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AAHS - Amorphous Aluminum Hydroxyphosphate Sulfate; aluminioko hidroxifosfato

sulfato amorfoa
AEB — Ameriketako Estatu Batuak

AGC-neoplastic - Atypical Glandular Cells, suspicious for cancer; Zelula neoplasiko

posibleak izan daitezkeen ezohiko zelula glandularrak

AGC-NOS - Atypical Glandular Cells not otherwise specified; Esanahi zalantzagarriko
ezohiko zelula glandularrak

AMYV - Avian myeloblastosis virus; hegaztien mieloblastosis birusa
ASC- Atypical squamous cells; ezohiko zelula ezkatadunak

ASCUS - Atypical Squamous Cells of Undetermined Significance; esanahi
zalantzagarriko ezohiko zelula ezkatadunak

BLAST - Basic Local Alignment Search Tool
CIN - Cervical Intraephitelial Neoplasia; neoplasia zerbikal intraepiteliala

CIN1 - Cervical intraepithelial neoplasia grade 1; 1. graduko neoplasia zerbikal
intraepiteliala

CIN2 - Cervical intraepithelial neoplasia grade 2; 2. graduko neoplasia zerbikal

intraepiteliala

CIN3 - Cervical intraepithelial neoplasia grade 3; 3. graduko neoplasia zerbikal
intraepiteliala

EMEA - European Medicines Agency; Europako Medikamendu Agentzia
FDA - Food and Drug Agency; Elikagai eta Medikamentu Agentzia

GIB - Giza Immunoeskasiaren Birusa

HC2 - Hybrid Capture 2 Test; Hibrido harrapaketa proba

HPV - Human Papillomavirus; Giza papilomabirusa


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
http://www.ema.europa.eu/

HR-HPV - High Risk HPV; arrisku altuko HPVak

HSIL - High-grade squamous intraepithelial lesion; gradu altuko lesio ezkatadun
intraepiteliala

IARC - International Agency for Research on Cancer; Minbiziaren ikerketarako

nazioarteko agentzia
LCR - Long Control Region; kontrol eskualde luzea
LR-HPV — Low Risk HPV; arrisku baxuko HPVak

LSIL - Low grade squamous intraepithelial lesion; gradu baxuko lesio ezkatadun

intraepiteliala
MMLYV - Moloney Murine Leukemia Virus; Moloney murina leuzemia birusa
MOE - Munduko Osasun Erakundea

NASBA - nucleic acid sequence-based amplification; azido nukleikoen sekuentzian

oinarritutako anplifikazioa

NCI - National Cancer Institute; Estatu Batuetako minbiaren nazio-institutoa
NGS - Next-generation sequencing; hurrengo belaunaldiko sekuentziazioa
NPV - Negative predictive value; balio prediktibo negatiboa

ORF - Open Reading Factor; irakurmen zabaleko guneak

PCR - Polymerase Chain Reaction; Polimerasaren kate erreakzioa
pHR-HPV — probable High Risk HPV; arrisku altu posibleko HPVak

PPV - Positive predictive value; balio prediktibo positiboa

PV - Papillomavirus; Papilomabirusa

STI - Sexu bidez transmitituriko infekzioa

TMA - Transcription-mediated amplification; transkripzio-bitarteko anplifikazioa



VLP - Virus Like Particles; birusaren antzeko partikulak
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1.1. GIZA PAPILOMABIRUSAREN MUGARRI HISTORIKOAK

Jadanik Kristo aurreko 400. urtean Hipokratesek garatxoak deskribatu zituen. Geroago
Erromatarrek “pikuak” esaten zieten uzki alboko zonaldean agertzen ziren lesio
kondilomatosoei (1, 2). Hala ere, 1842. urterarte umetoki lepoko minbizi agerpenaren
eta sexu-harremanen arteko erlazio posiblea ez zen iradoki. Hau Rigoni Stern medikuak
iradoki zuen (2, 3).

XX. mendean biologia molekularraren garapenarekin batera hainbat aurrerakuntza eman
ziren Giza papilomabirusaren (HPV - Human Papillomavirus) inguruan. 1933. urtean
lehen papilomabirusa (PV- Papillomavirus) identifikatu zen kottoi- buztaneko untxietan.
Ondoren 1949. urtean, mikroskopia elektronikoaren bidez, birusa garatxoetan zegoela
ikusi zen. 1975. urtean zur Hausenek umetoki lepoko minbizia HPVak sortzen zuela
proposatu zuen. 1983 eta 1984 urteetan HPV-16 eta HPV-18 genotipoak identifikatu
ziren. Bi genotipo hauek, gaur egun dakigun moduan, genotiporik onkogenikoenak dira.
1989. urtean umetoki lepoko minbizian transkripzio birala desberdina zela antzeman
zuten. 2000. urtetik aurrera epidemiologia molekularraren garapenarekin batera
Papillomaviridae familia desberdin bat bezala sailkatu zen (4). Lehenago,
papilomabirusak, poliomabirusekin batera, Papovaviridae familiaren barnean sailkatzen
ziren (5); hala ere, papilomabirusen genomen sekuentziazioarekin, nahiz eta antzeko
antolaketa genetikoa izan, beraien transkripzioa desberdina zela ikusi zen: noranzko
bakarrekoa papilomabirusetan eta bidirekzionala poliomabirusetan, beraz, birusen
Nazioarteko Taxonomia Batzordeak papilomabirusak familia desberdina izan behar

zuela erabaki zuen, Papillomaviridae izendatua (6).

HPV detekzio teknikei dagokionez azken 100 urteetan hainbat aurrerapen egin dira.
1925. urtean kolposkopia asmatu zen. Geroago, 1942. urtean Papanicolaouren proba
edo zitologia baginala asmatu zen. Hurrengo hamarkadan sekuentziazio metodoak eta
PCRa (Polymerase Chain Reaction) garatu ziren. Teknika hauek HPV genomen
sekuentziazioa eta HPV aldaera intratipikoen identifikazioa ahalbidetu zuten (4).
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HPVaren epidemiologiaren inguruan 1990. urtetik aurrera hainbat aurkikuntza egin
ziren. 1992. urtean arrisku altuko HPV genotipoen (HR-HPV) infekzioa umetoki lepoko
minbizia pairatzeko arrisku faktorea zela antzeman zuten. Hurrengo urtean giza
papilomabirusaren 16 genotipoaren aldaera intratipikoak deskribatu ziren. 1995. urtean
IARC agentziak (International Agency for Research on Cancer) gizakiontzat agente
kartzinogenikotzat jo zituen HPV-16 eta HPV-18 genotipoak. Urte berean, FDAak
(Food and Drug Agency), HPV detektatzeko lehen DNA testa onartu zuen. 2000. urtean
HPV orofaringeko minbizia sortzen zuela baieztatu zen eta 6 urte geroago, FDAak,
umetoki lepoko minbizia prebenitzeko HPV txertoaren kalerapena baimendu zuen.
2012. urtean umetoki lepoko minbiziaren prebentziorako HPV DNA testa eta zitologia
baginala proposatu ziren (4).

Azkenik, aipatu beharra dago HPVaren ikerketan egondako ikertzaile
garrantzitsuenetariko bat, Harald zur Hausen, 2008. urtean Nobel saria jaso zuela HPV

umetoki lepoko minbizia sortzen zuelaz konturatu izanagatik (7).
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1.2. GIZA PAPILOMABIRUSAREN EZAUGARRIAK
1.2.1. Birusaren egitura eta bere geneen funtzioak

Papilomabirus terminoa latineko papilla (titiburu edo pustula) eta oma (tumorea) atzizki
grekotik dator (8). Papilomabirusak PV laburdura eta espezie ostalaria identifikatzen
duen letra bat edo biz identifikatuak dira; adibidez, giza papilomabirusa HPV (Human

Papillomavirus) bezala ezagutzen da (9).

Giza papilomabirusa kate bikoitzeko DNA duen birus biluzia da, zeina larruazalaren eta
mukosen barne estaldura kutsatzen dituen (10). 50 nm inguruko diametroa du eta bere

kapside ikosahedrikoa 72 kapsomeroz osatua dago (5).

HPVren genoma biribila da eta, gutxi gorabehera, 8.000 base pare ditu zeinak 9 edo 10
eskualde kodetzaile dituen, irakurmen zabaleko guneak deituak (ORF, Open Reading
Factor) (1. irudia) (11). ORF horiek birusaren funtzioen antolaketan inplikatuak dauden
proteina ez egituralak eta proteina egituralak kodetzen dituzten nukleotido sekuentziak
dira. Proteina ez egituralak kodetzen dituzten eskualdeak adierazpen goiztiarreko edo E
(“Early”) gene moduan ezagunak dira, eta proteina egituralak kodetzen dituzten
eskualdeak adierazpen berantiarreko edo L (“Late”) gene bezala ezagutzen dira, leinu
biraleko partikuletan muntatuko diren DNAren sintesian lehenago edo ondoren
adierazten baldin badira (6). Birusaren bizi-zikloaren fase goiztiarretan adierazten diren
proteinak erreplikazio biralaren eta birusaren patogenotasun ezaugarrien arduradunak
dira, fase berantiarretan adierazten diren proteinak (L1-L2) egiturazko proteina soilak
diren bitartean. Birusaren genomak adierazpen goiztiarreko zazpi edo zortzi gene (E1-
E8), birusaren arabera, eta adierazpen berantiarreko bi gene (L1 eta L2) kodetzen ditu
(1. taula).
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HPV-16 iy

1. irudia. Giza papilomabirus 16 genotipoaren genomaren antolaketa (5).

1. taula. Giza papilomabirusaren irakurmen zabaleko guneak eta gene hauen funtzio
nagusiak (11).

ORF Funtzioa

El DNA erreplikazioaren modulatzailea
E2 Transkripzio biralaren erregulazioa
E3 Ezezaguna
E4 Zelula ezkatadunen zitokeratinaren disrupzioa
E5 Zelula-transformazioari eta hazkuntza-faktoreen hartzaileei lotua
E6 p53-ri lotutako proliferazio eta zelula-transformazioa
Rb geneari lotutako proliferazio eta transformazioa, transkripzioaren
= aktibazioa
L1 Kapsidearen proteina nagusia
L2 Kapsidearen proteina txikia
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Giza papilomabirusaren genomak DNA biralaren erreplikazioarako eta transkripziorako
beharrezkoak diren proteinak ez ditu kodetzen, horregatik, papilomabirusak,
ostalariaren zelula-proliferazioa mantendu behar du erreplikatu ahal izateko; hori hiru
transformazio proteinen bitartez egiten du: E5, E6 eta E7, erreplikazio biralaz eta birus
helduen sorreraz arduratzen direnak (12). E6 eta E7 geneen produktuak
ikertuenetarikoak izan dira p53 eta Rb (erretinoblastoma) tumore isiltzaile geneekin
duten elkarrekintzagatik eta zelula-transformazioan duten funtzioagatik; hori dela eta,
onkogene edo gene transformatzaile bezala ezagutzen dira (6). Gainera, HPVaren
geneen adierazpenaren erregulaziorako, genomaren erreplikaziorako eta partikula
biralen muntaiarako beharrezkoak diren elementuak dituen kontrol eskualde luze (LCR,

long control region) bat du (5).

1.2.2. Erreplikazio-zikloa

Birusaren itu zelulak dermisa eta epidermisa banatzen dituen epitelioaren geruza
basalean dauden keratinozitoak dira. Zatitzen diren zelulek desberdintzen doazen
bitartean gorantz migratzen dute. Keratinozitoen desberdintzapen prozesua azalaren
kanpoaldean geruza korneoaren sorrerarekin bukatzen da (13). Papilomabirusen bizi-
zikloa infektatu dituzten zelulen desberdintzapen prozesuari lotua dagoenez oraindik
ezin izan dira HPVaren zelula-kulturak garatu. Erreplikazioaren lehen lekua zelula
basalen eta ama zelulen erreserbetan dago, zeinak metabolikoki aktiboak diren eta
erreplikazio birala mantentzen duten. DNAren erreplikazioa (E1-E8) epidermisaren
gutxi desberdindutako geruzetan gerta liteke, eta proteina berantiarren sintesia eta
birusaren mihiztadura (L1-L2) zelula epitelialen geruza desberdinduagoetan soilik
ematen da (2. irudia eta 3. irudia) (2).

HPVaren genomaren erreplikazioa, nukleokapsidearen eraketa eta birioiaren heltzea
zelula epitelialen nukleoan ematen da (2). Infekzio birala mugatua da eta normalean,
modu espontaneoan igortzen da; immunokonpetentzia baldintzetan lehen edo bigarren
urtean zehar espontaneoki desagertzen da, hala ere, infekzioa mantendu egin liteke (5,
11). HPVaren infekzioaren lehen pausua epitelio ezkatadunaren zeluletara birioi osoen
atxikimendua da eta honen ondoren bi motatako infekzioak gerta litezke: produktiboak
edo latenteak. Infekzio produktibo edo aktiboetan, erreplikazio birala, nagusiki,

diferentziatuak dauden zelula ezkatadunetan ematen da, hau da, epitelio ezkatadunaren
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geruza ertainean eta gainazalekoetan. Bertan DNA biralaren erreplikazio aktibitatea
bizia da, zelula infektatuen ezaugarri zelularretan aldaketak eragiten dituzten proteinen
ekoizpenarekin eta birioi berrien muntaiarekin. Infekzio latentetan, aldiz, infekzioa
gehienbat epitelio ezkatadunaren zelula ez helduetan (zelula basaletan edo zelula
metaplasikoetan) ematen da. DNA biralak zelularen barnean forma zirkular askean
(forma episomalean) irauten du erreplikatu barik. Zitologian ez da aldaketa morfologiko
identifikagarririk antzematen, beraz, infekzio mota hauetan detekzio birala metodo

molekularren bidez baino ezin liteke egin (6).
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2. irudia. Giza papilomabirusaren bizi-zikloa. Lowy eta Schiller, 2006 artikulutik
eraldatua (14).
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Birusaren
E4 askapena
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(B) mantenua

3. irudia. Giza papilomabirusaren bizi-zikloaren fase bakoitzean adierazten diren
proteinak. Doorbar, 2005 artikulutik eraldatua (15).

po7

.

1.2.3. Aldakortasun genomikoa

HPVak 150 genotipo baino gehiago barneratzen ditu; horien artean gutxi gorabehera
40ek emakume eta gizonezkoen alde genitaleko epitelio ezkatadun geruzatua kutsatzen
dute epitelioekiko tropismoa daukatelako. Genotipo horien sailkapena E6, E7 eta L1

proteinen eskualde kodetzaileen DNA sekuentzien homologian oinarritzen da (4, 11):

e Genotipoek % 90ko homologia baino gutxiago dute eskualde hauetako

sekuentzietan.
e Subtipoek, genotipo baten barnean, % 90-98 arteko homologia dute.
e Aldaerek, subtipo baten barnean, % 98 baino gehiagoko homologia dute (16).

Gaur egun, giza papilomabirusaren 150 genotipo baino gehiago ezagutzen dira.
Genotipo hauek 3 genero nagusitan banatuta daude: alfapapilomabirusak,
gammapapilomabirusak eta betapapilomabirusak (4. irudia). Alfapapilomabirusek
mukosak eta alde genitaleko epitelioak kutsatzen dituzte eta alde genitaleko minbizien
eragileak dira. Bestalde, gammapapilomabirusek eta betapapilomabirusek larruazala
kutsatzen dute eta larruazaleko lesioak sortzen dituzte. Gainera bi papilomabirus genero

hauek tropismo altua aurkezten dute aho barrunbearekiko (17-19).
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Beste bi papilomabirus genero daude; mupapilomabirusak eta nupapilomabirusak, baina

hauek 3 HPV genotipo baino ez dituzte barneratzen.

B3

Beta-HPV
Gamma-HPV

V17 0.2

Alpha-HPV

4. irudia. Giza papilomabirus genotipo gehienen zuhaitz filogenetikoa (4).
Genotipoak 5 genero desberdinetan sailkaturik agertzen dira: alfapapilomabirusak,
gammapapilomabirusak, betapapilomabirusak, mupapilomabirusak eta

nupapilomabirusak.

Hiru genero nagusi horien barnean genotipo desberdinak sailkatzen dira. Genotipo
motak HPVaz infektaturiko pertsonak jasango duen lesio mota determinatzen du.
Larruazaleko garatxoak normalean 1, 2, 3, 4 eta 10 genotipoek sortzen dituzte (2. taula).
Bestalde 6 eta 11 genotipoek mukosetako lesioak sortzen dituzte gehienetan, eta 16 eta

18 genotipoak umetoki lepoko minbiziaren garapenarekin estuki loturik daude.
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2. taula. Giza papilomabirus genotipo desberdinek sortutako lesioak (20).

Giza papilomabirus genotipoak

Lesioa Ohikoak Noizbehinkakoak

Larruazaleko lesioak
Larruazaleko garatxoak 1,2,3,4,10 1,2,4,7, 26, 27, 28, 29, 41

Mukosetako lesioak

Laringeko papiloma 6, 11 /
Ahoko papiloma 6, 11 2,16
Konjuntibako papiloma 11 /

Alde genitaleko garatxoak

Condiloma acuminata 6,11 1,2, 10, 16, 30, 44, 45
Umetoki lepoko neoplasia 16, 18 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56,
intraepiteliala, minbizia 58, 59, 68, 69, 73, 82

Bestalde, aldaerei dagokionez bi kontzeptu nagusi daude: HPV genotipo bakoitzerako
aldaera kopuru mugatua existitzen da eta aldaera hauek dibergentzia maximoa aurkezten
dute urte askotan zehar beraien arteko harremanik izan gabe eboluzionatu duten talde
etnikoetan, adibidez, afrikarrak eta amerindiarrak. HPV aldaerak biologian zein

etiologian desberdintzen dira (21).

HPV-16 eta HPV-18 genotipoen aldaera intratipikoak deskribatu egin dira. Genotipo
hauen aldaera desberdinak deskribatu dira L1, E6 eta E2 geneen sekuentzien
heterogenotasunean oinarrituta. 2013. urterarte HPV-16aren eta HPV-18aren aldaera
intratipikoak 5 adar filogenetiko nagusitan sailkatzen ziren: Europarra (E), Asiarra (As),
Asiar-amerikarra (AA), Afrikarra 1 (AF-1) eta Afrikarra 2 (AF-2). Aldaerek banaketa
geografiko desberdina aurkezten dute (22). Aldaera hauek etnia eta kokapen
geografikoaren arabera banatzen dira; aldaera Asiarra Asiako hegoekialdean aurkitzen
da batez ere, aldaera Asiar-amerikarra erdialdeko Amerikan eta Hego Amerikan
topatzen da, aldaera Afrikarrak Afrikan aurkitzen dira eta aldaera Europarra Afrika ez
den beste lurraldeetan aurkitzen da (23-25). Aldaera hauek beraien patogenotasunean
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desberdintzen dira; normalean aldaera ez-europarrek (europarrak ez diren beste

aldaerak) lesioak sortzeko gaitasun handiagoa dute (26-28).

Hala ere, 2013. urtetik aurrera 16 eta 18 genotipoen aldaera intratipikoen sailkapena
aldatu egin da. HPV-16 genotipoaren aldaerak 4 leinu desberdinetan sailkatzen dira
orain: A leinuak, lehengo aldaera Europarrak eta Asiarrak barneratzen ditu; B leinuak,
lehengo Afrikarra-1 aldaera barneratzen du; C leinuak lehengo Afrikarra-2 aldaera
barneratzen du eta D leinuak lehengo aldaera Asiar-amerikarra barneratzen du. Berdina
gertatzen da HPV-18 genotipoarekin. Sailkapen berriarekin HPV-18aren aldaerak 3
leinu desberdinetan banatzen dira: A leinuak, lehengo aldaera Asiar-amerikarra eta
Europarra barneratzen ditu, hain zuen, A1-A2 azpi-leinuak lehengo aldaera Asiar-
americarrak barneratzen ditu eta A3-A5 azpi-leinuak lehengo aldaera Europarrak; B eta

C leinuek lehengo aldaera Afrikarra-1 eta Afrikarra-2 barneratzen dituzte (29).

Autore gehienek L1 eskualdea baino ez dute erabiltzen aldaera desberdinak sailkatzeko.
Eskualde bakar baten analisia genotipo horren aldaeraren identifikaziorako balio du
baina ez da nahikoa errekonbinazio prozesurik gertatu ahal den antzemateko (9, 30, 31).
Izatez, errekonbinazioa minbizia pairatzeko beste arrisku faktore bat da eta, beraz, HPV
infekzioak aztertzen ari garenean kontuan hartu beharreko faktorea da. Hau dela eta,
errekonbinazioa antzemateko, eskualde genomiko bat baino gehiago aztertzea
gomendarria da.

1.2.4. Epidemiologia

HPV epitelialen transmisio-bidea pertsonatik pertsonara ematen da, hau da,
infektatutako azalaren arteko kontaktu zuzena behar da. HPV genitalak bide sexualetik
transmititzen dira eta transmisibilitate tasa altua dute. Adierazgarriak ez diren beste bide
batzuk ere, instrumentala eta fomiteak, iradoki dira. Plazenta bideko transmisioa frogatu
da erditze naturalaren bidez jaiotako birusaren eramaileak diren pazienteen umeetan

papiloma laringeoak eraginez, nahiz eta maiztasun baxua izan (5, 32).
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Papilomabirusek eragindako infekzio genitala munduan sexu bidez transmitituriko
infekzio (STI) ohikoena kontsideratzen da, munduan berrehun eta laurogeita hamaika
milioi emakume HPVaren eramaileak direla estimatzen da eta, umetoki lepoko
minbiziarekin erlazionatuz, 15 eta 44 urte arteko emakumeen artean bigarren minbizi

mota arruntena da (5, 33).

Zitologia normala duten emakumeen artean HPV infekzioaren prebalentzia % 10,4koa
dela balioztatu da. Espainian, zitologia normala duten emakumeen artean, eremu
geografikoaren arabera, prebalentzia % 3tik % 8,3ra alda daiteke (22, 34). Umetoki
lepoko minbiziaren batez besteko intzidentzia ehun mila emakumeen artean 8/urteko da,
umetoki lepoko minbizi aurretiko lesioen, hau da, maila altuko lesioen (Cervical
Intraepithelial Neoplasia grade 3, CIN3) populazio tasa ehun mila emakumeen artean
30/urteko balioak dituen bitartean (32). lkerketa berri baten arabera, prebalentzia
oraindik altuagoa da arrisku altuko hainbat taldeetan, hala nola, sexu langileetan eta
espetxeratutako emakumeetan, arrisku altuko talde hauetan sartzen diren emakumeak %
29,9 espainiarrak, % 23,1 afrikar etorkinak eta % 32,8 latinoamerikar etorkinak direlarik
(22).

Hamar emakumeetatik lau HPV positiboak dira beraien debut sexualaren lehen urtean;
hamarretik sei bigarren urtean. Mundu populazioaren % 80ak bere bizitzan zehar HPV
gertaera bat izango duela estimatzen da. Espainian, 30-35 urteetatik aurrera populazio
orokorraren % 3a HPVaren eramaile kronikoa dela balioztatzen da. Talde honek
umetoki lepoko minbizia garatzeko arrisku altuagoa du. Amerikan eta Europan, 50-55
urteetatik aurrera, prebalentziaren igoera berri bat ikusten da kontaktu sexual
berriengatik edo aurretik antzeman ez diren infekzio latenteen adierazpena baimentzen

duen sistema immunearen zaharkitzeagatik (32).

HPV genotipoak berain gaitasun onkogenikoaren arabera arrisku altukoak (16, 18, 31,
33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68, 73, 82) (HR-HPV), arrisku altu posiblekoak
(26, 53) (PHR-HPV) eta umetoki lepoko minbizia sortzeko arrisku baxukoak (LR-HPV)
(beste genotipoak) bezala sailkatu dira (35). 16 genotipoa iraunkorrena da eta hurrengo

10 urteetan maila altuko lesioa (CIN3) garatzeko aukera gehien daukana (5).
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HPVaz kutsatutako emakumeetan HR-HPVek arrisku baxuko HPVak baino gehiago
irauten dute, eta, aldi berean, infekzio anitzak iraunkortasunaren faktore garrantzitsuak
dira. Gizonezkoetan prebalentzia eta historia naturalarekiko dauden datu eskasek
HPVaren intzidentzia 18 eta 44 urte arteko heterosexualetan % 56 eta % 65 artean
dagoela adierazten dute, HR-HPVentzat % 26-50 delarik. Homosexualen eta bisexualen
kasuan prebalentzia altuagoa da (5). Frogatuta dago birus honen infekzio iraunkorra
emakumeen umetoki lepoko minbiziaren eta gizonezkoen uzki-kartzinoma
ezkatadunaren eragilea dela, horrez gain, garatxo genitalak bezalako beste lesio onberak
sor ditzake (36).
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1.3. GIZA PAPILOMABIRUSAREN INFEKZIOA
1.3.1. Historia naturala

1976an Harald Zur Hausen giza papilomabirusak kartzinogenesian zuen eragina
azaltzen eta aztertzen lehena izan zen; geroago ikerketa kliniko, epidemiologiko eta
molekular gehiagok umetoki lepoko minbiziaren eragile etiologiko nagusitzat adierazi
zuten. Ondoren, umetoki lepoko kartzinoma zuten emakume guztiek HPVaren

genotiporen batekin infektatuta zeudela frogatu zen (5).

HPVa umetoki lepoko % 99 minbizi ezkatadun edo glandularren erantzulea da. Gainera,
birus hau uzki-kanaleko % 90 minbiziekin, bulba eta zakileko % 40 minbiziekin eta
orofaringeko % 12 minbiziekin erlazionatu da (5). 16, 18 eta 45 genotipoak talde
histologiko bakoitzean (zelula ezkatadunen kartzinoma, zelula adenoezkatadunen
kartzinoma eta adenokartzinoma) arruntenak dira. Genotipo horiekin (16, 18 eta 45)
erlazionatutako umetoki lepoko minbizi inbaditzaileak adin askoz ere goiztiarragoan
diagnostikatzen dira (50 urte baino gutxiago) eta arrisku altuko beste HPV genotipoak

eragiten dituztenak baino 4 urte lehenago (37).

