusio IgG.

3. Cintec Plus Red AR Multimer. Reagentas, kuriame ura Sarminés fosfatazés multimero —
pelés monokloniniy anti — NP tretiniy antikiiny, Zyméty Sarmine fosfataze.

4. Cintec Plus Red Naphthol Phosphate. Reagentas, kuriame yra naftolio fosfato (< 1 %).

5. Cintec Plus Fast Red. Reagentas , kuriame yra Fast Red chromogenas (< 1 %).

6. Cintec Plus DAB. Peroksidazés slopiklio vandenilio peroksido tirpalas (< 5 %).

7. Cintec Plus DAB anti — Mouse HQ Linker. HQ zyméty ozkos anti — pelés IgG.

8. Cintec Plus DAB HRP Multimer. Reagentas, kuriame yra krieny peroksidazés multimero —
pelés monokloniniy anti — HQ retiniy antikiiny, Zyméty krieny peroksidaze.

9. Cintec Plus DAB. 3,3 — diaminobenzidino tetrahidrochloridas (< 1 %) stabilizuojan¢iame

tirpale su konservantu.

10. Cintec Plus DAB H20,. Vandenilio peroksidas (< 1 %) fosfatiniame buferiniame tirpale.
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Papildomi reagentai:

Reakcijos buferio koncentratas (10X)
Lasteliy kondicionavimo tirpalas (CC1)
Dengiamasis skystis (LCS)

CC/Mount vandeniné jtvirtinimo terpé

2.2.3. Rezultaty interpretacija

Papanicolaou dazymo rezultaty vertinimo parametrai.

1. Lasteliy citoplazma (EA):

a) Ploksciojo epitelio pavirSiniy ir tarpiniy sluoksniy lgsteliy citoplazma-skaiscios
rozinés arba zalios spalvos.

b) Liaukinio epitelio lasteliy citoplazma blyskios zalios ar mélynai-zalios spalvos.

c) Branduoléliy spalva roziné ir raudona.

d) Lasteliy citoplazma permatoma (tame tarpe ir parabazinio Sluoksnio bei
metaplazavusiy ploks¢iojo epitelio Igsteliy [11,88].

Oranzinis-G tirpalas:
e) Normaliame tepinélyje néra oranzinés spalvos. Tokia spalva nusidazo pavir$inés
suragéjusios ploksc¢iojo epitelio lgstelés.
f) Pilnai ragéjancio ploksciojo epitelio lastelés nusidazo skaisCia oranzine spalva.
2. Lasteliy branduolys

Hematoksilino dazai:

a) Branduoliai nusidazo nuo mélynos iki tamsiai purpurinés spalvos.

b) Branduolio kontiiras ryskus ir aiskus, jis kontrastuoja su citoplazma.
¢) X-chromatino kiineliai aiSkiai matomi, jie su ryskiu kontiiru.

d) Normaliy vezikuliniy branduoliy parachromatinas-§velnus.

e) Neutrofiliniy leukocity branduoliy sgsmaukos-aiSkiai matosi [11,88].

13 pav. Papanicolaou dazyty ThinPrep PAP tepinéliy mikroskopinis vaizdas.

-, = =y
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ZPV tyrimo rezultaty interpretacija.

Tyrimo rezultatuose pateikiami sujungty auksStos rizikos genotipy ir atskirai
auk§Giausios rizikos ZPV 16 ir ZPV 18 genotipy rezultaty duomenys Kliniskai reik§mingu
infekcijos lygiu. T. y. vykdoma aukstos rizikos genotipy atranka, parodanti ar yra bent vienas i§ 12 |
rinkinj jeinanciy 7PV aukstos rizikos genotipy: 31, 33, 35 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68, taip pat
atskirai pateikiami 16 ir 18 genotipy nustatymo rezultatai [23,79,80].

Rezultaty patikimumo uZtikrinimas.
Tyrimo rezultaty uztikrinimui yra idiegtos kelios kokybés ir saugumo funkcijos.

e Vidiné kontrolé. Lasteliy B — globino vidiné kontrolé uztikrina, kad méginyje yra
pakankamai tiriamosios medziagos ir kad gautas neigiamas rezultatas néra klaidingai
neigiamas del nepakankamo tiriamosios medZiagos kiekio. Jeigu reakcijos metu gaunamas
neigiamas B — globino vidinés kontrolés rezultatas tai méginys yra vertinamas kaip
netinkamas tyrimui [23,79,80].

e Fermentas AmpErase (uracil-N-glikozilaz¢). ZPV amplifikacijos/aptikimo reagento MMX
sudétyje yra fermentas AmpErase (0,10%), kuris atskiria amplifikacijos produktus nuo
pasaliniy molekuliy, taip sumazindamas klaidingai teigiamy rezultaty rizika.

e Neéra kryzminiy reakcijy. Nesudaro kryZminiy reakcijy su Zzemos rizikos ZPV genotipais,

kad gauti teigiami rezultatai buty patikimi ir kliniskai reik§mingi [23,79,80].

Cintec Plus tyrimo rezultaty interpretacija.
Citologinius gimdos kaklelio bandinius, nudazytus CINtec PLUS citologiniu rinkiniu,
vertina gydytojas patologas $viesiniu mikroskopu [22]. Preparatai vertinami tiriant atskiras gimdos

kaklelio epitelio lasteles, turinCias ir rudg citoplazminj, ir raudong branduolinj dazyma, rodantj

INK4a
6

kartu vykstancig pl ir Ki-67 raiska. Be to, panasiai kaip aprasant Pap citologijos rezultatus,

aprasant Cintec Plus citologinio tyrimo rezultatus turéty biiti vertinamas bandiniy tinkamumas pagal

Bethesda 2001 gaires [22].

Dazant Cintec Plus citologiniu rinkiniu, gaunami du skirtingy spalvy reakcijos produktai: rudos

INKa

nuosédos pl6 antigeno srityje ir raudonos nuosédos Ki-67 antigeno srityje. Rudas lasteliy

dazymas (citoplazmos ir/arba branduoliy) rodo padidéjusia p16'NKE’1

raiSka. Raudonas Igsteliy
dazymas (branduoliy) rodo Ki-67 raiSka. Lastelése, kuriose nudazyti abu antigenai, matomas rudas

citoplazminis dazymas su paprastai ryskiais raudonais branduoliais [22].
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Teigiamas tyrimo rezultatas.

Nustacdius vieng ar daugiau gimdos kaklelio epiteliniy lasteliy, kuriose toje pacioje
lasteléje matomas ir specifinis rudas citoplazminis imunodazymas, ir specifinis raudonas
branduolinis imunodazymas, laikoma, kad Cintec Plus citologinio tyrimo rezultatas yra vertinamas

kaip teigiamas [22].

14 pav. Teigiamo Cintec Plus tepin¢lio mikroskopinis vaizdas.

&

Adaptuota i§: (Cintec Plus cytology interpretation guide, Roche).

Tyrimo rezultatas neigiamas.

Jeigu nenustatoma jokiy gimdos kaklelio epiteliniy lgsteliy, kuriose matomas dvigubas
rudas citoplazminis imunodazymas ir raudonas branduolinis imunodazymas arba gimdos kaklelio
epitelinése lastelése matomas tik vieno i§ Zymeny imunoreaktyvumas (pavyzdZiui, tik rudas p16'™"
dazymas arba tik raudonas Ki-67 dazymas) Cintec Plus citologinio tyrimo rezultatas yra vertinamas

kaip neigiamas [22].

15 pav. Neigiamo Cintec Plus tepinélio mikroskopinis vaizdas.

