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ΕΚΠΑ

Η Εθαπμογή ηηρ Τεσνικήρ PCR ζηην 

Ανίσνεςζη ηηρ HPV Λοίμωξηρ



Πλεονεκτιματα τθσ PCR ςτθν Ανίχνευςθ 
των Ιϊν HPV 

• Επίμονεσ μολφνςεισ με ογκογόνουσ τφπουσ HPV, ςυνικωσ προθγοφνται 
των υψθλοφ βακμοφ ενδοεπικθλιακϊν βλαβϊν (HSIL) ι κακοθκειϊν 
HPV DNA δείκτθσ για ιδθ υπάρχουςεσ ι υπό ανάπτυξθ «εν δυνάμει» 
νεοπλαςματικζσ αλλοιϊςεισ

• O πιο ακριβισ τρόποσ για να κακοριςτεί θ αγωγι ςε περιπτϊςεισ που 
το ΠΑΠ-τζςτ οριακά υποδεικνφει ASCUS (atypical squamous cells of 
undetermined significance) ι κυτταρικζσ αλλοιϊςεισ ςυμβατζσ με HPV
λοίμωξθ (κοιλοκυττάρωςθ, ατυπία)

• 10% περιπτϊςεων εμφανίηουν HPV μόλυνςθ ςε αποδρομι, φςτερα 
απο αγωγι (κρυοχειρουργικι, laser, LEEP). Η παρουςία HPV DNA ζχει 
υψθλότερθ ευαιςκθςία ζναντι του follow-up ΠΑΠ-τεςτ.

• Τυποποίθςθ με PCR Εμπορικά διακζςιμα εμβόλια *Cervarix (HPV-
16, -18), Gardasil (HPV-16, -18, -6/11)]. 

Συνδιαςμόσ ΠΑΠ-τζςτ με HPV-PCR



Άμεςοσ υβριδιςμόσ με ανιχνευτζσ

Υβριδιςμόσ ςε κθλίδα

Στφπωμα κατά Southern

Χρονοβόρεσ

Δφςκολεσ ςτθν εκτζλεςθ

Χαμθλι ευαιςκθςία
(1 ιικό αντίγραφο/100 κφτταρα)

Μεγάλθ ποςότθτα DNA

Πορεία Εξζλιξθσ ςτισ Μεκοδολογίεσ 
Ανίχνευςθσ του HPV DNA



Πορεία Εξζλιξθσ ςτισ Μεκοδολογίεσ 
Ανίχνευςθσ του HPV DNA

Ενίςχυςθ του γονιδίου 
ςτόχου

PCR (Polymerase Chain 
Reaction)

Hybrid Capture by Digene

Εξαιρετικά υψθλι ευαιςκθςία

(1ιικό αντίγραφο/103 κφτταρα, παράγει 1 
τρισ αντίγραφα απο κάκε δίκλωνο μόριο 

DNA ςε 30 κφκλουσ)

Απόλυτθ ειδικότθτα

Ποςοτικοποίθςθ

(υψθλό ιικό φορτίο ζχει ςχετιςκεί με 
αυξθμζνο κίνδυνο καρκίνου του 

τραχιλου τθσ μιτρασ)

Τυποποίθςθ (εμβόλιο, διάκριςθ μεταξφ 

υψθλοφ/χαμθλοφ κινδφνου και ανάδειξθ 
δυνθτικά ογκογόνων τφπων, ςυνφπαρξθ 
πολλαπλϊν τφπων  αυξθμζνο κίνδυνο 

CIN1 )



Τεχνικζσ PCR

HPV-16 
γενωμικόσ 

χάρτθσ

630 bp

E6 E7

Συντθρθμζνεσ-ςυναινετικζσ  αλλθλουχίεσ (consensus 
primers), πολυμορφικζσ περιοχζσ

Major Capsid proteinTransformation



Η Ευαιςκθςία και θ Ειδικότθτα των PCR 
Τεχνικϊν (1):

•Ανατομικι κζςθ και τον τφπο του κλινικοφ δείγματοσ

•Μζκοδοσ απομόνωςθσ DNA

•Μεταφορά και φφλαξθ δείγματοσ

•Γονίδιο-ςτόχο και μζγεκοσ του PCR προιόντοσ

•Ζευγάρια υποκινθτϊν

 Διαφορετικι ευαιςκθςία ανάμεςα ςτουσ διαφόρουσ τφπουσ

 Συμμολφνςεισ από πολλοφσ τφπουσ, (11/120, 9.2%), mod. MY09/11 (81.8%)

•Συνκικεσ τθσ PCR αντίδραςθσ

(ςυγκζντρωςθ και τφποσ πολυμεράςθσ, χρονικι διάρκεια επιμζρουσ ςταδίων)

•Αρικμόσ αρχικϊν αντιγράφων (1-10αντίγραφα/αντίδραςθ)



•Απλι  αντίδραςθ  PCR

zur Hausen et al. 1992

•Ενίςχυςθ του ςιματοσ Ενιςχυμζνθ PCR (nested PCR)

•Εμπορικά προτυπωμζνεσ μεκοδολογίεσ . Roche Diagnostics, ανιχνεφει ~ 70 

από τουσ >100 τφπουσ

Η Ευαιςκθςία και θ Ειδικότθτα των PCR 
Τεχνικϊν (2):

•Real-time PCR .  Taq-man LNA probes, 
ποςοτικοποιεί, τυποποιεί περιοριςμζνο 
αρικμό ιϊν HPV

Αναςτολι PCR αντίδραςθσ από εξωτερικοφσ παράγοντεσ (αποικοδόμθςθ του DNA 
πχ. κατά τθν μονιμοποιιςθ των ιςτϊν) ςυν-πολλαπλαςιάηουμε εςωτερικοφσ 
μάρτυρεσ π.χ. β-ςφαιρίνθ (1 αντίγραφο/κφτταρο)



•Πολλαπλι ενιςχυμζνθ (multiplex-nested PCR)  ταυτοποίθςθ του ςυνόλου των ιικϊν 
τφπων και ανάδειξθ νζων!

Τυποποίθςθ

•Ανάλυςθ ενιςχυμζνθσ με PCR αλλθλουχίασ-sequencing (χαρακτθριςμόσ νζων τφπων, 
εφρεςθ νζων μεταλλάξεων ςε ιδθ γνωςτοφσ τφπουσ, χρονοβόρο)

•Restriction-Fragment-Length-Polymorphism (Περιοριςτικά ζνηυμα BamHI, DdeI, HaeIII, 
HinfI, και PstI)  Ανεπαρκισ τεχνικι ςε ςυμμολφνςεισ

•Υβριδιςμόσ με ολιγονουκλεοτίδια-ανιχνευτζσ ειδικοφσ για κάκε τφπο:

Στφπωμα κατά 
Southern

ELISA
Microchip 

format assayDot-blotting

•Συςτιματα μικροςυςτοιχιϊν (microarrays)



Εςσαπιζηώ