Emakume gazteetan ematen diren HPV infekzio gehienak denborazkoak dira eta epe
luzean ez daukate garrantzi handirik. Infekzioen % 70 infekzioaren lehen urtean eta %
90 infekzioaren bigarren urtean desagertzen dira. Hala ere, infekzioa irauten duenean
umetoki lepoko minbizi aurreko lesioak garatzeko arriskua dago (38).

Berezko immunitateak eta immunitate zelularrak HPV infekzioaren kontrolean eta
ebazpenean garrantzia dute. Birus honek erantzun immune babestzaileak ezabatu edo
ekidin ditzake. Gainera, antigenoen adierazpen maila baxuak aurkezten ditu (“ia hilak”
dauden azaleko zelula desberdintzatuetan izan ezik), ikuspuntu immunologikotik,
keratinozitoa, erreplikaziorako leku pribilegiatua baita. Hanturazko erantzunak erantzun
zitolitiko babestzailea aktibatzeko eta garatxoen ebazpena faboratzeko beharrezkoak
dira. Immunogutxitutako pertsonek errekurrentziak maizago aurkezten dituzte eta

HPVaren adierazpen larriagoak dituzte (11).
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Infekzioa arrakastarekin ebazten ez duten emakumeetan HPVak umetoki lepoan
sortutako lesioek CINZlera aurrera egin dezakete eta CIN2ra eta CIN3ra bilakaera

jarraitu dezakete (5. irudia).

Zitologia | LSIL | HSIL |
Histologia | cwn1 | cownz | CIN 3 '
| Normala | Displasia | Displasia | Displasia | In sit.u | kartzinoma |
0so leuna moderatua zorrotza kartzinoma inbaditzailea
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5. irudia. Umetoki lepoko lesio onbera batetik minbizi zerbikal inbaditzailerarteko

aurreratzea. Lowy eta Schiller, 2006 artikulutik eraldatua (14).

1.3.2. Infekzio motak

HPVaz kutsatutako emakumeetan infekzio mota desberdinak eman daitezke. Infekzio
“produktiboa” edo aktiboa desberdindutako zelula ezkatadunetan birusaren
erreplikazioa baimentzen da; honetan DNA biralaren erreplikazio aktibitate biziak

birioi osoen ekoizpena baimentzen du (6).

Bestalde, infekzio latenteetan DNA birala modu episomalean mantentzen da zelularen
barnean. Episomatik transkribatutako RNA molekulek sekuentzia ezegonkortzaile bat
dute (5"AUUUAZ) (2).
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Gainera HPVak sortutako infekzioak banako infekzioak edo infekzio anitzak izan
daitezke. Infekzioa HPV genotipo bakar batek sortzen duenean banako infekzioa izango
litzateke eta infekzioan HPV genotipo bat baino gehiago inplikatua dagoenean infekzio
anitza izango du pertsona horrek. Gaur egun, alde genitaleko HPV infekzio asko
infekzio anitzak dira. Genotipo desberdinen elkarrekintza aldaera intratipikoetan,
nukleotido aldaketetan eta errekonbinazioan eragina izan dezake eta, horregatik,
infekzio anitz hauek kontuan hartu behar dira. Gainera, genotipoen arteko
elkarrekintzak patogenotasunean ere eragina izan dezake (39-41). Beste autore batzuek
deskribatu duten moduan, HPV-6aren eta HPV-16aren infekzio anitza duten

emakumeek umetoki lepoko minbizia pairatzeko probabilitate gutxiago dute (42).

1.3.3. Onkogenesi prozesua

Ugaritze zelularraren kontrol-galeraren erantzuleak E6 eta E7 gene biral
transformatzaileak dira. Gene transformatzaile horien gain-adierazpena E2 gene
biralaren galeraren ondorioa izan daiteke. Izatez, gene honen funtzioa E6/E7 geneen
transkripzioa erreprimitzea eta birusaren eskualde goiztiarren transkripzioaren proteina
erregulatzaileak ekoiztea da (6). Birusaren genoma umetoki lepoko zelulen
kromosomen DNAan barneratuta dagoenean, E6 eta E7 geneen irakurmen zabaleko
guneetako (ORF) muturrak desregulatuta daude. Desregulazio honen eraginez,
ekoiztutako mMRNAKk ez du sekuentzia ezegonkortzailerik eta, beraz, gene horiek gain-
adierazita daude (2). HPV modu episomalean eta E2 ukigabe aurkitzen da gradu baxuko
eta gradu altuko lesio gehienetan. Hala ere, kartzinomen % 90an baino gehiagotan
HPVa zelula ostalariaren DNAan barneratuta dago. Integrazioak E2/E1 geneen
irakurmen lekuak mozten ditu baina E6/E7 ukitu gabe uzten ditu, erregulaziotik askatuz
eta beraien gain-adierazpena baimenduz (6. irudia) (6). Gene horien adierazpena
oraindik zatitu daitezkeen zelula populazioan ematen denean epitelioan zeharreko
zelula-proliferazioa hasten da E6 eta E7 proteinak p53 eta Rb tumore isiltzaile geneen
inaktibazioa sortzen dutelako. E6 p53 proteinari lotzen zaio eta degradaziorako
markatzen du. Bestalde, E7 erretinoblastoma geneari lotzen zaio eta berau inaktibatzen
du. Guzti honek zelula-ziklo normala aldatzen du zelula basalen gain-hazkuntzarekin
heltze ezkatadun nahasia sortuz (2, 11). Morfologikoki, aldaketa horiek, gradu altuko
lesio epitelial bezala interpretatzen dira (HSIL, High-grade squamous intraepithelial
lesion) (6).
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6. irudia. Umetoki lepoko minbiziaren garapenean HPV-16aren bizi-zikloan ematen
diren aldaketak (15).

HPV-16aren E6 onkoproteina p53ari lotzen zaio, p21 eta p16 proteinen estimulazioaren
eraginez, hazkuntza eta desberdintzapen zelularraren errepresiogile eta kontrolatzaile
garrantzitsua dena. E7 proteinak zelula-hazkuntza erregulazioa eragozten du Al ziklina,
p107 proteina eta erretinoblastoma proteinaren lotura lehiakor baten eraginez. Hauek
ziklo zelularreko G1 fasetik S fasera progresioa erregulatzen dute. Honek zelula-
proliferazioaren kontrolaren galera garrantzitsua sortzen du eta honen eraginez kontrolik

gabeko hazkuntza ematen da eta, beraz, zelula epitelialak transformatu egiten dira (6).

1.3.4. Umetoki lepoko minbiziaren prebalentzia eta hilkortasuna

Giza papilomabirusa minbizia sor dezakeen birusa da, hau da, birus onkogenikoa. Birus
honek sortzen dituen infekzio gehienek ez dute sintomarik edo lesiorik sortzen baina
infekzioa denboran zehar mantendu egiten bada umetoki lepoko minbizia sor dezake.
Birusak gehienetan emakumeak kutsatzen ditu, baina gizonezkoak ere infektatu ditzake

eta hauetan ere minbizia sor dezake.

Giza papilomabirusa umetoki lepoko minbizi kasuen % 99an inplikatua dago. Umetoki
lepoko minbizia emakumeei eragiten dien laugarren minbizi motarik ohikoena da (43-
45). Urtero 530.000 infekzio kasu berri agertzen direla estimatzen da eta, infektaturiko

emakumeen artean, urtero 270.000 emakumeen heriotza eragiten du birus honek (46).
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Halaber, kontuan izan behar da HPV genotipo guztiek ez dutela onkogenizitate gradu
bera aurkezten; adibidez, 16 eta 18 genotipoak gradu altuko lesioen % 70etan eta
umetoki lepoko minbizi kasuen % 75etan aurkitzen dira (36). Umetoki lepoko minbizia
sortzen duten genotipo arruntenak hurrengokoak dira: HPV-16, HPV-18, HPV-58,
HPV-33, HPV-45, HPV-31 eta HPV-52 (47) (3. taula).

3. taula. Umetoki lepoko minbizia sortzen duten 10 HPV genotipo nagusienak (47).

HPYV genotipoa Prebalentzia (%0)
16 54,4
18 16,5
58 51
33 4,7
45 4,4
31 3,6
52 3,4
35 1,9
39 1,3
59 1.3

Genotipo onkogeniko hauen banaketa desberdina da kontinente bakoitzean. Europan
HPVren prebalentzia % 6,6koa da eta gure inguruan topa ditzakegun genotipo
nagusienak HPV-16, HPV-18, HPV-31, HPV-33 eta HPV-58 dira. Asian birusaren
prebalentzia gure ingurukoaren antzerakoa da, % 8,3koa. Asian topa ditzakegun
genotipo nagusienak HPV-16, HPV-52, HPV-58, HPV-18 eta HPV-56 dira. Ipar
Amerikan eta Hego Amerikan HPVren prebalentzia antzekoa da, % 13,8 Ipar Amerikan
eta % 14,3 Hego Amerikan. Ipar Amerikan aurkitzen diren genotipo nagusienak HPV-
16, HPV-53, HPV-52, HPV-18 eta HPV-39 dira eta Hego Amerikan, aldiz, HPV-16,
HPV-58, HPV-18, HPV-45 eta HPV-31. Munduan, birus honen prebalentziaren daturik
altuenak Erdialdeko Amerikan eta Afrikan aurkitzen dira (% 20,5 eta % 22,9, hurrenez
hurren). Erdialdeko Amerikan HPV infekzio gehienak HPV-16, HPV-31, HPV-18,
HPV-53 eta HPV-58 genotipoek sortzen dituzte. Afrikan, aldiz, HPV-16, HPV-52,
HPV-18, HPV-58 eta HPV-31 genotipoak dira nagusi (47).
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Umetoki lepoko minbizi kasuen intzidentziak ere banaketa geografiko desberdina
aurkezten du. Europan, urtero 100.000 emakumeko, umetoki lepoko minbiziaren
intzidentzia ratioa 6,9 eta 12,9 artekoa da. Ipar Amerikan minbizi honen intzidentzia
ratioa Europako datuaren antzekoa da, 6,9ko intzidentzia ratioa 100.000 emakumeko
urtero. Asian aldiz, intzidentzia ratioa Europan eta Ipar Amerikan baino altuagoa da,
12,9-30 artekoa da. Azkenik, umetoki lepoko minbiziaren intzidentzia ratiorik altuenak
Afrikan, Hego Amerikan eta Erdialdeko Amerikan aurkitzen dira; Erdialdeko Amerikan
eta Hego Amerikan intzidentzia ratioa 20,3 eta 56,3 artekoa da eta Afrikan 100.000

emakumeko kalkulatzen den intzidentzia ratioa 6,9tik 56,3ra aldatu daiteke (47).
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1.4. GIZA PAPILOMABIRUSAREN DETEKZIORAKO METODOAK

Azken 100 urteetan, HPVaren inguruan egindako hainbat aurkikuntzak eta zientziaren
alor desberdinetan egindako hainbat aurrerakuntzak, giza papilomabirusaren
detekziorako metodo desberdinen garapena baimendu izan du. Ondoren, gaur egun

HPVaren detekziorako ditugun metodo desberdinak agertzen dira.

1.4.1. Papanicolaouren proba edo zitologia baginala

Georgios Papanicolaou mediku grekoak zitologiaren aitzindaria izan zen eta bere

ohorean zitologia baginalak bere izena jaso du; Papanicolaouren proba.

Proba honen bidez umetoki lepoko zelula esfoliatuak hartzen dira eta, hauek tindatu
ondoren, mikroskopioaren bidez aztertzen dira. Honen helburua zelula esfoliatuen
azterketaren ondorioz umetoki lepoko minbizi inbaditzailea detektatzea da. Proba honen

aitzindariak Papanicolaou and Babes izan ziren 20ko hamarkadan (48, 49).

Proba honen meritua diagnostikorako teknika sistematizatzea izan zen eta umetoki
lepoko minbiziarekin erlazionatuta zeuden aldaketa zitologiko bakoitzarentzako
nomenklatura desberdina ezartzea. Horrela zitologia kliniko modernoa hasi zen (50).

Zitologia kliniko modernoaren garapenarekin batera umetoki lepoko minbiziaren
zitologia-txostenaren eboluzioa eman da (7. irudia). James Reagan 1958. urtean
displasia terminoa sartu zuen zitologiaren emaitzak sailkatzeko. Displasia bere
larritasunaren arabera displasia arina, moderatua edo zorrotza bezala sailkatzea
proposatu zuen Reaganek. Geroago 1967. urtean, Richardek CIN (Cervical
Intraephitelial Neoplasia) terminoa proposatu zuen umetoki lepoko neoplasia
intraepiteliala sailkatzeko. Proposamen honen arabera 4 talde sortu ziren: 1) CIN I,
displasia arinaren parekoa zena; 2) CIN II, displasia moderatuaren parekoa zena; 3) CIN
I11, displasia zorrotzaren parekoa zena eta 4) In situ kartzinoma. Ondoren, 1989. urtean,
Estatu Batuetako minbiziaren nazio-institutoak (NCI-National Cancer Institute)
Bethesda sistemaren ezarpena proposatu zuen. Sistema honen berritasuna ezohiko zelula

ezkatadun (ASC- Atypical Squamous Cells) terminoaren sarrera izan zen (51).

31


http://es.wikipedia.org/wiki/Georgios_Papanicolaou

«Displasia terminoaren sarrera
«3 talde honen barruan: arina, moderatua eta zorrotza

«CIN terminoaren proposamena (Cervical Intraephitelial Neoplasia)
*4 talde:

*CIN I=displasia arina

*CIN I1= displasia moderatua

*CIN Ill= displasia zorrotza

«In situ kartzinoma

*Bethesda sistemaren ezarpena

«Ezohiko zelula ezkatadunak (ASC - Atypical squamous cells)
terminoaren sarrera

7. irudia. Zitologia baginalaren inguruko terminologiaren eboluzioa (51, 52).

Azkenik, 2001. urtean, zitologia baginalaren diagnostikorako Bethesda sistema ezarri
zen 1989 urtean proposatutako terminologia bateratzeko. 2001 urteko Bethesda
sistemaren bidez zitologiaren ezohiko emaitzak 7 taldetan banatzen dira (4. taula) (53).
Sailkapen honen bidez zitologiako emaitza guztiak talde desberdinetan bana daitezke.
Lesioak 3 talde nagusi desberdinetan sailkatzen dira: zelula ezkatadunen inguruko
lesioak, zelula glandularren inguruko lesioak eta in situ adenokartzinoma edota
minbizia. Zelula ezkatadunen inguruko lesioen artean Esanahi zalantzagarriko ezohiko
zelula ezkataduna edo ASCUS izeneko lesioak aurkitu daitezke. Hauek ez dira lesio
kaltegarriak izan behar, askotan, denboran zehar zelula hauek beraien izaera normalera
bueltatzen dira, beste batzuetan lesio gaizto baten hasiera determinatzen dute. Gradu
baxuko lesio intraepitelial ezkataduna edo LSIL izeneko lesioak normalean
tratamendurik gabe hilabete gutxitan desagertzen dira. Azkenik gradu altuko lesio
intraepitelial ezkataduna edo HSIL eta zelula ezkatadunen kartzinoma tratamendurik

gabe ez dute atzera egiten eta lesio larri bezala definitzen dira (4, 47).
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4. taula. Zitologia emaitzen sailkapena 2001 urteko Besthesda sistemaren arabera (53).

» Ezohiko zelula ezkatadunak (ASC- Atypical squamous

cells)

» Gradu baxuko lesio intraepitelial ezkataduna (LSIL-
Zelula ezkatadunen Low grade squamous intraepithelial lesion)
inguruko lesioak
» Gradu altuko lesio intraepitelial ezkataduna (HSIL-
High grade squamous intraepithelial lesion)

> Zelula ezkatadunen kartzinoma

» Esanahi zalantzagarriko ezohiko zelula glandularrak
(AGC-NOS - Atypical Glandular Cells not otherwise

specified)
Zelula glandularren

inguruko lesioak . . . . .
» Zelula neoplasiko posibleak izan daitezkeen ezohiko

zelula glandularrak (AGC-neoplastic - Atypical Glandular

Cells, suspicious for AIS or cancer)

In situ Adenokartzinoma
(AIS- Adenocarcinoma in

situ)

Nahiz eta zitologia baginalaren proba birus honek sortutako umetoki lepoko
minbiziaren hilkortasun tasa gutxitzeko baliagarria izan den, minbizi aurreko lesioak
detektatzeko proba honen sentsibilitatea oso baxua da, % 55,4 gutxi gorabehera. Hau

dela eta, beste proba batzuk garatu izan dira HPVaren detekziorako.
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1.4.2. DNAnN oinarritutako detekzio metodoak

HPVaren DNAan oinarritutako detekzio metodo nagusiak ondoren agertzen dira (5.
taula). Metodo hauen arteko konkordantzia kontuan hartzekoa da ezohizko zitologia
duten emakumeen bahetzea burutzen denean. Hala ere, metodoen arteko desadostasunak
behatu izan dira HPVaren bahetze primarioa 30 urte baino gehigoko emakumeetan
egiterakoan. Aurkikuntza hau kontuan hartu beharrekoa da; HPVaren bahetze
primarioak umetoki lepoko minbiziaren bahetzerako hainbat onura sortzen baititu.
Gainera, nahiz eta metodo desberdinek positiboak diren laginen proportzio antzerakoa
aurkezten duten, metodo desberdinek ez dituzte emakume berdinak markatzen HPVrako
positibo gisa (54).

1.4.2.1. Hibrido harrapaketa proba (HC2)

HPVa antzemateko eta genotipoa determinatzeko hainbat saiakera proposatu dira. Haien
artean, hibrido harrapaketa proba (HC2) izan zen AEBetako FDAK (Food and Drug
Administration) arrisku altuko 13 HPVen detekziorako onartutako lehen entsegua (55).

HC2 arrisku altuko zein arrisku baxuko genotipoak antzemateko metodo 0so
espezifikoa da. Metodo honek 5 fase ditu: desnaturalizazioa, hibridazioa, hibridoen

harrapaketa, detekzioa eta emaitzen irakurketa (6).

Bere erabilera 0so zabala izan da, bai baheketa programak aurrera eramateko zein
txertoen inguruko ikerketa burutzeko (56). Hala ere, gaur egun ez da metodorik

erabiliena.

1.4.2.2. Cobas HPV

Bestalde, denbora errealeko PCRan oinarritutako saiakerak garatu dira, zeinak HPV-16
eta 18 genotipoak eta arrisku altuko beste genotipo batzuk batera antzemateko gai diren.
2011ko apirilean Roche-ren Cobas® HPV testa, arrisku altuko HPVaren detekziorako

denbora errealeko PCR printzipioa darabilena, AEBetako FDAK onartu zuen (55).

34



| Sarrera

Cobas® HPV testa HC2 baino espezifikotasun handiagoa dauka (55). Gainera, Cobas®
HPV testa beste testekin konparatuz hainbat abantaila ditu: 16, 18 eta gainerako beste
arrisku altuko genotipoak banan-banan identifikatu ditzake, laborategian lan fluxu
erraza du, probaren erabateko automatizazio, zitologia likidozko bialak erabiltzeko
aukera, lagin-kopuru altua sartzeko posibilitatea, laginak jaso ondorengo lau orduetan
emaitza lortzeko aukera eta genotipo ez kartzinogenikoekin erreaktibitate gurutzatuaren
falta (57). Halaber, FDAK burututako ikerketa berriek Cobas® HPV testa arrisku altuko
HPVen errutinazko bahetzerako egokia dela frogatu dute (58).

1.4.2.3. Linear Array

Linear Array Roche Molecular Diagnostics etxe komertzialeko entsegua da. Metodo
honen bidez HPV genotipo desberdinen DNA detektatzen da Line-Blot baten bidez, hau
da, genotipo bat edo beste detektatzen duen arabera lerro patroi desberdina agertzen da.
Metodo honen itu genea L1 genea da eta metodo honen bitartez 37 HPV genotipo
detektatu daitezke: 6, 11, 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 40, 42, 45, 51, 52, 53, 54, 55, 56,
58, 59, 61, 62, 64, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 81, 82, 83, 84, 1S39, CP6108 (59).

1.4.2.4. CLART

CLART, Genomica etxe komertzialeko HPV detekzio metodoak, HPV 35 genotipo
antzeman ditzake. Metodo honek HPV genotipo desberdinen detekziorako PCRa eta
mikroarrayen teknologia erabiltzen du. Teknika honen bidez hibridazioa modu
espezifikoan burutzen da arrayeko zunda bakoitzean. Gainera, genotipo bakoitzerako
hiru aldiz burutzen da hibridazioa. Hau dela eta, metodo honen sentsibilitatea eta

espezifikotasuna 0so altuak dira (54).

1.4.2.5. Amplicor

Amplicor Roche Molecular Diagnostics etxe komertzialeko entsegua da. Metodo honen
bidez HR-HPV 13 genotipo detektatu daitezke: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58,
59, 68. Metodo honen bidez HPV genoma osoa detektatzen da.
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Genotipatzerako orduan, DNAaren detekzioan onarritzen diren metodoak, Cobas® HPV,
Linear Array, CLART eta Amplicor, beraien artean konkordantzia altua aurkezten dute.
Metodo hauen artean, CLART eta Cobas® HPV metodoek adostasun handia aurkezten
dute. Linear array beste bi metodoekin, Cobas® HPV eta Amplicor, konkordantzia altua

aurkezten duen metodoa da (54, 59).

1.4.2.6. Abbott RealTime High Risk HPV testa

Abbott RealTime High Risk HPV testa, aurrekoen moduan, HPVaren DNAren
detekzioan oinarritzen da birusaren detekziorako. Metodo honen bidez HPVaren 14
genotipo antzeman daitezke eta denbora errealeko metodoek ematen dituzten onurak
ditu.

Metodo honen erreproduzibilitatea, bai laborategi berdinaren barnean zein laborategi
desberdinetan, adostasun altua aurkezten du eta, hau dela eta, metodo hau, 30 urte edo
adin gehiago duten emakumeetan umetoki lepoko minbiziaren bahetze primarioa
egiteko balioetsi da (60).

1.4.2.7. Aldaera intratipikoen analisia

Aurreko ataletan describatu izan diren metodo gehienek HPV DNAren detekzioa
PCRan oinarritzen dute. Teknika hau aldaera intratipikoen detekziorako ere erabili
daiteke. HPV-16ren edo HPV-18ren eskualde desberdinetarako espezifikoak diren
primerrak erabiltzen dira PCRren bidez intereseko HPVaren eskualdea anplifikatzeko.
Ondoren, anplikoiak sekuentziatu egiten dira. Lortutako sekuentziak, Genbank base
datuan dauden beste erreferentziazko sekuentziekin konparatzen dira eta horrela HPV-
16 eta HPV-18 genotipoen aldaera intratipikoak definitu daitezke (30, 31).
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5. taula. DNAnN oinarrituz HPVaren detekziorako dauden metodo desberdin nagusienak

(54, 60-62).
HPV TEKNIKA
o Abbott
) Hibrido )
Linear Cobas ) RealTime
Amplicor | harrapaketa . . CLART
Array HPV High Risk
proba (HC2)
HPV testa
Roche Roche Roche
Etxe Molecular | Molecular | Molecular . Abbott, Genomica,
. : : : . . . Qiagen, AEB -
komertziala Diagnostic, | Diagnosti, | Diagnostics, AEB Espainia
Alemania Alemania Alemania
6,11, 16, 18, 6, 11, 16,
26, 31, 33, 18, 26, 31,
35, 39, 40, 33, 35, 39,
42, 45, 51, 40, 42, 43,
52,53,54, |16,18,31, | 16,1831, | 16,18,31, | 16,1831, | 44,45, 51,
_ 55,56,58, | 33,3539, | 33,3539, | 333539, |333539 | 525354,
Detektaturiko 45 51 52
tinoak 59, 61, 62, 45,51, 52, 194y 94, 45, 51, 52, 45,51, 52, | 56, 58, 59,
enotipoa
genotip 64,66, 67, | 56,5859, | 26,598,959, | 56 5859, |56, 5859, | 61,62 66,
68, 69, 70, 66, 68 68 68 66, 68 68, 70, 71,
71,72,73, 72,73, 81,
81, 82, 83, 82, 83, 84,
84, 1S39, 85, 89
CP6108
Sandwich
Detekziorako . Denbora Denbora
. Line-blot erako PCRa +
erabilitako errealeko PCRa errealeko ]
] assay harrapaketa mikroarray
teknologia PCRa PCRa
molekularra
DNA
DNA/RNA DNA DNA DNA DNA DNA
L1 genea L1 genea Genomaosoa | L1genea L1 genea
genea 0soa
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1.4.2.8. Sekuentziazio masiboa

Gaur egun HPVaren genotipoen determinaziorako PCR bidezko anplifikazioan
oinarritzen diren metodo desberdinak erabiltzen dira. Hala ere, oso garrantzitzua
bihurtzen ari da HPV anplikoien sekuentziazio eraginkorra egin dezaketeen
metodologien aplikazioa, bai birusaren aldaeren ikerketa epidemiologirako zein
birusaren aurkako txertaketa programen eraginkortasunaren ikerketarako. Gainera,
HPVaren genotipo desberdinek eta aldaera intratipiko desberdinek ahalmen onkogeniko
desberdina dutela behatu egin da. Hau dela eta, HPVaren detekzioa eta genotipoaren

determinazio zehatza funtzeskoa da (63, 64).

Munduko Osasun Erakundearen (MOE) gaitasun ikerketa globalaren arabera, HPVaren
genotipoaren determinaziorako erabiltzen diren metodoak hobetzearen beharra dago
ikerketan parte hartu zuten laborategietan lortu ziren positibo-faltsu eta negatibo-faltsu
kopuru altua dela eta (64). Honetarako NGS (Next-generation sequencing) teknologia

proposatu da.

