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АНОТАЦІЯ

Проводили порівняльний аналіз ефективності використання систем  «РеалБест ДНК екстракція-3» та «Лізуючий розчин» для оптимізації діагностики папіломавірусної інфекції молекулярно-біотехнологічним ПЛР-методом. Порівняльний аналіз ефективності використання двох систем показав високу специфічність та чутливість системи «РеалБест ДНК екстракція-3». Вона може бути рекомендована, як оптимальна для виділення ДНК під час лабораторної діагностики папіломавірусної інфекції людини. Також порівнювали ефективність виділення ДНК вірусу папіломи людини  з двох видів біологічного матеріалу. Встановили що ефективність виділення ДНК більша в урогенітальних зішкрібах.  
           Роботу викладено на 46 сторінках, вона містить 4 таблиці та 4 рисунки. Наведено посилання на 51 джерело літератури (34 кирилицею і 17 латиницею).

Ключові слова: полімеразна ланцюгова реакція, ПЛР-метод, вірус, вірус папіломи людини, генотип, рак шийки матки.  

A comparative analysis of the effectiveness of the use of systems "RealBest DNA extraction-3" and "Licking solution" to optimize the diagnosis of papillomavirus infection by molecular biotechnological PCR method. Comparative analysis of the effectiveness of the two systems showed the high specificity and sensitivity of the system "RealBest DNA extraction-3". It can be recommended as optimal for DNA isolation in the laboratory diagnosis of human papilloma virus infection. We also compared the efficiency of human papillomavirus DNA isolation from two types of biological material. It was found that the efficiency of DNA isolation is greater in urogenital scrapings.

           The work is presented on 46 pages, it contains 4 tables and 4 figures. References are made to 51 sources of literature (34 in Cyrillic and 17 in Latin).

Key words: polymerase chain reaction, PCR method, virus, human papilloma virus, genotype, cervical cancer.
Список скорочень

ВКП – внутрішньо контрольна проба

ВПЛ – вірус папіломи людини
ДНК –  дезоксирибонуклеїнова кислота
НК – нуклеїнові кислоти 

НКП – негативна контрольна проба
ПВІ – папіломо вірусна інфекція

ПКП – позитивна контрольна проба

ПЛР – полімеразна ланцюгова реакція 
РНК – рибонуклеїнова кислота
УФ – ультрафіолет 

HLA - human leukocyte antigen system

HPV - human papillomavirus
Tm – температура плавлення 
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Вступ
Молекулярно-біотехнологічні методи в останні роки грають важливу роль  в лабораторній діагностиці багатьох інфекційних онкологічних захворювань, в тому числі папіломавірусної інфекції (ПВІ), яка у 95 %  випадків є причиною раку шийки матки від якої в Україні щороку  помирають понад   2 тис. осіб, з них 700 — жінки репродуктивного віку [Ибрагимова и др., 2016]. ВПЛ – інфекційне захворювання, що характеризується різними клінічними проявами. Відомо що ПВІ, призводить до злоякісної трансформації клітини шийки матки, піхви, вульви, ануса і є основною причиною генітальних бородавок. Папілома вірус, є основним етіологічним агентом раку шийки матки [Хащя та ін., 2009].
На початку XXI століття, спостерігалося  безпрецедентне поширення папілома вірусної інфекції серед земного населення. На сьогоднішній день вважається, що ВПЛ інфіковано майже три чверті сексуально активних дорослих людей у всьому світі [Чернишова и др.,  2012]. Тривале інфікування певними типами папіломавірусу, ініціює передракові і ракові захворювання шкіри, генітальної та оральної областей у представників обох статей, будучи причиною смерті більш ніж в 200 000 випадків в усьому світі [Чернишова и др., 2012]. ВПЛ призводить до втрати репродуктивного потенціалу українського населення, що набуває особливої актуальності. В Україні кожний четвертий випадок раку шийки матки у жінок та рак статевого члена у чоловіків, виявляють на пізніх стадіях, коли шанси на збереження репродуктивної функції та життя різко знижуються [Бочкарев  и др., 2018]. 

Для папіломавірусної інфекції характерні клінічна, субклінічна та латентна форми перебігу. Субклінічна форма є асимптоматичною внутрішньо епітеліальною неоплазією на початкових (ранніх) стадіях за відсутності ознак плоскоклітинного інтраепітеліального ураження, в той час як для латентної форми папіломавірусної інфекції характерна відсутність клінічних, морфологічних або цитологічних відхилень, тому надзвичайно важливою є рання діагностика папілома вірусної інфекції з використанням молекулярно-біотехнологічних методів, направлених на виявлення геномної ДНК  вірусу папіломи людини в клінічному матеріалі [Аполихина и др., 2006].

Для виявлення папілома вірусної інфекції використовують різні  молекулярно-біотехнологічні методи, в тому числі  неампліфікаційні - дот-блот, саузерн-блот гібридизація, гібридизація іn situ, та ампліфікаційні - полімеразно-ланцюгова реакція — ПЛР, лігазна ланцюгова реакція, а також сигнальні ампліфікаційні - система гібридної пастки — “Digene Hybrid Capture System ІІ” [Елисеева и др.,  2011; Ибрагимова и др., 2016].

Для точної діагностики та виявлення на ранніх стадіях інфікування ВПЛ, медичні лабораторії, застосовують метод полімеразної ланцюгової реакції в режимі реального часу [Чернишова и др., 2010].
Мета  роботи - оцінка специфічності і чутливості двох систем виділення ДНК для оптимізації діагностики папіломавірусної інфекції молекулярно-біотехнологічним ПЛР-методом.
В задачі досліджень входило:
- розробити технологічну схему досліджень;

- встановити ефективності використання систем  «РеалБест ДНК екстракція-3» та «Лізуючий розчин» за показниками специфічність та чутливість;

- провести генотипування та встановити генотипи ВПЛ, які найчастіше  зустрічаються у хворих;

- надати оцінку ефективності виділення ДНК вірусу папіломи людини з урогенітальних зішкрібів та мазків.

Об'єкт дослідження: інфікування вірусом папіломи людини населення півдня України.
Предмет дослідження: ефективність використання різних систем для діагностики ПЛР-методом ПВІ в різних видах біологічного матеріалу.
1. ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ

1.1.Історія розробки біотехнологічного методу полімеразної 

ланцюгової реакції

Метод полімеразної ланцюгової реакції - ПЛР було запропоновано американським вченим Кері Мюллісом у 1985 році і удосконалено у 1988 році шляхом заміни фрагменту Кленова ДНК-полімерази І Escherichia coli, який використовувався раніше, на термостабільну ДНК-полімеразу (Taq), вилучену із термофільної бактерії Thermus aquaticus [Abreu et al., 2016].
Пізніше за відкриття ПЛР Кері Мюлліс отримав Нобелівську премію. Він працював в біотехнологічній компанії Cetus (Каліфорнія) та створював короткі ланцюги ДНК. Під час виконання роботи, він винайшов метод, багаторазового копіювання (ампліфікації) будь-якого фрагменту (ділянки) ДНК за допомогою  циклів які постійно повторюються, при дії ферменту ДНК-полімерази, вона зустрічається в живих організмах де її функцією є  реплікація дезоксирибонуклеїнової кислоти під час мітозу та мейозу [Domingues et al., 2017].

Полімераза, зв'язує один  з ланцюгів ДНК, а інший синтезує, створюючи подвійну спіраль [Domingues et al., 2017].

Для розділення на окремі ланцюги, дволанцюгову молекулу ДНК піддавали  нагріванню до 94°C. Однак при такій високій  температурі ДНК-полімераза, що застосовувалась на той час денатурувалася, виходячи з цього, фермент постійно треба було додавати знову на кожному циклі реакції [Kalendar et al., 2010]. Вже пізніше, цей процес ПЛР  став досконалішим завдяки  використання ДНК-полімерази, яка була взята з термофільних (термостійких) бактерій, що зазвичай живуть при високих температурах понад 110°C в гейзерах. ДНК-полімераза,  цих організмів, має стійкість до  високих температур, та при використанні у ПЛР не пошкоджується в процесі нагріванні до необхідної температури [Domingues et al., 2017]. З того часу, додавання нової ДНК-полімерази на кожному циклі ПЛР стало непотрібним, а процес копіювання ДНК  став більш автоматизованим [Kalendar et al., 2010].