Adaptuota i§: (Cintec Plus cytology interpretation guide, Roche).
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2.3. STATISTINE ANALIZE

Tyrimo statistiné analizé buvo atlikta naudojant IBM SPSS-23.0 ir Microsoft Office
Excel 2010 programas. Rezultatuose pateikiamos dazniy ir procentiniy dazniy lentelés nominaliy
pozymiy vertinimui. Duomeny (amziaus) normalumo tikrinimui taikytas Kolmogorov — Smirnov
kriterijus. Nustacius, kad duomeny normalumo prielaida néra tenkinama, amziaus vidurkiy
palyginimui naudoti neparametriniai statistiniai kriterijai. Zmogaus papilomos viruso DNR tyrimo
ir amziaus statistinio reik§mingumo nustatymui naudotas ¥2 (Chi — kvadraty) kriterijus. Taip pat
statistiniam reik§mingumui, tarp ZPV DNR ir citologijos tyrimy, naudoti y2 (Chi — kvadraty), bei
tikslusis Fiserio kriterijus. Skirtumai tarp, ZPV DNR tyrimo ir diagnozuoty jvairaus laipsnio
gimdos kaklelio intraepiteliniy pakitimy, bei Cintec Plus imunocitocheminio tyrimo ir diagnozuoty
jvairaus laipsnio gimdos kaklelio intraepiteliniy pakitimy, skirtingose tiriamyjy grupése vertinti
taikant ¥2 (Chi — kvadraty) kriterijy. Koreliaciniy rySiy analizei atlikti naudotas Spirmeno
koreliacijos ir Pirsono asociacijos koeficientali, taip pat kappa koeficientas. Tyrimo metu jvertintas
rysis tarp ZPV ir Cintec Plus testo rezultaty. Apskaiiuotos teigiamos ir neigiamos prognostinés

vertes, rezultatai pateikiami ROC kreiviy pavidalu. Duomenys laikyti statistiSkai reikSmingais, kai p
<0,05.
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3. REZULTATAI

Atliktame tyrime dalyvavo 200 motery. 8 motery tiriamoji medziaga buvo netinkama
tyrimui, dél lasteliy trikumo ar netinkamo medZiagos paémimo, taigi bendra tyrimo imtis 192
moterys. 190 buvo nurodziusios savo amziy. Visos tiriamosios buvo sugrupuotos ] 8 amziaus
grupes 5 mety intervalu.
I grupé — iki 25 mety, Il grupé — 25-29 metai, Il grupé — 30-34 metai, IV grupé — 35-39 metai, V
grupé — 40-44 metai, VI grupé — 45-49 metai, VII grupé — 50-54 metai ir VIII grupé — daugiai nei 55
metai (4 lentel¢). Visy motery amziaus vidurkis 38,26. Jauniausia tyrimo dalyvé — 23, vyriausia —
79 mety (SD8,9).

4 lentelé. Motery skaiCius kiekvienoje tyrimo amziaus grupéje.

Amziaus grupé Amzius Daznis Daznis, %

| ki 25 5 6

] 25-29 33 174

i 30-34 50 6.3

v 35-39 37 los

\Y 40-44 24 26

VI 45-49 19 100

VII 50-54 16 84
VI Daugiau nei 55 6 -

Viso 190 100.0

16 pav. Amziaus grupiy pasiskirstymas.

Amziaus skirstinys neatitinka normaliojo pasiskirstymo (16 pav.) (p<0,05).

Daznis

54

Vidurkis = 38,26
Standartinis nuokrypis = 8,9
N =190

20

40 50
AmiZius

60

70
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Kaip matyti i§ 17 pav., didziausia tyrime dalyvavusiy motery grupé buvo 30-34 mety
amziaus, po to seka 35-39 mety amziaus grupiy atstovés, kurios sudaro 45,8% visy tiriamyjy.
Maziausios tyrime dalyvavusiy motery grupes iki 25 ir daugiau nei 55 mety, jos bendrai sudaro 5,79

% (N= 11).

17 pav. Tyrime dalyvavusiy motery amziaus grupiy procentinis pasiskirstymas.

AmzZius

Wi 25

W 2529
3034
Was-39
[J40-44
Wasag
Hs0-54

O paugiau nei 55

3.1. Moteruy, kurioms nustatytos displazijos, amzZius

Tyrimo metu siekta nustatyti, ar yra reikSmingas rySys tarp pacientés amziaus ir
nustatytos displazijos. Diagramoje pateikti tyrimo rezultatai parodé, kad HSIL nustatomas
vidutiniskai 38,16 mety amziaus moterims, LSIL — 31,38 ir ASC-US — 36,5 mety (18 pav.). IPPN
diagnozé (néra pakitimy citologiniame tepinélyje) nustatyta vyresnio amziaus moterims - 40,24
mety. Naudojant Kruskal — Wallis testa, hipoteziy tikrinimui, StatistiSkai reik§Smingy amziaus
skirtumy, tarp displazija turin¢iy pacienciy, nenustatyta (p=0.170>0.05).
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18 pav. Motery amziaus vidurkiai pagal citologinio tyrimo metu nustatytas diagnozes.
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Diagnoze

Dazniy lenteléje (5 lentelé) pateikiamas pacienciy amziaus grupiy pasiskirstymas
pagal IPPN ir displazijas. ASC-US pacientés pasiskirsté po lygiai tarp 30-34 ir 40-44 mety amziaus
grupiy, tuo tarpu net 50% visy LSIL pacienéiy buvo jaunesnés nei 25 mety amziaus. Daugiausia
motery, kurioms nustatyta HSIL priklauso 30-34 mety amziaus grupei, maZziausiai HSIL nustatyta
iki 25 mety amziaus grupéje. IPPN tolygiai pasiskirsté trijose amziaus grupése 30-34, 35-39 ir 45-
49 (po 20,7%). Sie duomenys parodo, jog jaunesnio nei 25 mety amziaus moterims Zymis gimdos
kaklelio pakitimai nustatomi reciau, kadangi jy iSsivystymui reikalingas ilgesnis laikas. Atlikus
tyrimg buvo pastebéta, kad 20-30 mety amziaus moterims buvo nustatyta net 18,4 % patologijos
atvejy bendroje tiriamyjy imtyje. 50 % visy LSIL, 1,3 % HSIL atvejy grupéje iki 25 mety ir 19,6 %
HSIL 25-29 mety grupg¢je. Literatiiros duomenimis LSIL iki HSIL progresuoja ~21 % atvejy per 2 —
4 metus, taigi jeigu GKV programa biity skiriama moterims nuo 21 m. amziaus galime daryti
prielaida, jog pagal misy atlikto tyrimo duomenis, buvo galima i§vengti 20,9 % (N=32) HSIL
atvejy moterims iki 30 mety.

Vyresnio nei 55 mety amziaus pacientéms buvo nustatyta tik 3,9 % patologiniy atvejy
bendroje imtyje. Tai taip pat patvirtina, kad atliktame tyrime, kaip ir anksciau atliktose studijose,
jaunesnéms moterims (iki 35 — 40 mety) dazniau diagnozuojamos displazijos, negu vyresnio

amziaus moterims (vir§ 50 mety).
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5 lentelé. Amziaus grupiy pasiskirstymas pagal citologines diagnozes.