Lehen giza genoma sekuentziatu zenetik, sekuentziazio metodo arinago eta merkeagoen
eskaera hazi egin da. Eskaera honek bigarren belaunaldiko sekuentziazio metodoen edo
next-generation sequencing (NGS) teknologiaren garapena ekarri du. NGS plataformek
sekuentziazio masibo paraleloa burutzen dute eta, honen bitartez, lagin bakarreko
milioika DNA zati aldi berean sekuentziatuak dira. Sekuentziazio masibo paralelo
honen bitartez genoma osoa egun bakar batean sekuentziatu daiteke (65).

NGS teknologiak HPVaren tipifikazio prozesurako hainbat abantaila eskaintzen ditu
(64):

v" Sekuentziazioan oinarritzen den metodo batek ematen duen espezifikotasun
altua.

v’ Detektagarriak diren HPV genotipoen espektro zabala, oraindik aurkitu ez
diren HPV genotipoak barne.

v' Aldaera intratipikoak eta mutazioak antzemateko ahalmena.

v' HPV genotipo desberdinak antzemateko ahalmena eta infekzio anitzetan

genotipo bakoitzaren kopuru erlatiboa balioztatzeko aukera.
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1.5. BIOMARKATZAILEAK

Lehen aipatu bezala, HPVaren infekzioak aktiboak, latenteak edo iraunkorrak izan
daitezke. Infekzioak iraunkorrak direnean E6 eta E7 onkogeneen desregulazioa
gertatzen da eta honen ondorioz, E6 eta E7 onkoproteinen etengabeko adierazpena
ematen da (66-69).

Aurreko ataletan deskribatutako metodoen bidez, HPVak sortutako lesioak (zitologia
baginala) edo HPVaren presentzia (DNAren detekzioa PCRren bidez edo HC2
metodoa) antzeman dezakegu eta, nahiz eta umetoki lepoko minbiziaren intzidentzia eta
hilkortasuna gutxitzeko baliagarriak izan diren, estrategia hauek ez dira guztiz

eraginkorrak umetoki lepoko minbizia aurresateko (70-72).

Hau dela eta gero eta garrantzitsuagoa bihurtzen ari da infekzioaren egoerari buruzko
informazioa ematen duten biomarkatzaileak aurkitzea. Markatzaile hauek balio
prediktibo positibo (PPV- Positive Predictive Value) altua izan beharko lukete umetoki
lepoko minbiziaren baheketarako erabili ahal izateko. Orain arteko ikerketen arabera,
umetoki lepoko minbiziarentzako etorkizun handiko biomarkatzailea E6 eta E7
onkogeneen RNA mezulariaren (MRNA) adierazpenaren detekzioa da (73).

HPVaren E6/E7 mRNAren detekziorako testa DNAren detekzioa baino espezifikoagoa
da. Hau dela eta, HPVarekin kutsatuta dauden emakumeen jarraipenerako erabilgarria
izan daiteke, emakume hauei egindako kolposkopia kopurua txikituz. Hala ere,
HPVaren mRNAren detekzioaren bidez metodoaren sentsibilitate baxuagoa onartu
behar dugu (74, 75).

E6 eta E7 onkogeneen detekziorako hainbat metodo desberdin daude: PreTect HPV-
Proofer, NucliSens EasyQ eta APTIMA (6. taula). Lehenego bi metodoek denbora
errealeko azido nukleikoen sekuentzian oinarritutako anplifikazio (NASBA) entsegu
konplexua erabiltzen dute onkogeneen detekziorako eta 16, 18, 31, 33 eta 45 genotipoen
E6 eta E7 onkogeneen RNA mezularia detektatzen dituzte. Hirugarren metodoak
transkripzio-bitarteko anplifikazioa erabiltzen du onkogeneen detekziorako eta 14 HPV
genotiporen onkogeneen adierazpena antzemateko gai da (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51,
52, 56, 58, 59, 66, 68 genotipoak). PreTect HPV-Proofer eta NucliSens EasyQ probak
NASBA teknologia erabiltzen dute. NASBA kondizio isotermaletan (41°C)
anplifikatzen duen anplifikazio entzimatikoa da. Honetarako Escherichia coli Rnasa H,
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AMV alderantzizko transkriptasa eta T7 RNA polimerasa entzimak erabiltzen dira.
Aldiz, APTIMA probak, TMA teknologian oinarritzen dena, MMLV alderantzizko
transkriptasa eta T7 RNA polimerasaren bitartez burutzen du anplifikazioa (54, 61, 62).

PreTect HPV-Proofer eta NucliSens EasyQ metodoek APTIMA baino espezifikotasun
kliniko altuagoa dute, baina, bestalde, APTIMAK beste bi metodoak baino sentsibilitate
altuagoa aurkezten du (61). Metodoen arteko adostasunari dagokionez, hasiera batean
RNAren detekzioan oinarritzen diren metodoen arteko konkordantzia altuagoa izatea
espero da. Hala ere, E6 eta E7 onkogeneen mRNAren detekziorako APTIMA testa,
DNAaren detekzioan oinarritzen diren metodoekin adostasun altuagoa erakusten du.
Aldiz, PreTect HPV-Proofer testa mRNAren detekzioan oinarritutako metodoekin
konkordantzia altuagoa du (59).

Beraz, onkogeneen detekziorako metodoaren aukeraketa guztiz erabakigarria izan
daitekela ikus daiteke, bai hauen artean aurkezten dituzten desadostasunegatik, bai

hauen sentsibilitate eta espezifikotasun balioak desberdinak direlako.

6. taula. HPVaren E6 eta E7 onkogeneen detekziorako dauden metodo desberdin
nagusienak (54, 60-62).

HPV TEKNIKA
PreTect HPV-
U NucliSens EasyQ APTIMA
Etxe komertziala NorChip, Norbegia | bioMérieux, Frantzia Hologic, AEB
16, 18, 31, 33, 35, 39,
Petektaturiko 16, 18, 31, 33,45 16, 18,31, 33,45 | 45,51, 52,56, 58, 59,
genotipoak 66, 68
Detekziorako Denbora errealeko Denbora errealeko
erabilitako NASBA entsegu NASBA entsegu TMA
teknologia konplexua konplexua
DNA/RNA eta HPV RNA RNA RNA
itu genea E6 eta E7 geneak E6 eta E7 geneak EG6 eta E7 geneak
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1.6. TRATAMENDUA ETA PREBENTZIOA
1.6.1. Lesioen aurkako tratamendua

HPVak sortutako lesioen tratamenduari dagokionez, emakumeetan, gradu altuko lesio
guztiak tratatzeko akordioa dago medikuen artean. Lesio hauek minbiziraino aurrera

egin dezakete eta horregatik tratatu behar dira.

Normalean lesio hauen tratamendua ekszizionala da (euskarri diatermikoa erabiliz).
Modu honetan lesio osoaren azterketa histologikoa baimentzen da eta gainera, metodo
honek, mikroinbasioak baztertzea baimentzen du. Beste lesio batzuetan, minbiziraino
aurrera egitea hain agerikoa ez den lesioetan, laserra erabili daiteke lesioen
tratamendurako. Laserraren bidezko tratamenduaren abantaila hain agresibo eta
ebakitzailea ez dela da. Hala ere emakume hauei jarraipen zorrotza egin behar zaie
berreritzeak eman ahal direlako. Kontrolak 3 hilero izaten dira lehen urtean, 4 hilero
bigarren urtean eta, berreritzerik ez agertzekotan, ondoren urteko kontrola egiten zaie
(76).

Gradu baxuko lesioen artean ez dago tratamenduaren inguruko adosmenik. Iritzi

desberdinak daude lesio hauen tratamenduaren inguruan (76):

- Lesioen eboluzioaren zain mantentze eta bakarrik iraunkorrak edo aurrera egin
duten lesioak tratatzea. Izan ere gradu baxuko lesioen kopuru oso altu batek
tratamendurik gabe atzera egiten dute eta modu honetan bakarrik senda

daitezkeen lesioen tratamendua ekiditen da.

- Lesio guztiak tratatzea. Jokaera honen aldekoak direnen ustez, gaur egun dauden
tratamenduen sendaketa tasa 0so altua da eta horrela minbiziraino aurrera egin
dezaketen lesioekin bukatzea posiblea da. Gainera lesioak tratatzeak, lesioen

eboluzioari itxaroteak baino inpaktu psikologiko baxuagoa du emakumeetan.

- Genotipoaren arabera tratamendua ezartzea. Honen aldekoak direnen ustez,
HPVarekin infektaturik dauden emakumetan genotipoaren edo genotipoen
determinazioa burutu behar da eta emakume hauek arrisku altuko genotiporen

batekin kutsaturik egotekotan emakume hauek soilik tratatu behar dira.
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Gradu baxuko lesioak dituzten emakumeen jarraipena 6 hilero egiten da lehen urtean eta

ondoren urtero kontrola burutzen zaie.

Birus honek gizonezkoetan ere lesioak sor ditzake. Gizonezkoetan sortutako lesio
azpiklinikoen tratamenduaren inguruan eztabaida handia dago. Gizonezkoetan birusak
duen ahalmen kutsakorraren gradua ez da ezagutzen eta gainera lesio hauetako gehienak
atzera egiten dute tratamenduaren beharrik gabe. Hala ere, nahiz eta lesioen
tratamendurik ez egin, HPV infekzioaren adierazpen morfologikoa den lesio azpikliniko

bat antzematen denean gizon horien jarraipena eta zainketa egin behar da (76).

1.6.2. Prebentzioa

Gaur egun HPVaren prebentziorako bi programa desberdin ditugu: txertoak, lehen

mailako prebentzioa, eta bahetzea, bigarren mailako prebentzioa.

1.6.2.1. Txertoak

Orain arte giza papilomabirusaren aurkako bi txerto eskuragarri izan ditugu: txerto
bibalente bat, Cervarix® izena duena (16 eta 18 genotipoen aurkako immunitatea
sortzen duena) eta txerto tetrabalente bat, Gardasil® izena duena (arrisku baxuko 6 eta
11 genotipoen aurkako eta arrisku altuko 16 eta 18 genotipoen aurkako immunitatea
sortzen duena) (77). Cervarix® GlaxoSmithKline etxe komertzialeko produktua da eta

Gardasil® Merck Sharp & Dohme edo MSD enpresa farmazeutikoaren txertoa da.

Baina aurten, 2015. urtean, txerto berri bat onartu egin da; Gardasil® 9 txertoa, MSD
etxe komertzialeko txerto berria. Komisio Europarrak Gardasil® 9 txertoa kaleratzea
baimendu du. Txerto hau 9 urte baino gehiagoko emakume eta gizonezkoetan erabili
daiteke HPVak sortutako lesioen prebentziorako. Txerto berri honen berritasuna 9
genotipoekiko babesa eskaintzen duela da; Gardasil® 9 txertoa arrisku altuko 7
genotipoen aurkako immunitatea ematen du (16, 18, 31, 33, 45, 52 eta 58 genotipoak)
eta arrisku baxuko 2 genotipoekiko babesa eskaintzen du (6 eta 11 genotipoak) (7. taula)
(78).
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7. taula. HPVaren prebentziorako eskuragarri dauden 3 txertoen ezaugarriak.

Txertoaren izena Cervarix® Gardasil® Gardasil® 9
Etxe komertziala GlaxoSmithKline Merck Sharp & Merck Sharp &
Dohme Dohme

Printzipio aktiboa
(VLPs - Virus Like
Particles)

16 eta 18

(20, 20 pg)

6,11, 16 eta 18

(20, 40, 40, 20 pg)

6, 11, 16, 18, 31, 33,
45, 52 eta 58

(30, 40, 60, 40, 20,
20, 20, 20, 20 pg)

Laguntzailea

AS04 formulazioa:
aluminio hidroxido
500 pg, A lipido

monofosforil 50 pg.

AAHS edo
aluminiozko
hidroxifosfato sulfato

amorfoa (Amorphous

AAHS edo
aluminiozko
hidroxifosfato sulfato

amorfoa (Amorphous

Aluminum Aluminum
Hydroxyphosphate Hydroxyphosphate
Sulfate) Sulfate)
L1 proteinaren Baculovirus Saccharomyces Saccharomyces
produkzioa cerevisiae cerevisiae

Cervarix® eta Gardasil® txertoak bai FDAak (Food and Drug Agency) zein EMEAak
(European Medicines Agency) onartu egin dituzte. Txertaketarako gomendioak

herrialde bakoitzean desberdinak badira ere, orokorki, neska nerabe gazteak izaten dira
txertaketaren hartzaileak. Hamaika edo hamabi urte arteko neskak txertatzea
gomendatzen da, harreman sexualak hasi aurretik. Hala ere, Gardasil® emakume
gazteetan ere eraginkorra dela frogatu izan da. EABtan Gardasil® 26 urte baino
gutxiagoko emakumeetan erabiltzea onartu izan da, baina ez 26 urte baino gehiagoko
emakumeetan. Aldiz, Australian, Cervarix® txertoa 26 urte baino gehiagoko
emakumeetan erabiltzea baimendu izan da, emakume talde honetan txertoaren

eraginkortasuna frogatu ondoren (79).

43


http://www.ema.europa.eu/

Txertaketarako jarraibide desberdinak jarraitzen dira bai txertoaren arabera zein
emakumearen adinaren arabera. Cervarix® txertoaren 2 dosi eman behar dira 9-14 urte
arteko emakumetan immunitate osoa lortzeko. Aldiz, txerto berdina 15 urte baino
gehiagoko emakumeetan erabiltzen bada 3 dosi eman behar dira: 0, 1 eta 6 hilabetetan.
Bestalde, Gardasil® txertoaren kasuan, 2 edo 3 dosi eman daitezke 9-13 urte arteko
emakumeetan immunitate osoa lortzeko. Hiru dosi ematen badira, bigarren dosia,
lehenengo dosia eman eta hilabete bete edo bi hilabete ondoren eman behar da eta,
hirugarren dosia, lehen dosia eta 6 hilabete geroago eman behar da. Bi dosi
administratzea aukeratzen bada, bigarren dosia lehen dosia eman eta 6 hilabete geroago
eman behar da. Gardasil® txertoaren 3 dosi eman behar dira 14 urte baino gehiagoko
emakumeen kasuan: 0, 2 eta 6 hilabeteetan (80). Euskal Autonomia Erkidegoan 2 dosi
ematen zaizkie Derrigorrezko Lehen Hezkuntzaren 6. kurtsoa ikasten ari diren neskei
(81). Dosiak, ahal den neurrian, HPV txerto berdinarenak izatea gomendatzen da. Hala
ere, txertoa eskuragarri ez badago, edozein HPV txerto erabil daiteke 3 dosien bidezko
txertaketa bukatzeko (79).

Giza papilomabirusaren kontrako txerto hori, minbizia prebenitzen duen lehen txertoa,
txertaketa-egutegian barneratuta dago (gure lurraldean soilik emakumeentzat) eta beraz
etorkizunean 16 eta 18 genotipoen detekzioa murriztea espero da. Horren eraginez,
arrisku altuko beste genotipo batzuen prebalentzia handitzea espero da. HPV 16 eta 18
genotipo ohikoenak direnez, txertoaren eraginez hauek murriztean, portzentaje baxuan
agertzen diren arrisku altuko beste genotipo batzuen prebalentziaren igoera gertatzea
espero da. Hori dela eta, gaur egun populazioan portzentaje txikiagoan agertzen diren
arrisku altuko genotipoen banaketa ezagutzea izugarri garrantzitsua da. Gainera, arrisku
altuko beste genotipo horiek patologiarekin duten erlazioa ezagutzea o0so baliagarria

izan daiteke.

Bestalde, gaur egun, gizonezkoak ere txertatu beharko liratekeen ala ez gori-gorian
dagoen gaia da (82, 83). lzatez, lurralde batzuetan, Australia kasu, gizonezkoak ere
txertatu egin dira. lzan ere, gizonezkoen genitaletan minbizia sortzeko ahalmena ere
badu birus honek, nahiz eta minbizi mota horien kasu kopurua askoz ere baxuagoa izan.
Gainera, sexu bidez transmitituriko gaixotasuna denez, gizonezkoak txertatuz beraien
bikote sexualak ere babestuko lirateke. Hala ere, gizonezkoetan Gardasil® txertoa

erabiltzea baino ez dago onartua eta 9 eta 26 urteko gizonezkoetan soilik (79).
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1.6.2.2. Populazioa-bahetzea

Bahetzea sintomarik gabeko pertsonak gaixotasun bat izateko “probable" edo
"gertagaitz" bezala sailkatzeko aurrez baliozkotutako testa erabiltzen duen Osasun
Publikoko ekimena da. Bahetze-proba batek bere erabileran erraza izan behar du,
jasotzen duenarentzako erosoa eta errepikagarria bere emaitzetan; baina hartatik ez da
diagnostiko bat itxaron behar: helburua bere aplikazio sistematikoaren ondorioz
ikertutako populazioarengan gaixotasun arazoak eragindako hilkortasuna txikiagotzea
da. Populazio-Bahetzeak Lehen Mailako Asistentzian oinarritutako berezko egitura du,
errolda-oinarria erabiltzen du itu emakumeen bilketa aktiborako, etortzen ez diren
emakumeentzako bir-dei sistemekin, soilik baliozkotutako bahetze-teknika eskaintzen
du eta ebaluazio, kontrol eta antzemandako kasuen balizko tratamendurako Asistentzia

Espezializatuko bigarren mailako deribazio zirkuituak ditu (38).

Umetoki lepoko minbizi bahetzerako, tradizionalki, zitologia edo Papanicolaouren
proba erabili izan da. Nahiz eta zitologia umetoki lepoko minbiziaren morbimortatearen
murriztapenari ikaragarri lagundu izan dion, minbiziaren aurrekariak diren lesioak
antzemateko bere sentsibilitatea o0so baxua da, % 55,4takoa gutxi gorabehera.
Ginekologiako eta Obstetriziako Gizarte Espainiarrak proba hori proposatzen du 30 urte

baino gehiagoko emakumeentzat eta txertatutako kohorteen bahetzerako (84).

Bestalde, bahetze zitologikoa eskasa azaldu da umetoki lepoko adenokartzinomaren
aurkako prebentzioan. Espainian umetoki lepoko kartzinoma ezkatadun inbaditzailearen
intzidentzia egonkor mantendu da. Hala ere, azken datuek urteroko % leko igoera
estimatu dute, ziur aski bahetze zitologikoaren egitura oportunistagatik, egitura
hobegarria, zeina ekitatea zigortzen duen (kontsultara ez doan emakumea ez da
bahetzen), osasun-sistemarengan maiztasun altuaz jotzen duten emakumeen
errekurtsoak gain-erabiltzeko joera duen eta nekez, estaldura nahikoetara heltzen den
(eraginkortasun eza). Estaldura altuetara heltzea prebentzio-programako arrakastarekin
erlazionatutako funtsezko aldagai da. Espainian umetoki lepoko minbiziaren hamar
kasuetatik zortzik bahetze desegokiko historia duten emakumeengan agertzen dira.
Espainian bahetze zitologikoaren estaldura % 75,6an estimatu da, lurralde arteko

desberdintasun zabalekin (32).

Espainian DNA biralaren determinazioa barneratzen duen bahetze estrategia berria
proposatu da 35 urte baino gehiagoko emakumeentzat (8. irudia). Politika horiek
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eraginkortasuna hobetzen duela deskribatu da, bahetze zitologiko konbentzionala baino
eraginkorragoa da eta adenokartzinoma zerbikalen tasen gainean inpaktua izan dezake.
DNA zunda molekularren erabilera eta frotis zerbikal eta laginetako PCRa diagnostikoa
egiaztatzeko eta HPVaren infekzioa sailkatzeko aukera metodoak dira. Hala ere, HR-
HPVetako DNAren detekzio probaren egiazkoa balioa, CIN3rik garatuko ez denaren
segurtasunarekin bahetzeak denboran zehar banatzea baimentzen duena % 100 inguruko
bere predikzio balio negatibo altua da, gutxienez 3 urtez eta autore batzuen ustez 5
urtez. Halaber, kontuan izan behar da HPV genotipo guztiek ez dutela onkogenizitate
gradu bera aurkezten. 16 eta 18 genotipoak CIN3 lesioen % 70etan eta umetoki lepoko
minbizi kasuen % 75etan aurkitzen dira (32, 36). Genotipo hauengatik infektatuak
dauden emakumeek CIN3 garatzeko arrisku altuagoa dutela egiaztatu da.

Konparatuz, umetoki lepoko laginetan HR-HPV genotipoen DNAren detekzioak
minbizi aurreko lesioak antzemateko % 96,6 sentsibilitatea du, nahiz eta zitologia baino
espezifikotasun baxuagoa duen (85). Berriki, nahiz eta zitologia normala edo esanahi
zalantzagarriko ezohiko zelulak (ASCUS) izan, genotipo hauekin infektatutako 30 urte
baino gehiagoko pazienteen jarraipen desberdina proposatu da (84, 86). Beraz, 0so
garrantzitsua da DNAren detekzio probek HR-HPV genotipoak detektatzea eta aldi
berean, 16 eta 18 genotipoak identifikatzea paziente hauen jarraipen sakona egiteko.
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Lehen sexu harremanaren ondorengo 3. urtean lehen
zitologia.

N/

~
Urtero zitologia lehengo 2 urteetan.
y,
r ™
3 urtero 30 urte izan arte (Iehenengo 2 zitologiak negatiboak
izan ondoren).
\ y,
r )
Urtero GIB birusarentzako positiboak diren emakumeetan
edo immunokonprometituak dauden emakumeetan.
\ J
r )
30 urte betetzerakoan zitologia eta HPV testa.
\ J

*Biak negatiboak badira 5 urte geroago biak errepikatu
«Zitologia normala baina HPV positiboa bada --> Genotipoaren determinazioa
*HPV-16 edo HPV-18rako positiboa bada: kolposkopia

*Beste genotipo batzuk baditu: urte bete geroago zitologia eta HPV testa
errepikatu

«Zitologia positiboa bada:
*ASCUS:
* <21 urte: urte bete geroago zitologia errepikatu.

+>21 urte: kolposkopia
*LSIL:
+<21 urte: urte bete geroago zitologia errepikatu
+>21 urte: kolposkopia
++50 urte: HPV testa
*HSIL/ minbizia: kolposkopia

8. irudia. Ginekologiako eta Obstetriziako Gizarte Espainiarrak umetoki lepoko

minbiziaren bahetzerako proposatutako estrategia (38).
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Giza papilomabirusak sortzen duen umetoki lepoko minbizia emakumeen artean
bigarren minbizi mota arruntena da eta urtero 250.000 emakume baino gehiagoren
heriotza sortzen du. Hori dela eta, guztiz beharrezkoa da HPVaren infekzioan

inplikatuta dauden HPV genotipo eta aldaera intratipikoak ezagutzea.
Aurrekoarekin batera, gure ikerketa honen helburua hurrengoa izan da:

v 1. helburua: arrisku altuko genotipoen detekziorako teknika azkarra erabiliz,
Bilboko Basurtuko Unibertsitate Ospitalearen eremuko emakume populazio
batengan giza papilomabirusaren presentziaren populazio-bahetzea burutzea eta
bahetutako emakumeen artean, HPV-16 eta HPV-18 genotipoen aldaera

intratipikoak antzematea.

Aurreko ikerketetan ikusi ahal izan denez, aldaera intratipikoak onkogenotasun
desberdina aurkezten dute eta, beraz, hauen banaketa ezagutzea funtsezkoa izan daiteke

HPVaz kutsatutako emakumeen jarraipenerako.
Hau dela eta, gure lan honen beste helburu bat hurrengoa izan da:

v 2. helburua: HPV-16arekin eta beste genotipo batzuekin kutsatuta zeuden, hau
da, HPV-16 infekzio anizkoitza zuten emakume eta gizonezkoetan aldaera
intratipikoen banaketa aztertzea eta aldaera intratipikoen eta pazienteen adin eta

patologiaren arteko erlazioa aztertzea.

Gainera, gaur egun, infekzio anizkoitzak maiz detektatzen dira HPVaz kutsaturiko
emakume eta gizonezkoetan. Hau dela eta gure ikerketaren beste helburu bat hurrengoa

izan da:

v 3. helburua: HPV-16 infekzio anitza edo banako infekzioa duten pazienteetan
aldaera intratipikoak patologiarekin izan dezaketen erlazio posiblea aztertzea.

Bestalde, HPVak sortzen duen umetoki lepoko minbiziarentzako biomarkatzaileen
bilaketan, HPVaren E6 eta E7 geneen RNA mezulariaren azterketa etorkizun handikoa
dirudi. RNA mezulariaren ikerketaren inguruan gure lan honetan hurrengo bi helburuak

izan ditugu:
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v 4. helburua: HPV E6/E7 mRNA umetoki lepoko minbiziarentzat
biomarkatzaile eraginkorra ahal den aztertzea, aztertutako emakumeei lagina
hartu eta hurrengoko bi urteetan klinikaren jarraipena burutuz.

v 5. helburua: RNAren erauzketarako hiru metodo desberdinek E6/E7 mRNAren
detekzioan duten inpaktua aztertzea erauzketa metodoen emaitzak eta patologia

erkatuz.
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3.1. POPULAZIO BAHEKETA BILBOKO BASURTUKO UNIBERTSITATE
OSPITALEAREN ALDEAN

3.1.1 Laginak

Bilboko Basurtuko Unibertsitate Ospitalearen aldean Ginekologia zerbitzuetan
arduratutako 912 emakumeen 912 umetoki lepoko lagin aztertu ziren HPVaren
populazio-bahetzerako. Laginak zitologia likidoko ontzietan jaso ziren (PreservCyt,
Cytyc Corporation, Boxborough, MA) eta giro tenperaturan metatu ziren Cobas® HPV

Testarekin ikertu arte (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany).