Одною з перших теплостійких ДНК-полімераз є полімераза отримана від бактерії Thermus aquaticus і стала відомою як «Taq». Вона широко використовується в полімеразній ланцюговій реакції до сьогодні. Проте, в неї є  недолік, вона не має механізму який корегує помилки у 3'→5' напрямку, тому вона робить помилки, відносно велику їх кількість при копіюванні ДНК, які приводять до мутацій [Бочкарев и др., 2018].

Використання нових полімераз, таких як Pwo[en] або Pfu, отриманих з архей, мають корекційний механізм і значно зменшують число мутацій, які зустрічаються в послідовності ДНК яку  відтворювали. Проте, недоліком цих ферментів є те, що вони полімеризують ДНК набагато довше, ніж Taq [Федорич та ін., 2008]. Зараз використовують комбінації Taq і Pfu, що забезпечують  високу процесивність (протяжність ділянки, що синтезується за одне зв'язування ферменту, і в результаті швидкість синтезу), та дуже високу точність копіювання ДНК [Kalendar et al., 2010].

ПЛР виконується  на відносно малих фрагментах ДНК, розміром більше 10 kbp (тисяч пар основ), проте середній розмір ділянки ДНК, що ампліфікується, — від кількох сотень до кількох тисяч пар основ ДНК. Проблема довгих фрагментів — це велика кількість помилок та довга зі сторони часу реакція, тому необхідністю є підтримування балансу між точністю і  процесивністю ферменту.  Чим довша ампліфікуєма ділянка, тим більша  ймовірність помилок [Abreu et al., 2016].

1.2. Механізм методу полімеразної ланцюгової реакції

Базою методу ПЛР є багаторазове вибіркове копіювання певної ділянки ДНК за допомогою ферментів в штучних умовах (in vitro). Відбувається копіювання тільки тієї ділянки, яка підходить під задані умови, і лише в випадку, якщо він присутній в досліджуваному зразку [Abreu et al., 2016].

Методом ПЛР ампліфікують зазвичай відносно маленькі/короткі (до 10 kbp) фрагменти ДНК з відомими кінцями, але в окремих випадках величина  ділянки  може бути збільшена до 40kbp. Проведення найпростішої ПЛР включає такі  компоненти: 

· ДНК-матриця (фрагмент ДНК, з ділянкою яку потрібно ампліфікувати).

· Праймери, комплементарні кінцям необхідного фрагменту, тобто два праймери.

· Термостабільна ДНК-полімераза.

· Дезоксинуклеотидтрифосфати (A, G, C, T).

· Буферний розчин [Domingues et al, 2017].
Ампліфікатор — прилад, в якому проводять ампліфікацію ПЛР. Його функцією, є забезпечення  швидкого та періодичного змінення  температур (охолоджування і нагрівання) тестових проб  із розчином [ Прилепская и др., 2013 ; Stanley et al., 2010].

Специфічністю  ПЛР є утворення комплементарних комплексів матриця - праймер (короткими синтетичними олігонуклеотидами довжиною 18—30 основ). Кожен праймер  комплементарний   ланцюгу дволанцюгової матриці, обрамляючи початок і кінець ділянки, яка ампліфікується [Stanley et al., 2010].

Після гібридизації матриці з праймером (відпал), праймер стає затравкою для ДНК-полімерази при синтезі комплементарного ланцюга матриці [Ибрагимова и др., 2016].

Температура плавлення (Tm) комплексів праймер-матриця – відноситься до характеристики праймерів. Це температура, за якої  більшість нуклеотидів праймера гібридизована із матрицею [Domingues et al., 2017].
Якщо Tm мала і праймер короткий, то останній може частково виявитись  комплементарним до матричної ДНК, іншої її ділянки, тобто призводить до появи неспецифічних продуктів. Верхньою межею Tm є — оптимум дії полімерази, при температурі вищій за 80 °C її активність падає. Тому необхідна задача, перед починанням ПЛР, є ретельний дизайн праймерів [Domingues et al., 2017].
При проведенні полімеразної ланцюгової реакції  виконується багато циклів (приблизно 20-35), в кожному циклі проходить три стадії. Нагрівання ДНК-матриці до 94—96 °C (або до 98 °C, в випадку використання термостабільної полімерази) на 0,5—10 хв., виконується для того, щоб розділити ланцюги ДНК. Назва цієї  стадії, денатурація —  це процес руйнування водневих зв'язків між двома ланцюгами [Stanley et al., 2010].

Після того як розійшлися ланцюги, температура повинна знизитись, для процесу зв’язування праймерів з одноланцюговою матрицею; відбувається гібридизація матриці та праймерів. Стадія має назву  відпал (аnnealing). Температура, на цій стадії залежить від послідовності праймерів. Зазвичай вона на 4—5°С нижче за їх температуру плавлення. Стадія відпалу триває 0,5 - 2 хв.[ Маянский и др., 2010].
Реплікацію матричного ланцюга виконує ДНК-полімераза, використовуючи  праймер. Праймер тут служить, як затравка - це стадія елонгації. Температура  елонгації залежить від полімерази. Taq і Pfu полімерази  використовуються найчастіше, найактивніші за 72 °C. [Ибрагимова и др., 2016]. Часовий період елонгації залежить від типу полімерази, яку використовують та від величини (довжини) фрагменту, який ампліфікують [Ибрагимова и др., 2016 ; Stanley et al., 2010].

Швидкість елонгації - приблизно 1000 пар основ в 1 хв. Після закінчення всіх 20 - 35 циклів проводять додаткову серію елонгації, заключну,  щоб добудувати всі одноланцюгові фрагменти. Ця стадія триває 5 - 15 хв. [Stanley et al., 2010].

1.3. Застосування полімеразної ланцюгової реакції у лабораторній діагностиці захворювань

Полімеразна ланцюгова реакція використовується для діагностики широкого спектру захворювань; вірусних гепатитів (HCV, HBV), ВІЛ, коклюшу, герпесвірусної інфекції (HSV 1,2), парвовірусу В19,  цитомегаловірусу ( HHV 5), вірусу Епштейна-Барр (HHV 4), герпесвірусну інфекцію 6 типу ( HHV 6), папіломавірусної інфекції ( HPV ), хламідіозної, мікоплазменої, гонорейної і хелікобактерної інфекцій та ін. [Караванова и др., 2007]. До основних переваг  ПЛР, як методу діагностики інфекційних захворювань  відноситься:

· його висока чутливість та специфічність;

· пряме визначення збудника (його наявність);

· швидкість отримання результатів;

· діагностика латентних і гострих інфекцій [Брико и др., 2017].
Станом на період з березня 2020 року по сьогоднішній  день  в Україні, ПЛР, є одним  з найточніших  методів, який визначає наявність в організмі людини коронавірусу SARS-CoV-2, збудником якого є COVID-19, шляхом виявлення його генетичного матеріалу (РНК).

ПЛР застосовують для діагностики туберкульозу. За допомогою цього методу, за 48 годин можна  виявити мікобактерії в будь-якому біологічному матеріалі. Комерційні тест-системи дуже чутливі, вони дають можливість ідентифікування поодиноких  колоній (до 10 клітин). Це дуже важливо, тому що мікобактерії повільно ростуть при культивуванні на поживних середовищах [ Domingues et al., 2017].

ПЛР найбільш точно і швидко визначає аномальну ДНК. Чутливість методу дуже висока, тому на базі цього ПЛР дає змогу визначати аномальну ДНК в дуже малій кількості. Це дуже сучасно [Kim et al., 2010].

ПЛР використовують в онкологічній діагностиці та в діагностиці  онкологічних  патологій. До них можна віднести такі як: ДНК-діагностику спадкових форм раку; ДНК-діагностику спорадичних форм раку; визначення мікрометастазів; ДНК-діагностику біологічних канцерогенів (HPV 16-го і 18-го типів, VEB-інфекції, HBV і HCV, ретровіруси тощо); доклінічну діагностику пухлин (визначення антионкогенів та протоонкогенів); прогноз захворювання, успішність призначеної терапії, ефективність проведеного лікування на основі діагностики функціональної активності онкогенів; дослідження "архівних" біоптатів з встановленим клініко-гістологічним діагнозом  [Хаща и др., 2010].