Diagnozé
IPPN ASC-US LSIL HSIL

Daznis | N% | Daznis | N% | Daznis | N% | Daznis | N %

Amzius | Iki 25 0 0,0% 0 0,0% 3 50,0% 2 1,3%

25-29 3 10,3% 0 0,0% 0 0,0% 30 19,6%

30-34 6 20,7% 1 50,0% 0 0,0% 43 28,1%

35-39 6 20,7% 0 0,0% 2 33,3% 29 19,0%

40-44 5 17,2% 1 50,0% 1 16,7% 17 11,1%

45-49 6 20,7% 0 0,0% 0 0,0% 13 8,5%

50-54 3 10,3% 0 0,0% 0 0,0% 13 8,5%
Daugiau

nei 55 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0% 6 3,9%

Matome, jog procentaliai didziausia amziaus grupiy jvairové yra tarp HSIL pacienciy.

Didziausios HSIL rizikos grupé yra nuo 25 iki 39 mety amziaus moterys, jos sudaro 66,7 % visos

HSIL grupés.

IS viso tyrimo metu, jvairiose amziaus grupése buvo nustatytas 161 gimdos kaklelio patologijos

atvejis. ASC-US - 2, LSIL — 6, HSIL — 153 atvejai.

rezultaty, bei pacientés amziaus ir tarp motery amziaus bei nustatyto ZPV tipo.

3.2. ZPV infekuoty motery amZius

Atlikus tyrima, siekta jvertinti ar yra rySys tarp ZPV DNR tyrimo teigiamy

6 lentelé. ZPV DNR tyrimo rezultaty pasiskirstymas pagal amziaus grupes.

7PV DNR rezultatas
Amzius NEIGIAMI TEIGIAMI VISO
N % N %

Iki 25 0 0 5 100 5
25-29 4 12,1 29 87,9 33
30-34 6 12 44 88 50
35-39 8 21,6 29 78,4 37
40-44 8 33,3 16 66,7 24
45-49 5 26,3 14 73,7 19
50-54 3 18,8 13 81,3 16
Da“%'g“ ne 1 16,7 5 83,3 6
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Kaip matyti 1§ pateikty 6 lenteléje duomeny, amziaus grupése rySkaus skirtumo tarp
teigiamy ir neigiamy ZPV DNR tyrimo rezultaty néra. I3 atlikto tyrimo duomeny galime matyti, kad
iki 25 mety amZiaus grupéje visoms tirtoms pacientéms nustatytas teigiamas ZPV, tai patvirtina
jvairiy literatiiriniy 3altiniy duomenis, jog didziausias motery infekuotumas ZPV yra iki 30 mety
amziaus. Procentaliai, daugiausia teigiamy ZPV DNR rezultaty (neskai¢iuojant amziaus grupeés iki
25 mety, nes tiriamyjy imtis maza) gauta 30-34 mety motery amziaus grupéje — 88 %. Maziausiai
ZPV DNR teigiamy tyrimo rezultaty nustatyta 40-44 mety motery amziaus grupéje.

Naudojant ¥2 (Chi — kvadraty) kriterijy nustatyta, jog yra statistiskai reikSmingas
skirtumas tarp amziaus grupés su maziausiu procentiniu teigiamy ZPV DNR rezultaty daZzniu (40-
44 mety amziaus grupé) ir didziausiu procentiniu teigiamy ZPV DNR rezultaty dazniu (30-34 mety
amziaus grpé) (p=0,028 p<0,05).

Tyrimo metu taip pat siekta jvertinti nustatyto ZPV tipo ir amziaus sasajas.
[vertinta, ar yra statistiSkai reikSmingas amziaus skirtumas tarp konkreciy, tyrimo metu nustatyty

7PV tipy.

7 lentelé. Tyrimo metu nustatyty ZPV tipy pasiskirstymas pagal amziaus grupes.

ZPV tipas
Amzius 16 tipas 18 tipas atranka 16 ir 18 tipai 12t:g)naksa" 1§t:g)r?ksa" Viso
N % N % N % N % N % N %
ki 25 0| 00%| 1|200% 2| 37% | 1| 500% | 1| 34% | 0| 0,0% 5
25-29 15| 24,6% | 0| 0,0% 6|11,1% | O 00% | 7|241% | 1|250% | 29
30-34 16 | 262% | 0| 0,0% | 14 | 259% | 0 0,0% | 12 | 41,4% | 2| 50,0% | 44
35-39 11| 18,0% | 2 | 40,0% | 12 | 222% | O 0,0% | 3[103% | 1]|250%]| 29
40-44 6| 98% | 1]200% | 5| 93%| 1| 500% | 3|103% | 0| 00% | 16
45-49 5| 82% | 0| 0,0% 71130% | 0 00% | 2| 69% | 0| 00%| 14
50-54 5| 82% | 0| 0,0% 71130% | 0 00% | 1| 34% | 0| 00% | 13
Davgiau | 3| 490 | 1|200%| 1| 19%| 0| 00%| o| 00%| 0| 00%| 5

Kaip matyti 1§ duomeny, pateikty 7 lenteléje, daugiausia 16 tipo ir bent vieno i§
aukstos rizikos ZPV tipy nustatyta 30-34 mety amziaus grupéje, o 18 tipas — 35-39 mety amziaus
grupéje. Tarp daugiau nei vieno ZPV DNR tyrimo metu aptikto ZPV tipo — dviguba infekcija, taip
pat daugiausia nustatyta 30-34 mety amziaus grupg¢je.

Galime daryti i§vada, kad didziausia ZPV tipy jvairové: 16 tipas, ir bent vienas i3
aukstos rizikos tipy, bei daugiau nei vienas tipas (16 ir AR, bei 18 ir AR) nustatytas 30-34 mety

amziaus grupe¢je.
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Siekiant nustatyti ar tai statistiSkai reikSminga, apskaiCiuotas motery amziaus vidurkis, kurioms

tyrimo metu nustatytas bent vienas ZPV tipy variantas.

19 pav. Motery amziaus vidurkiai pagal nustatyta ZPV tipa.

404

304

AmZiaus vidurkis

204
! : : e L o
16 tipas 18 tipas atranka 16 ir 18 tipai 1 gtpgﬁksalr 1 gttrlgr?ksﬁlr
ZPV tipas

Diagramoje pateikti duomenys (19 pav.) parodo, kad amziaus vidurkiai yra

panasis. Taikant Kruskal — Wallis kriterijy statistiSkai reik§mingy amziaus skirtumy tarp jvairiy

ZPV tipy nenustatyta (p=0,142 p>0,05).

20 pav. Procentinis tyrimo metu nustatyty ZPV tipy pasiskirstymas.

ZPV tipas

M 16 tipas

18 tipas

[ atranka

W16 ir 18 tipai
116 tipas ir atranka
W15 tipas ir atranka
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Skritulinéje diagramoje (20 pav.) matome, koks procentas, kokio ZPV tipo,
nustatyta bendroje tyrimo imtyje. Dazniausias yra 16 ZPV tipas (40,13 %), o maZiausiai nustatyta:
pavieniy — 18 tipo (3,18%), keliy ZPV tipy — 16 ir 18 tipai kartu (1,27%).

Siais rezultatais, galime patvirtinti literatiiroje pateikiamus duomenis, kad
dazniausiai gimdos kaklelio intraepitelinius (ypa¢ Zymius) pokycius sukelia biitent 16 Zmogaus

papilomos viruso tipas.

3.3. Citologija ir ZPV DNR

Vertinant tyrimo metu gautus rezultatus, buvo siekta nustatyti rysj tarp citologiniu
tyrimu nustatyty gimdos kaklelio poky¢iy ir ZPV DNR tyrimo rezultaty.