3.1.2 Cobas HPV Testa

Arrisku altuko giza papilomabirusen detekziorako Cobas® HPV Testa (Roche
Diagnostics, Mannheim, Alemania) erabili da. Test hori 14 HR-HPV aldi berean
antzematen dituen denbora errealeko PCR sistema erabat automatizatua da: HPV-16 eta
HPV-18 banaka eta gainera arrisku altuko beste 12 genotipo aldi berean (31, 33, 35, 39,
45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68). Azido nukleikoen erauzketa sistema (cobas X),
anplifikazioa sistema (cobas Z) eta HPV L1 eskualdeko primerrekin denbora errealeko

PCR buruketarako beharrezko softwareaz osatuta dago.

Emaitzak lau kanale bereizietan agertzen dira pantailan: 16 genotipoa, 18 genotipoa,
beste HR-HPV batzuk (31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68) eta lagin
bakoitzean barne kontrol gisa erabiltzen den beta-globina. Sistemak Ct balioa (threshold
cycle) edo atalase-zikloa adierazten digu, anplifikatutakoa antzematen den zikloaren

balioa adierazten duena.

3.1.3 DNA genomikoaren erauzketa

HPV-16 eta HPV-18 positiboak ziren laginen DNA erauzketa QlAamp®DNA Blood
Mini Kita (Qiagen, Hilden, Alemania) erabiliz burutu zen. Kita fabrikatzailearen
argibideak jarraituz erabili zen. Kit honek zutabeak erabiltzen ditu DNAren
erauzketarako. Gainera, DNAren erauzketarako proteasa bat, bi garbiketa buffer eta

eluzio bufferra (AE) erabiltzen ditu.
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Erauzitako DNA 100 ul AE eluzio bufferraren bidez eluitu zen eta -20°Ctan gorde zen
anplifikazioa burutu arte.

3.1.4 Anplifikazioa eta sekuentziazioa

DNA erauzketaren ondoren, aldaerak antzemateko, PCRaren bidez HPV-16aren eta
HPV-18aren E6, E7 eta L1 eskualdeen anplifikazioa burutu zen. E6, E7 eta L1 geneen
anplifikazioa HPV-16arentzeko eta HPV-18arentzako espezifikoak ziren primerrak
erabiliz burutu zen. Primer hauek HPV-16 eta HPV-18 genotipoen prototipoa den
genoman oinarrituz diseinatuak izan ziren (Genbank sarrera zenbakia K02718 eta
NC001357, hurrenez hurren) (8. taula).

8. taula. Hiru eskualdeen anplifikazioarentzat erabilitako primerrak: L1, E6 eta E7 .

Genotipoa |Eskualdea Primerrak

zatia (bp)

L1 MY9 — 5'- CGTCCTAAAGGAAACTGATC -3’ 452
MY11 — 5'- GCACAGGGCCACAATAATGG -3’

Anplifikatutako

E6a — 5'- GAAACCGGTTAGTATAAAAGCAGA -3’

HPV-16 E6 503

E6b — 5'- AGCTGGGTTTCTCTACGTGTTCT -3’

E7 E7a — 5'- CCATAATATAAGGGGTCGGTGGA -3’ 507
E7b — 5-CATTTTCGTTCTCGTCATCTG -3’

L1 MY9 — 5'- CGTCCAAGGGATATTGATC -3’ 455
MY11 — 5- GCACAGGGTCATAACAATGG -3’

E6F— 5'- AGTAACCGAAAACGGTCGGGA-3’

HPV-18 E6 454

E6R— 5'- GTTGTGAAATCGTCGTTTTTCA-3’

E7 E7F— 5'- TGAAAAACGACGATTTCACAAC-3' 462
E7R— 5'- ACCTTCTGGATCAGCCATTG-3’

PCRren bidezko anplifikazioa 30 pl erreakzio nahasketan egin zen. Anplifikazio
nahasketak hurrengo osagaiak zituen: 10xPCR Bufferra, 25 mmol/L MgCI2,
deoxinukleosido bakoitzeko 25 mmol/L, primer bakoitzeko 100 pmol/L, intereseko
DNAren 5 pl eta Tag DNA polimerasaren (Qiagen) 2,5 U.
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Laginak 9800 Fast Thermal Cycler (Applied Biosystems) termoziklatzailean anplifikatu
ziren 40 zikloko programa baten bitartez. PCR baldintzak direla eta, profil termikoa
95°Cko aurre-beroketa 15 minuturekin hasten zen, ondoren eraztuntzea 55°Cko 40
ziklorekin jarraitzen zuen eta amaitzeko, azken luzapena, 10 minutuz 72°Ctan eman zen
(9. taula).

9. taula. Anplifikazio baldintzak.

Ziklo-kopurua Tenperatura Denbora
1 95°C 15 minutu
95°C 30 segundu
40 55°C 30 segundu
72°C 30 segundu
1 72°C 10 minutu

Ondoren, anplifikazio prozesuaren egiaztapenerako agarosa gelean egindako
elektroforesia erabili zen. Agarosa gelean (% 2) xingola espezifikoen bistaratzeak
anplifikatutako DNAren presentzia egiaztatu zuen. Ondoren anplifikatutako DNA
sekuentzien sekuentziazioa burutu zen Big Dye Terminator Cycle Sequencing kita
(Applied Biosystems) fabrikatzailearen argibideen arabera erabiliz. Sekuentziaziorako
anplifikazioan erabilitako forward primer berdinak erabili ziren. Sekuentziazioa egiteko
UPV/EHUko Zientzia eta Teknologia Fakultatearen DNA sekuentziazio zerbitzura
(SGlker) bidali ziren laginak.

3.1.5. Aldaera intratipikoak, birkonbinazioa eta zuhaitz filogenetikoak

Lortutako segidak GenBankean mugatutako erreferentzia segida desberdinekin
konparatu ziren eta lerrokatzea eta segida erkaketa ClustalW eta BLAST programen

bitartez egin zen.
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HPV sekuentziak A leinukoa den HPV-16 prototipoaren eta HPV-18 prototipoaren
sekuentziarekiko lerrokatu eta konparatu ziren (Genbank sarrera zenbakia K02718 eta
NC001357, hurrenez hurren). Lerrokapenerako Chromas Lite Sequence Alignment

Editorearen 2.1.1 bertsioa eta Clustal W (http://www.genome.jp/tools/clustalw/)

programak erabili ziren. Sekuentziak HPV-16arekiko edo HPV-18arekiko bere

antzekotasunaren arabera leinu batera edo bestera esleitu ziren.

HPV-16aren aldaera intratipikoen konparaketarako 4 leinu desberdinen erreferentziazko
DNA sekuentziak erabili ziren: A leinuko erreferentzia sekuentziak (AY686580,
AY686581, AY686584, EU11817, AF536179), B leinuko sekuentziak (AF472508,
AF536180), C leinuko sekuentzia (AF472509) eta D leinuko erreferentzia sekuentziak
(AF402678, AY686579). Hala ere, L1 genearekiko diseinatutako primerrak HPV-16
genotipoaz gain beste genotipo batzuk ere anplifikatzen zituen. Beraz, eskualde horren
sailkapen egokia egiteko, hau da, DNA sekuentziak HPV-16 genotipoarenak zirela
baieztatzeko, BLAST programa erabili zen (87).

HPV-18aren aldaera intratipikoen konparaketarako 3 leinu desberdinen erreferentziazko
DNA sekuentziak erabili ziren: A leinuko erreferentzia sekuentziak (A2 azpi-leinuko
sekuentzia EF202146 eta A3 eta A4 azpi-leinuetako sekuentziak EF202147 eta
EF202151, hurrenez hurren), B leinuko sekuentziak (EF202155, EF202152) eta C
leinuko sekuntzia (KC470229).

Behin aldaera intratipikoen sailkapena eginda zegoela, sekuentzien analisi filogenetikoa
burutu zen. Analisi filogenetikoa zuhaitz filogenetikoen bitartez egin zen; horretarako
MEGA softwarearen 5. bertsioa erabili zen (88). Solfware hau erabiliz Maximum
likelihood edo probabilitate maximoko metodoa erabili zen eskualde bakoitzeko eta

aztertutako hiru eskualdeetako zuhaitz filogenetikoak eraikitzeko.

Gainera, birkonbinazio prozesurik gertatu ahal zen antzemateko RDP3 programa
informatikoaren hiru metodo desberdin erabili ziren (89). Sekuentziak Recombination
Detection Program/RDP, Maxchi eta Chimaera metodoen bidez aztertu ziren RDP3

programa erabiliz.
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3.2. HPV-16 GENOTIPOAREN ALDAERA INTRATIPIKOEN
DETERMINAZIOA

3.2.1. Laginak

Basurtuko Unibertsitate Ospitaleko Mikrobiologia Klinikoko eta Infekzioaren
kontroleko departamentuek 2007. urtetik 2013. urtera Harreman Sexualen bidez
Transmitituriko Gaixotasunen kontsultatik bidalitako emakume eta gizonezkoen laginak
aztertu zituzten HPVaz kutsatuta ahal zeuden aztertzeko.

Emakumeen laginak isipu baten bidez alde endo/ektozerbikaletik jaso ziren. Bestalde,
HPVaren kutsapenarekin erlazionaturiko manifestazio klinikoak erakusten zituzten
gizonezkoen laginak aztertu ziren. Gizonezkoen laginak lesioaren gainazaletik hartu
ziren gatz-soluzio batez bustitako Dacron isipu batekin eta gatz-soluzio mililitro batean
eseki ziren. Laginak -80°Ctan gorde ziren zitologia likidoko garraio medio

konbentzionalean HPVaren presentzia aztertu arte.

Patologiari dagokionez, laginak 5 talde desberdinetan sailkatu ziren Bethesda sistema
jarraituz: 1) normala (lesiorik gabe), 2) esanahi zalantzagarriko ezohiko zelula
ezkatadunak (ASCUS), 3) gradu baxuko lesio ezkatadun intraepiteliala (LSIL), 4) gradu
altuko lesio ezkatadun intraepiteliala (HSIL) eta 5) zelula ezkatadunen kartzinoma.

Gizonezkoen kasuan beste talde berri bat gehitu zen: kondiloma akuminatua.

3.2.2. Linear Array testa

Aztertutako laginetan genotipoen determinazio Linear Array HPV Genotyping Test
(LA) kitaren bitartez burutu zen (Roche Molecular Diagnostics). Testa aurrera eraman
zen fabrikatzailearen argibideak jarraituz. Jabetza intelektualaren eskubideak direla eta,
LA testak ez du HPV-52 genotipoa zuzenean antzematen. Genotipo hau detektatzeko
zunda multzo bat erabiltzen du, HPV mix deitua. Zunda multzo honek 33, 35, 52 eta 58
genotipoen konbinazioa detektatzen du. Ikerketa honetan, HPV-33, 35 eta 58
genotipoentzat, banaka azterturik, negatiboak ziren laginak baina HPV mix horrentzako
positiboak zirenak HPV-52 bezala sailkatu ziren. Aldiz, HPV mixarentzako eta baita ere
HPV-33, 35 eta/edo 58rako positiboak ziren laginak HPV-52 genotipoarentzako
positibitate zalantzagarria aurkezten zuten eta, beste autore batzuek egiten duten bezala,

lagin hauek HPV-52 genotipoarentzako negatibotzat hartu ziren (90). Orohar, test honek
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HPV 37 genotipo antzeman ditzake (6, 11, 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 40, 42, 45, 51, 52,
53, 54, 55, 56, 58, 59, 61, 62, 64, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 81, 82, 83, 84, 1S39 eta
CP6108).

Genotipoaren determinazioaren ondoren aldaera intratipikoen azterketarako HPV-
16arentzako positiboak ziren laginak hautatu ziren. HPVaren presentzia 2085 laginetan
aztertu zen eta hautatik 243 lagin aukeratu ziren. lkerketan barneratutako 92 lagin
HPV-16az bakarrik kutsatuta zeuden eta 151 HPV-16 infekzio anitza zuten, hau da,
HPV-16 eta beste genotipo batzuz kutsaturik zeuden emakumeetatik etorritako laginak

ziren.
Paziente guztiei ikerketan parte hartuko zutelaz informatu zitzaien eta baimen
informatua eman zuten ikerketan barneratu ahal izateko.

3.2.3. DNA genomikoaren erauzketa
DNA erauzketa QIAamp®DNA mini Kita (Qiagen, Hilden, Alemania) erabiliz burutu
zen 3.1.3. atalean azaldu den moduan.

3.2.4. Anplifikazioa eta sekuentziazioa
E6, E7 eta L1 geneen anplifikazioa HPV-16arentzeko espezifikoak ziren primerrak
erabiliz burutu zen 3.1.4 atalean deskribatu izan den moduan.

3.2.5. Aldaera intratipikoak, birkonbinazioa eta zuhaitz filogenetikoak

Aldaera intratipikoen determinaziorako, birkonbinazioaren detekziorako eta zuhaitz

filogenetikoen eraketarako 3.1.5. atalean definitutako pausuak jarraitu ziren.
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3.2.6. Adinarekin eta lesioen korrelazioa HPV-16 aldaerekin

Pazienteen adina eta lesio mota aldaera intratipiko talde bakoitzarekin erkatu egin ziren.
Hauen arteko harremana aztertzeko Chi karratuaren proba eta elkarte estatistikoki

garrantzitsurako Faktore Analisia egin zen Real Statistics Resource Pack erabiliz.

61



3.3. E6/E7 mMRNA BIOMARKATZAILEAREN AZTERKETA
3.3.1. E6/E7 mRNA biomarkatzailearen eraginkortasunaren azterketa

3.3.1.1. Laginak

Bai Basurtu Unibertsitate Ospitaleko Sexu Harremanen bidez Transmititutako
Gaixotasunen kontsultatik bai Ginekologia kontsultatik 2007 eta 2014 urteen artean
bidalitako emakumeen laginak aztertu ziren HPV infekzio posiblearen detekziorako.
Laginak isipu baten bidez alde endo/ektozerbikaletik jaso ziren eta zitologia likidoko

garraio medio konbentzionalean -80°Ctan gorde ziren HPVaren presentzia aztertu arte.

Patologoek laginak Bethesda sistema jarraituz sailkatu zituzten.

3.3.1.2. Genotipoen determinazioa

Laginak arrisku altuko 14 genotipo antzematen dituen Cobas® HPV probarekin
aztertuak izan ziren (Roche Molecular Diagnostics, Mannheim, Alemania) (3.1.2.
atalean definitua agertzen den moduan). Cobas® HPV proban 16 eta 18 genotipoak ez
diren beste genotipoentzako positiboak izan ziren laginak Linear Array HPV
Genotyping Testaren bitartez aztertu ziren lagin horien genotipo zehatzak zeintzuk ziren

ezagutzeko (3.2.2. atalean deskribatzen den moduan).

3.3.1.3. RNAren erauzketa

RNA erauzketarako lagin bakoitzaren 200 pl erabili ziren. RNA erauzketarako
NucliSENS lisis bufferra eta NucliSENS® miniMAG® (bioMérieux, Marcy I'Etoile,
Frantzia) erabili egin ziren fabrikatzailearen argibideei jarraituz. bioMérieux etxe
komertzialeko RNA erauzketa metodo honek silizearen bidezko erauzketa magnetikoa

erabiliz RNA erauzten du.
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3.3.1.4. Onkogeneen detekzioa

E6 eta E7 onkogeneen RNA mezularia NucliSens®EasyQ®HPV v1 Testaren bidez
detektatu zen (bioMérieux, Marcy [I'Etoile, Frantzia) fabrikatzailearen argibideei
jarraituz. NucliSens EasyQ HPV probak bost HR-HPV genotipoen E6/E7 onkogeneen
adierazpena antzeman dezake (16, 18, 31, 33 eta 45). NucliSens®EasyQ®HPV v1 Testa
RNAren erauzketa prozesuaren kalitatearen kontrolerako barne kontrol bat erabiltzen
du: gizakiaren U1 erribonukleoproteinaren A proteina nuklear txiki espezifikoa (U1A).
Bai U1A zein mRNAren detekziorik ez egotekotan probaren emaitza baliogabetzak
hartu zen. Baliogabeko txandak berriro errepikatu ziren RNA lagin beretik berriz

erauziz.

Genotipo hauen mRNAren detekzioa denbora errealean burutzen da beacon edo baliza
molekularren erabileraren bidez. Beacon molekular hauek fluoreszentzia igortzen dute
itu sekuentziarekin hibridatzen direnean. mMRNA espezifikoen anplifikazioa
detektatzeko 6 beacon molekular desberdin erabiltzen dira; beacon molekular espezifiko
bana genotipo desberdin bakoitzaren anplikoiarentzat eta beste beacon bat UI1A
anplikoiarentzat. Bi koloragarri fluoreszenteren erabilerak (6-FAM eta 6-ROX) itu
HPVaren mRNAren detekzioa baimentzen du hiru anplifikazio erreakzioa duplexen
bitartez: ULA eta HPV-16, HPV-18 eta HPV-31, HPV-33 eta HPV-45 (9. irudia).
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9. irudia. Fluoreszentzia intentsitate  neurketak mMRNAren  detekzioan
NucliSens®EasyQ®HPYV v1 Testean.

3.3.2. RNAren erauzketarako metodoen garrantzia

3.3.2.1. Laginak

Bai Basurtu Unibertsitate Ospitaleko Sexu Harremanen bidez Transmititutako
Gaixotasunen kontsultatik bai Ginekologia kontsultatik 2007 eta 2014 urteen artean
bidalitako emakumeen laginak aztertu ziren HPV infekzio posiblea aztertzeko. Laginak
isipu baten bidez alde endo/ektozerbikaletik jaso ziren eta PreservCyt (Hologic. Inc.,
Marlborough, MA) garraio medioan giro tenperaturan gorde ziren HPVaren presentzia

aztertu arte.

Patologoek laginak Bethesda sistema jarraituz sailkatu zituzten.
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3.3.2.2. Genotipoen determinazioa

Laginak arrisku altuko 14 genotipo antzematen dituen Cobas® HPV probarekin
aztertuak izan ziren (Roche Molecular Diagnostics, Mannheim, Alemania) (3.1.2
atalean agertzen den moduan). HPV-16 eta HPV-18 genotipoak ez diren beste
genotipoentzako positiboak izan ziren laginak Linear Array HPV Genotyping Testaren
bitartez aztertu ziren lagin horien genotipo zehatzak zeintzuk ziren ezagutzeko (3.2.2
atalean deskribatzen den moduan).

3.3.2.3. RNA erauzketa metodoak

RNAren erauzketarako hiru metodo erabili ziren. Lehena eskuzko Nuclisens erauzketa
kita izan zen (bioMérieux, Marcy I'Etoile, Frantzia). Metodo honetan RNA 200 pl
laginetik erauzia izan zen NucliSENS lisis bufferra eta NucliSENS® miniMAG®
erabiliz. Fabrikatzailearen argibideen arabera erauzi zen RNA eta azkenik RNA 60 pl

eluzio-bufferrean eluitu egin zen.

Erabilitako bigarren RNA erauzketa metodoa High Pure Viral RNA Kita izan zen
(Roche Molecular Diagnostics, Mannheim, Alemania). RNA 200 pl laginetik erauzia
izan zen fabrikatzailearen argibideei jarraituz. RNA erauzketa metodo honetan zutabeak

erabiliz burutzen da. Azkenik RNA 50 ul eluzio-bufferrean eluitua izan zen.

Hirugarren RNA erauzketa metodoa RNeasy® Plus Mini kita izan zen (Qiagen, Hilden,
Alemania). 400 pl lagin erabili ziren RNA erauzteko fabrikatzailearen argibideei
jarraituz. Metodo hau ere zutabeak erabiltzen ditu RNA erauzteko. Azkenik, RNA 50 ul

RNAasa gabeko uraren bidez eluitu egin zen.

Eluitutako RNA -20°Ctan gorde egin zen E6/E7 onkogeneen detekzioa burutu arte.
E6/E7 mRNAren detekzioaren ondoren erauzitako RNA -80°Ctan gorde egin zen.

3.3.2.4. Onkogeneen detekzioa

E6 eta E7 onkogeneen adierazpena hiru aldiz aztertu egin zen NucliSens®EasyQ®HPV
v1 Testaren bidez (RNA erauzketa metodo bakoitzeko adierazpena aztertu zen) (3.3.1.4.

atalean azalduta agertzen den moduan).
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3.3.2.5. Diseinu esperimentala

Ikerketa honetan HPVaren 16, 18, 31, 33 eta/edo 45 genotipoarentzako positiboak izan
ziren emakumeen laginak barneratu ziren. Guztira 50 emakume aztertuak izan ziren.
RNA adierazpena emakume bakoitzean hiru RNA erauzketa metodoak erabiliz aztertua
izan zen, beraz, azkenean, E6 eta E7 onkogeneen adierazpena 150 laginetan aztertua

izan zen.

E6/E7 mRNAaren adierazpenaren analisiaren ondoren hiru RNA erauzketa metodoak
erkatuak izan ziren. Gainera, onkogeneen adierazpenaren eta emakumeen patologiaren

arteko erlazioa aztertua izan zen.

Emakume guztiek idatzitako eta informatutako onarpena eman zuten ikerketan parte

hartu aurretik.

3.3.2.6. Datuen analisia

RNA erauzketa metodoen arteko konkordantzia aztertua izan zen. Qiagen erauzketa
metodoa ez zen konparaketan barneratu metodo honen bidez lortutako zentzugabeko
emaitzak zirela eta. bioMérieux eta Roche erauzketa metodoen bitartez lortutako
emaitzak behatutako adostasun erlatiboaren (Pr(a)) eta Cohen Kappa koefizientearen (k)
bidez aztertuak izan ziren. Metodo bakoitzarekin lortutako emaitzak patologiarekin eta
lesioen progresioarekin zuten erlazioa aztertu egin zen. Gainera, bioMérieux eta Roche

erauzketa metodoak beraien artean konparatuak izan ziren.

Emaitza estatistikoak Landis eta Kochen sailkapena jarraituz sailkatuak izan ziren: 0
baino baxuagoak diren balioak adostasunik ez dagoela adierazten dute, Otik 0,20rako
balioek adostasun arina adierazten dute, 0,21tik 0,40rako balioek bidezko adostasuna,
0,41tik 0,60rako balioek adostasun moderatua, 0,61tik 0,80rako balioek funtsezko

adostasuna eta 0,81tik 1reko balioek adostasun ia perfektua adierazten dute (91).

Azkenik, metodo bakoitzerako, PPVa (balio prediktibo positiboa) eta NPVa (balio

prediktibo negatiboa), sentikortasuna eta espezifikotasuna aztertu ziren.

66



4. EMAITZAK






| Emaitzak

4.1. POPULAZIO BAHEKETA BILBOKO BASURTUKO UNIBERTSITATE
OSPITALEAREN ALDEAN

Bilboko Basurtuko Unibertsitate Ospitalearen eremuan Cobas HPV Testarekin
burututako populazio baheketan 912 lagin aztertu ziren; horietatik 97 lagin positiboak
izan ziren arrisku altuko HPV genotipoentzako, hau da, arrisku altuko HPVen
intzidentzia % 10,63 izan zen. Gainera, aztertutako emakume populazioaren batez
besteko adina 41,30+11,64 urtekoa izan zen eta, aldiz, HR-HPVrako positiboak izan

ziren emakumeen batez besteko adina 34,12+10,57 urtetakoa.

Lagin positiboetan genotipoen banaketa hurrengoa izan zen: HPV-16 genotipoa 24
laginetan (% 22,86), HPV-18 genotipoa 6 laginetan (% 5,71) eta arrisku altuko beste 12
genotipoak 75 laginetan (% 71,43) (10. irudia).

%5,71 Arrisku altuko beste genotipoak

B HPV-16

% 22,86
0 HPV-18

% 71,43

10. irudia. Arrisku altuko HPV (HR-HPV) genotipoen banaketa lagin positiboetan.

Bestalde, HR-HPVen presentzia aztertu genuen adin tarte desberdinetan. Emaitza horien
arabera 30 urte baino gutxiagoko emakumeetan birusaren prebalentzia % 24,87koa zen,
30 eta 50 urte arteko emakumeetan % 8,37koa eta 50 urte baino nagusiagoak ziren
emakumeetan % 3,36koa (11. irudia).
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11. irudia. Adin tarte bakoitzean HR-HPV lagin positibo eta negatiboen kasuak.

Esan beharra dago lagin horietako batzuetan infekzio anitzak agertzen zirela, hau da,
genotipo batez baino gehiagoz kutsatuak zeudela. lkerketa honetako 9 laginetan
infekzio anitza aurkitu genuen; 8 laginetan 16 genotipoa arrisku altuko beste genotipo
batzuekin batera eta lagin bakar batean 18 genotipoarekin batera. Emakume horien adin

tartea 19-38 urtetakoa zen, batez besteko adina 28,89+6,05 urtetakoa zelarik.

HPV-16rako eta HPV-18rako positiboak izan ziren laginetan aldaera intratipikoa
determinatu egin zen. HPV-16arekin infektatu zeuden 19 laginetan aldaera intratipikoa
zehaztea lortu zen; hauetatik 16 A leinuko aldaera zuten (% 84,21), 2 B/C leinuko
aldaerak (% 10,52) eta lagin bat D leinuko aldaerarekin kutsatuta zegoen (% 5,27).
HPV-18 genotipoarekin kutsatuta zeuden 5 laginetan aldaera intratipikoa determinatu
ahal izan zen; 3 lagin A2 azpi-leinuko aldaera zuten (% 60) eta 2 lagin A3 eta A4 azpi-

leinuko aldaerarekin kutsatuta zeuden (% 40).

Bestalde, HPV-16aren eta HPV-18aren sekuentziekin zuhaitz filogenetikoa eraiki egin
zen (12. irudia). Genotipo bakoitzaren laginak adar desberdinetan taldekatzen ziren eta,
gainera, genotipo bakoitzaren barnean, leinu desberdin bakoitzeko laginak talde

desherdinetan taldekatzen ziren.
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12. irudia. HPV-16aren eta HPV-18aren E6, E7 eta L1 geneen zuhaitz filogenetikoa.