Сучасна пластична хірургія та косметична хірургія неможлива без використання методу ПЛР, який гарантовано показує ступінь відповідності  гомотрансплантатів за антигенами головного комплексу гістосумісності (HLA) класу I і II, які відповідають за реакцію відторгнення. Використовуючи ПЛР для зіставлення генетичної сумісності донора і реципієнта, результати дослідження можна отримати в максимально короткий чаc [Брико и др., 2017]. 

За допомогою ПЛР аналізу визначають схильність до переносимості і непереносимості лактози. Лактозною непереносимістю (інша назва гіполактазія) - є паталогічний стан при якому організм не виділяє досить лактази для перетравлення лактози, дисахарида який є в молоці і молочних продуктах [Domingues et al., 2017].

За останні десять років метод ПЛР став основним для експертної оцінки в криміналістиці. Матеріали досліджень можуть бути різні:  висушені плями крові, шматочки органічних тканин (наприклад кісткова тканина), змиви з носоглотки, зішкріби з ротової порожнини, зішрібки з слизової геніталій, і фіксовані гістологічні препарати [Kim et al., 2010]. Генетичні відмінності особи і збіги генетичної інформації визначають, досліджуючи високополіморфні ділянки (фрагменти) молекул ДНК, ділянки зі змінною кількістю коротких повторів ( VNTR, variable number of tandem repeats).  Аналізи алельних варіантів кількох поліморфних VNTR-локусів дають можливість простежити родинний зв'язкок індивідуума чи  визначити причетність тієї чи інших осіб до кримінальних дій [Ибрагимова и др., 2016]. 

В даний час в криміналістиці і судовій медицині метод ПЛР широко застосовують у визначенні батьківства; ідентифікують особистості невпізнаних трупів; доказують  причетність осіб до вбивств [Domingues et al., 2017]. 

Існують індивідуальні відмінності у дії лікарських препаратів на людський організм. Такі відмінності звично пов’язані з активністю ферментних систем та детерміновані на генетичному рівні. При проведенні попереднього генотипування можна встановити індивідуальні препаративні дози кожному  пацієнту [Domingues et al., 2017].
1.4. Загальна характеристика  папіломавірусної інфекції та методи лабораторної діагностики
Вірус папіломи людини – вірус який відноситься до першого класу вірусів  за класифікацією по Балтімору. Це дволанцюговий ДНК вірус [Luttmer et al., 2016].
Класифікація: Група – Віруси

                          Реалм - Monodnaviria
                          Царство - Shotokuvirae
                          Тип - Cossaviricota
                          Клас - Papovaviricetes
                          Порядок – Zurhausenvirales
                          Родина  – Papillomaviridae
Папіломавіруси мають дуже маленькі віріони, які не мають мембранної оболонки. Діаметр близько 30-55 нм. Мають сферичну форму. Вірусна частинка складається з ДНК і білкової оболонки; тип симетрії ікосаедричний та складається із 72 капсомерів (субодиниць), організованих у 12 пента і 6 гексамерів. Саме така будова вірусу та організація білкової оболонки надає ВПЛ сферичну форму [Arokiyaraj et al., 2018]. Геном папілома вірусів представлений кільцевою дволанцюговою молекулою ДНК, яка упакована за допомогою гістонів - клітинних білків, які беруть участь в компактизації ДНК в ядрі [Luttmer et al., 2016].

Геном папіломавірусів кодує два типи білків: 

· Ранні білки (E-proteins) виконують регуляторну функцію, забезпечують розмноження, відповідальні за злоякісне переродження клітин. 

· Пізні білки (L-proteins) здійснюють структурну функцію, формуючи капсид віріонів.

Важливою структурною особливістю папіломовірусів є наявність у складі віріону білків клітинного походження [Arokiyaraj et al., 2018].

Вірус папіломи людини  (HPV) - реплікується в людському організмі [Doorbar, 2006]. Він також,  як і інші представники папіломавірусів,  інфікує кератиноцити  і  слизові оболонки [Бехтерова и др., 2012].

HPV – це один з найбільш небезпечних вірусів, які передаються статевим шляхом. Жінки у яких був підтверджений рак  шийки матки в 99,7% випадках ДНК ВПЛ була виявлена. Другі типи вірусу в 50% випадків розвивають злоякісні  пухлини піхви і вульви [Бахтияров и др., 2017].

На сьогодні відомо понад 100 типів ВПЛ. Приблизно 30%  з них вражають статеві органи та зону ануса [Прилепская и др., 2013].

Всі віруси родини Papillomaviridae  діляться на високоонкогенні ( з високим ризиком розвитку онкології) та низькоонкогенні (ризик виникнення злоякісних пухлин при інфікуванні є низьким). ВПЛ 6, 11, 42, 43 і 44 типів відносяться до вірусів низького ризику, а ВПЛ 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68 типів – високого ризику розвитку раку [ Бехтерова и др., 2012].

За даними Міжнародного агентства з дослідження раку, у 100 випадків з підтвердженим раком шийки матки в зразках тканини, виявлені такі найпоширеніші типи ВПЛ: ВПЛ 16 - 53%; ВПЛ 18 - 15%; ВПЛ 45 - 9%; ВПЛ 31 - 6%; ВПЛ 33 - 3% [Arokiyaraj et al., 2018].

Найбільш високоонкогенними у всьому світі  визнані ВПЛ 16 і 18 типів. Науковими дослідженнями, підтверджено, що з моменту зараження і до появи злоякісних утворень, що викликані цими вірусами, проходить в середньому 5-10 років [ Шперлинг и др., 2010].

Шляхами передачі вірусу  є  мікротравми і мікротріщини  шкіри та слизових оболонок, статеві  контакти (оральні та анальні), передача  вірусу від матері до плоду, та через медичні інструменти [Хащя та ін., 2009].

Безсимптомне протікання ВПЛ зустрічається найчастіше. Специфічним проявом ПВІ є гострі кондиломи статевих губ, вульви, піхви, шийки матки і області ануса. З точки зору естетики, ПВІ можна віднести до інфекцій, які сильно уражають людське тілo [Amador-Molina et al.,  2013].

Папіломавіруси непросто культивувати в лабораторних умовах, так, як нативні частки утворюються, або в живих організмах, або в складних органотипових клітинних культурах, в яких клітини проходять стадії диференціювання, аналогічні існуючим в живому організмі. Дуже обмеженим є застосування електронної мікроскопії та серологічних методів для діагностики ВПЛ. Тому виходячи з вище перелічених методів, в лабораторній діагностиці ПВІ класичні вірусологічні методи дослідження не застосовуються  [Федорич та ін., 2008].

Провідне місце в практиці лабораторної діагностики ПВІ займають молекулярні методи, спрямовані на виявлення ДНК вірусу [Amador-Molina et al.,  2013]. Це пояснюється тим, що ВПЛ персистує в організмі людини, а його геномна ДНК знаходиться в клітинах у 2-х формах: епісомальній та у формі лінійної молекули, інтегрованої в геном самої клітини господаря  [Тихомиров и др., 2018].

До переваг молекулярних методів діагностики слід віднести можливість визначити генотип та кількість вірусу, що вкрай необхідно для прогнозу розвитку та наслідків ПВІ [ Шперлинг и др., 2010].  При цьому слід підкреслити, що морфологічні методи діагностики ПВІ не витісняються молекулярними методами діагностики, а залишаються вкрай важливим доповненням, або навіть підґрунтям для постановки клінічного діагнозу [Бахтияров и др., 2017 ; Song et al.,  2015]. 

Серед молекулярних методів в діагностиці ПВІ застосовують метод молекулярної гібридизації та методи ампліфікації нуклеїнових кислот. Серед останніх перевагу надають полімеразній ланцюговій реакції (ПЛР) [Song et al.,  2015]. 