8 lentelé. ZPV DNR tyrimo rezultaty pasiskirstymas pagal citologinio tyrimo diagnozes.

ZPV rezultatas
Neigiamas Teigiamas Viso
Diagnozé Daznis 1 1 2
ASC-US
% 50.0% 50.0% 100.0%
Daznis 1 5 6
LSIL
% 16.7% 83.3% 100.0%
Daznis 9 146 155
HSIL
% 5.8% 94.2% 100.0%
Daznis 24 5 29
IPPN
% 82.8% 17.2% 100.0%
Viso Daznis 35 157 192
% 18.2% 81.8% 100.0%

8 lenteléje pateikiami teigiamy ir neigiamy ZPV DNR rezultaty duomenys, esant
tam tikrai citologinei diagnozei. Taip pat pateikiama diagrama (21 pav.), kurioje vizualiai aiskiai
matyti, kad beveik visi HSIL ir LSIL atvejai turi teigiamus ZPV DNR rezultatus. Nenustagius
pakitimy citologijoje, IPPN atvejais, ZPV DNR testo teigiami rezultatai tik — 17,2 % (N=5).
ASC-US atvejai, tyrimo metu nustatyti tik 2, todé¢l néra tikslinga skai¢iuoti, §ios diagnozés ir ZPV
DNR rezultaty statistinio reikimingumo, ta¢iau siekiant nustatyti ar yra rysys tarp ASC-US ir ZPV
DNR rezultaty, statistinis reikSmingumas apskaic¢iuotas.

Kadangi ASC-US imtis yra maza (N>5), naudotas tikslusis FiSerio kriterijus. StatistiSkai reik§mingy
rezultaty nenustatyta (p=0,35, p<0,05).
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Naudojant ¥2 (Chi — kvadraty) kriterijy nustatyta, kad yra statistikai reikimingi ZPV DNR
rezultatai esant LSIL, HSIL diagnozéms ir IPPN atvejais ( p<0,001).

21 pav. ZPV DNR tyrimo rezultaty pasiskirstymas pagal citologine diagnoze.

PV
rezultatas
1007 B Neigiamas
[ Teigiamas

809

%

40

204

LsIL HSIL

Diagnozé

Gauti tyrimo duomenys, leidzia patvirtinti literatiroje pateikiama informacija, jog
daugiau nei 90 % displazijy sukelia Zzmogaus papilomos virusas. Tyrimo metu gauti duomenys
parodé, kad ZPV virusas buvo nustatytas 93,3 % tyrime dalyvavusiy motery, kurioms citologinio

tyrimo metu diagnozuota bent viena i§ displazijos rasiy.
Jvertintos ir citologiniy tyrimy bei nustatyto ZPV tipo s3sajos.

9 lentelé. Nustatyty ZPV tipy pasiskirstymas pagal citologine diagnozg.

ZPV tipas
) 16 tipas | 18 tipas )
, . 16ir 18 . ] Viso
16 tipas | 18tipas | atranka o ir ir
tipai
atranka [ atranka
Diagnozé  AScC- Daznis 1 0 0 0 0 0 1
US % 100.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% | 100.0%
Daznis 0 1 3 1 0 0 5
LSIL
% 0.0% 20.0% 60.0% 20.0% 0.0% 0.0% | 100.0%
Daznis 60 4 48 1 29 4 146
HSIL
% 41.1% 2.7% 32.9% 0.7% | 19.9% 2.7% | 100.0%
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Daznis 2 0 3 0 0 0 5
IPPN
% 40.0% 0.0% 60.0% 0.0% 0.0% 0.0% | 100.0%
Total Daznis 63 5 54 2 29 4 157
% 40.1% 3.2% 34.4% 1.3% | 18.5% 2.5% | 100.0%

9 lenteléje pateikti duomenys rodo, jog Zymiy intraepiteliniy gimdos kaklelio
pakitimy (HSIL) atvejais daugiausia nustatytas 16 zmogaus papilomos viruso tipas. Taigi tokie
rezultatai, leidzia dar kartg daryti i§vada, jog literatiiros Saltiniuose pateikiama informacija, kad 16
7PV tipas yra onkogeniskiausias ir dazniausiai sukeliantis ikivéZinius, bei Zymesnius pakitimus, yra

teisinga.

3.4. Citologija ir Cintec Plus

10 lenteléje pateikti rezultatai rodo rysj, tarp citologinio tyrimo diagnozés ir

Cintec Plus imunocitocheminio tyrimo rezultaty.

10 lentelé. Cintec Plus tyrimo rezultaty pasiskirstymas pagal citologing diagnoze.

Cintec Plus rezultatas
Diagnoze Neigiamas Teigiamas
N % N %
IPPN 28 96,6% 1 3,4%
ASC-US 1 50% 1 50%
LSIL 4 66,7% 2 33,3%
HSIL 5 3,2% 150 96,7%

ASC-US ir LSIL atvejais, Cintec Plus teigiamas rezultatas nustatytas atitinkamai
50% (N=1) ir 33,3% (N=2). HSIL atveju Cintec Plus teigiamas rezultatas nustatytas 96,7 %
pacienciy. Neesant pakitimy PAP citologiniame tepinélyje, nustatyta 96,6 % neigiamy ir 3,4 %
teigiamy (N=1) Cintec Plus imunocitocheminio tyrimo rezultaty.

ASC-US ir LSIL, atvejai bendroje tiriamyjy imtyje sudaro tik 4,17 %, pagal Sias
diagnozes néra tikslinga vertinti tyrimo tikslumo. HSIL ir IPPN atvejais nustatytas aukstas tyrimo
tikslumas t.y. ~ 96 %. Galime daryti prielaida, jog tikrai teigiami Cintec Plus tyrimo rezultatai gauti

citologinio tyrimo metu nustatius zymius intraepitelinius pakitimus ir teigiamus Cintec Plus, o
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tikrai neigiami imunocitocheminio Cintec Plus tyrimo rezultatai gauti - nenustacius citologiniy
pakitimy ir gavus neigiamus Cintec Plus tyrimo rezultatus.

Kadangi ASC-US imtis yra maza (N>5), naudotas tikslusis FiSerio kriterijus.
Statistiskai reikSmingy rezultaty nenustatyta (p=0,13, p<0,05).

Naudojant ¥2 (Chi — kvadraty) kriterijy nustatyta, kad yra statistiSkai reikSmingi
Cintec Plus tyrimo rezultatai esant LSIL, HSIL diagnozéms ir IPPN atvejais ( p<0,001).

3.5. Citologija/ Cintec Plus/ ZPV DNR

Pagal 8 ir 10 lentelése pateiktus duomenis palyginami Cintec Plus ir ZPV DNR

tyrimy rezultatai atsizvelgiant j citologinio tyrimo diagnozes.

ASC-US atveju, rezultatai pasiskirsté tolygiai, po 50 %.

LSIL — daugiau teigiamy atvejy nustatyta ZPV DNR, nei Cintec Plus tyrimo metu, atitinkamai 83,3
% ir 33,3 %. Nors LSIL atvejy imtyje yra nedaug, tadiau galime daryti i§vada, kad LSIL atveju ZPV
DNR tyrimas yra patikimesnis.

HSIL atveju Cintec Plus teigiamy tyrimo rezultaty gauta daugiau, nei ZPV DNR, atitinkamai 96,7
% ir 94,1 % (N=150, N=146). Taigi Cintec Plus tyrima HSIL atvejais, lyginant su ZPV DNR,
galima laikyti patikimesniu.