Hiru eskualdeak sekuentziatzea lortu ziren laginak baino ez ziren zuhaitz filogenetikoan
barneratu. MEGA programaren bidez eta Maximum likelihood edo probabilitate
maximoko metodoaren bidez eraiki zen zuhaitz filogenetikoa. HPV-16an A leinua, B/C
leinua eta D leinua eta HPV-18an A2 azpi-leinua, A3 azpi-leinua eta A4 azpi-leinua.
Larrosaz markatuta ageri diren laginak HPV-16aren sekuentziak dira eta berdez eta

izartxo batez markatuta dauden laginak HPV-18aren sekuentziak dira.
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4.2. HPV-16 GENOTIPOAREN ALDAERA INTRATIPIKOEN
DETERMINAZIOA

4.2.1. HPV-16aren aldaera intratipikoak HPV infekzio anitzetan

HPV-16 eta beste HPV genotipo batzuekin kutsatuta zeuden 151 pazienteen laginak
aztertu egin ziren. Aztertutako lagin guztietatik 136 emakumezkoen laginak ziren (%
90,14) eta 15 gizonezkoen laginak (% 9,86). Aztertutako pertsona guztien adin batez
bestekoa 31,27+9,13 izan zen; emakumeen batez besteko adina 30,27+8,17 urtetakoa
zelarik 16-72 urte tartean eta gizonezkoetan batez besteko adina 41,33+12,41 urtetakoa

zelarik 24-62 urte tartean.

Aztertutako 151 lagin hauetan, HPV-16az gain, beste 31 HPV genotipo desberdin
detektatu egin ziren. Gehien errepikatzen ziren genotipoak HPV-52, HPV-83, HPV-61,
HPV-6, HPV-31, HPV-73 eta HPV-42 izan ziren. HPV-52 37 laginetan HPV-16arekin
batera agertzen zen (% 24,5), HPV-83 33 laginetan (% 21,8), HPV-61 30 laginetan
(%19,8), HPV-6 23 laginetan (%15,2), HPV-31 22 laginetan (% 14,6), HPV-73 21
laginetan (%13,9) eta HPV-42 20 laginetan HPV-16arekin batera agertzen zen (%13,2).
Patogenotasuneri dagokionez, HPV-16a HPV-52 edo HPV-83 genotipoekin batera
gradu altuko zein baxuko lesioetan maizago detektatu egin zen; gradu altuko lesioen %
31,03an eta gradu baxuko lesioen % 29,31an. Bestalde HPV-16aren eta HPV-6laren
infekzio anitza lesiorik ez zuten pazienteen % 24,73an detektatu egin zen.

4.2.1.1. Aldakortasun genetikoa

Aldaera intratipikoen determinaziorako E6, E7 eta L1 geneen sekuentziak aztertu ziren.
Aztertutako 151 laginetan E6 eskualdea 144 laginetan anplifikatzea lortu zen, E7
eskualdea 145 laginetan eta L1 eskualdea 124 laginetan anplifikatu ahal izan zen.
Nukleotido aldaketak aztertuz, E7 eta L1 eskualde genomikoak E6 genea baino
kontserbadoreagoak dira bai nukleotido sekuentziaren aldetik zein aminoazido

sekuentziaren aldetik.

E6 genearen aldakortasun genetikoaren analisiak 7 nukleotido aldaketa ez-sinonimo

aurkeztu zituen (10. taula).
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10. taula. HPV-16aren E6 genearen nukleotido aldaketa errepikarienak. HPV-16
prototipoaren genoma (Genbank sarrera zenbakia K02718). AY686580, AY686581,
AY686584, EU118173, AF536179 sekuentziak HPV-16aren A leinuaren erreferentzia
sekuentziak dira; AF472508, AF536180, AF472509 B/C leinukoak eta AY686579,
AF402678 D leinukoak. Urdinez agertzen diren nukleotido aldaketen posizioak
aminoazido aldaketa sortzen dute. Aminoazidoetara itzultzen ez diren nukleotido

posizioak letra etzanean agertzen dira.
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Detektatutako 7 nukleotido aldaketa ez-sinonimo horietatik, lau, B/C eta D leinuen
nukleotido aldaketa espezifikoak ziren: G145T, T286A, A289G eta C335T (B/C eta D
leinuko lagin guztietan agertzen ziren nukleotido aldaketa hauek). Gainera, D leinurako
espezifikoa zen ordezkapen bat (A532G) eta B/C leinurako espezifikoak ziren bi
nukleotido aldaketa detektatu ziren (T109C and G132C). A532G eta T109C mutazio
isilak dira eta ez dute nukleotido aldaketarik sortzen baina, aldiz, G132C nukleotido
ordezkapena R10T aminoazido aldaketa sortzen du. Gainera A131G nukleotido
ordezkapena A leinuaren nukleotido espezifikoa zela behatu zen. Bestalde, nukleotido
delezio bat (A104del) eta nukleotido aldaketa ez-sinonimo bat (T350G, L83V) leinu
guztietan detektatuak izan ziren.

E7 eskualdean 6 nukleotido aldaketa detektatu egin ziren (11. taula). T789C eta T795G
nukleotido ordezkapenak B/C eta D leinuentzako espezifikoak ziren, aldiz, T732C eta
T921C nukleotido aldaketak D leinuko aldaketa espezifikoak zirela behatu ahal izan
zen. Bestalde, G849A nukleotido ordezkapena leinu desberdin guztietan aurkitu egin
zen. T732C nukleotido aldaketa ez ezik beste nukleotido ordezkapenak mutazio isilak

ziren eta ez zuten aminoazido aldaketarik sortzen.

HPV-16aren L1 genean 14 ordezkapen detektatu egin ziren (12. taula). B/C eta D
leinuentzako espezifikoak ziren 6 ordezkapen sinonimo aurkitu ziren: A6693C,
G6719A, C6852T, C6863T, C6968T eta G6992A. A6801T D leinuko mutazio ez-
sinonimo espezifikoa zela behatu zen (T415S) eta D leinuko lagin guztietan detektatu
ahal izan zen. Beste lau nukleotido aldaketa leinu desberdin guztietan detektatu egin
ziren (G6690A, 6902insAT, 6902insATC eta ATG6949del). Azken lau nukleotido
ordezkapen hauek aminoazido aldaketa sortzen zuten; G6690A nukleotido aldaketak
E378K aminoazido aldaketa sortzen zuen, 6902insAT eta 6902insATC serina bat
sortzen zuten eta ATG6949del mutazioak 465 posizioan azido aspartikoaren falta

sortzen zuen.

Ikerketa honetan detektatutako nukleotido aldaketa gehienak dagoeneko literaturan
deskribatuak zeuden, A83G, A91C, A98del, G112T eta G784A nukleotido
ordezkapenak izan ezik. Ordezkapen guzti hauek aminoazido aldaketak sortzen dituzte
leinu guztietan. Hala ere, lehen launukleotido aldaketa “berriak” ez dira

aminoazidoetara itzultzen transkripzio biralean.
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11. taula. HPV-16aren E7 genearen nukleotido aldaketa errepikarienak. HPV-16
prototipoaren genoma (Genbank sarrera zenbakia K02718). AY686580, AY686581,
AY686584, EU118173, AF536179 sekuentziak HPV-16aren A leinuaren erreferentzia
sekuentziak dira; AF472508, AF536180, AF472509 B/C leinukoak eta AY686579,
AF402678 D leinukoak. Urdinez agertzen diren nukleotido aldaketen posizioak

aminoazido aldaketa sortzen dute.

Eskualdea E7
Nukleotido posizioa | & [ & | & | 3 | S | &

Prototipoa T|G| T|T|G|T _ici
AY686581(A) o E
EU118173(A) 5 5
AY686580(A) IS o
AY686584(A) =4 3
AF536179(A) 3 %
AY686579(D) C C G S
AF402678(D) C C G ©
AF472508(B) C G
AF536180(B) C G
AF472509(C) C G

- - - . o 70| KJ52697

A - - - < A - [43]KJ152698
- A - - A - [ 8 KJ52699

- A - - - - [76 [KJ52700

C - C G A C | 5 |kiis2703

5 C - C G - C| 2 |kis2r04
cC - C G - - |2 ki52705

C - C G A - [ 2 k52706

B/ - - C G - -4 |kuns2ro7
- - C G A - |3 KJs2708
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12. taula. HPV-16aren L1 genearen nukleotido aldaketa errepikarienak. HPV-16
prototipoaren genoma (Genbank sarrera zenbakia K02718). AY686580, AY686581,
AY686584, EU118173, AF536179 sekuentziak HPV-16aren A leinuaren erreferentzia
sekuentziak dira; AF472508, AF536180, AF472509 B/C leinukoak eta AY686579,
AF402678 D leinukoak. Urdinez agertzen diren nukleotido aldaketen posizioak

aminoazido aldaketa sortzen dute.

Eskualdea L1
Nukleoido 'S @ | |3 13 (2|8 (8|32 8|8 3|5
posizioa e | 8| |8 | 3|38 |8 |8 |8 |3 |8 |3 |3
Prototipoa G|A|G|A|C|C |Del|Del|Del| G|A|T]|C|G g
AY686581(A) A T C Del Del Del < =
EU118173(A) A T C Del Del Del =] o
AY686580(A) A T C Del Del Del 2 3
AY686584(A) A T C Del Del Del % §
AF536179(A) A T C Del Del Del - S
AY686579(D) cC A T T A T C Del Del Del T A ©
AF402678(D) C A T T T A T C Del Del Del T A
AF472508(B) C A T T A T C Del Del Del T A
AF536180(B) A T A T C Del Del Del T A
AF472509(C) A T A T C Del Del Del T A
- - - - - - A T C Del Del Del - - 63 | KJ152709
A - - - - - A T C Del Del Del - - 17 | KJ152710
- - - - - - A T - Del Del Del - - 16 | KJ152711
A - - - - - - - - - - - - - - 4 | KJ152712
A - - - - - AT - Del Del Del - - 3 | KJ152713
- - - - - - - - - Del Del Del - - 3 | KJ152714
A - - - - - - - - - - - - - 2 | KJ152715
- C A T T T A T C Del Del Del T A 6 | KJ152717
D A C A T T T A T C Del Del Del T A 2 | KJ152718
- - A T - T A T C Del Del Del T A 2 | KJ152719
B/C - C A - T T A T C Del Del Del T A 6 | KJ152720
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4.2.1.2. Analisi filogenetikoa eta birkonbinazioa

Lan honetan A leinuko aldaera izan zen aldaerarik errepikakorrena bai gizon zein
emakumeetan (% 86,8 - 131/151). Bestalde, D eta B/C leinuko aldaerak proportzio
txikiagoan aurkitu ziren (% 7,95 - 12/151- eta % 5,3 - 8/151-, hurrenez hurren).

E6, E7 eta L1 eskualdeetako analisi filogenetikoari dagokionez, aldaera Europarrak (A)
eta aldaera ez-europarrak (B/C/D) erlazionatutako nodoak eratzen dituzte (13. irudia).
Gainera, eskualde bakoitzeko analisi filogenetikoa banaka egiterakoan, aldaera
Europarrak eta ez-europarrak talde desberdinetan multzokaturik agertu ziren (14., 15.
eta 16. irudiak).

Aztertutako 151 laginetatik 149 laginetan hiru eskualdeak bat etortzen ziren aldaeren
sailkapenean. Azterturiko bi laginetan, M144 eta M149, E6 eskualdearen analisi
filogenetikoak D leinuko aldaera zela adierazten zuen baina beste bi eskualdeen
analisiaren arabera B/C leinuko aldaera intratipikoak ziren. Bi lagin hauek RDP,
MaxChi eta Chimaerarekin aztertu ziren birkonbinazioa detektatu ahal izateko. Hiru
metodo hauen bidez egindako analisiak bi lagin hauek lagin birkonbinatuak zirela

baieztatu zuen (13. taula).

13.taula. Lagin birkonbinatu posibleak.

Genea
Lagina Programaren inferentzia
E6 E7 L1

RDP eta MaxChi birkonbinazioa detektatu zuten (M135
M144 D B/C B/C
emailea zen).

Chimera birkonbinazioa detektatu zuen (M134 emailea
M149 D B/C B/C
zen).

RDP, Maxchi eta Chimaera metodoak birkonbinazioaren detekziorako erabili ziren.
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13. irudia. HPV-16aren E6, E7 eta L1 geneen zuhaitz filogenetikoa.

Hiru eskualdeak sekuentziatzea lortu ziren laginak baino ez ziren zuhaitz filogenetikoan
barneratu. MEGA programaren bidez eta Maximum likelihood edo probabilitate
maximoko metodoaren bidez eraiki zen zuhaitz filogenetikoa. A leinua, B/C leinua eta

D leinua. R batez markaturiko laginak lagin birkonbinatu posibleak dira.
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14. irudia. HPV-16aren E6 genearen zuhaitz filogenetikoa.

MEGA programaren bidez eta Maximum likelihood edo probabilitate maximoko

metodoaren bidez eraiki zen zuhaitz filogenetikoa. A leinua, B/C leinua eta D leinua.
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15. irudia. HPV-16aren E7 genearen zuhaitz filogenetikoa.

MEGA programaren bidez eta Maximum likelihood edo probabilitate maximoko

metodoaren bidez eraiki zen zuhaitz filogenetikoa. A leinua, B/C leinua eta D leinua.
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16. irudia. HPV-16aren L1 genearen zuhaitz filogenetikoa.

MEGA programaren bidez eta Maximum likelihood edo probabilitate maximoko
metodoaren bidez eraiki zen zuhaitz filogenetikoa. A leinua, B/C leinua eta D leinua.

HPV-16a ez zen beste genotipo bat anplifikatu izan zen laginetan izartxo bat ageri da.
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4.2.1.3. Adinaren eta lesioen erkaketa aldaera intratipikoekin

Aztertutako laginetatik 136 emakumeen laginak ziren. Emakumeen artean, A leinuko
aldaerekin kutsatuta zeudenen adin batez bestekoa 29,3+7,54 urtetakoa izan zen, aldiz,
B/C leinuko laginentzako 40,5+4,93 izan zen eta D leinuko aldaerak zituzten
emakumeentzako 36,6+11,23 urtetakoa izan zen. Gainera, A leinuko aldaeren eta
gaztetasunaren arteko asoziazioa estatistikoki esangarria izan zen (p<0,05). Aldi berean,
B/C/D leinuko aldaeren eta emakumeen adin handiagoaren arteko asoziazioa

estatistikoki esangarria izan zen (p<0,05).

Patologiari dagokionez, 78 emakumeen laginak normal gisa sailkatu ziren (% 57,35),
hau da, ez zen lesiorik detektatu edo ASCUS detektatu egin zen. Bestalde, 58
emakumeetan (% 42,65) lesioak detektatu ziren, gradu baxukoak zein altukoak (36/58
LSIL eta 22/58 HSIL). Lesioak zituzten emakumeetan B/C/D leinuko aldaerak nagusi
izan ziren (aldaera ez-europarren % 70,59), aldiz, lesiorik ez zituzten edo ASCUS
zituzten emakumetan nagusiki A leinuko aldaerak detektatu ziren (aldaera Europarren
% 58,82). Aldaera banaketaren eta lesio motaren arteko erlazioa, emakumeen laginetan,
esangarritasun estatistikoa erakutsi zuen (p<0,05). Bestalde, lesio mota eta emakumeen
adina konparatuz, lesiorik gabeko edo ASCUS zuten emakumeen adin batez bestekoa
30,18+8,91 urtetakoa izan zen, LSIL zuten emakumeena 29,36+6,90 eta HSIL zuten
emakumeena 32,06+7,71 urtetakoa izan zen. Analisi estatistikoak, emakumeen adinaren

eta lesio motaren artean korrelaziorik ez zegoela erakutsi zuen.

Gizonei dagokionez, 15 gizonezkoen laginak aztertu ziren lan honetan. Hauetatik 13k
lesio gabe bezala sailkatu ziren eta bik gradu baxuko lesioa zuten. Aldaeren eta
lesioaren edo adinaren arteko asoziazioa emakumeen laginetan behatutako patroi
berdina jarraitzen zuen. Hala ere, gizonezkoen lagin kopuru baxua dela eta, ez zen

analisi estatistikorik burutu.
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4.2.2. Aldaera intratipikoen erkaketa HPV-16aren infekzio anitzen eta banako
infekzioen artean

Aurreko atalean HPV-16aren infekzio anitzak zuten 151 pertsonen laginak aztertu izan
dira. Atal honetan, aurreko atalean aztertutako 151 lagin horiek HPV-16aren banako
infekzioa zuten 92 pertsonen laginekin erkatu izan dira; guztira 243 lagin aztertu ziren.
Lagin hauetatik 224 (% 92,18) emakumeen laginak ziren eta 19 (% 7,82) gizonezkoen
laginak. Pazienteen adin batez bestekoa 34,05+10,82 urtetakoa izan zen; emakumeen
artean adin batez bestekoa 33,63+10,67 urtetakoa izan zen, 14-72 adin tartean, eta,

aldiz, gizonezkoen artean adin batez bestekoa 38,94+11,65 urtetakoa izan, 23-62 adin
tartean.

4.2.2.1. Aldaera intratipikoen eta lesioen azterketa infekzio motaren arabera

HPV-16 genotipoaren aldaera intratipikoen banaketak patroi bera jarraitu zuen bai
infekzio anitzetan zein banako infekzioetan. Bi infekzio motetan A leinuko aldaerak
izan ziren (% 88-86), D (% 7-8) eta B/C (% 4-5) leinuetako aldaerak kopuru baxuagoan
aurkitzen zirelarik (17. irudia).
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17. irudia. HPV-16aren aldaera intratipikoen banaketa.

A leinuko aldaerak (A), B edo C leinuko aldaerak (B/C) eta D leinuko aldaerak (D).
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Patologiari dagokionez, bai gradu altuko zein gradu baxuko lesioak 81 laginetan
diagnostikatu ziren, aldiz, 162 pazienteen laginak normalak moduan sailkatu ziren
(lesiorik ez zuten edo ASCUS detektatu egin zen; 1, eta 2. kategoriak Bethesda
sistemaren arabera). Emakumeen laginei dagokionez, 146 normalak moduan sailkatu

ziren eta 78 laginetan gradu altuko edo baxuko lesioak detektatu ziren (3-6 kategoriak).

Lesio mota dela eta, emakumeetan, HPV-16aren infekzio anitzek banako infekzioak
baino erlazionatuagoak zeuden lesioen garapenarekin; infekzio anitzak zituzten
pazienteen % 42,65a lesioak zituzten eta, aldiz, banako infekzioak zituzten pazienteen
% 22,73a soilik lesioa zuten (18. irudia).
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18. irudia. Infekzio mota eta lesioen garapena HPV-16rako positiboak ziren

emakumeetan.

Bi infekzio motetan, anitza zein banakoa, aldaera ez-europarrak (B/C/D leinuak) aldaera
Europarrak (A leinua) baino lotura estuagoa zuten lesioen garapenarekin (19. irudia).
Asoziazio hau estatistikoki esangarria izan zen HPV-16aren infekzio anitza zuten
emakumeetan (p<0,05), aldiz, banako infekzioa zuten emakumeetan ez zen estatistikoki

esangarria izan.
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19. irudia. Aldaera intratipikoen eta lesioen garapenaren arteko erlazioa bi infekzio
motetan.
A leinuko aldaerak (A), B edo C leinuko aldaerak (B/C) eta D leinuko aldaerak (D).

Gizonezkoen 19 lagin aztertu ziren. Horietatik bi gizon gradu baxuko lesioak zituzten
eta gizon bati gradu altuko lesioa diagnostikatu zitzaion. Gainerako gizonezkoen
laginak (16/19) normalak moduan sailkatu ziren. Aurrekoan gertatu zen moduan,

gizonezkoen lagin kopuru txikia zen eta ez zen analisi estatistikorik burutu.

4.2.2.2. Adinaren azterketa: aldaera intratipikoen, patologiaren eta infekzio

motaren arabera

Pazienteen adinari dagokiola, banako infekzioa zuten pazienteetan, batez besteko adin
baxuena zuten pazienteak A eta B/C leinuko aldaera intratipikoak zituztenak ziren
(35,68+9,64 eta 36,5+15,67 urte, hurrenez hurren) (20. irudia). Aldiz, D leinuko aldaera
intratipikoak zituzten pazienteen adin batez bestekoa altuagoa zen (40,43£3,46 urte).
Bestalde, infekzio anitza zuten pazienteen adin batezbesteko baxuena A leinuko aldaera
intratipikoa zuten pertsonetan detektatu zen, 29,3+7,54 urte, aldiz, adin batez besteko
altuenak B/C eta D leinuko aldaerekin kutsatuta zeuden pazienteetan aurkitu zen
(40,5+4,93 eta 36,6+11,23 urte, hurrenez hurren).
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20. irudia. Aldaera intratipiko desberdinekin kutsatuta zeuden pazienteen adin batez
bestekoa.
A leinuko aldaerak (A), B edo C leinuko aldaerak (B/C) eta D leinuko aldaerak (D).

HPV-16aren infekzio anitzetan aldaera ez-europarren eta adin altuagoaren arteko
asoziazioa estatistikoki esangarria izan zen (p<0,05). Aldiz, adina eta lesio mota
aztertzerakoan, ez zen desberdintasun estatistiko esangarririk aurkitu lesioa zuten eta

lesiorik ez zuten emakumeen laginen artean.

4.2.2.3. Aldakortasun genetikoa

Aldakortasun genetikoari dagokionez, aldaera intratipikoak E6, E7 eta L1 geneen
sekuentzietan oinarrituz definitu ziren. HPV-16aren E6 eskualdea 235/243 laginetan
anplifikatu egin zen, E7 eskualdea 231/243 laginetan eta L1 eskualdea 208/243
laginetan. Nukleotido eta aminoazido sekuentzien analisiaren ondoren E7 eskualdea

eskualderik kontserbatuena zela ikusi zen.
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E6 genearen analisian 11 nukleotido aldaketa ez-sinonimo detektatu ziren (14. taula). Bi
infekzio motetan, nukleotido aldaketa hauetako lau B/C eta D leinuetako aldaketa
espezifikoak ziren: G145T, T286A, A289G eta C335T (B/C eta D leinuko lagin
guztietan detektatu ziren). Bestalde, D leinurako espezifikoa zen nukleotido ordezkapen
bat (A532G) eta B/C leinurako espezifikoak ziren 3 nukleotido aldaketa identifikatu
egin ziren (T109C, G132T eta G132C). Nukleotido ordezkapen hauen artean, A532G
eta T109C mutazio isilak dira, ez dute aminoazido aldaketarik sortzen, eta G132T/C
nukleotido aldaketa R10l eta R10T aminoazido aldaketa sortzen du hurrenez hurren.
A131G nukleotido ordezkapena A leinuko laginentzako espezifikoa zela behatu zen.
Bestalde, delezio bat (A104del) eta nukleotido ordezkapen bat (T350G, L83V) leinu
guztietako laginetan eta bi infekzio motetan detektatuak izan ziren. Bi nukleotido
aldaketa hauek lesioak zituzten A leinuko laginen kopuru handian detektatuak izan ziren
(3-6 kategoriak): A104del A leinukoak ziren eta lesioak zituzten pazienteen % 62,12an
detektatuak izan zen (41/66) eta T350G % 33,33an (22/66). Oro har, E6 eskualdean,
banako infekzioetan infekzio anitzetan baino nukleotido sekuentziaren patroi gutxiago

identifikatu egin ziren (16 patroi desberdin eta 22 patroi desberdin, hurrenez hurren).

E7 eskualdean zortzi nukleotido aldaketa identifikatu egin ziren (15. taula). Nukleotido
aldaketa hauetariko bi, T789C eta T795G, B/C eta D leinuko aldaerentzako
espezifikoak zirela behatu zen. Aldiz, T732C eta T921C nukleotido ordezkapenak,
soilik D leinurako espezifikoak ziren. Bestalde, G849A nukleotido aldaketa leinu
guztietan detektatua izan zen. Bost nukleotido ordezkapen hauek, T732C izan ezik,
mutazio isilak dira. Eskualde honetan ere infekzio anitzak zituzten laginek nukleotido
sekuentziaren patroi desberdin gehiago azaldu zituzten; infekzio anitzak zituzten
laginen artean 10 patroi desberdin behatu ziren eta banako infekzioa zuten laginen

artean 6 patroi.
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14. taula. HPV-16aren E6 genearen nukleotido aldaketa errepikarienak HPV-16aren bi
infekzio motetan.

HPV-16 prototipoaren genoma (Genbank sarrera zenbakia K02718). AY686580,
AY686581, AY686584, EU118173, AF536179 sekuentziak HPV-16aren A leinuaren
erreferentzia sekuentziak dira; AF472508, AF536180, AF472509 B/C leinukoak eta
AY686579, AF402678 D leinukoak. Urdinez agertzen diren nukleotido aldaketen
posizioak aminoazido aldaketa sortzen dute. Aminoazidoetara itzultzen ez diren

nukleotido posizioak letra etzanean agertzen dira.