Матеріалом для дослідження методом ПЛР є зішкріб цервікального каналу та/або зони трансформації, взятий цервікальною цитологічною щіточкою. Щіточку вміщують в транспортне середовище для ПЛР [Бехтерова и др., 2012].  Після взяття матеріалу щіточку обламують та зберігають робочу частину щітки у транспортному середовищі до доставки у лабораторію. Допускається використання універсального зонду для взяття матеріалу з цервікального каналу [Ибрагимова и др., 2016]. Можливо дослідження зішкрібів слизових оболонок статевих органів, ротової порожнини [Amador-Molina et al.,  2013].

Принципом ПЛР, є  багаторазове копіювання   певних ділянок ДНК в процесі температурних циклів, з їх повторюванням [Chitose et al., 2010]. Після кожного циклу ампліфікації відбувається подвоєння кількості ДНК копій (геномного матеріалу) [Chitose et al., 2010].
Нині найчастіше використовують електрофоретичну детекцію в агарозному гелі та гибридизаційно - флуоресцентну детекцію у форматах: «у кінцевій точці» (формат FEР - флюоресценція «End point») та у режимі «реального часу» (FRT флюоресценція «Real time») [ Товстановская и др., 2012]. 

Перевагами ПЛР в етіологічній діагностиці ПВІ є її висока чутливість та специфічність, здатність виявляти широкий спектр типів високого канцерогенного ризику, стандартизація, починаючи з етапу відбору матеріалу, відносна простота та швидкість виконання, автоматизований облік результатів, економічно обґрунтована вартість дослідження [ Прилепская и  др.,  2013 ; Гончаров та ін., 2005].

ПЛР дає можливість виявляти окремі фрагменти геному ВПЛ (якісна ПЛР) та кількість вірусних часток (в геномних еквівалентах) в певній кількості клітин досліджуваного зразку (кількісна ПЛР) [Савченко и др., 2014].
2.Матеріали та методи досліджень
Експериментальну частину роботи виконували на робочому місці у Медичній лабораторії «Смартлаб» в ПЛР відділі в період з 2020 по 2021 рік. 
За шість місяців всього було обстежено 4000 жінок  з урогенітальними захворюваннями з  півдня України.
Матеріалом дослідження були два види біологічного матеріалу відібрані зі слизистої цервікального каналу, уретри, піхви: 
а) урогенітальний зішкріб; 

б) мазок. 
Збір урогенітальних зразків здійснювали в стерильні епіндорфи, за допомогою спеціальних зондів. До епіндорфів додавали транспортне середовище (300 мкл). 
Дiaгнocтикy ВПЛ  проводили за допомогою методу ПЛР реакції в реальному часі за допомогою двох систем для виділення ДНК «РеалБест ДНК екстракція-3» та «Лізуючий розчин» Міжнародного сертифікату ІSO 13485.

2.1. Методика проведення ПЛР аналізу з використанням системи «РеалБест ДНК екстракція-3»
Система призначена для виділення ДНК з клінічного матеріалу: сечі, плазми крові та зішкрібів епітеліальних клітин.

Принцип дії набору «РеалБест ДНК екстракція-3» базується на температурній обробці проби багатокомпонентним лізуючим розчином, який руйнує комплекси нуклеїнових кислот з білком, з наступною сорбцією на магнітні частинки, які покриті силікагелем, спиртовою відмивкою та елюцією.

Принцип аналізу заснований на виділенні нуклеїнових кислот  з проб, сумісно з передчасно внесеною внутрішньо контрольною пробою (ВКП),  проведені реакції ампліфікації вибраного фрагменту ДНК с детекцією продуктів ПЛР в режимі реального часу.
Чутливість виявлення ДНК системою «РеалБест ДНК екстракція-3» 100 копій в пробі. 
Склад системи: лізуючий розчин; розчин для відмивки (спиртовий розчин); розчин для елюції; сорбент ( суспензія магнітних частинок); внутрішня контрольна проба (ВКП); негативна контрольна проба (НКП).
        Обладнання та матеріали які було використано: ламінарний бокс 2 класу біологічного захисту; холодильник, температура (2-8)°С; термошейкер; відсмоктувач медичний; вортекс; дозотори зі змінним об’ємом, зі змінними наконечниками; рукавички медичні (нестерильні, без тальку, латексні);  одноразові наконечники з фільтром/аерозольним бар’єром; одноразові наконечники для дозаторів; одноразові поліпропіленові пробірки на 2 мл; штатив магнітний для виділення нуклеїнових кислот; контейнер з дезінфікуючим розчином. 

Перед початком роботи робоче місце в боксі стерилізували ультрафіолетовим світлом протягом 30 хвилин. Дозатори, наконечники, пробірки також  піддавали ультрафіолетовому світлу, контейнер з дезінфікуючим розчином. Підключили до електроенергії відсмоктувач, виставляли на термошейкері необхідну температуру та кількість обертань. Доставали систему для виділення ДНК з холодильника та прогрівали до кімнатної температури (18-25) °С протягом 30 хвилин.

Виділення нуклеїнової кислоти здійснювали наступним чином:

1.  Відбирали і підписували необхідну кількість стерильних епіндорфів  об’ємом 2 мл (по кількості досліджувальних проб; на одну постановку виділення ДНК йде дванадцять проб). Викладали їх в штатив;

2. В кожну пробірку  вносили  по 500 мкл попередньо приготованої заготовки для реакції. Для цього у флакон с лізуючим розчином додавали 200 мкл сорбенту з магнітними частинками, та 450 мкл  ВКП);

3. В кожен епіндорф відповідний своїй пробі,  акуратно вносили  по 150 мкл біологічного матеріалу, використовуючи наконечники з аерозольним фільтром;

4. Змішували вміст пробірок на вортексі;

5. Поміщали пробірки в прогрітий до 42°С термошейкер, прогрівали зразки при 500 об/хв. на протязі 5 хвилин;

6. Витягували епіндорфи з термошейкеру, переносили  їх до штативу та інкубували при температурі 18-25°С 10 хвилин;

7. Встановлювали проби в магнітний штатив, витримували 1 хвилину для осідання магнітів;

8. Після появи осаду, застосовуючи новий наконечник для кожної проби, відбирали надосадкову рідину, не задівши осад;

9. Переносили  епіндорфи до звичайного  штативу;

10.  В кожну пробірку з осадом додавали  1000 мкл розчину для відмивки.

Акуратно перемішували, витримували при кімнатній температурі 5 хвилин;

11. Знову витримували 1 хвилину в магнітному штативі;

12.  Знову відібрали надосадкову рідину, використовуючи для кожної проби новий наконечник.

13. Потім в кожну пробу додавали 600 мкл розчину для елюції та перемішували.

14. Поміщали  пробірки в термошейкер на 10 хвилин при температурі 42°С та 500 об/хвилину.

15. Проби готові для постановки ПЛР-реакції.

Виділену ДНК додавали в стріпи, які містять розфасований розчин, різної концентрації, кожен стріп відповідав за свій тип ВПЛ.

Готували  планшет з чотирьох видів стріпів:

· РеалБест ДНК ВПЛ генотип – набір стріпів для диференціального визначення та кількісного виявлення ДНК ВПЛ 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58 и 59 типів високого онкогенного ризику.

· РеалБест ДНК ВПЛ 26/53/66 - набір стріпів для диференціального визначення та кількісного виявлення ДНК ВПЛ 26, 53 та 66 типів.

· РеалБест ДНК ВПЛ 68/73/82 - набір стріпів для диференціального визначення та кількісного виявлення ДНК ВПЛ 68, 73 та 82 типів.

· РеалБест Валідація зразка - набір реагентів для кількісної оцінки змісту ДНК людини в клінічних зразках методом полімеразної ланцюгової реакції в режимі реального часу.

Кожен набір стріпів мав свій лот та шрих-код, відповідно в кожному стріпі  була окрема концентрація. Це було потрібно для запуску реакції в ампліфікаторі. 

На одного пацієнта/одну пробу  в планшеті було  сім  лунок, які дорівнюють всім дев’ятнадцятьом типам ВПЛ високого ризику. В кожну лунку вносили  по 50 мкл виділеної нуклеїнової кислоти,  наконечниками (для кожної проби новий) с аерозольним фільтром. 