Nagrinéjant ry§j tarp $iy trijy tyrimy yra gauta keletas klaidingai neigiamy tyrimy
rezultaty. Nustaéius 155 HSIL atvejus, 8 ZPV DNR atvejai yra neigiami, o Cintec Plus teigiami.
Taip pat 1 ASC-US atvejis, esant neigiamiems ZPV DNR ir Cintec Plus tyrimams ir vienas LSIL
atvejis esant neigiamam ZPV DNR tyrimo rezultatui ir teigiamam Cintec Plus imunocitocheminio
tyrimo rezultatui. Pakartotinai perzitiréjus preparatus jvertinta, kad neigiamiems ZPV tyrimo
rezultatams jtakg galéjo daryti kraujingi méginiai, lastelingumas (lasteliy kiekis esantis méginyje),
lasteliy rasis (ploks¢iojo epitelio ar liaukinio), taip pat laikas per kurj atliktas tyrimas, kadangi
vienam tyrimui atlikti buvo renkami 22 méginiai.

Gautas ir vienas HSIL atvejis, kai abu, ZPV DNR ir Cintec Plus, tyrimai nustatyti
neigiami. Esant neigiamiems ZPV DNR ir Cintec Plus tyrimams, tadiau radus pakitimy
citologiniame PAP tepinélyje, galime daryti prielaida, kad pakitimus galéjo sukelti kiti, su ZPV
infekcija nesusije veiksniai: maksties infekcija, kitos lytiskai plintancios ligos (Chlamydia,
gonorrheae, Candida Albicans ir kt.), kurios sukelia gimdos kaklelio uzdegimg ir pakitimus gimdos
kaklelio gleivinéje. Kadangi tyrimo metu toks atvejis nustatytas 79 mety moteriai, tai gal¢jo sukelti

ir estrogeno kiekio pokytis dél menopauzés.
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IPPN atveju nustatytas tik vienas Cintec Plus teigiamas rezultatas, bet ZPV DNR

Siai pacientei yra neigiamas. Taigi galime daryti prielaida, jog galimas klaidingai teigiamas Cintec

Plus tyrimo rezultatas. ZPV DNR, esant IPPN, teigiami 5 atvejai. Siuo atveju, galime daryti

prielaida, kad ZPV yra episominés formos, i$sivalanti infekcija, o ne persistuojanti, ir nesukelia

lasteliy onkogeninés transformacijos, bei intraepiteliniy pakitimy.

3.6. Cintec Plus ir ZPV DNR

Pateikiami duomenys, tarp ZPV DNR ir Cintec Plus tyrimy rezultaty, tarpusavio

ry$io nustatymui. 11 lenteléje pateikti duomenys rodo, kiek teigiamy Cintec Plus atvejy gauta

tiriamojo darbo metu esant teigiamiems ir neigiamiems ZPV DNR rezultatams ir kiek Cintec Plus

tyrimo atvejy gauta teigiamy esant teigiamiems ir neigiamiems ZPV DNR rezultatams.

11 lentele. ZPV DNR ir Cintec Plus teigiamy ir neigiamy tyrimy rezultaty tarpusavio

pasiskirstymas.

CINtec PLUS rezultatas

Neigiamas Teigiamas Viso
ZPV rezultatas  Neigiamas N 25 10 35
% 71.4% 28.6% 100.0%
Teigiamas N 13 144 157
% 8.3% 91.7% 100.0%
Total N 38 154 192
% 19.8% 80.2% 100.0%

Kaip matyti i§ diagramoje pateikty rezultaty (22 pav.), Cintec Plus tyrimas buvo

neigiamas 71,43 % atvejy, tarp visy neigiamy ZPV DNR rezultaty ir 91,72 % teigiamas, tarp visy

teigiamy ZPV DNR.

22. pav. Procentinis ZPV DNR ir Cintec Plus teigiamy ir neigiamy tyrimy rezultaty tarpusavio

pasiskirstymas.
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Naudojant Spirmano koreliacija, nustatyta, kad egzistuoja vidutinio stiprumo
rySys, tarp $iy tyrimy rezultaty (0,612; p<0,05). Taip pat patikslinimui, buvo panaudotas ir Pirsono
asociacijos koeficientas, kuris davé analogiska rezultata apie rySio stiprumg tarp tyrimo rezultaty
(koeficientas r=0,59).

ZPV DNR ir Cintec Plus tyrimy rezultaty palyginimui, apskaiGiuotas ir kappa
koeficientas. Gautas koeficientas lygus 0,61, tai rodo didelj abiejy tyrimy rezultaty patikimuma,

nustatant gimdos kaklelio patologija.

3.7. Prognostinés vertés

ASC-US ir LSIL atvejy (N=8), bendroje tyrimo imtyje (N=192) yra labai maZzas
skai¢ius, todél prognostines vertes, esant Sioms diagnozéms, nustatyti néra tikslinga. Dél Zemo $iy
diagnoziy paplitimo imtyje, ROC kreivés indukuoty prastas tyrimy prognostines savybes. Taigi
buvo paskai¢iuotos ZPV DNR ir Cintec Plus tyrimy prognostinés vertés HSIL atvejais.

23 pav. ZPV DNR tyrimo, HSIL atvejais, efektyvumo (ROC) kreivé.
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Teigiama ZPV testo prognostiné verté nustatant HSIL diagnoze lygi 92,99%, o 0,822

plotas po ROC kreive rodo gera tyrimo tiksluma. Neigiama ZPV testo prognostiné verté nustatant

HSIL diagnoze yra 74,29%.

24 pav. Cintec Plus tyrimo, HSIL atvejais, efektyvumo (ROC) kreiveé.

HSILICINtec PLUS ROC kreivé

1. —

0.8

Jautrumas
=

@

1

o
=
1

0.2

T
06 08

0.0+ T
0o 0.2 04
1 - SpecifiSkumas

Teigiama CINtec PLUS testo prognostiné verté nustatant HSIL diagnoze lygi 97,40%, 0,930 plotas

po ROC kreive rodo labai gera tyrimo tiksluma. Neigiama ZPV testo prognostiné verté nustatant

HSIL diagnoze yra 86,84%.
52



4. REZULTATU APTARIMAS

Mokslo tiriamojo darbo tikslas buvo jvertinti Cintec Plus tyrimo vert¢ nustatant
gimdos kaklelio patologija. Siam tikslui jgyvendinti lyginome Cintec Plus tyrimo rezultatus su
ThinPrep skystosios terpés ir ZPV DNR tyrimy rezultatais, suskirstant juos jvairiais aspektais: pagal
motery, kurioms nustatytos displazijos amziy, motery, kurioms nustatytas ZPV amziy ir konkrety
infekcijos tipa, citologinius gimdos kaklelio pakitimus ir jy s3sajas su ZPV DNR ir Cintec Plus
tyrimy rezultatais, bei Cintec Plus ir ZPV DNR tyrimy tarpusavio rysj. Atlikto tyrimo rezultatus
palyginome su kity mokslininky atlikty tyrimy rezultatais. Taip pat jvertinome ZPV DNR ir Cintec
Plus tyrimy prognostines vertes Zymiy intraepiteliniy gimdos kaklelio poky¢iy (HSIL) atvejais.