Eskualdea E6

- 8‘ GenBank
Nukleotido | o | o | v | v | =2 | S (S |Y |8 | |8 2|28 |g|3/8|8|2]|s 2ls ziigiﬂ?a

posizioa @ o R o o = = — — — — - - - N N ™ ™ <~ [re) -% 2

- c
Pootipoa | A [A |G |A[ A A[T|c[Aalc|Aalcle|[T|T]Aa[c|T]c[Aa]|&]|S5 [ omus
A T | s | Avesessl
A G 2 | § [Euteirs
A G S | £ [_AY686580
A T | o [ Ave86584
A G G £ | € [AF536179
D T A G T G G | g | = [_AY686579
D T A G T G G | T | 5 [ AFa02678
B c C T A G T & | & [(AF472508
B c C T A G T T | AF536180
c c T T A G T AF472509
- - - - - - - - - - - 25 | 7 | KJ152721
Del - - - - - - - - - - - - - - | 18| 26 | KJ152722
Del - - - - - - - - - - - G - - | 16 | 16 | KJ152723
Del Del - - - - - - - - - - - - - - | 14| 0 | Ki52724
- - - G 11 | 2 | KJ152725
A G - Del - - - - - - - - - - - - - - | 10| 0 | KI52726
- Del Del - - - - - - - - - - - G 6 | 0 | KJ152727
G - - G 5 | 0 | KJ152728
- - - T G 5 | 0 | KJ152729
A G G - Del - 4 | 0 | KJ152730
- - Del - T 3 | 0 | KI152731
G - - G 3 | 0 | KI152732
Del - T - - - - - - - - - G 0 | 6 | KM030554
- - A 0 | 5 | KM030563
Del - - - - Del - - - - - - G - 0 | 5 | KM030555
Del - - - - - - - - - - - G A 0 | 3 | KMO030556
Del - - - - - - - A 0 | 3 | KMO030557
- T - A G 0 | 3 | KMO030564
Del - - - - Del - 0 | 2 | KM030558
Del - - G G 4 | 0 | KJ152733
G - - - - G 1| 2 | KJ52734
- T A G T G - 3 | 0 | KJ152735
A - - Del T A G T G G | 3 | 0 | KJ152736
5 Del T A G T G - 2 | 4 | KI152737
- T A G T G G | 2 | 0 | KJ52738
A T A G T G G | 2 | 0 | KJ52739
Del - T A G T G G | 0 | 3 | KMO030559
- T T A G T - 3 | 0 | KJ152740
c - - T A G T G 2 | 0 | KI152741
B/C Del C - - T - T A G T 2 | 0 | KJ152742
- - - - C G T A G T 0 | 2 | KMO030565
Del - - - C T A G T 0 | 2 | KM030560
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15. taula. HPV-16aren E7 genearen nukleotido aldaketa errepikarienak HPV-16aren bi
infekzio motetan.

HPV-16 prototipoaren genoma (Genbank sarrera zenbakia K02718). AY686580,
AY686581, AY686584, EU118173, AF536179 sekuentziak HPV-16aren A leinuaren
erreferentzia sekuentziak dira; AF472508, AF536180, AF472509 B/C leinukoak eta
AY686579, AF402678 D leinukoak. Urdinez agertzen diren nukleotido aldaketen

posizioak aminoazido aldaketa sortzen dute.

Eskualdea E7
GenBank sarrera

Nukleotido
posizioa

zenbakia

@ | 649
—| 732
O 784
—| 789
—| 795
@ | 849
—| 921
®| 937

Prototipoa K02718

A AY686581

EU118173

AY686580

AY686584

AF536179

AY686579

AF402678

AF472508

HPV-16 infekzio anitza duten lagin kop.

HPV-16 banako infekzioa duten lagin kop.

AF536180

OWwWOUOX»>>D>
O

AFA72509

1
1
~
o
ol
~

KJ152697

KJ152698

> >
o
w
H
o

KJ152699

KJ152700

KM030566

KJ152703

D>

KJ152704

KJ152705

KJ152706

KJ152707

B/C - - -

>

KJ152708

OO0O0O0O00O0:
O0OOnononoo:

>
olw| NN NUl oo
Nviolv|o|lolo|N|~|Oo|O

KMO030567

89




L1 genearen aldakortasun genetikoak 17 nukleotido ordezkapen azaldu zituen (16.
taula). A6693C, G6719A, C6852T, C6968T eta G6992A bai D leinuko zein B/C
leinuko aldaerentzako espezifikoak ziren eta aminoazido aldaketa sinonimoak sortzen
zituzten. D leinuko lagin guztietan leinu honentzat espezifikoak ziren bi nukleotido
aldaketa detektatu ziren, A6801T mutazio ez-sinonimoa (T415S) eta C6863T mutazio
sinonimoa. Lau nukleotido ordezkapen leinu desberdin guztietako laginetan aurkitu
ziren; G6690A, 6902insAT, 6902insATC eta GAT6951del. Nukleotido aldaketa hauen
ondorioz aminoazidoen aldaketa sortzen zen; G6690A E378K aminoazido aldaketa
sortzen du, 6902insAT eta 6902insATCren ondorioz serina berri bat sortzen da eta,
azkenik, GAT6951del delezioaren ondorioz 465 posizioan azido aspartikoaren falta
sortzen da. Orokorki, eskualde honetan infekzio anitzek eta banako infekzioek sortutako
nukleotido sekuentziaren patroi kopurua berdina izan zen; 11 patroi desberdin bi

infekzio motetan.

4.2.2.4. Aminoazidoen aldaketa eta lesio mota

Aminoazidoen aldaketaren eta lesio motaren arteko erlazioa aztertu zen eta nukleotido
ordezkapen batzuk lesioen garapenarekin erlazionatuagoak zeudela behatu ahal izan
zen; adibidez, A104del nukleotido aldaketa lesioak zituzten laginen % 61,44an agertu
zen eta T350G nukleotido ordezkapena lesioak zituzten pazienteen % 44,57an detektatu
egin zen. Gainera, A leinuko espezifikoa den A131G nukleotido aldaketa lesioen
agerpenarekin erlazio estua zuela behatu zen; nukleotido ordezkapen hau zuten paziente
guztiek lesioa zeukaten. Antzekoa behatu zen D leinurako espezifikoa zen A532G
nukleotido ordezkapenarekin; lesioak zituzten laginen % 66,66an nukleotido aldaketa
hori detektatu egin zen. Bestalde, HPV-16 banako infekzioetan aurkitutako T191A
nukleotido aldaketa eta infekzio mota honetarako espezifikoa zena, lesioen

agerpenarekin erlazionatua egon liteke lesioak zituzten pazienteen % 25an ageri baitzen.
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16. taula. HPV-16aren L1 genearen nukleotido aldaketa errepikarienak HPV-16aren bi
infekzio motetan.

HPV-16 prototipoaren genoma (Genbank sarrera zenbakia K02718). AY686580,
AY686581, AY686584, EU118173, AF536179 sekuentziak HPV-16aren A leinuaren
erreferentzia sekuentziak dira; AF472508, AF536180, AF472509 B/C leinukoak eta
AY686579, AF402678 D leinukoak. Urdinez agertzen diren nukleotido aldaketen
posizioak aminoazido aldaketa sortzen dute.

L1
Eskualdea
GenBank
sarrera
zenbakia
Nukleotido | § 1 &8 | & | S | 8|38 | 3| 38|88 |8 |2 (8|3 |8 |3|s5
posizioa e |8 |8 |56 |8 |3 |38 (383|383 |383[383|383 |8 |3]|3
o 5
g x
f=
Prototippa | A | G | A | G | G| A | C | C | Del |Del [Del | G| G A T|c| G = |z K02718
c [
g E
A A T c Del Del Del = ° AY686581
© o
N N
A A T c Del Del Del s |8 EU118173
o £
A A T c Del Del Del g ° AY686580
K I
A A T cC Del Del Del £ S AY686584
— [{e)
A AT c Del Del Del > Ny AF536179
T o
D c A T T A T c Del Del Del T A T AY686579
D c A T T T A T c Del Del Del T A AF402678
B c A T T A T c Del Del Del T A AF472508
B A T A T c Del Del Del T A AF536180
c A T A T c Del Del Del T A AF472509
A T c Del Del Del - - | 63 48 KJ152709
A A T c Del Del Del - - | a7 8 KJ152710
- A T - Del Del Del - - | 16 0 KJ152711
- - - - - 4 0 KJ152712
A A T Del Del Del 3 0 KJ152713
A - - - Del Del Del 3 0 KJ152714
Del - A T C Del Del Del 0 5 KM030561
T A T c Del Del Del 0 4 KM030568
A T A T c Del Del Del 0 3 KM030569
- A T C A Del Del Del 0 3 KM030570
Del A A T c Del Del Del 0 2 KM030562
A - - - - - - - - - - - - -] 2 0 KJ152715
- c A T T T A T c Del Del Del T A | 6 0 KJ152717
o A C A T T T A T c Del Del Del T A | 2 0 KJ152718
- A T - T A T c Del Del Del T A |2 0 KJ152719
A T T T A T c Del Del Del T A |0 5 KM030571
A T T A T c Del Del Del T A | O 2 KM030572
Bl - A T - A T c Del Del Del T A |6 0 KJ152720
A A - T A T c Del Del Del T A |0 3 KM030573
- AT T A T c Del Del Del T A | O 1 KM030574
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4.2.2.5. Analisi filogenetikoa eta birkonbinazioa

E6, E7 eta L1 geneen analisi filogenetikoak adar Europarreko aldaerak zituzten laginak
(A leinua) eta adar ez-europarreko aldaerak zituzten laginak (B/C/D leinuak)
erlazionatuta zeuden nodoak sortzen zituztela erakutsi zuen (21. irudia). HPV-
16arentzako positiboak ziren bi infekzio motetako laginetan nukleotido sekuentziaren
analisi filogenetikoak bi talde bereiztu zituen: aldaera Europarrak zituzten laginak eta
aldaera ez-europarrak zituztenak. Bi infekzio motetako laginen nukleotido sekuentziak
talde filogenetiko bakoitzaren barnean beraien artean nahasturik agertzen ziren.
Gainera, eskualde bakoitzaren analisi bereizian aldaera Europarrak eta aldaera ez-
europarrak, hiru geneetan eta bi infekzio motetan, talde independienteak sortzen
zituztela behatu zen (22., 23. eta 24. irudiak).

Birkonbinazioari dagokiola, aurreko atalean azaldu izan den moduan, HPV-16aren
infekzio anitza zuten bi laginek birkonbinazioa jasan zutela behatu zen. Hala ere, HPV-
16aren banako infekzioa zuten laginetan ez zen lagin birkonbinatu posiblerik
identifikatu.

92



| Emaitzak

S 0.00
>

A i
%@% i 002

/ 0.04
k%‘%?‘ff L2/ ™

S [ 0.064
Sal B/ig

20. irudia. HPV-16aren E6, E7 eta L1 geneen zuhaitz filogenetikoa bi infekzio motetan.
MEGA programaren bidez eta Maximum likelihood edo probabilitate maximoko
metodoaren bidez eraiki zen zuhaitz filogenetikoa. M: HPV-16aren infekzio anitza eta
S: HPV-16aren banako infekzioa. A leinua, B/C leinua eta D leinua. R batez
markaturiko laginak, birkonbinazio lagin posibleak dira.
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21. irudia. HPV-16aren E6 genearen zuhaitz filogenetikoa bi infekzio motetan.
MEGA programaren bidez eta Maximum likelihood edo probabilitate maximoko
metodoaren bidez eraiki zen zuhaitz filogenetikoa. M: HPV-16aren infekzio anitza eta

S: HPV-16aren banako infekzioa. A leinua, B/C leinua eta D leinua.
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22. irudia. HPV-16aren E7 genearen zuhaitz filogenetikoa bi infekzio motetan.
MEGA programaren bidez eta Maximum likelihood edo probabilitate maximoko
metodoaren bidez eraiki zen zuhaitz filogenetikoa. M: HPV-16aren infekzio anitza eta

S: HPV-16aren hanako infekzioa. A leinua, B/C leinua eta D leinua.
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23. irudia. HPV-16aren L1 genearen zuhaitz filogenetikoa bi infekzio motetan.

MEGA programaren bidez eta Maximum likelihood edo probabilitate maximoko
metodoaren bidez eraiki zen zuhaitz filogenetikoa. M: HPV-16aren infekzio anitza eta
S: HPV-16aren banako infekzioa. A leinua, B/C leinua eta D leinua. HPV-16a ez zen
beste genotipo bat anplifikatu izan zen laginetan izartxo bat ageri da.
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4.3. E6/E7T mMRNA BIOMARKATZAILEAREN AZTERKETA
4.3.1. E6/E7 mRNA biomarkatzailearen eraginkortasunaren azterketa

Lan honetan, E6 eta E7 onkogeneen RNA mezulariaren adierazpena 128 laginetan
aztertu egin zen. Lagin hauek 105 emakumeetatik jaso izan ziren; 82 emakumeren
laginak behin bakarrik aztertu ziren eta 23 emakumeren laginetan mRNAren
adierazpena birritan aztertu zen (2012/2013 urtean jasotako lagin bat eta 2014 urtean

jasotako beste lagin bat).

Lagin hauek zituzten genotipoei dagokiola, NucliSens®EasyQ®HPV v1 Testak
detektatzen dituen 5 genotipoen artean HPV-16 izan zen genotipo nagusiena (% 68,71,
101/147), HPV-18 (% 12,25, 18/147), HPV-45 (% 8,16, 12/147), HPV-31 (% 6,80,
10/147) eta HPV-33 genotipoez jarraiturik (% 4,08, 6/147). Hala ere, onkogeneen
adierazpenari dagokionez, HPV-33 genotipoa izan zen gehien adierazi zen genotipoa (%
100, 6/6), HPV-18 (% 77,77, 14/18), HPV-16 (% 70,29, 71/101), HPV-31 (% 70, 7/10)
eta HPV-45 genotipoez jarraiturik (% 25, 3/12).

4.3.1.1. mRNA adierazpena behin aztertutako emakumeetan

E6 eta E7 onkogeneen mRNAren adierazpena behin bakarrik aztertu egin zen 82
emakumeen laginetan. Emakume hauen adin batez bestekoa 33,62+10,57 urtetakoa izan
zen 17-63 adin tartean. Emakume hauen gehiengoa, 82 emakumeetatik 54, HPV
infekzio anitzekin kutsatuta zeuden, aldiz, emakume hauen % 34,15ak HPV banako

infekzioa zuen.

Behin bakarrik aztertutako 82 emakumeen laginetan, maizago detektaturiko genotipoa
16a izan zen (% 67,01), 18, 45, 31 eta 33 genotipoez jarraiturik (% 11,34, % 10,31, %
7,21 eta % 4,13, hurrenez hurren).

E6/E7 mRNAren positibitate ratioa % 68,29koa izan zen, hau da, azterturiko 82
laginetatik 52 laginetan E6 eta E7 onkogeneen mRNA detektatu egin zen.
mRNArentzako positiboak eta negatiboak izan ziren emakumeen adin batez bestekoa
antzekoa izan zen; onkogeneen adierazpenerako positiboak izan ziren emakumeen adin
batez bestekoa 33,53+11,12 urtetakoa izan zen eta negatiboak izan ziren emakumeena
33,8+9,62 urtetakoa. E6/E7 mRNArentzako positiboak izan ziren laginen % 71,42an
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Laginen %

HPV-16aren onkogeneak detektatu ziren (40/56), HPV-18renak % 10,71an (6/56),
HPV-33renak % 3,57an (2/56), HPV-16renak + HPV-33renak % 3,57an (2/56) eta beste
genotipoenak bakarrik % 1,78ko proportzioan aurkitu ziren (1/56): 31; 45; 16, 18, 31 +
45; 16, 18 + 33; 16, 31 + 45 eta, azkenik, 16 + 31 genotipoa.

Bestalde, onkogeneen adierazpenaren emaitzak emakumeen zitologia egoerarekin
erkatu ziren. Zitologiaren eta E6/E7 mRNA testaren emaitzak 77 emakumeetan lortu
ziren. Patogenotasuna hiru taldetan banatu egin zen: 1) normala edo negatiboa (ez zen
lesiorik aurkitu), 2) ASCUS eta LSIL eta 3) HSIL. E6/E7 mRNArentzako positiboak
izan ziren laginen artean, % 47,89a ASCUS edo LSIL zituzten emakumeenak ziren (25.
irudia). mRNAren negatibotasun ratioa, zitologia normala zuten laginetan % 82,61 izan
zen eta ASCUS edo LSIL zuten emakumeen laginetan % 17,39.

100% -
80% - 34,78
0, 4
60% 47,89
B HSIL
i |
40% 82,61 50.70 ASCUS+LSIL
65,22 ONormala
20% -
’ 32,39
12,68
0%
MRNA+ MRNA- | MRNA+ MRNA- |
TO | T2 |

25. irudia. Emakumeen zitologia emaitzak mMRNA positibotasun eta negatibotasun
ratioen arabera.

mRNA+: E6/E7 mRNA adierazpen positiboa eta mRNA-: E6/E7 mRNAren
adierazpenik gabe. TO lagina jaso zen unean zeukaten zitologia emaitzari dagokio eta

T2 lagina jaso ondorengo bi urtetan izandako zitologia emaitzari.
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Patologiaren azterketa dela eta, lagina hartu eta hurrengo bi urteetan 77 emakume
horien patologiaren jarraipena egin zen. Laginen patogenotasuna kontuan izanik, E6/E7
mRNArentzako positiboak ziren laginen artean, % 50,70 ASCUS edo LSIL zuten
emakumeenak ziren eta %36,62 HSIL zuten emakumeenak. Gainera E6/E7 mRNAren
adierazpenik izan ez zuten laginen artean % 65,22 zitologiaren emaitza normala zuten

emakumeenak ziren.

Halaber, EG/E7 mMRNA patologia talde bakoitzeko ikertua izan zen (17. taula). Urteetan
zehar zitologiaren emaitzaren jarraipena egiterakoan, HSIL zuten emakumeetan, E6/E7
mRNAren positibotasun ratio % 100an mantentzen zen urteetan zehar. Aldiz, ASCUS
edo LSIL zuten emakumeetan, positibotasun ratio hori % 89,28tik % 84ra aldatu zen.
Gainera, patologia talde honetan, E6/E7 mRNAren negatibotasun ratio % 50etik %
58,62ra igo zen.

17. taula. E6/E7 mRNA detekzioa zitologia emaitzen arabera.

E6/E7TmRNA adierazpena (n/%o)
Zitologia emaitza MRNA positiboa mMRNA negatiboa

Normala 19/50,00 19/50,00

% _ | T ASCUS+LSIL 25/89,28 3/10,72
2 g HSIL 11/100,00 0/0,00
RN 2 Normala 12/41,38 17/58,62
% 5 | T2 ASCUS+LSIL 21/84,00 4/16,00
HSIL 23/100,00 0/0,00

Normala 7/63,63 4/36,37

—fg _ | T ASCUS+LSIL 777,77 2/22,23
g g HSIL 3/100,00 0/0,00
8 2 Normala 414444 555,56
:‘g 5 | T2 ASCUS+LSIL 7/70,00 3/30,00
- HSIL 4/100,00 0/0,00

TO lagina jaso zen unean zeukaten zitologia emaitzari dagokio eta T2 lagina jaso

ondorengo bi urtetan izandako zitologia emaitzari.
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Bestalde, lesioen eboluzioa aztertu egin zen (26. irudia). Laginak hiru talde
desberdinetan sailkatu ziren: 1) iraunkortasuna: lagin hauek lesio maila bera mantentzen
zuten denboran zehar (ez zuten txarrera egiten baina ez zuten hobetzen ere ez), 2)
txartzea: lagin hauek txarrera egiten zuten (lagina hartu eta ondorengo urteetan txartu
egiten ziren) eta 3) atzerakada: emakume hauen lesioa atzera egiten zuen. Sailkapen hau
jarraituz, mRNA positibotasun ratiorik altuena txarrera egin zuten lesioak zituzten
emakumeetan behatu zen (% 53,13) eta, aldiz, ratiorik baxuenak lesioen iraunkortasuna
azaltzen zuten emakumeetan (% 42,18) eta denboran zehar lesioen atzerakada izan
zuten emakumeetan (% 4,69) behatu zen. Gainera korrelazio indartsua behatu zen
mRNA negatibotasun ratioaren eta lesioen iraunkortasuna edo atzerakada zuten

emakumeen laginen artean (% 77,27 eta % 13,64, hurrenez hurren).

100% -~
13,64

o6 | s |
$ 60% -
s O Atzerakada
-% B Txartzea
- 40% - 77,27 O Iraunkortasuna

20% - 42,18

0% . .

MRNA + MRNA -

26. irudia. E6/E7 mRNAren adierazpenaren eta lesioen eboluzioaren arteko erlazioa.
mRNA+: E6/E7 mRNAren adierazpen positiboa eta mRNA-: E6/E7 mRNAren

adierazpenik gabe.

100



| Emaitzak

4.3.1.2. mRNA adierazpena birritan aztertutako emakumeetan

Lan honetan, 23 emakumeei lagin bat hartu zitzaien bi urte desberdinetan; lehenengo
lagina 2012 edo 2013 urtean jaso zen eta bigarren lagina 2014 urtean. Emakume hauen
adin batez bestekoa 38,87+11,93 urtetakoa izan zen, 24-58 adin tartean. HPVaren
banako infekzioa emakumeen % 52,17an detektatu zen (12/23) eta HPV infekzio anitza
emakumeen % 47,83an (11/23). Gehien detektaturiko genotipoa 16a izan zen (% 73,47)
eta ondoren, 18 genotipoa (% 14,29) eta 31, 33 eta 45 genotipoak izan ziren nagusi (%

4,08 genotipo bakoitza).

E6/E7 mRNAaren positibotasun ratioa % 69,56koa izan zen (32/46). HPV-16aren
onkogeneen adierazpena % 68,75an detektatu zen (22/32), HPV-18arena % 15,63an
(5/32), HPV-16 + HPV-3larena % 6,26an (2/32) eta beste genotipoak % 3,12an (1/32):
33; 16 + 18 eta 16, 31 + 33.

E6 eta E7 onkogeneen mRNAaren positibotasun ratioari dagokionez, mRNArentzako
positiboak izan ziren laginetatik, harturako lehen laginean, % 55,56a lesio motaren bat
zuten (% 38,89 ASCUS edo LSIL eta % 16,67 HSIL) (27. irudia). Hala ere, lesioren bat
eta onkogeneen adierazpena azaltzen zuten emakumeen portzentajearen funtsezko
igoera behatu zen hartutako bigarren laginetan (% 46,67 ASCUS edo LSIL zuten
emakumeetan eta % 26,66 HSIL zuten emakumeetan). Bestalde, EG/E7 mRNAaren
negatibotasun ratioa denboran zehar egonkor mantendu zen ASCUS edo LSIL zuten
emakumeetan (% 40tik % 37,5ra) eta lesiorik ez zuten emakumeetan (% 60tik %
62,5ra).

Patologia taldeei dagokionez, ASCUS eta LSIL erako lesioak zituzten emakumeen eta
HSIL zuten emakumeen artean mRNA ratioa egonkor mantendu zen denboran zehar (%
77,77tik % 70ra eta % 100) (17. taula). Lesiorik ez zituzten emakumeen artean mRNA
positibotasun ratioa txikitu egin zen urteetan zehar (% 63,63tik % 44,44ra). E6/E7
mRNAren negatibotasun ratioari dagokionez, lesiorik gabeko emakumeen artean
urteetan zehar handitu egin zela behatu ahal izan zen (% 36,37tik % 55,56ra).
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27. irudia. Emakumeen zitologia emaitzak mMRNA positibotasun eta negatibotasun
ratioen arabera.

mRNA+: E6/E7 mRNAren adierazpen positiboa eta mRNA-: E6/E7 mRNAren
adierazpenik gabe. TO jasotako lehen laginaren emaitzak adierazten ditu eta T2 jasotako

bigarren laginaren emaitzak adierazten ditu.

Lesioen eboluzioari dagokionez, lesioen txarrera egiteko prozesua pairatu zuten
emakumeetan aztertutako bi laginetan onkogeneen mMRNA detektatu egin zen
portzentaje altu batean (% 83,33) edo, bestela, lehen emaitza negatibo bat izan zuten eta
gero, bigarren laginean, mRNA detektatu egin zen (% 16,67) (28. irudia). Aldiz, lesio
mailaren iraunkortasuna mantendu zuten emakumeen % 23,53an bi laginetan ez zen
mRNArik detektatu edo % 23,53an ere, lehengo laginean mMRNA detektatu egin zen
baina ez bigarrenean. Hala ere, lesioaren iraunkortasuna mantendu zuten emakumeen %

47,06an bi laginak positiboak izan ziren onkogeneen adierazpenean.
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100% -
23,53
80% -
5,88
< 60% - 23,53 O mRNA-/mMRNA-
£ OmRNA-/MRNA+
©
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20% -
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Iraunkortasuna Txartzea

28. irudia. E6/E7 mRNAren detekzioa lesioen eboluzioaren arabera.

Emakumeen laginak bi urte desberdinetan jaso ziren: 2012/2013 eta 2014. mRNA-
/mRNA-: bi laginak negatiboak izan ziren mRNAren detekziorako; mMRNA-/mMRNA+:
lehenengo laginean ez zen mRNArik detektatu baina bigarrenean mRNA detektatu egin
zen; mMRNA+/mRNA-: lehenengo laginean mRNA detektatu zen baina bigarrenean ez;
mMRNA+/mRNA+: bi laginetan mRNA detektatu egin zen.
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4.3.2. RNA erauzketa metodoen garrantzia

Azterketa hau burutzeko 50 emakume aukeratu egin ziren. Emakume hauen adin tartea
19-63 urtetakoa zen eta beraien adin batez bestekoa 34,96+10,63 urtetakoa. Aztertutako
emakume hauen % 58 (29/50) HPV infekzio anitza zuten eta % 42 (21/50) HPV banako
infekzioa. Genotipoen determinazioari dagokionez, gehien detektaturiko genotipoa 16a
izan zen (% 60,37), 45 (% 13,21), 18 (% 11,32), 31 (% 9,43) eta 33 genotipoez
jarraiturik (% 5,67).

4.3.2.1. mRNA positibotasun ratioa eta genotipo desberdinen adierazpena

bioMérieux erauzketa metodoarekin aztertutako laginetan E6/E7 mRNA positibotasun
ratioa % 62koa izan zen (31/50) (18. taula). Nahiz eta gehien detektaturiko genotipoa
16a izan, gehien adierazten zen genotipoa HPV-33 izan zen, HPV-18, HPV-16, HPV-31
eta HPV-45 genotipoez jarraiturik.

Roche erauzketa metodoan onkogeneen adierazpenaren positibotasun ratioa % 24koa
izan zen (12/50). Metodo honen bidez gehien adierazten zen genotipoa HPV-33 zela
behatu zen, HPV-18, HPV-45, HPV-31 eta HPV-16 genotipoez jarraiturik.