Коли  весь  планшет був заповнений ДНК, його заклеювали стерильною оптичною  плівкою та поміщали в ампліфікатор.

Ампліфікація  -  процес, коли ДНК копіюється. Процес ампліфікації для даної тест-системи полягав в циклах, які повторюються: температурна денатурація ДНК-матриці, відпал праймерів з комплементарними послідовностями ДНК-матриці, синтез комплементарного ланцюга з цих праймерів Taq ДНК-полімеразою. В основі реєстрації процесу ампліфікації,  лежало  вимірювання сигналів флуоресценції в кожному циклі ПЛР. 

Готовий планшет запускали в ампліфікатор. Налаштовували експозицію вимірювання, відповідно до планшету зі стріпів підписували таблицю в комп’ютері, відкривали канали ампліфікації на налаштовували їх експозиції: «FAM» - «250»; «HEX» - «1000»; «ROX» - «1000»; «Cy5» - «500».

Запускали  реакцію, вона  реєструвала флуоресценцію в режимі реального часу.  Реакція проходила три стадії:  1.стадія: 50°С – 2 хвилини; 2.стадія: 95°С – 2 хвилини; 3.стадія: 50 циклів (94°С – 10 секунд,                                    60°С – 20 секунд). 
Вимірювання флуоресценції проходило при 60°С. Реакція тривала одну годину двадцять хвилин. 

При виконанні цієї роботи ампліфікацію проводили два ампліфікатори: 

А). Ампліфікатор Real-time CFX Connect с термоблоком 96 х 0,2 мл, 3 канала детекції (2 флуоресцентних канала + FRET), температурний градієнт, HRM.

Б). Ампліфікатор ДТ-96 призначений для проведення якісних і кількісних досліджень ДНК методом полімеразної ланцюгової реакції (ПЛР), при використанні реагентів, які використовують ефект флуоресценції. 

Процес запуску, налаштування та проходження реакції на двох ампліфікаторах був однаковий. Після закінчення реакції, на виході отримували графіки та показники на різних каналах для кожної проби; кінцевий результат конвертували  в таблицю, на якій показані  були всі  генотипи, кількість ДНК в пробі, валідацію зразків  та якість забору матеріалів. Результати вказували,  які генотипи виявлені, які ні, та сумарне вірусне навантаження (число копій ДНК ВПЛ на 105 клітин (Lg)).

2.2. Методика проведення ПЛР аналізу з використанням системи «Лізуючий розчин»

Система «Лізуючий розчин» призначена для виділення ДНК з клінічних зразків: зішкріб з епітеліальних клітин зі слизистої цервікального каналу, уретри, піхви, задньої стінки гортані, кон’юктиви  ока та ін., а також сперми, слини і сечі людини для подальшого виявлення збудників інфекційних захворювань методом ПЛР з гібридизаціонно-флуорисцентною детекцією продуктів ПЛР в режимі реального часу.
Чутливість системи  - 100 копій у пробі.

Склад набору: лізуючий розчин (містив ВКП); негативна контрольна проба (НКП).

Якщо в системі «Екстракція – 3», матеріалом для виявлення папіломавірусної інфекції були зішкріб та мазок, то для тест системи  «Лізуючий розчин» використовували  тільки урогенітальні  зішкріби (виключно жіночі).

Перед початком роботи робоче місце зі всім приладдям піддавали ультрафіолетовому світлу, прогрівали реагенти до кімнатної температури, та прогрівали  термостат до 98°С. Процес виділення ДНК проходив наступні етапи:

1. Виставляли в штатив необхідну кількість пробірок з розфасованим лізуючим розчином, пронумеровували їх;

2. Коротким центрифугуванням осаджали краплі зі стінок пробірок з аналізуємими матеріаломи;

3. В пробірки з лізуючим розчином, вносили по 100 мкл біологічного матеріалу (перед додаванням проб, акуратним піпетуванням перемішували отриманий в пробірках осад після центрифугування, щоб захватити дозатором  більше клітин);

4. Епіндорфи міцно закривали (для безпечного змішування на вортексі);

5. Змішували вміст пробірок на вортексі;

6. Поміщали пробірки в термостат, який  попередньо прогрівали до температури  98°С, та гріли їх 15 хвилин;
7. Після того, як пробірки нагрівались, переносили їх в штатив для охолодження до температури 18-25°С (процес займав 10 хвилин);
8. Центрифугували  проби при 8000 об/хвилину протягом 1 хвилини. Проби готові для постановки кількісного ПЛР аналізу.
Отримані в результаті центрифугування супернатанти застосовували в якості досліджуваного зразка ДНК для постановки ампліфікації.

Після виділення ДНК, наступним етапом була підготовка виділеної нуклеїнової кислоти до запуску в апмліфікатор, для подальшої ампліфікації.

Виділену ДНК вносили в стріпи. Стріпи, аналогічні стріпам, які використовували в системі «Екстракція-3». Вони містили готову розфасовану суміш, яка мала різну концентрацію, тобто для кожного генотипу ВПЛ – різну суміш.

Процес внесення ДНК в стріпи, та ампліфікацію проводили в другій кімнаті, на другій зоні (ПЛР відділ складається з таких зон: перша зона – зона прийому та реєстрації матеріалу; друга зона – зона виділення нуклеїнових кислот; третя зона – зона ампліфікації та детекції згідно ДСП 9.9.5.-080-2002 "Правила влаштування і безпеки роботи в лабораторіях (відділах, відділеннях) мікробіологічного профілю").

Заповнення планшету нуклеїновими  кислотами,  ми проводили  в боксі типу а-бактеріального повітряного середовища. В кожну пробірку дозатором, наконечниками з аерозольним фільтром вносили 50 мкл розчину виділеної ДНК, потім планшет накривали стерильною оптичною плівкою та поміщали  планшет в ампліфікатор. При виконанні цієї роботи ампліфікацію  також проводили ампліфікатори: 

А). Ампліфікатор Real-time CFX Connect с термоблоком 96 х 0,2 мл, 3 канала детекції (2 флуоресцентних канала + FRET), температурний градієнт, HRM.

Б). Ампліфікатор ДТ-96 призначений для проведення якісних і кількісних досліджень ДНК методом полімеразної ланцюгової реакції (ПЛР), при використанні реагентів, які використовують ефект флуоресценції. 

Процес запуску, налаштування та проходження реакції  за двома системами на двох ампліфікаторах  був однаковий.
3.РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕННЯ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ
3.1. Технологічна схема досліджень 
     Першим етапом нашої роботи була модифікація технологічної схеми досліджень (рис. 1).
Розроблена нами технологічна схема передбачала п’ять  етапів роботи.

Першим етапом було взяття біологічного матеріалу у відділеннях лабораторії. Забір матеріалу проводили кваліфіковані працівники відділень. Матеріали які досліджувалися - урогенітальний зішкріб та мазок з урогенітального тракту. Забір проводили з дотримуванням правил МОЗ.

Етап реєстрації матеріалу проходив в ПЛР відділі де йому давали відповідне маркування та готували до етапу виділення ДНК. Потім формували два штативи: окремо мазки, окремо зішкріби. При необхідності додавали до мазків транспортне середовище (300 мкл). Заключна стадія підготовки матеріалу до аналізу, є центрифугування зразків для осідання клітинного осаду. 

Наступним кроком була стерилізація робочого місця в боксі (стерилізація ультрафіолетом) та підготовка необхідного обладнання для виділення НК - термостату, центрифуги, термошейкеру, дозаторів. Прогрівали компоненти набору до кімнатної температури.

Після стерилізації робочого місця, починали  етап виділення ДНК вірусу папіломи людини (HPV) з біологічного матеріалу - мазка та урогенітального зішкрібу. Детальніше процес виділення ДНК описаний в технологічній схемі (рис. 1). Наступним етапом  було додавання ДНК в стріпи (7 лунок на кожну пробу, кожна з семи лунок відповідає певному генотипу), фіксація скріпу в ампліфікаторі та запуск реакції на ньому.