Gimdos kaklelio vézys iSsivysto palaipsniui, progresuojant ikivéziniams
pakitimams, todél ankstyva ikivéziniy poky¢iy — displazijy diagnostika yra labai svarbi. Gimdos
kaklelio vézys yra, palyginti, jauny motery liga, nes displazijos gali buti nustatomos ir labai
ankstyvame amziuje [8]. Misy atlikto tyrimo jauniausia pacienté yra 23 mety moteris, kuriai
nustatyras LSIL atvejis, o kitai, 24 mety moteriai nustatyti Zymis intaepiteliniai gimdos kaklelio
pokyc¢iai — HSIL. Taigi kaip galime matyti i§ gauty duomeny, gimdos kaklelio patologija gali bati
nustatona ir itin jaunoms moterims. Pasauliniais tyrimy duomenimis, rutininés patikros metu,
nustatomy ikivéziniy poky¢iy amziaus vidurkiai: ASC-US — 35,7, LSIL — 32,4 [13]. Masy atlikto
tyrimo metu, tiriant tikslingg motry grupe, (moterys su ginekologiniais nusiskundimais,
kontaktiniais kraujavimais ir kt., bei anks¢iau turéjusios jvairaus laipsnio gimdos kaklelio pakitimus
ir atéjusios pakartotinai patikrai), gauti duomenys parodo panasy, tam tikro laipsnio, ikivéziniy
pakitimy i$sivystymo amziy. Tyrimo duomenimis, motery, kurioms nustatyta ASC-US displazija
amziaus vidurkis 36,5, LSIL 31,38, o HSIL 38,16 metai. Taigi kaip galime matyti iSanalizave
duomenis, displazijy i$sivystymo amzius yra 30-40 mety [13].

Zinomas ir ZPV, kaip pagrindinio rizikos veiksnio, issivystyti gimdos kaklelio
véziui vaidmuo, todél jvertintas ZPV infekcijos ir atskiry jos tipy paplitimas [4]. Pasauliniais
duomenimis, ZPV paplitimas, esant citologinés patologijos atvejams, yra nuo 50 % ASC-US iki 80
% HSIL atvejais [40]. Atlikto Lietuvoje tyrimo metu nustatyta, kad tarp motery, su jvairaus laipsnio
intraepiteliniais gimdos kaklelio pakitimais, ZPV infekuotumas yra 45,5 %. ASC-US atvejais
infekcija nustatyta 34,6 %, o esant HSIL 62,1 % motery [40]. Misy atlikto tyrimo metu, moterims
su citologinés patologijos diagnoze, infekuotumas zmogaus papilomos virusu nustatytas 81,7 %
motery.

e ASC-US atvejais — 50 %;
e LSIL atcejais — 83,3 %;
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e HSIL atvejais — 94,2 %.

Atlikto tyrimo metu, gauti ZPV infekuotumo duomenys lyginti jvairiose motery
amziaus grupése. ZPV infekcija daZniausiai nustatyta amziaus grupése iki 35 mety (34 ir
jaunesnéms). Grupéje iki 25 mety nustatytas 100 % motery infekuotumas, 25-29 mety ir 30-34
mety grupése Siek tiek maziau, atitinkamai 87,9 % ir 88 %, taiau infekuotumas vis tiek iSlieka
labai aukstas. Taip pat 83,3 % ZPV teigiamy atvejy buvo nustatyta grupéje, vir§ 55 mety - tadiau
Siuos duomenis néra tikslinga priskirti prie dazniausiai nustatomy infekcijos atvejy, nes tai tik 5
atvejai bendroje imtyje. MaZiausiai teigiamy ZPV rezultaty gauta 40-44 mety amziaus grupéje,
kuomet pagal kity autoriy tyrimus, teigiamy ZPV atvejy mazéja [19,57]. Paul K.S. Chan ir kt.
tyrimas taip pat parodé, kad daZniausiai nustatoma ZPV infekcija moterims iki 30 mety
(aukdiausias pikas) [19]. Vélesniame amziuje ZPV infekcijos atvejy skai¢ius tendencingai mazéja.
Idomu tai, jog Paul K.S. Chan ir kt. savo atliktame tyrime parodé, kad apie 50 - uosius metus
(tyrimo duomenimis 46-50 mety amzZiaus grupéje) ZPV atvejy skaidius iSauga [19]. Savo atliktame
darbe tirdami moteris, kurioms nustatyti citologinés patologijos atvejai, taip pat gavome tg pacia
tendencijg, motery ~50 — uosius metus grupéje (50-54 mety amziaus grupéje 81,3 % (N=13)),
teigiamy ZPV atvejy skai¢iaus padidéjima. Padidéjes infekuotumas ZPV buvo nustatytas ir Z.
Gudlevicienés ir kt. (2010 m.) tyrimo metu [40]. Tai premenopauzinis laikotarpis, todél galime
daryti prielaidg, kad moterys tampa imlesnés infekcijai dél estrogeno kiekio sumazéjimo, ar
menstruacinio ciklo pasikeitimy [20].

Lyginant atskiry ZPV tipy rezultatus matyti, kad i§ motery, kurioms tyrimo metu
nustatytas tik vienas ZPV tipas, 41,1 % (N=60), zymiy intraepiteliniy pakitimy HSIL atvejais
nustaytas ZPV 16 tipas, o neZymiy intraepiteliniy pakitimy (LSIL) atvejais daZniau nustatyti Kiti
aukstos rizikos, ne 16 ar 18 ZPV tipai. 60 % (N=3) LSIL atvejy nustatyta ZPV auksta rizika.
Moterys, kurioms nustatyta, bent viena i$ displazijy grupéje ir kurioms buvo nustatytas vienas ar
daugiau ZPV tipy — dviguba infekcija, ZPV DNR testo metu, 16 ZPV tipas i§ viso sudaré 56,44 %,
0 18 ZPV tipas 6,75 %. Z. Gudlevi¢ienés ir kt. (2010 m.) [40]. Tyrimo duomenimis moterims, su
nustatyta citologine patologija, kurioms nustatytas pavienis ZPV tipas ar dviguba infekcija, 16 tipo
7PV nustatyta 64,3 % motery, o 18 ZPV tipas 5,4 %. Roche, validuojant Cobas 4800 ZPV testa,
atlikti tyrimai parodé, kad zymiy intraepiteliniy pakitimy 44 % (N=26) atvejy randamas 16 ZPV
tipas, o 39 % (N=63) nezymiy intraepiteliniy pakitimy atvejais, kiti ZPV aukstos rizikos tipai
[26,76]. Taip pat tyrimo metu nustatyta, kad testo specifiSkumas didziausias motery tarpe nuo 21 iki
39 mety [42]. Tai svarbi tyrimo savybé, nes zinoma, kad tokio amziaus moterys yra daugiausiai
infekuotos ZPV, dél $iai amZiaus grupei badingy rizikos veiksniy (aktyvus seksualinis gyvenimas,