Qiagen erauzketa metodoaren bidez, aztertutako laginen % 6a soilik E6/E7 mRNAren
adierazpenerako positiboak izan ziren (3/50). Gainera, ez zen erlaziorik behatu
emakumeen lesioen eta onkogeneen adierazpenaren artean. Ondorioz, E6/E7 mRNA
positiboak ziren lagin kopuru baxua eta lesioekin zuten korrelazio falta zela eta metodo
honen bidez lortutako emaitzak ez ziren metodoen arteko konparaketan kontuan hartu.
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18. taula. E6/E7 mRNA adierazpena genotipo bakoitzerako eta positibotasun ratioa

erabilitako hiru RNA erauzketa metodoetan.

E6/E7 mRNA adierazpena (n°, %)
Genotipoa _ High Pure Viral .
. Nuclisens erauzketa ) RNeasy Plus Mini
(lagin kop) o RNA Kita _ _
kita (bioMérieux) kita (Qiagen)
(Roche)
HPV-16 (32) 22/68,75 6/18,75 2/6,25
HPV-18 (6) 5/83,33 3/50,00 0/0,00
HPV-31 (5) 2/40.00 1/20,00 1/20,00
HPV-33 (3) 3/100,00 2/66,67 0/0,00
HPV-45 (7) 2/28,57 2/28,57 0/0,00
E6/E7 mRNA positibotasun
) 62 24 6
ratioa (%0)

4.3.2.2. Onkogeneen adierazpenaren eta emakumeen patologia

Onkogeneen adierazpenaren eta emakumeen patologiaren arteko erlazioa ikertua izan
zen (29. irudia). bioMérieux erauzketa metodoarekin aztertutako laginetan, E6/E7
mRNArentzako positiboak ziren laginen % 54,84 lesioak zituzten emakumeenak ziren;
% 41,94 ASCUS edo LSIL zuten emakumeena eta % 12,90 HSIL zuten emakumeena.
Bestalde, mMRNAren adierazpenerako negatiboak ziren laginen % 73,68a lesiorik ez
zuten emakumeenak ziren. Gainera, gradu altuko lesioak zituzten emakume guztiak

E6/E7 mRNAren adierazpenerako positiboak izan ziren.

Roche erauzketa metodoari dagokionez, E6/E7 mRNArentzako positiboak ziren
emakumeen % 75ak lesio motaren bat zuen (% 50 ASCUS edo LSIL zutenak eta % 25
HSIL zutenak). Bestalde, onkogeneen adierazpenerako negatiboak ziren laginen artean
% 65,79 lesiorik ez zuten emakumeen laginak ziren, % 31,58 ASCUS edo LSIL zuten

emakumeenak eta % 2,63 gradu altuko lesioa zuten emakumeenak.
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29. irudia. Emakumeen patologia E6/E7 mRNA adierazpenaren arabera bioMérieux eta
Roche erauzketa metodoetan.

mMRNA+: E6/E7 mRNAren adierazpen positiboa eta mRNA-: E6/E7 mRNAren
adierazpenik gabe.

4.3.2.3. Patologiaren eboluzioa

Gainera, onkogeneen adierazpena lesioen eboluzioaren arabera aztertu zen (30. irudia).
Aurreko atalean ikusitako moduan, lesioen eboluzioa hiru taldetan sailkatu zen: 1)
iraunkortasuna, 2) txartzea eta 3) atzerakada. bioMérieux erauzkera metodoarekin
aztertutako laginetan, lesioen egoeraren txartze prozesu bat jasan zuten emakumeen %
94,44an onkogeneen adierazpena detektatu egin zen. Gainera lesioen iraunkortasuna
azaltzen zuten emakumeen % 43,75ak E6/E7 mRNArentzako positiboak izan ziren.

Aztertutako emakumeen artean batek ere ez ez zuen lesioen atzerakada pairatu.

Roche erauzketa metodoari dagokionez, lesioen iraunkortasuna azaldu zuten
emakumeen % 93,94ak onkogeneen adierazpenerako negatiboak izan ziren. Hala ere,
lesioen txartze prozesua jasan zuten emakumeen % 58,82a E6/E7 mRNAren
adierazpenerako positiboak izan ziren eta % 41,18an ez zen onkogeneen adierazpenik
detektatu.
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30. irudia. Lesioen eboluzioa E6/E7 mRNA adierazpenaren arabera bioMérieux eta
Roche erauzketa metodoetan.

mRNA+: E6/E7 mRNAren adierazpen positiboa eta mRNA-: E6/E7 mRNAren
adierazpenik gabe.

4.3.2.4. bioMérieux eta Roche RNA erauzketa metodoen arteko konparaketa

Behatutako adostasun erlatiboa kontuan izanik (Pr(a)), patologiara dagokionez, lesioak
zituzten emakumeek onkogeneak adieraziko zituztela eta lesio gabeko emakumeetan ez
zela adierazpenik behatuko esperotako emaitzak zirela kontuan izanik, bioMérieux
erauzketa metodoak adostasun handiagoa azaltzen zuen lesioren bat zuten emakumeetan
(0,72 gradu baxuko lesioetan eta 1 gradu altuko lesioetan) eta, aldiz, Roche erauzketa
metodoak adostasun handiagoa erakusten zuen lesiorik gabeko emakumeetan (0,89) (19.
taula). Lesioen garapenari dagokionez, bioMérieux erauzketa metodoak konkordantzia
altua erakutsi zuen txarrera egin zuten lesioak zituzten emakumeetan (0,74) eta Roche
erauzketa metodoak, ostera, adostasun ia perfektua erakutsi zuen lesio berdinaren

iraunkortasuna aurkeztu zuten emakumeetan (0,95).
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Bestalde, bi RNA erauzketa metodoak erkatuak izan zirenean, E6/E7 mRNAren
detekzio ratioari dagokiola, adostasun moderatua behatu zen beraien artean (0,58).
Gainera, lesio gabeko emakumeetan edo gradu altuko lesioak zituzten emakumeetan
metodoen arteko adostasuna funtsezkoa zen, baina, adostasun hau, moderatua izan zen
gradu baxuko lesioak zituzten emakumeetan (0,50) eta lesioen garapenari dagokionez
(0,57 lesioen iraunkortasuna azaltzen zuten emakumeetan eta 0,60 txarrera egindako

lesioak zituzten emakumeetan).

19. taula. Behatutako adostasun erlatiboa patologia eta lesioen eboluzioaren arabera

bioMérieux eta Roche erauzketa metodoetan.

ERAUZKETA METODO BAKOITZAREN ANALISI BEREIZIA

Metodoa Behatutako adostasun
erlatiboa Pr(a)
Lesio gabe 0,5
Nucllse_ns ergl_Jzketa kita ASCUS+LSIL 0,72
(bioMeérieux)
] HSIL 1
Patologia .
Lesio gabe 0,89
High Pure Viral RNA Kita ASCUSLSIL 0,33
(Roche)
HSIL 0,75
Nuclisens erauzketa kita | raunkortasuna 0,52
Lesioen (bioMeérieux) Txartzea 0,74
eboluzioa High Pure Viral RNA Kita | Iraunkortasuna 0,95
(Roche) Txartzea 0,40
BIOMERIEUX ETA ROCHE ERAUZKETA METODOEN ARTEKO ERKAKETA
E6/E7 mRNA detekzio ratioa 0,58
Lesio gabe 0,61
Patologia ASCUS+LSIL 0,50
HSIL 0,75
] ) Iraunkortasuna 0,57
Lesioen eboluzioa
Txartzea 0,60
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Beste alde batetik, Cohen kappa koefizientea kontuan izanik, bi metodoek bidezko
adostasuna azaldu zuten (0,26 bioMérieux eta 0,32 Roche) (20. taula). Hala ere, lesioen
aurrera egiteari dagokionez, Roche erauzketa metodoak adostasun moderatua erakutsi
zuen bitartean (0,41) bioMérieux metodoaren adostasuna bidezkoa izan zen (0,26).
Azkenik, E6/E7 mRNA detekzio ratioari dagokionez, metodoen arteko konkordantzia
bidezkoa izan zen (0,26).

20. taula. Cohen kappa koefizientea patologia eta lesioen garapenaren arabera

bioMérieux eta Roche erauzketa metodoetan.

ERAUZKETA METODO BAKOITZAREN ANALISI BEREIZIA

Cohen kappa koefizientea
Metodoa
K
Nuclisens erauzketa kita 0.6
(bioMérieux) ’
Patologia High Pure Viral RNA Kita
0,32
(Roche)
Nuclisens erauzketa kita 026
(bioMérieux) ’
Lesioen eboluzioa High Pure Viral RNA Kita
0,41
(Roche)
BIOMERIEUX ETA ROCHE ERAUZKETA METODOEN ARTEKO ERKAKETA
E6/E7 mRNA detekzio ratioa 0,26

Azkenik, bioMérieux metodoan NPV balioa Roche metodoan lortutakoaren antzekoa
izan zen (% 73,68 vs. % 65,79, hurrenez hurren) baina PPV balioa bioMérieux
erauzketa metodoan Roche metodoan baino baxuagoa izan zen (% 54,84 eta % 75,
hurrenez hurren). Gainera, bioMérieux erauzketa metodoaren sentsibilitatea Roche
metodoarena baino altuagoa izan zen (% 77,27 eta % 40,90, hurrenez hurren). Hala ere,
bioMérieux erauzketa metodoaren espezifikotasuna Roche metodoarena baino baxuagoa
izan zen (% 50 vs. % 89,28).
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Giza papilomabirusa onkobirusa da, hau da, minbizia sor dezakeen birusa da. Birus
honen eraginez alde genitaleko minbiziak garatu daitezke bai emakumezkoetan zein
gizonezkoetan. Hala ere, gehienbat emakumeak kutsatzen dituen birusa da eta hauetan
umetoki lepoko minbizia sortzen du. Mundu osoan, urtero sexu harremanen bidez
transmititzen den birus honek 530.000 emakume berri kutsatzen ditu. Gainera
emakumeen artean laugarren minbizi motarik ohikoena birus honek sortzen duen

umetoki lepoko minbizia da, urtero 270.000 emakumeen heriotza sortzen duelarik.

Umetoki lepoko minbiziaren hilkortasun altua tratamendu programa eta baheketa
programa eraginkorren bidez murriztu daiteke. lzatez, garapen bidean dauden
herrialdeetan, non emakumeak baheketa programa eraginkorretara heltzea zaila duten,
birusak sortutako gaixotasuna ez da identifikatzen gaixotasuna 0so aurreratua dagoen
arte eta sintomak agertzen diren arte. Honen eraginez, garapen bidean dauden
herrialdeetan minbizi mota honen heriotza-tasa altuagoa da. Bestalde, herrialde
garatuetan, bahetze eta tratamendu programek umetoki lepoko minbizi kasuen % 80
prebenitzen dute (46).

Birus honekin kutsatuta dagoen emakume edo gizonezko batek minbizia garatzea
faktore desberdinen pean dago, hala nola, pertsonaren sistema immunearen egoera,
erretzailea ala ez izan, antisorgailuak hartu edo ez emakumeen kasuan eta bikote
sexualen kopurua. Hala ere, infekzioan inplikatuta dagoen HPVaren genotipoak eta
baita ere aldaera intratipikoak sekulako garrantzia izan dezake onkogenesi prozesuan
(20, 21).

Bestalde, HPVaren detekziorako gaur egun erabiltzen diren teknika gehienak DNA
biralaren detekzioan oinarritzen dira. Alabaina, DNAk birusaren presentziari buruzko
informazioa baino ez digu ematen eta, beraz, ez dakigu infekzio aktibo baten aurrean
gauden, onkoproteinak adierazten ari diren, edo ez. Hori dela eta, guztiz garrantzitsua da
infekzioaren egoera aktiboari buruzko informazioa eskaintzen duen biomarkatzailearen
bilaketa.
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5.1. POPULAZIO BAHEKETA BILBOKO BASURTUKO UNIBERTSITATE
OSPITALEAREN ALDEAN

Gure inguruan minbizia sortzeko arrisku altua zuten giza papilomabirusaren genotipoen
intzidentzia % 10,63 izan zen, hau da, aztertutako 10 emakumeetatik bat infektatua
zegoen hain zuzen. Emaitza hori beste ikerketa batzuetako emaitzekin bat zetorren; lesio

gabeko emakumeen HPV prebalentzia % 10,4 dela antzeman izan da eta (92, 93).

Gure ikerketa honetan HR-HPVrako positiboak ziren emakumeen batez besteko adina
aztertutako populazioarena baino baxuago zela behatu ahal izan genuen. Emaitza honek
agerian uzten du, beste autore batzuek behatu duten bezala, batez ere emakume gazteei

eragiten dien birusa dela (33).

HPV genotipo guztien artean 16 genotipoa da umetoki lepoko lesioetan arruntena eta
prebalenteena (92, 93), gure ikerketan behatu ahal izan zen bezala. Gure ikerketan
HPV-16 genotipoa lagin positiboen % 22,86an antzeman genuen, Euskadin egindako
beste ikerketa batean lortutako balioen antzekoa (% 29,7), nahiz eta ezohiko zitologien
laginak erabili zituzten (93). Gure ikerketan HPV-18arentzat lortutako balioak, % 5,71,
Delgado et al. lortutakoenetatik (% 9,40) pixka bat aldentzen ziren arren, gure balioek
Europa hegoaldeko herrialdeetan egindako ikerketekin bat zetozen (37, 92, 93). Hala
ere, gure ikerketan talde ugariena arrisku altuko beste genotipoena izan zen, egile
batzuek deskribatu duten bezala, ehuneko honen barruan beste 12 genotipo gehitzen
direlako izan daiteke (93).

HR-HPVen presentzia adin tarte desberdinetan kontuan izanik lehen aztertutako
hipotesia indartzen da: emakume gazteei eragiten dien birusa dela. Hala ere, aipatu
beharra dago emakume gazteetan HPV infekzio gehienak sendakorrak direla;
infekzioaren lehen urtean infekzioen % 70 desagertzen da eta bigarren urteetan % 90
(94).

Gure ikerketan infekzio anitzeko emakume guztiak gazteak ziren. Beste ikerketa batean
antzeman zenarekin bat dator: infekzio anitzen eragina adinarekin gutxitzen dela (93).
Bestalde, gaur egun nahiko argi dago infekzio anitzek umetoki lepoko minbizia
garatzeko arrisku handiagoa dakartela eta ondorioz minbizia garatzeko arrisku faktorea
dela (30).
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HPVaren 16 genotipoa arrisku altuko HPV genotipoen artean onkogenotasun
handienetarikoa duen genotipoa da. HPV-16 eta HPV-18 umetoki lepoko minbizi
inbaditzaile kasuen % 70-76aren erantzuleak dira. Gainera bi genotipo hauekin
kutsatuta dauden emakumeak umetoki lepoko infekzioan pronostiko txarragoa dute
(95). Bestalde, HPV-16aren geneen sekuentziaren aldakortasuna, nagusiki E6 eta E7
onkogeneetan gertatzen dena, birusaren onkogenotasunean, patogenotasunean eta
ostalariaren erantzun immunean eragin dezake (96). Beraz, ezinbestekoa da arrisku
altuko genotipoen (HR-HPV) DNA detektatzen duten frogak erabiltzea, zeinak 16 eta
18 genotipoak banaka identifikatzen dituzten. Horrela kutsatutako paziente horien
segimendua egin daiteke. Kontutan izan behar da, 12 urteren buruan, HPV-16
eramaileak umetoki lepoko epitelioetan gradu altuko lesioak izateko arriskua % 25tik
gorakoa dela eta HPV-18 eramaileentzako % 19tik gorakoa (36), eta ondorioz,

pazienteen segimendua izugarri garrantzitsua dela umetoki lepoko minbizia ekiditeko.

Aldaera intratipikoei dagokionez, aldaeren banaketa kokapen geografikoaren eta
arrazaren araberakoa da (23, 97) eta, hau dela eta, gure inguruan, aldaera nagusia A
leinuko aldaera izan beharko litzateke, B/C leinuko eta D leinuko aldaerengatik
jarraituta. Gure ikerketan lortutako emaitzak baieztapen honekin bat zetozen HPV-
16aren aldaera intratipikoen kasuan; A leinuko aldaera intratipikoak nagusi izan ziren
(% 84,21) eta B/C leinuko (% 10,52) eta D leinuko (% 5,27) aldaerak kopuru
baxuagoan agertu ziren. Aldiz, HPV-18arekin kutsatuta zeuden laginen kasuan ez zen
B/C aldaeratik detektatu eta A2 azpi-leinuko aldaerak izan ziren nagusi. Hala ere,

emaitza hau HPV-18aren lagin kopuru baxuarekin lotua egon liteke.

Gainera, zuhaitz filogenetikoan behatu zen moduan, HPV-16aren eta HPV-18aren
aldaera intratipikoak talde desberdinetan sailkatu ziren. Gainera, 16 genotipoan aldaera
Europarrak edo A leinuko aldaerak talde batean sailkatzen zirela behatu zen eta aldaera
ez-europarrak edo B/C/D leinuko aldaerak beste talde batean. Emaitza hauekin aldaera
Europarren eta aldaera ez-europarren desberdintasun genetikoa aldaera ez-europarrek

beraien barnean dutena baino handiagoa dela ikus daiteke.
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5.2. HPV-16 GENOTIPOAREN ALDAERA INTRATIPIKOEN
DETERMINAZIOA

Giza papilomabirusaren 16 genotipoa arrisku altuko HPV genotipoen artean genotiporik
onkogenikoeneratarikoa da. HPV-16ak HPV-18arekin batera umetoki lepoko minbizi
inbaditzaileen %70-76 sortzen dute. Gainera, bi genotipo hauekin kutsatutako
emakumeak umetoki lepoko infekzioan eta gaixotasunari lotutako infekzioaren lehen
pausuetan pronostiko txarragoa dute (95). Bestalde, HPV-16aren gene desberdinetan
ematen den sekuentziaren aldakortasuna, gehienbat E6 eta E7 onkogeneetan ematen
dena, birusaren gaitasun onkogenikoan, patogenotasunean eta ostalariaren erantzun
immunean eragin dezake. Gainera, birus honen aurkako txertoen diseinua HPVaren
geneek sortutako peptidoen antigeno espezifikoekiko diseinatuak izan direnez,
nukleotido aldaketa horiek txertoaren eragin terapeutikoan eragina izan dezakete (96).

HPVaren aldaera intratipikoen banaketa arrazaren eta kokapen geografikoaren
araberakoa da; Europan A leinuko aldaerak izan beharko lirateke nagusi, B/C leinuko
aldaerengatik eta D leinuko aldaerengatik jarraituta (23, 24, 97). Kasu honetan, bai
HPV-16aren infekzio anitzak zein banako infekzioak aztertzerakoan, A leinuko aldaerak
izan ziren nagusi, D leinuko aldaerengatik jarraituta eta, azkenik, B/C leinuko aldaerak
izan ziren maiztasun baxuenean detektatu zirenak. Hala ere D leinuko aldaerak B/C
leinuko aldaerak baino maizago detektatuak izan ziren (% 7,95 eta % 5,3 infekzio
anitzetan eta % 7,61 eta % 4,35 banako infekzioetan, hurrenez hurren). Hau beste autore
batzuk esandakoarekin bat dator, Cornet et al. 2012 urtean argitaratu zuten moduan B/C
leinuetako aldaeren proportzioa umetoki lepoko minbizi kasuetan azpibalioztatua egon
liteke Europan (24, 97).

Lehen azaldu izan den moduan, HPV-16aren aldaera intratipikoak aurkezten dituzten
nukleotido aldaketak minbiziaren garapenarekin asoziatua izan dira aldaketa genetiko
horiek patogenotasunean desberdintasunak sortzen dituztelako (29, 98, 99). Beste
ikerketa batzuetan ikusi denez, HPV-16aren prototipoarekiko (A leinukoa) ordezkapen
nukleotidikoak dituzten aldaerak minbiziaren garapenarekin erlazio estuagoa dute (27,
99-102). Gure emaitzak guztiz bat etortzen dira autore hauekin, bi infekzio motetan, bai
HPV-16 infekzio anitzetan zein banako infekzioetan, aldaera ez-europarrak, hau da
B/C/D leinukoak diren aldaerak, A leinuko aldaera Europarrak baino lotura estuagoa

baitute lesioen agerpenarekin. Gainera, infekzio anitzetan, A leinuko aldaerak zitologia
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emaitza negatiboak edo ASCUS duten emakumetan gehiago detektatzen dela ere
esangarria izan zen estatistikoki (p<0,05). Hau da, aldaeren eta lesioen garapenaren
arteko asoziazio hau estuagoa izan zen infekzio anitzak zituzten laginetan banako
infekzioa zutenetan baino; honen bidez HPV infekzio anitzetan beste genotipo batzuen
presentziak minbiziaren garapenean eragina izan dezakeela ondorioztatu daiteke (42,
103-105). HPV-16aren infekzio anitzetan ikusi zenez, HPV-52 genotipoa HPV-
16arekin batera gradu altuko lesioak zituzten pazienteen % 40an detektatu egin zen
(9/22). Gainera, beste ikerketa lanetan behatu izan denez, zenbait genotipo, hala nola,
HPV-6, HPV-31, HPV-52 eta HPV-61, HPV-16aren infekzio anitzetan agertzeko
probabilitate gehiago dituzte (15, 42, 106, 107). Aurkikuntza honek txertaketan
sekulako garrantzia dauka. Txertoek genotipo jakin batzuekiko immunitatea eskaintzen
dute eta, beraz, txertoaren eraginez gaur egun proportzio altuetan agertzen diren
genotipo horien murrizketa emango da etorkizunean baina honek beste genotipo batzuen
proportzioaren igoera ekarri ahalko luke. Horregatik funtsezkoa da gaur egun proportzio
altuan agertzen diren eta onkogenotasun altua duten genotipo horiekin batera agertzen

diren beste genotipoen azterketa burutzea.

Pazienteen adinaren eta infekzio motaren arteko erlazioa ere ikertu egin zen. Behatu
egin ahal izan zenez, HPV-16aren banako infekzioa zuten pazienteak infekzio anitza
zuten pazienteak baino gazteagoak ziren. Gainera, infekzio anitzetan, aldaera ez—
europarren eta adin gehiago pazienteen arteko asoziazioa estatistikoki esangarria izan
zen. Onkogenotasun botere baxuagoa duten aldaerak infekzioaren lehenengo edo
bigarren urtean desagertzen dira eta, aldiz, aldaera iraunkorrak minbiziaren garapena
sortzen dutenak dira (33). B/C/D leinuetako aldaerak minbizia garatzeko arrisku
altuarekin lotuak daude, beraz, aldaera mota hauek dira minbizi kasuetan gehien
detektatzen direnak. Minbizia garatzeko denbora behar da eta, arrunki, emakume
nagusiek minbizia aurkezten dute eta horregatik B/C/D leinuetako aldaerak dira
gaixotasun hau duten emakumeetan detektatzen direnak. Hau dela eta, pertsona
nagusiagoak aldaera ez-europarrekin kutsatuta daude eta hauek ez direnez desagertzen

gradu altuko lesioak garatzeko probabilitate altuagoak dituzte.
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Gure ikerketan detektatutako nukleotido aldaketa batzuk aurreko ikerketetan
deskribatuak izan ziren eta hauetako batzuk esanahi garrantzitsua dute (101, 108).
Al131G, G145T eta C335T nukleotido aldaketek p53 proteinaren lotura oztopatzen dute
eta proteina honen degradazioa sortzen dute. p53 ziklo zelularra erregulatzen duen
proteina da eta tumore isiltzaile gisa funtzionatzen du. Beraz, mutazio ez-sinonimo
hauek tumoreen hazkuntza eta garapena errazten dute. T732C nukleotido ordezkapenak
pRBaren (beste tumore isiltzailea) lotura oztopatzen du eta E2F-pRbren disoziazioa
sortzen du. Bestalde, T350G nukleotido aldaketa aktibitate transkripzionala areagotzen
duela ikusi da. G849C nukleotido ordezkapenak tranformazioa, metalen loturarako
domeinua eta ostalariaren hainbat proteina zelularren asoziazioa moduko funtzio
biologikoak eragiten ditu (96, 101, 108, 109).

Jadanik deskribatuak izan ziren nukleotido ordezkapen horietaz gain, lan honetan, bost
nukleotido aldaketa berri detektatu ziren. Aldaketa berri hauetako bat, G784A, mutazio
ez-sinonimoa da eta E7 onkoproteinan aminoazido aldaketa eragiten du. Hala ere, ez
zen asoziaziorik behatu nukleotido aldaketa hauen eta lesioen garapenaren artean.

Bestalde, bi infekzio motetan sekuentzien patroi desberdinak ikertu zirenean, banako
infekzioek infekzio anitzek baino sekuentzia desberdinen patroi gutxiago aurkezten
zituzten. Hori dela eta, genotipo desberdinen presentzia nukleotido sekuentzian eragina
duela behatu zen eta, beraz, minbiziaren garapenean eragina izan dezakeela
ondorioztatu da (110, 111). Aitzitik, banako infekzioek eta infekzio anitzek nukleotido
ordezkapen desberdinak azaldu zituzten eta, beraz, nukleotido aldaketak banako
infekzioekiko edo/eta infekzio anitzekiko eta lesioen progresiorako espezifikoak izan
daitezke. Horren adibidea T350G nukleotido ordezkapena da; nukleotido aldaketa hau
lesioak zituzten eta A leinuko aldaerekin kutsatuta zeuden laginen kantitate handian
agertzen baitziren (% 34,92).