Четвертий етап - ампліфікація, яка  спрямована на виявлення дев’ятнадцятьох генотипів високого онкологічного ризику за допомогою флуоресцентної детекції з використанням ампліфікаторів Real-time CFX Connect та ДТ-96. 
	Етап 1. Підготовчий етап. Взяття  біологічного матеріалу для дослідження та доставка його в ПЛР відділ

	1.1.Реєстрація матеріалу в відділі та підготовка його для аналізу.

	1.1.1. Маркування матеріалу

1.1.2. Формування штативу зі зразками. Окремо штатив з мазками, окремо з урогенітальними зішкрібами.

1.1.3. Додавання транспортного середовища в пробірки з мазками (якщо в пробірці мало матеріалу).

1.1.4. Центрифугування зразків для появи клітинного осаду.

	1.2. Стерилізація боксу та необхідного обладнання для виділення нуклеїнових кислот.

	Етап 2. Процес виділення ДНК з клінічних проб за допомогою двох тест-систем.

	2.1. Додавання біологічного матеріалу до заготовки для реакції (складається з лізуючого розчину з магнітними частинками та ВКП).

2.2. Змішування матеріалу з лізуючим розчином в термошейкері та процес інкубування при температурі 42°С.

2.3. Осадження магнітних частин за допомогою магнітного штативу.

2.4. Відсмоктування надосадкової рідини в колбу-пастку.

2.5.  Відмивка спиртовим розчином.

2.6. Додавання розчину для елюції та інкубація проб в термошейкері.

	Етап 3. Додавання виділеної ДНК в стріпи (комерційного виробництва                   праймери з готовим розфасованим порошком).

	Етап 4. Ампліфікація виділених ДНК с детекцією продуктів ПЛР в режимі реального часу.

	           4.1. Денатурація при 94-96 °C.

           4.2. Відпал праймера при ~65 °C

           4.3. Елонгація при 72 °C.

	Етап 5.  Обробка результатів аналізу. Повторна постановка реакція у разі високих показників генотипів ВПЛ для їх підтвердження.


Рис. 1. Технологічна схема досліджень
При проведенні ПЛР виконується 20—35 циклів, кожен з яких складається з трьох стадій: 1) денатурація при 94-96 °C; 2) відпал при ~65 °C;  3) елонгація при 72 °C. Кінцевим етапом була обробка результатів аналізів, порівняння ефективності застосування тест-систем, підрахунок числа пацієнтів в яких виявлено вірус, виявлення генотипів, які зустрічаються у пацієнтів найчастіше.
3.2. Результати оцінки ефективності використання ПЛР систем  «РеалБест ДНК екстракція-3» та «Лізуючий розчин» для виявлення папіломавірусної інфекції

З метою оцінки ефективності використання ПЛР систем  «РеалБест ДНК екстракція-3» та «Лізуючий розчин» для виділення ДНК з метою виявлення папіломавірусної інфекції було обстежено двох пацієнтів. 

Ефективність використання цих систем для  виділення ДНК у лабораторній діагностиці папіломавірусної інфекції оцінювали за двома показниками – специфічність та чутливість.

Специфічність систем оцінювали за кількістю виділених генотипів вірусу папіломи у конкретного хворого. Чутливість систем оцінювали за показником  вірусного навантаження, виражали у логарифмічній  кількості копій на 105 клітин  епітелію – Lg (копій/105 клітин). Результати досліджень представлені у таблиці 1 та рисунку 2.

З представлених у таблиці 1 даних видно, що система  «РеалБест ДНК екстракція-3» для виділення ДНК дозволила виявити у першого хворого  вірус папіломи людини трьох генотипів – 16, 39 та 68. 

У другого хворого було виявлено два генотипи  вірус папіломи людини – 73 та 82. У той час як використання для виділення ДНК системи «Лізуючий розчин» дозволив виявити у першого хворого лише 2 генотипи – 16 та 39, а у другого хворого жоден генотип вірусу папіломи людини виявлений не був. 

Таблиця 1
Специфічність та чутливість систем  для виділення ДНК «РеалБест ДНК екстракція-3»  та «Лізуючий розчин» для виявлення папілома вірусної інфекції (Lg(копій/105 клітин))

	Тест-система
	Осбтежена особа
	Генотип, вірусне навантаження, Lg(копій/105 клітин)

	
	
	16
	18
	26
	31
	33
	35
	39
	45
	51
	52
	53
	56
	58
	59
	66
	68
	73
	82

	«РеалБестДНК

екстракція-3»
	Хворий 1
	7,3*
	-
	-
	-
	-
	-
	3,4
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	3,4
	-
	-

	
	Хворий 2
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	6,5
	6,8

	«Лізуючий 

розчин»
	Хворий 1
	6,6
	-
	-
	-
	-
	-
	4,0
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-

	
	Хворий 2
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-


*- вірусне навантаження, Lg(копій/105 клітин)
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Рис. 2. Чутливість систем для виділення ДНК «РеалБест ДНК екстракція-3» та «Лізуючий розчин» для виявлення папіломавірусної інфекції людини за показником вірусного навантаження (Lg(копій/105 клітин))
На підставі наших досліджень можна зробити висновок про те, що специфічність системи для виділення ДНК «РеалБест ДНК екстракція-3» за кількістю виявлених генотипів вірусу папіломи вище ніж системи «Лізуючий розчин».

Важливою особливістю ВПЛ-тестування молекулярно-біотехнологічним методом ПЛР є можливість визначення  кількості вірусу та клінічної значущості вірусного навантаження. Вірусне навантаження розраховували як кількість копій ДНК ВПЛ, виражене в lg на 105 клітин.
     В результаті обстеження Хворого 1 встановлено, що при використанні для виділення ДНК систем «РеалБест ДНК екстракція-3» та «Лізуючий розчин» вірусне навантаження на епітеліальні клітини папіломавірусу за генотипом 16  сягало, відповідно, 7,3 та 6,6 Lg(копій/105 клітин), що є клінічно значимим показником та свідчить про високу ймовірність дисплазії. 

     При цьому звертає на себе увагу той факт, що показник вірусного навантаження за генотипом 16 встановлений при використанні для виділення ДНК тест-системи «РеалБест ДНК екстракція-3» був на 10 % більше (7,3 Lg(копій/105 клітин)) показника виявленого у системі «Лізуючий розчин» (6,6 Lg(копій/105 клітин)), а за генотипом 39 – навпаки. 

      Рівень вірусного навантаження на епітеліальні клітини за генотипом папіломавірусу 39 виявлений двома дослідженими системами для виділення ДНК «РеалБест ДНК екстракція-3» та «Лізуючий розчин»  дорівнював, відповідно 3,4 та 4,0 Lg(копій/105 клітин), що є клінічно значимим показником та свідчить про значний ризик розвитку дисплазії у Хворого 1.  

     Використання системи для виділення ДНК «РеалБест ДНК екстракція-3» показало ризик розвитку дисплазії у Хворого 1 тому що  рівень вірусного навантаження на епітеліальні клітини за папіломавірусом генотипу 68 дорівнював 3,4 Lg(копій/105 клітин). При застосуванні для виділення ДНК системи «Лізуючий розчин»  вірусне навантаження дорівнювало 0 Lg(копій/105 клітин).

    Використання системи «РеалБест ДНК екстракція-3» для обстеження Хворого 2 дозволило встановити дуже високу ймовірність дисплазії - вірусне навантаження на епітеліальні клітини за генотипами 73 і 82 сягало, відповідно, 6,5 та 6,8 Lg(копій/105), що у 2,2 рази перевищує критерій негативного клінічно малозначимого показника <3 Lg(копій/105).

     У системі для виділення ДНК «Лізуючий розчин» вірусне навантаження на епітеліальні клітини за генотипами 73 і 82 дорівнювало 0 Lg(копій/105 клітин).

    На підставі наших досліджень можна зробити висновок про те, що чутливість системи для виділення ДНК «РеалБест ДНК екстракція-3» за показником вірусного навантаження на епітеліальні клітини значно вище ніж системи «Лізуючий розчин».