partneriy kaita, hormoniné terapija ir kt.). Tyrimo metu taip pat analizuotas ir ZPV tipy
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pasisiskirstymas pagal motery amziy. Daugiausia ZPV 16 tipo atvejy nustatyta 25-29 ir 30-34 mety
amziaus grupése, atitinkamai 14,8 % ir 18,1 %. Iki 25 mety amziaus ir daugiau nei 55 mety amziaus
grupése 16 ZPV tipo atvejy nustatyta vienodai po 3,2 %. 35-39 mety ir 40-44 mety amZiaus grupése
16 ZPV tipas sudaro tik atitinkamai, 6,5 % ir 4,5 % atvejy. ZPV 18 tipo daugiausia atvejy nustatyta
35-39 mety amziaus grupéje 1,9 %, taiau tai tik 3 moterys bendroje imtyje. Aukstos rizikos, kiti ne
16 ar 18 ZPV tipai, jvairiose amziaus grupése pasisiskirsté panasiai, galima bty isskirti tik 30-34
mety ir 35-39 mety amziaus grupes. Jose kiti, ne 16 ar 18, aukstos rizikos tipai nustatyti dazniausiai,
atitinkamai 18,1 % ir 10,3 %. ISanalizavus tyrimo duomenis, matome, kad didZiausia 7PV tipy
jvairové, motery su gimdos kaklelio patologija, nustatyta grupése nuo 25-29 mety iki 40- 44 mety.
S. Brismar — Wendel ir kt. [13] Stokholme atlikto tyrimo, su prevencingje gimdos kaklelio patikros
programoje dalyvavusiy motery, jvairiose amziaus grupése, duomenimis 16 ZPV tipas nustatomas
dazniausiai jauno amziaus, grupéese 20 — 24 ir 25 — 29 mety moterims, atitinkamai 25 % ir 27 %.
30 — 34 ir 35 — 39 mety amziaus grupése ZPV 16 tipas nustatomas re¢iau, atitinkamai 17 % ir 15 %.
Nuo 40 mety 16 ZPV tipo nustatymo daZnis mazéja, iki 50 mety, po to vél padidéja keliais
procentais. 18 ZPV tipo atvejy daugiausia nustatyta 20 — 24 mety grupéje 14 % [13].

Remiantis citologine diagnoze, miisy tyrimo metu gauti rezultatai parodo, kad HSIL atvejais 16
ZPV tipas, esant pavieniams tipams ar dvigubai infekcijai — 16/18 ir 16/ auksta rizika, nustatomas
58,1 %, 0 ASC — US 50 % motery. Z. Gudlevi¢ienés ir kt. (2010 m.) atlikto tyrimo duomenimis
HSIL atvejais 16 ZPV tipas nustatytas 77,8 %, 0 ASC — US atvejais 50 % motery [40.]

I§analizavome ir ZPV nustatyty tipy kiekj, pavienis tipas ar dviguba ZPV
infekcija. Miisy tyrimo metu gautus duomenis lyginome su Julia W. Gargano ir kt. atliktu tyrimu.
Rezultatai parodé, kad kelis ZPV tipus turinéiy motery, daugiausia yra iki 35 mety amZiaus grupése.
Julia W. Gargano ir kt. tyrimo metu nustatyta, jog daugiau nei vieng ZPV tipa turinéiy motery
daugiausia, < 30 mety amZiaus grupé¢je. Taip pat gauti panasiis rezultatai lyginant 18 ZPV tipo
paplitima amZiaus grupése. Julia W. Gargano ir kt. tyrime nustatyta, jog 18 ZPV tipas daZniau
nustatomas vyresnéms moterims. Atliktame tyrime taip pat parodéme, kad 18 ZPV tipas dazniau
nustatytas amziaus grupése virs 35 mety.

Tyrimo metu iSanalizuota kiek procenty atvejy nustatytas ZPV virusas esant
gimdos kaklelio patologijai — ikivéziniams pakitimams. Buvo nustatyta, kad moterims, su gimdos
kaklelio pakitimams, ZPV infekcija aptikta 93,3 % (N=152). Taigi tik 6,7 % (N=11) tyrime
dalyvavusiy motery turintiy gimdos kaklelio patologija, nebuvo aptikta ZPV infekcija. Z.
Gudlevic¢ienés ir kt. (2005 m.) [39] tyrimo duomenys esant gimdos kaklelio véziui, parodé panasy,
motery ZPV infekuotumo procentg Lietuvoje 92,7 %, kaip ir misy atliktas tyrimas [39]. Taip pat

kity autoriy analizuoti jvairiy Saliy infekuotumo duomrenys, esant gimdos kaklelio véziui, skyresi
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nezymiai: Marokas 94,6 % ( N. Chaouki ir kt. 199m.) , Filipinai 93,8 % ( C. Ngelangel ir kt. 1998
m.) ir kt [39].

Atliktame tyrime turime maza ASC-US ir LSIL atvejy kiekj (N=8), taigi sunku
vertinti ar esant $iems atvejams ZPV DNR ir Cintec Plus tyrimy rezultatai labai tikslds. Ta¢iau i§
gauty duomeny matome, jog ASC-US atvejais ZPV DNR ir Cintec Plus teigiamy ir neigiamy
rezultaty kiekis pasiskirsté tolygiai po 50 % (bendras skaic¢ius ASC-US atvejy visoje imtyje N=2),
lyginant su Hans lkenberg ir kt. (angl. PALMS — Primary ASC-US, LSIL Marker Study) [46]
tyrimo duomenimis patikimesnis yra ZPV DNR tyrimas, tatiau Cintec Plus tyrimo didesnis
specifiskumas [46]. Atlikto tyrimo duomenimis LSIL atvejais ZPV DNR tyrimas patikimesnis nei
Cintec Plus, atitinkamai (teigiamy ZPV DNR nustatyta 83,3 %, o Cintec Plus atvejy tik 33,3 %,
esant patologinei citologijai), lyginant su Ikenberg ir kt. (angl. PALMS) tyrimo duomenimis,
jvairaus amziaus grupése, ZPV tyrimo metu taip pat gauti patikimesni duomenys[46].

Nagrinéjant atlikto tyrimo duomenis i§ naujo buvo jvertinti tyrimo metu gauti
iSimtiniai atvejai. Pakartotinai perzitréti 11 ThinPrep PAP preparaty. 8 ThinPrep PAP preparatai,
kuriuose nustatyti HSIL atvejai ir Cintec Plus preparatai, kurie buvo teigiami ir kuriy atvejais buvo
gauti neigiami ZPV DNR tyrimo rezultatai. Taip pat 1 ASC-US atvejis, kai ZPV DNR ir Cintec
Plus tyrimai yra neigiami ir 1 LSIL atvejis, kai ZPV DNR yra neigiamas, Cintec Plus tyrimas
teigiamas. Pakartotinai perziiiréjus preparatus, buvo pastebéta keletas faktoriy, kurie galéjo turéti
jtakos ZPV DNR tyrimui ir jo rezultatams. Trijuose preparatuose, vertinant mikroskopiskai aptiktas
didelis kraujo kiekis, kuris buvo matomas ir terp¢je jvertinus méginj vizualiai (makroskopiskai).
Taigi kraujas galéjo buti vienas i§ faktoriy nulémes klaidingus, netikslius ZPV DNR tyrimo
rezultatus. Roche, klinikiniais tyrimais, kuriais buvo siekta validuoti cobas 4800 ZPV testa, jrodyta
kraujo jtaka, esant tam tikarai jo koncentracijai, ZPV DNR testui. Buvo atlikti tyrimai, kuriy metu
kraujingi méginiai buvo praskiedziami ir esant jvairiai kraujo procentiniai koncentracijai vertinti
7PV DNR testo rezultatai. Jrodyta, kad esant didesniam, nei 2 % kraujo kiekiui bendrame
Preserveyt (konservantas naudojamas ThinPrep terpéje) tirpalo tiiryje, jis turi jtakos ZPV DNR
tyrimo rezultatams [80].