Analisi filogenetikoari esker, eskualde bakoitzean, aldaera Europarrak (A) eta aldaera
ez-europarrak (B/C/D) talde independienteetan multzokatzen zirela ikusi zen. Gainera bi
lagin birkonbinante identifikatu ziren infekzio anitzetan. Lagin hauek B/C aldaera gisa
sailkatu egin ziren bi eskualdeetan (E7 eta L1 eskualdeetan) eta D leinuko aldaera gisa
E6 genea aztertzerakoan. Gene bakarra aztertu izan balitz, lagin birkonbinante hauek
gaizki sailkatuak egongo lirateke (31). Bestalde, aurkikuntza horrek lagin birkonbinante
horietan HPV-16aren beste bi infekzio desberdin egon ahal zirela adierazten du.
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Birkonbinazio prozesua birkonbinazio homologoarengatik edo HPV genotipo
berdinaren baina aldaera desberdinaren infekzio errepikakorragatik gerta daiteke.
Autore asko baieztatu duten moduan aldaera birkonbinanteak HPV infekzio anitzak
dituzten pazienteetan detektatzea ohiko aurkikuntza bihurtu da. Kasu hauek HPV batek
beste HPV bat eragin ahal duela inplikatzen du (112). Horregatik gure ikerketa
HPVaren infekzio anitza zuten laginekin ere burutu da. Gainera, HPV-16a gradu altuko
lesio intraepitelialen garapenarekin estuki erlazionatua dagoenez eta, gaur egun, HPV
infekzio anitzak sarri detektatzen direnez, 0so garrantzitsua da HPV-16aren infekzio
anitza duen populazioa aztertzea (40, 41, 113, 114). Gainera, HPV genotipo
desberdinekin kutsatuta dauden banakoetan genotipo batek beste genotipo batean
eragina izan dezake (115, 116). Mejlhede et al. HPV-16 genotipoa HPV-6, HPV-31,
HPV-52 eta HPV-61 genotipoekin estuki erlazionatua zegoela behatu zuten (42).
Gainera, Mejlhede eta bere lan taldeak behatu zuten moduan, HPV-6 eta HPV-16
genotipoekin kutsatuta dauden emakumeak HPV-16aren banako infekzioa duten
emakumeak baino umetoki lepoko minbizia izateko probabilitate gutxiago dute (42).
Gure ikerketan, 16 eta 6 genotipoen infekzio anitza zuten laginen % 57a lesioentzako
negatiboak ziren (13/23). Aitzitik, gradu altuko lesioak zituzten laginen % 40an HPV-
52 genotipoa HPV-16arekin batera agertzen zen (9/22). Gainera, berriki Tota eta bere
lan taldea aurkitu duten moduan HPV-52 genotipoa HPV-16aren infekzio anitzetan
ezkutatuta geratzen da (117). Horrela, genotipoen arteko interakzioak lesioen
garapenean eta txertaketa ondorengo genotipoen banaketan sekulako garrantzia duela

ikusi da eta, beraz, pazienteen jarraipena egiterakoan kontuan hartu beharrekoa da.

Azkenik, HPVaren aldaera intratipikoak identifikatzea, aldakortasun nukleotidikoa
eskualde batean baino gehiagotan aztertzea (birkonbinazioa detektatu ahal izateko) eta
genotipo desberdinen arteko interakzioa ikertzea guztiz garrantzitsua da HPVaren

epidemiologia eta patogenotasunaren ezagutzarako.
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5.3. E6/E7 mRNA BIOMARKATZAILEAREN AZTERKETA

Giza papilomabirusa umetoki lepoko minbiziarekin estuki lotua dago. HPV infekzioak
askotan atzera egite prozesua aurkezten duten infekzioaren lehenengo bi urteetan, baina
HR-HPVekin kutsatuta dauden pazienteak umetoki lepoko minbizia garatzeko arriskua
dute (118, 119). Kartzinogenesi prozesuan zehar, E6 eta E7 onkoproteinen
gainadierazpena umetoki lepoko neoplasia garatzeko beharrezko faktorea da (68). Gaur
egun arte, umetoki lepoko minbiziaren bahetzea gaixotasun hau prebenitzeko tresna
eraginkorrena izan da eta, gaur egun, DNA testaren erabilera mundu osoan zehar hasten
ari da. Hala ere, DNAK birusaren presentziari buruzko informazioa baino ez du ematen
eta ez du infekzio iraunkorren edo aktiboen eta latenteen artean bereizten (86). Infekzio
iraunkorretan E6 eta E7 geneen adierazpena ez dago erregulatua eta onkoproteinen
gainadierazpena minbizidun lesioen garapena suspertu egiten du. Hau dela eta, izugarri
garrantzitsua da umetoki lepoko minbiziaren biomarkatzaile pronostikoa aurkitzea 1)
gradu altuko lesioen agerpenari aurrea hartzeko, 2) bahetze programak hobetzeko eta 3)

beharrik gabe kolposkopiara bidalitako emakume-kopurua txikitzeko.

DNA positibotasun ratioa erabilera klinikoan mRNA baino balio gutxiago dauka
aurreko ikerketetan behatu den moduan (74, 75, 120). HPV mRNA DNA testa baino
espezifikoagoa da baina sentsibilitate baxuagoa dauka, beraz, mMRNA bahetze test
moduan erabilita kolposkopiara bidalitako emakume DNA positiboen kopuru txikitu
dezake zitologiarekin konparatuz, hori bai, sentsibilitate baxuagoa onartuz (74, 75).
Gainera, behatu ahal izan denez, mRNA testa gehi zitologia DNA bahetzea baino
garrantzi kliniko handiagoa dauka (120, 121).

mRNArentzako positiboak izan ziren emakumeen artean, HPV-16aren banako
infekzioaren transkriptoa errepikatuena izan zen, nahiz eta, aztertutako emakume
gehienek HPV infekzio anitza izan. HPV-16 beste genotipoak baino adierazteko joera
gehiago aurkeztu zuen. Hau genotiporik kartzinogenikoentzat hartzen delarekin lotua
egon liteke (122). Alabaina, HPV-16aren transkriptoa errepikatuena izan daiteke
laginetan duen bere intzidentzia altua dela eta (% 68,71). Gainera, genotipo guztien
adierazpena aztertu ondoren HPV-33 gehien adierazten zen genotipoa izan zen (% 100),
18 eta 16 genotipoengandik jarraituta (% 77,77 eta % 70,29, hurrenez hurren). Emaitza
horiek HPV-33aren lagin kopuru baxuarengatik izan zitezken baina, hala ere, kontuan
hartu beharko lirateke. Izatez, txertoaren eraginez etorkizunean 16 eta 18 genotipoen
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intzidentzia jaitsi egingo da eta, ondorioz, beste genotipo batzuk bihurtuko dira nagusi.
Beraz garrantzitsua da beraien intzidentzia handituko duten genotipo horien

onkogenotasuna ezagutzea.

E6/E7 mRNA positibotasun ratioa gradu altuko lesioak dituzten emakumeetan gradu
baxuko lesioak edota lesiorik ez duten emakumeetan baino altuagoa zela frogatu zen
(75, 123, 124). Gainera, E6/E7 mRNA negatibotasun ratioa lesiorik ez zuten
emakumeetan altuagoa izan zen. Aurkikuntza honek birusaren egoera episomala dela
eta transkripzioaren erregulazioa eraginkorra dela aditzera ematen digu eta birusaren
berezko desagerpenerako probabilitate gehiago daudela. Halaber, aurreko lanetan
behatu den moduan, sentsibilitatea HPV DNA testan HPV mRNA testan baino
handiagoa da ASCUS eta LSIL laginetan, baina, aldiz, espezifikotasuna mRNA testan
DNA testan baino handiagoa da. Berdina gertatzen da HSIL duten emakumeen
laginetan (75). Hau da, mRNA testaren bidez espezifikotasunean irabazten da. Hala ere,
espezifikotasun honen irabazia mMRNA biralaren anplifikazioa genotipo gutxi batzuetara
mugatua egoteari lotua egon daiteke (125). Gainera, sentsibilitatearen eta
espezifikotasunaren arteko desberdintasun hauek ikerketa gehiagoren beharra adierazten
dute. Izatez, populazioen bahetze programentzat espezifikotasun eta sentsibilitate maila
altuko HPV testa erabili beharko litzateke eta (59).

E6/E7 mRNA umetoki lepoko minbiziarentzako biomarkatzaile gisa erabiltzeari
dagokionez, mRNA positibotasuna lesioak zituzten emakumeetan handitu egin zen
denboran zehar, bai behin zein bi aldiz aztertutako laginetan, hots, E6B/E7 mRNA lagin
positiboak gaiztotu edo txarrera egin zuten hurrengo urteetan. Emaitza hauek
esperotakoak dira, E6 eta E7 onkogeneak minbizi aurreko lesioetan gain adierazita ageri
baitziren eta, probatua izan denez, onkogeneen positibotasuna eta umetoki lepoko
lesioen larritasuna aldi berean handitzen dira (126). Hau dela eta, E6/E7 mRNA
umetoki lepoko minbiziarentzako biomarkatzaile oso erabilgarria izan liteke; E6/E7
mRNArentzako positiboak diren emakumeen jarraipen estua egin beharko litzateke
nahiz eta emaitza zitologiko normalak izan. Gainera, soilik behin aztertu ziren
emakumeetan, mMRNA negatiboak ziren laginetan ASCUS eta LSIL zuten emakumeen
igoera detektatu zen hurrengo urteetan. Laginak hartu zirenean lagin horiek
mRNArentzako negatiboak zirela izan daiteke baina denboran zehar transkripzio
biralaren desregulazioa umetoki lepoko lesioen garapena sortu zuela izan daiteke honen
arrazoia. Hala ere, birritan aztertutako emakumeetan, lehen aldiz aztertutako eta
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urtebete edo bi urte geroago testatutako laginen artean ez zen mMRNAren
negatibotasunean desberdintasunik egon, beraz, laginen kopuru adierazgarri bat gradu
baxuko lesioak zituzten baina E6/E7 mRNArentzako negatiboak izan ziren. Gradu
baxuko lesioak, normalean, tratamendurik gabe hurrengo hilabeteetan desagertzen dira
eta aurrekoa gertaera honekin lotua egon liteke (47). Hala ere, gradu baxuko lesioetan
MRNA testa DNA testa baino espezifikoagoa eta erabilera kliniko altuagokoa dela
aurkitu da (74).

Azkenik, behatu izan zenez E6/E7 mRNArentzako positiboak diren emakumeak lesioak
garatzeko probabilitate gehiago dauzkate eta, horregatik, E6/E7 mRNA markatzaile
pronostiko ona izan daiteke. Gainera, mRNArentzako negatiboak diren emakumeak
gradu patologikoa mantentzeko edo infekzioaren desagerpena izateko aukera gehiago
dituzte. Aurkikuntza hauek aurreko lanekin bat datoz; E6/E7 mRNA epe-laburreko
faktore pronostikoa dela gradu altuko lesioentzat (127). Hala ere, Discacciati et al.-ren
arabera, E6/E7 mRNA ez da epe-luzeko faktore pronostikoa; izatez, DNArentzako
positiboak eta E6/E7 mRNArentzako negatiboak diren emakumeak E6/E7 mRNA
positiboak bihurtu ahal dira beraien emaitza patologikoa aldatuz (127). Hala ere,
ikerketa gehiago behar dira NucliSens®EasyQ®HPYV v1 Testa HPVaz kutsatuta dauden

emakumeetan bahetze metodo estandar gisa erabili ahal izateko.

Esan bezala, mRNAK ezegonkortasun genetikoa eta umetoki lepoko epitelioaren
eraldaketa gaiztoa eragiten duten E6 eta E7 onkogeneen mailaren igoera detektatzen du.
Horregatik, lehen aipatu bezala, E6/E7 mMRNA etorkizun handiko umetoki lepoko
markatzaile pronostiko gisa proposatu da (128). Lan honetan, RNA erauzketa
metodoaren hautaketa E6 eta E7 onkogeneen adierazpenaren detekziorako erabakigarria

zela behatu zen.

Gure lanean hiru RNA erauzketa metodo erabili ziren E6 eta E7 onkogeneen mRNA
adierazpena aztertzeko. Erabilitako hiru erauzketa metodoen artean E6/E7 mRNA
positibotasun ratioa eskuzko Nuclisens erauzketa kitaren (bioMérieux) bidez aztertutako
laginetan High Pure viral nucleic acid kitaren (Roche) bidez aztertutako laginetan baino
altuagoa izan zen. Gainera RNeasy Plus Mini kitaren (Qiagen) bidez lortutako emaitzak
baliogabekoak izan ziren, onkogeneen adierazpenerako 3 lagin baino ez ziren positibo

izan eta. Emaitza hauek aurreko lan batean lortutako emaitzekin bat datoz; lan horretan
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RNA erauzketa metodo hauek giza immunoeskasiaren birusean ikertuak izan ziren eta,
behatu ahal izan zenez, erauzketaren ondorengo RNA berreskuratzea bioMérieux
erauzketa metodoarekin Roche eta Qiagen metodoekin lortutakoa baino handiagoa izan
zen (129). bioMeérieux erauzketa metodoa zelulen lisian eta magnetizatutako silize
dioxidoko partikuletan oinarritzen da, aldiz, Roche eta Qiagen erauzketa metodoak
zutabe tekniken erabileran oinarritzen dira. Gertaera hori mMRNA positibotasun ratio
altuagoa edo baxuagoa izatearen erantzulea izan daiteke, probatu izan denez, silize
partikulen bidez burututako RNA berreskuratzea beste teknika batzuekin burututakoa
baino altuagoa, edo behintzat berdina, baita (130, 131). Hala ere, desberdintasun hauek
lisis bufferren konposizioaren desberdintasunei lotuak egon litezke Monleau et al.
iradoki zuten bezala edo oinarri likidoko zitologia sistema desberdinaren erabilerari zor
litzaioke (129, 132). Bestalde, emaitza hauek eluzio prozesuari lotuak egon litezke, izan
ere, bioMérieux eta Roche erauzketa kitak eluzio bufferra erabiltzen baitute RNA
eluitzeko eta Qiagen erauzketa metodoa RNasa gabeko ura erabiltzen baitu. Hala ere,
ezin dugu ahaztu bioMérieux produktu lerroko produktuak beraiekiko optimizatuak
egongo direla eta Roche erauzketa metodoa bezalako beste etxe komertzialen

produktuak baliogabeko lan-fluxua aurkeztuko luketela.

Behatutako adostasun erlatiboari dagokionez, bioMérieux eta Roche erauzketa
metodoak aztertutako parametroetan, hau da, E6/E7 mRNA positibotasun ratioa,
patologia taldea eta lesioen eboluzioa, korrelazio moderatua edo funtsezko korrelazioa
aurkeztu zuten. Beraz, bi RNA erauzketa metodoetako edozein aukeratzek zuzena izan
daitekeela ondorioztatu zen. Hala ere, metodo bakoitza patologia eta lesio garapenerako
banaka aztertu zen eta RNA bioMérieux metodoarekin erauzi zen laginetan bat
etortzearen handiagotze graduala behatu zen patologiaren larritasuna handitzen zen aldi
berean. Beraz, bioMérieux metodoa lesio motaren bat duten emakumeak detektatzeko
aproposagoa zirudien. Gainera, metodo hori lesioen garapena detektatzeko egokiagoa
zirudien. Aldiz, Roche erauzketa metodoa lesioen iraunkortasuna mantentzen zuten

emakumeak detektatzea aproposagoa zirudien.
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Beste alde batetik, Cohen kappa koefizientearen balioak ez ziren hain adierazleak izan.
Aurreko lanetan behatu zenez, Kappa koefiziente mRNAren detekzioan oinarritzen
ziren testetan DNAren detekzioan oinarritzen ziren testetan baino baxuagoa zen (59).
Hala ere, mRNAren detekzioan oinarritzen diren metodoen korrelazioa handitzeko lan
gehiago behar direla dirudi. Lan honetan lortu ziren emaitzei dagokionez, metodoen
arteko erlazioa eta metodo bakoitzaren eta patologia eta lesioen eboluzioaren adostasuna
bidezkoa edo moderatua izan zen aztertutako faktorearen arabera. Koefiziente honen
arabera, Roche erauzketa metodoa emakumeen patologia edo denboran zehar lesioen

aurrera egitea aztertzeko metodorik hoberena zen.

Bestalde, bioMérieux erauzketa metodoa markatzaile pronostiko gisa erabiltzearen
eraginkortasuna probatu zen; denboran zehar txarrera egin zuten lesioak zituzten
emakumeen % 94,44 E6/E7 mRNAren detekziorako positiboak izan baitziren. Gainera,
Roche erauzketa metodoa lesioen iraunkortasuna zuten emakumeentzat markatzaile
pronostiko ona zela frogatu zen; denboran zehar lesio berdina mantendu zuten
emakumeen artean % 93,94 E6/E7 mRNAren detekziorako negatiboak izan baitziren.
Emaitza hauek E6/E7 mRNA lesio altuko lesioentzat faktore pronostikoa kontsideratzen
duten beste autoreekin bat datoz (127).

Patologiari dagokionez, bioMérieux erauzketa metodoa lesioak zituzten emakumeak
detektatzeko eraginkorragoa zen eta metodo honen eta patologiaren arteko adostasuna
lesioaren gradua handitzen zen heinean handitzen zen HSIL zuten emakumeetan
adostasunik onena lortuz. Emaitza hori beste ikerketa lan batzuetan lortutako emaitzekin
bat zetorren; lan horietan E6/E7 mRNAren eta umetoki lepoko lesioen larritasunaren
korrelazioa frogatu egin zen (133, 134). Gainera bioMérieux erauzketa metodoaren
sentsibilitatea Roche erauzketa metodoarena baino altuagoa izan zen; honek,
bioMérieux erauzketa metodoa lesioak dituzten emakumeak zuzenki sailkatzeko test
egokia bihurtzen du. Hala ere, Roche erauzketa metodoa espezifikotasun hobeagoa izan
zuen eta, ondorioz, lesio gabeko emakumeak zuzenki sailkatzeko test aproposa da.
Espezifikotasun altuko test batek kolposkopiara bidalitako emakumeen kopurua txikitu
dezake zeina bahetze programen aplikaziorako abantaila eskaintzen duen (135).
Gainera, bahetze programak borondatezkoak direnez espezifikotasun altuko bahetze
testa hautatzea garrantzitsua da emakumeen artean programaren egiazkotasuna ez

galtzeko; emaitza faltsu asko egotekotan, emakumeen etortze ratioa txikitu daiteke eta

124



| Eztabaida

(74). Roche erauzketa metodoa bioMérieux baino metodo egokiagoa dirudi umetoki
lepoko minbiziaren bahetzerako bere espezifikotasun altua dela eta. Hala ere, azken
urteotan umetoki lepoko minbiziarentzako DNAren detekzioa erabili izan da bahetze
metodo gisa eta test hau bere sentsibilitate altuan oinarritzen da, beraz, umetoki lepoko
minbiziaren bahetzerako sentsibilitate altua zinez garrantzitsua da (136). Gainera,
Ovestad et al. adierazi zuten moduan populazioaren bahetzea egiteko testak
sentsibilitate eta espezifikotasun balio altuak izan behar ditu eta erabilitako metodoen
artean batek ere ez zituen balio altuak lortu bi parametro horietan (59). Hala ere, nahiz
eta gaur egunerarte ez den onkogeneen adierazpenaren detekziorako gold standar testik
deskribatu, % 100 gertuko NPV, PPV, sentsibilitate eta espezifikotasun balioak dituen
testa hautagai egokia izango litzateke (137). bioMérieux eta Roche erauzketa metodoen
artean bioMeérieux erauzketa metodoak NPV eta sentsibilitate balio hobeagoak ditu
baina Roche metodoak espezifikotasun eta PPV balio hobeagoak ditu eta NPV balioan
bioMérieux metodoarekin duen aldea baxua da. Honek Roche erauzketa metodoa
bioMérieux metodoa baino bahetze estandar test egokiagoa bihurtzen du.

NucliSens®EasyQ®HPV v1 Testaren bidez detektatu ahal diren bost genotipoen
adierazpen ratioak ere aztertuak izan ziren. HPV-16 gure laginetan gehien detektatzen
zen genotipoa izan arren, ez zen bere onkogeneak gehien adierazten zituen genotipoa
izan. Beraien onkogeneak gehien adierazten zituzten genotipoak HPV-33 eta HPV-18
izan ziren, beraz, bai bioMérieux zein Roche erauzketa metodoekin lortutako emaitzen
arabera, bi genotipo hauek umetoki lepoko epitelioen gaiztotzea sortzeko ahalmen
handiagoa dute. Gainera, behatu ahal izan zenez, hiru erauzketa metodoetako baten ere
ez zen HPV-16a bere onkogeneak gehien adierazten zituen genotipoa izan, nahiz eta,
HPV-16a HPV-18arekin batera genotiporik onkogenikoak direla kontsideratzen den
(105). Hortaz, HPV-16 eta HPV-18 genotipoez gain arrisku altuko beste genotipoetan
fokatu beharko ginateke beraien ahalmen onkogeniko altua dela eta. Halaber, HPV
genotipoen desberdintasun geografikoak kontuan hartu beharko lirateke HPV genotipo

nagusienak onkogeneen detekzio testetan barneratzeko (138).
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Laburbiltzeko, HR-HPV genotipoen populazio-bahetzea guztiz beharrezkoa da bai gure
inguruan arrisku altuko genotipo hauen egoera zein den ezagutzeko baita txertaketa
programak hobetzeko. Infekzioaren egoera zein den ezagutuz eta infekzioan inplikatuta
dauden genotipoak zeintzuk diren ezagutuz pazienteen jarraipen estua eta tratamendu
goiztiarra egin daiteke birus honek sortzen duen umetoki lepoko minbiziaren heriotza-
tasa murriztuz. Gainera, lan honetan frogatu denez, birusaren aldakortasuna, hau da,
aldaera intratipiko desberdinek, patogenotasunean eragina dute. Horrela, B/C/D leinuko
aldaerek lesio onkogenikoak sortzeko ahalmen handiagoa dute eta, beraz, emakume
hauen jarraipena funtsezkoa da umetoki lepoko minbiziaren kontrolerako. Azkenik, E6
eta E7 onkogeneen mRNAren detekzioa infekzioaren egoerari buruzko informazioa
ematen digu. Lan honetan behatu denez, onkogene hauen adierazpena minbizidun
lesioen garapenarekin estuki lotua dago. Beraz, ikerketa gehiagoren ondoren, bahetze
programetan erabiltzeko hautagai ona dirudi, hain zuzen, biomarkatzaile gisa
erabiltzeko. Honen erabileraren bidez birusarekin kutsatuta dauden emakumeei
kolposkopia kopurua murriztu ahal izango litzaieke eta gainera, markatzaile pronostikoa
denez, RNA mezulariaren detekzioaren arabera jarraipena denbora laburragoan edo
luzeagoan egin ahalko litzateke. Hori bai, ikusi dugun moduan RNA erauzketa
metodoak sekulako garrantzia dauka onkogeneen adierazpenaren emaitzetan eta, beraz,
bahetze programetan erabili aurretik metodologia estandarizatzea eta bateratzea

beharrezkoa da.
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6. ONDORIOAK
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| Ondorioak

B Gure inguruan birus honen prebalentzia nahikoa altua dela ikusi ahal izan dugu,
10 emakumetatik batek giza papilomabirusaren arrisku altuko genotiporen batekin
kutsatua dago eta, gainera, bereziki emakume gazteei eragiten dien birusa da.

Emakume hauek umetoki lepoko minbizia garatzeko probabilitate altua izango dute.

B Ezinbestekoa da arrisku altuko genotipoen (HR-HPV) DNA detektatzen duten

frogak erabiltzea, zeinak 16 eta 18 genotipoak banaka identifikatzen dituzten.

B Nukleotido ordezkapena, leinu espezifiko batzuetako aldaera intratipikoekin edo
genotipo zehatz batzuekin infektatua egoteak minbizidun lesioen garapenarekin
hertsiki lotua dago. Horrela, HPV-16 eta HPV-52aren infekzio anitzak edo HPV-
16aren B/C/D leinuko aldaerekin infektatuta dauden emakumeek gradu altuko lesioak
garatzeko probabilitate altuagoak dituzte.

B Aldakortasun genetikoa, aldaera intratipikoa eta infekzioan parte hartzen duten
genotipoen moduan infekzio mota ere guztiz garrantzitsua da HPVaren diagnostikoari,
epidemiologiari eta patogenotasunari buruzko ezagutza lortzeko eta birusak sortzen

duen lesioaren eta gaixotasunaren murrizpenerako.

B HPVaren 16, 18, 31, 33 eta/edo 45 genotipoekin kutsatuta dauden emakumetan E6
eta E7 onkogeneen mRNAren detekzioa emakume hauen bahetzerako tresna
erabilgarria da. Gainera, E6/E7 mRNA etorkizun handiko biomarkatzaile izan daiteke
lesio mailarekin duen erlazioa frogatu delako eta, beraz, kolposkopiara bidalitako

emakume HPV positiboen gutxiagotzea posiblea egin dezake.

B RNA erauzketa metodoaren hautaketa E6 eta E7 onkogeneen adierazpenaren
detekziorako erabakigarria dela frogatu da; eskuzko Nuclisens erauzketa Kkita
(bioMérieux) eta High Pure Viral RNA Kita (Roche) erauzketa metodoen arteko

adostasuna, erabilitako estatistikoaren arabera, moderatua edo bidezkoa da.

B bioMérieux erauzketa metodoa lesioak dituzten emakumeak sailkatzeko metodo
egokia da bere sentsibilitate balio altuagatik. Aldiz, Roche erauzketa metodoa lesio
gabeko emakumeak sailkatzeko metodo egokiagoa dirudi bere espezifikotasun balio
altua iradokitzen duen moduan. Gainera, bioMérieux RNA erauzketa metodoa txarrera

egin duten lesioak dituzten emakumeak detektatzeko egokiagoa dirudi eta Roche,
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aldiz, denboran zehar txarrera egin ez duten lesioak dituzten emakumeak baztertzeko

egokiagoa da.

B High Pure Viral RNA erauzketa metodoa (Roche) umetoki lepoko minbiziaren
bahetzea burutzeko metodo egokiena dirudi bere PPV, NPV eta espezifikotasun altuak
direla eta. Hala ere, metodoen arteko adostasuna handitzeko eta sentsibilitate eta
espezifikotasun balio altuagoak lortzeko ikerketa lan gehiago burutu behar dira.
Horrela, E6/E7 mRNAren detekzioa ohiko bahetze metodo gisa ezarri ahalko litzateke.
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