Таким чином, порівняльний аналіз ефективності використання двох систем  для  виділення ДНК «РеалБест ДНК екстракція-3» та «Лізуючий розчин»  показав високу специфічність та чутливість системи «РеалБест ДНК екстракція-3», яка базується на температурній обробці клінічного матеріалу багатокомпонентним лізуючим розчином, який руйнує комплекси нуклеїнових кислот з білком, з наступною сорбцією на магнітні частинки. 

Система  «РеалБест ДНК екстракція-3» може бути рекомендована для виділення ДНК під час лабораторної діагностики папілома вірусної інфекції людини.

3.3. Результати оцінки ефективності виділення ДНК вірусу папіломи людини з урогенітальних зішкрібів та мазків 
Заключним етапом нашої роботи була оцінка ефективності виділення ДНК вірусу папіломи людини з урогенітальних зішкрібів та мазків з цервікального каналу. ВПЛ-типування проводили за допомогою ПЛР в режимі реального часу з використанням системи  «РеалБест ДНК екстракція-3». Результати досліджень представлені у таблицях 2, 3, 4 та рисунках 3, 4.
З метою оцінки ефективності виділення ДНК папіломовірусу з урогенітальних зішкрібів та мазків було досліджено 3788 проб клінічного матеріалу, у тому числі 2523 зішкрібів та 1265 мазків. 1323 зішкрібів були контаміновані вірусом  папіломи людини, що складає 52,4 % від загального числа досліджених зішкрібів.

Дослідження 1265 мазків дозволило виявити 515 контамінованих папіломавірусом, що складає 40,7  % (таб. 2).

Порівняльний аналіз показав, що частота виділення ДНК вірусу в зішкрібах у 1,3 рази перебільшувала цей показник в мазках з цервікального каналу. Поясненням цього є те,  що мазок не має багато клітин, є випадки того, що ампліфікація не проходить, наявність клітин в мазках замала. 
Таблиця 2
Результати оцінки ефективності виділення ДНК вірусу папіломи людини                        з урогенітальних зішкрібів та мазків
	Досліжуваний матеріал
	Обстежено осіб
	Виявлено ВПЛ

	
	
	Абс.
	%

	Зішкріб
	2523
	1323
	52,4

	Мазок
	1265
	515
	40,7

	Разом
	3788
	1838
	48,5


Зішкріби в свою чергу більш чутливі та за даними літератури дослідження урогенітальних зішкрібів  для визначення ДНК ВПЛ менш інвазивні [Luttmer  еt  al., 2016]. 

Результати генотипування ВПЛ в урогенітальних  зішкрібах  та мазках представлені у таблицях 3, 4 та рисунках 3, 4. З представлених даних видно, що у інфікованому матеріалі генотипи збудника папіломавірусної інфекції зустрічаються як у моно- так й в мікст-формі. 
Частота виявлення мікст-інфекції у клінічному матеріалі у 4 рази перевищувала частоту виявлення моноформи. 
У зішкрібах частота виявлення  моно інфекції сягала 62,6 % на той час як у мікст-формі – 73,2 %. У мазках частота виявлення моно- і мікст-інфекції була більш ніж у 2 рази нижче (дорівнювала, відповідно 37,4% і 26,8 %), у порівнянні з зішкрібами. Зважає на себе той факт, що у мазках частота виявлення моно-інфекції була у 1,4 рази вище ніж  мікст-інфекції.
При моно-інфікуванні зустрічалися такі генотипи: 16, 18, 31, 35, 39, 56, 45, 33, 51, 52, 53, 56, 58, 59.  
Найбільш часто у зішкрібах виявляли ДНК папілома вірусу генотипів 16 і 18 - відповідно 22,9 %  і 15,8 %.
Таблиця 3

Результати  оцінки ефективності виявлення  моно-інфекції  ВПЛ в мазках та урогенітальних зішкрібах жінок
	Досліджуваний матеріал
	Виявлено моноінфікованих осіб

	
	Генотипи

	
	Разом
	16
	18
	31
	33
	35
	39
	45
	51
	52
	53
	56
	58
	59
	68

	
	Абс.
	%
	Абс.
	%
	Абс.
	%
	Абс.
	%
	Абс.
	%
	Абс.
	%
	Абс.
	%
	Абс.
	%
	Абс.
	%
	Абс.
	%
	Абс.
	%
	Абс.
	%
	Абс.
	%
	Абс.
	%
	Абс.
	%

	Зішкріб
	253
	62,6
	58
	22,9
	40
	15,8
	27
	10,7
	15
	5,9
	5
	2,0
	10
	3,4
	22
	8,9
	30
	11,9
	10
	3,4
	10
	3,4
	10
	3,4
	8
	3,2
	4
	1,6
	4
	1,6

	Мазок
	151
	37,4
	30
	19,9
	30
	19,9
	10
	6,6
	5
	3,3
	10
	6,6
	-
	-
	9
	6,0
	15
	9,9
	19
	12,6
	-
	-
	9
	6,0
	5
	3,3
	-
	-
	9
	6,0

	Всього
	404
	100 
	88
	21,7
	70
	17,3
	37
	9,2
	20
	5,0
	15
	3,7
	10
	2,3
	31
	7,6 
	45
	11,1
	29
	7,1
	10
	2,3
	19
	4,7
	13
	3,2
	4
	1,0
	13
	3,2
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Рис. 3. Частота виявлення різних типів ВПЛ в мазках та урогенітальних зішкрібах при моно-інфікуванні жінок
Частоту виявлення  вірусу 16 типу можна асоціювати зі стадією захворювання шийки матки. 
Папіломавірус 16 генотипу є одним з найнебезпечніших. Він викликає ураження урогенітального тракту, злоякісні утворення статевих органів жінок та чоловіків, у тому числі дисплазію шийки матки, піхви, вульви, статевого органа [Luttmer  еt  al., 2016]. Тобто 16 генотип ВПЛ є клінічно значущим, що дозволяє визначити групу підвищеного ризику розвитку епітеліальних уражень шийки матки високого ступеня (HSIL).

У мазках частота виділення ДНК папілома вірусу генотипів 16 і 18 дорівнювала 19,9 %.  

При моно-інфікуванні частота виділення ДНК  вірусу 16 типу була нижче, ніж при мікст-інфекціі. ДНК папілома вірусу генотипів 31, 45 і 51 була декілька меншою - варіювала від 8,9 % до 11,5% (табл. 4, рис. 4).

 Таблиця 4

Частота виявлення мультиінфікування  при дослідженні урогенітальних зішкрібів та мазків

	Досліжуваний матеріал
	Виявлено мультиінфікуваних осіб

	
	Генотипи

	
	Разом
	16 і 18
	31 і 51
	26 і 66
	      73 і 86

	
	Абс.
	%
	Абс.
	%
	Абс.
	%
	Абс.
	%
	Абс.
	%

	Зішкріб
	1225
	 73,2
	800
	60,5
	220
	16,6
	110
	8,3
	95
	7,2

	Мазок
	449
	26,8
	250
	48,5
	100
	19,4
	47
	9,1
	52
	10,1

	Всього
	1674
	100 
	1050
	57,1
	320
	17,4
	157
	8,5
	147
	8,0


У мазках  підтверджена зворотна тенденція щодо ВПЛ 52 типу, тобто цей тип дуже часто зустрічається при моно-інфекції, що співпадає з даними літератури  [Евдокимов и др., 2016].  52 генотип ВПЛ найчастіше зустрічався  у мазках (у 11,6%)  випадків  з усіх зразків які аналізували.
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Рис.  4.  Показники виявлення мікст-інфекції  ВПЛ в урогенітальних зішкрібах та мазках
Отримані дані свідчать про те, що високоонкогенні типи ВПЛ широко поширені у жінок репродуктивного віку міста Одеси і півдня України. У них переважають генотипи (16, 18), (31, 51) мікст-інфекцій (рис. 4).
Моно-інфекції 16 типу і 18 типу ВПЛ, що володіють максимальною канцерогенною  дією на слизову оболонку шийки матки, зустрічаються майже в два рази рідше [Luttmer et al., 2016].
З огляду на наші результати дослідження, жінки з наявністю ВПЛ потребують динамічного спостереження і повторних тестуваннь методом ПЛР. 
Виходячи з цього надзвичайно важливим є визначення біологічного матеріалу який буде ефективніше, в плані виділення з нього ДНК ВПЛ, з метою своєчасного виявлення персистенції папіломовірусної інфекції та проведення заходів по ранній профілактиці раку шийки матки [Хащя та ін., 2009]. Цим матеріалом є зішкріб. Виділення ДНК з нього показало більші показники частоти виділення та підтвердило більше генотипів, він більше насичений клітинами, і його можна довгий час зберігати, наприклад для підтвердження результатів, або перестановки аналізу, для постановки інших досліджень методом ПЛР  де можна його застосувати [Verteramo et al., 2008]. Ці дані також є підтвердженими науковою літературою [Кедрова и др., 2017].