Kitas faktorius yra ThinPrep terpés stabilumas — kiek laiko méginys paimtas j terpe yra tinkamas
atlikti ZPV DNR tyrimui. Tyrimo metu ZPV DNR tyrimas buvo atliekamas tik surinkus 22
méginius, kurie buvo renkami nuo keliy dieny iki keliy savaiéiy. Tai galéjo padaryti jtaka ZPV
DNR tyrimo rezultatams. Terpés stabilumas, pazeidus jos sandarumg ir paémus ] ja meéginj,
nurodomas skirtingai jvairiuose literattiros Saltiniuose [67]. Gamintojo (Hologic) rekomendacijose

nurodoma, kad terpés tinkamumas ZPV DNR tyrimui yra 14 dieny kambario temperatiiroje, nuo
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tos pacios terpés, jos stabilumas yra nuo 6 savai¢iy iki trijy ménesiy [64]. Kiti tyrimai nustaté, kad
apdorojant kraujingus méginius ledine acto rigstimi (siekiant lizuoti eritrocitus), net 45 % méginiy
tampa netinkami ZPV DNR tyrimui, ypa¢ kai juos reikia atlikti véliau, o ne i§ karto, tik pa¢mus
méginj [67].

Lastelingumas ir lgsteliy tipas. Pagal gamintojo metodikas nenurodoma, kad tyrimo rezultatui jtakos
turi lasteliy kiekis, nes PGR reakcijai pakanka ir labai mazo tiriamosios medziagos kiekio. Cobas
4800 ZPV testas esant per mazam lasteliy kiekiui, turi apsauga nuo nepatikimo tyrimo rezultato —
tai integruota lasteliné kontrolé, betaglobino DNR, kuri randama visose zmogaus lastelése [80].
Jeigu atlickant tyrima reakcijos metu neiSsiskiria betaglobino kontrolé, analizatorius tyrimo
atsakymg pateikia kaip negaliojantj (angl. ,,invalid*). Tai reiSkia, kad tiriamosios medZiagos tyrimui
buvo per mazai ir toks tyrimo rezultatas nevertinamas. Kadangi beta globino genas yra visose
Zmogaus lastelése, galime teigti, kad lasteliy tipas (ploks¢€iojo epitelio ar liaukinio epitelio lastelés)
tyrimo rezultatams reikSmés neturi, svarbu kad tiriamoji medziaga biity paimta i§ tinkamos gimdos
kaklelio zonos (transformacijos zonos), kurioje dazniausiai aptinkama ZPV infekcija.

Vertinant Cintec Plus ir ZPV DNR tyrimy tarpusavio priklausomybe, statistiskai

reik§mingai patvirtintas vidutinio stiprumo rySys tarp Siy tyrimy rezultaty (Spirmano korealiacija
0,612, p<0,05 ir Pirsono asociacijos koeficientas r=0,59), ypa¢ HSIL atvejais. Tai rodo, kad abu
tyrimai yra patikimi nustatant gimdos kaklelio patologija.
Apskai¢iavus prognostines tyrimy vertes, nustatyta, kad HSIL atvejais, Cintec Plus tyrimo teigiama
neigiama prognostinés vertés yra didesnés lyginant su ZPV DNR prognostinémis vertémis,
atitinkamai: Cintec Plus TPV - 97,40%, NPV - 86,84%, ZPV DNR TPV - 92,99%, NPV - 86,84, 0
Cintec Plus tyrimo tikslumas atsizvelgiant j plota po ROC kreive (Cintec Plus — 0,930, ZPV DNR —
0,822) geresnis.
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5. ISVADOS

. Ivertinus gimdos kaklelio pakitimus jvairaus amziaus motery grupése, daugiausia
pakitimy nustatyta 30-34 mety amziaus grup¢je, taCiau statistiSkai reikSmingy
amziaus skirtumy tarp pacienciy, kurioms diagnozuota displazija nenustatyta.

. Ivertinus ZPV DNR tyrimo rezultatus pagal motery amziy, nustatytas statistiskai
reik§mingas amziaus ir ZPV teigiamo rezultato rySys - tarp maZiausig teigiamy
ZPV DNR tyrimo rezultaty daznj turintios amziaus grupés (40-44) ir didziausia
teigiamy ZPV DNR tyrimo rezultaty daznj turindios amziaus grupés (30-34).
Jvertinus skirtingy aukstos rizikos ZPV tipy pasiskirstyma pagal motery amziaus
grupes, statistiSkai reikSmingy rezultaty nenustatyta.

. Atsizvelgiant j citologinio ThinpPrep PAP tyrimo rezultatus ir ZPV infekcijos
paplitimg ASC-US diagnozés atveju, dél mazos tiriamyjy imties, statistiSkai
reik§mingy rezultaty, tarp ZPV DNR ir citologinio ThinPrep PAP tyrimy rezultaty
- nenustatyta (p=0,35, p<0,05). LSIL, HSIL ir IPPN citologinio tyrimo diagnoziy
atvejais, nustatytas statistiskai reik§mingas rySys tarp citologinio ir ZPV DNR
tyrimy rezultaty (p<0,001).

. Atsizvelgiant j citologinio ThinPrep PAP ir Cintec Plus tyrimy rezultatus ASC-US
diagnozés atvejais, dél mazos tiriamyjy imties, statistiSkai reikSmingy rezultaty,
tarp citologinio ir Cintec Plus tyrimy rezultaty nenustatyta (p=0,13, p<0,05), o
LSIL, HSIL ir IPPN atvejais, nustatytas statistiSkai reikSmingas rySys tarp
citologinio ir imunocitocheminio Cintec Plus tyrimo rezultaty (p<0,001).

. Ivertinus sasajas tarp ZPV DNR ir Cintec Plus tyrimy rezultaty, nustatytas
vidutinio rySio stiprumas tarp $iy tyrimy (0,612; p<0,05; r=0,59). Tai rodo, kad
abu tyrimai yra patiki, diagnozuojant gimdos kaklelio pakitimus.
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SUMMARY

Clinical value of the Cintec Plus immunocytochemistry test for the diganosis of
cervical pathology, comparing with the results of Thinprep PAP and human
papiloma virus DNA tests

Infection by the human papillomavirus (HPV) is the most important risk factor for
cervical cancer. HPV is a group of more than 150 related viruses. Cervical cancer screening is
usually part of a woman's health checkup. There are several types of tests: ThinPrep PAP test, the
HPV test and Cintec Plus test.

The aim of this study was to evaluate the diagnostic performance of the Cintec Plus
immunocytochemistry test in detecting precancerous cervical disease compared to HPV testing and
more traditional screening methods like Pap cytology.

The objectives:

1. Assess the relationship between cervical lesions and woman's age.

2. To assess the relationship between the HPV DNA test results and the specific type of HPV and
the age of women.

3. Determine the relationship between the cytology PAP test outcome and the prevalence of HPV
infection.

4. Determine the relationship between the cytology PAP test results and the Cintec Plus test results.

5. To evaluate the relationship between HPV DNA and Cintec Plus test results for cervical

pathology.

Methods. A total of 192 samples were collected from women who attending routine cervical cancer
screening between April 2015 and November 2015. ThinPrep PAP cytology, pl6/Ki-67
immunostaining, and cobas HPV DNA testing were performed on all women. HPV-DNA detection
was performed by cobas HPVtest for 14 high oncogenic risk HPV types 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45,
51, 52, 56, 58, 59 DNA in the clinical material (cervical swabs).

Results There were no statistically significant differences in age between patients diagnosed with

dysplasia. The association between the age range and the HPV positive result of the HPV DNA test
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in women's age was found among the age group (40-44) and the highest age group with a positive
HPV DNA test (30 -34). A statistically significant relationship was found between cytological
diagnosis (LSIL, HSIL and IPPN) and HPV DNA test results (p<0,001). A statistically significant
relationship was found between the cytological diagnosis and immunocytochemical results of
Cintec Plus (p <0.001).

Keyword. ThinPrep PAP smear, HPV, Cintec Plus test; cervical cancer.
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