Також значущим фактом є те, що спектр типів ВПЛ, виявлених у жінок, досить різний і не обмежується тільки класичними 16, 18, 31, 51 типами ВПЛ [Караванова и др., 2007]. Ці результати наших досліджень співпадають з даними літератури, що свідчать про те, що досить часто,  в групах епітеліальних уражень більш ніж в половині випадків, зустрічаються  мікст-інфекції з двох, трьох і навіть чотирьох типів вірусу [Luttmer et al., 2016]. При поєднання різних генотипів ВПЛ знижується  швидкість елімінації, що сприяє персистенції вірусу [Волошина, 2010].

Отримані нами дані в поєднанні з результатами наукових робіт в області ПВІ діагностики, дають можливість стверджувати що, інфікування декількома типами ВПЛ забезпечує менш благополучний прогноз перебігу ПВІ і в багато разів підвищує ризики  розвитку РШМ [ Gao et al., 2013]. Мікс – інфекція може складатися з різних колобарацій генотипів ВПЛ, але зустрічальність комбінації 16/18 переважає над іншими комбінаціями [Елисеева и др.,  2011; Ибрагимова и др., 2016].
З огляду на результати наших досліджень, для жінок з наявністю ВПЛ, моніторинговим методом вірусу є ПЛР діагностика . [Караванова и др., 2007]. Виходячи їх цього нашою метою було визначення біологічного матеріалу який буде ефективнішим, в плані виділення з нього ДНК ВПЛ для своєчасного виявлення персистенції папіломовірусною інфекції та проведення заходів по ранній профілактиці раку шийки матки [Luttmer et al., 2016].  Цим матеріалом є зішкріб, виділення ДНК з нього підтвердило більше генотипів, він більше насичений клітинами, і його можна довгий час зберігати, наприклад для підтвердження результатів, або перестановки аналізу, для постановки інших досліджень методом ПЛР де можна його застосувати [Verteramo et al., 2008]. Ці дані також є підтвердженими науковою літературою [Кедрова, 2017].
                                                  ВИСНОВКи
1. Розроблена модифікована технологічна схема, що містила п’ять  етапів роботи: забір матеріалу, його реєстрація та маркування,  стерилізація робочого місця, виділення ДНК, ампліфікація виділених ДНК с детекцією продуктів ПЛР в режимі реального часу.
    2. Чутливість системи для виділення ДНК «РеалБест ДНК екстракція-3» за показником вірусного навантаження на епітеліальні клітини значно вище ніж системи «Лізуючий розчин».

3. Встановлено високу специфічність системи «РеалБест ДНК екстракція-3», яка базується на температурній обробці клінічного матеріалу багатокомпонентним лізуючим розчином, який руйнує комплекси нуклеїнових кислот з білком, з наступною сорбцією на магнітні частинки. 

4. Генотипування ВПЛ в урогенітальних  зішкрібах  та мазках показало, що частота виявлення мікст-інфекції у клінічному матеріалі у 4 рази перевищувала частоту виявлення моноформи. Найбільш часто у зішкрібах виявляли ДНК папілома вірусу генотипів 16 і 18. 

5. Для лабораторної діагностики папілома вірусної інфекції   оптимальним досліджуваним клінічним матеріалом є зішкріб з урогенітального тракту - виділення ДНК з нього підтвердило більше генотипів.

6. Високоспецифічна та чутлива  система для виділення ДНК  «РеалБест ДНК екстракція-3» може бути рекомендована для виділення ДНК під час лабораторної діагностики папілома вірусної інфекції людини. 
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Додаток 1

З А Я В А

щодо самостійності виконання письмової роботи

Я, Демедюк Євгеній Вікторович, студент біологічного факультету ІV-го курсу денної форми навчання, здобувач першого  ступеня вищої освіти (бакалаврського) за спеціальністю 162  Біотехногії та біоінженерія, освітня програма Біотехнологія та біоінженерія заявляю, що моя письмова робота на тему: «Оптимізація молекулярно-біотехнологічного ПЛР-методу в діагностиці папіломавірусної інфекції» виконана самостійно і в ній не міститься елементів плагіату. Всі запозичення з друкованих та електронних джерел мають відповідні посилання.

Я ознайомлений з чинним положенням "Про запобігання та виявлення академічного плагіату у освітній та науково-дослідній роботі учасників освітнього процесу та науковців Одеського національного університету імені І. І. Мечникова", згідно з яким виявлення плагіату є підставою для відмови в допуску письмової роботи до захисту та застосування відповідних заходів.
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Додаток 2

Завідувачеві кафедри 

мікробіології, вірусології

та біотехнології ОНУ 

ім.І.І.Мечникова 

Філіповій Т.О.

здобувача ступеня вищої освіти «бакалавр»

студента денної форми навчання

Спеціальність 162  Біотехнологія та біоінженерія
ОП Біотехнологія та біоінженерія
Демедюка Євгенія Вікторовича

З А Я В А


Цим я підтверджую, що був проінформований про правила функціонування системи виявлення збігів / ідентичності / схожості щодо перевірки на ознаки плагіату. Тому заявляю, що згоден на обробку моєї роботи.


Крім цього, заявляю, що подана для перевірки електронна версія моєї роботи співпадає (ідентична) з друкованою.
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«Узгоджую»

Зав. кафедрою мікробіології, вірусології 

та біотехнології ОНУ ім. І.І.Мечникова, 
д.б.н., професор 
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Філіпова Т.О.

Науковий керівник  дипломної роботи к.б.н., доцент                     Гудзенко Т.В.

ДЕКЛАРАЦІЯ

здобувача вищої освіти Одеського національного університету 

імені І. І. Мечникова про дотримання академічної доброчесності


Я,  Демедюк Євгеній Вікторович,  студент біологічного факультету ІV-го курсу денної форми навчання, здобувач першого  ступеня вищої освіти (бакалаврського) за спеціальністю 162 Біотехнологія та Біоінженерія освітня програма  Біотехнологія та біоінженерія
ЗАЯВЛЯЮ, що в своїй освітній та науковій діяльності буду дотримуватись зазначених у «Кодексі академічної доброчесності учасників освітнього процесу Одеського національного університету імені І. І. Мечникова» основних принципів та фундаментальних цінностей академічної доброчесності та етики академічних відносин.
ЗОБОВ'ЯЗУЮСЬ:

-дотримуватись норм чинного законодавства у сфері освіти і науки інтелектуальної власності;

-дотримуватись корпоративної культури та проявляти повагу до науково-педагогічних, наукових та педагогічних працівників;

-застосовувати коректні посилання на джерела інформації в разі використання запозичених ідей, розробок, інформації, відомостей;

-здійснювати самостійне виконання навчальних завдань, завдань поточного та підсумкового контролю результатів навчання; 

-надавати достовірну інформацію про результати власної навчальної (наукової, творчої) діяльності, використані методики дослідження і джерела інформації; 

-перешкоджати проявам академічної недоброчесності з боку інших здобувачів вищої освіти, а також співробітників університету;

-повідомляти про випадки порушення академічної доброчесності посадовим особам університету.

УСВІДОМЛЮЮ, що відповідно до чинного законодавства нестиму академічну та/або інші види відповідальності і до мене можуть бути застосовані заходи дисциплінарного характеру за порушення академічної доброчесності та етики академічних відносин. 
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