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Okuibe z visokorizicnimi genotipi HPV in

testiranje HPV v cervikalnem presejalnem programu

Eda Vrtaénik Bokal

Uvod

Okuzba s HPV spada med najpogostejse spolno prenosljive
okuzbe (SPO) v populaciji. V evropskih drzavah je ocenjena
stopnja okuzbe 15-20 %, v ZDA tudi do 70 % in v skupini s
povecanim tveganjem za SPO v Afriki celo do 95 % (1).

Tako prevalenca okuzbe s HPV v cervikalnih celicah kot
prevalenca raka materni¢nega vratu (RMV) v populaciji je
tesno povezana s starostjo zensk, Ceprav se starostna struk-
tura med okuzbo HPV in RMV zelo razlikuje. Prevalenca
okuzbe HPV je velika med mladimi, medtem ko se invazivni
RMV praviloma ne razvije pred 30. letom starosti. Najvisja
prevalenca okuzbe HPV je okoli 25. leta starosti, RMV pa po
40. letu starosti (2).

Epidemioloski podatki in izjemen napredek v molekularni
biologiji z novimi bioloskimi tehnikami so bistveno pripomogli
k pojasnitvi karcinogeneze RMV. Ta nova dognanja so po-
membno vplivala tudi na spremembo in dopolnitev presejal-
nih cervikalnih metod. Z uvedbo testiranja HPV v cervikalni
presejalni program smo vstopili v obdobje, ko se priblizujemo
optimalnemu odkrivanju predrakavih lezij, ki jih z minimalno
invazivnim zdravljenjem lahko v celoti odstranimo. Tretji,
verjetno najvedji doprinos napredka molekularne znanosti na
podrocju HPV, pa predstavlja razvoj in uvajanje cepiva HPV.

Zgradba HPV

HPV so majhni, goli, ikozaedri¢no somerni virusi, ki v preme-
ru merijo priblizno 55 nm. Sestavljeni so iz dvojnovijacnega,
kroznega genoma in virusnega beljakovinskega plasca,
imenovanega kapsida, ki ga sestavljajo velike (L1) in majhne
strukturne plas¢ne beljakovine (L2).

Virusni genom sestavljajo kodirajoca in nekodirajoc¢a ob-
mocja. Kodirajo¢a delimo na obmodje L (angl. late, pozno)

in obmocje E (angl. early, zgodnje). Genom sestavlja Sest
zgodnjih genov E in 2 pozna gena L. Geni E kodirajo nestruk-
turne ali zgodnje beljakovine (E1, E2, E4, E5, E6, E7), gena L
pa strukturne ali pozne beljakovine (L1 in L2) (3, 4).

Karcinogeneza, povzrocena z viskorizi¢nimi genotipi HPV

Znano je, da so RMV in predrakave spremembe na maternic-
nem vratu povezane z dolgotrajno okuzbo z visokorizi¢nimi
genotipi HPV, ki so del zelo heterogene skupine virusov, ki
jih razvrs¢amo v razli¢ne virusne genotipe glede na skladnost
nukleotidnih zaporedij. 30-40 genotipov HPV redno ali
obcasno okuzi spolovila in jih razvrs¢amo v dve skupini:

* genotip HPV 6 in 11 povzrocata anogenitalne bradavice, ki
redko maligno spremenijo, zato jih uvrs¢amo v nizkorizi¢ne
oz. neonkogene genotipe HPV;

* genotipe HPV: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56,

58, 59, 68, 73 in 82, ki jih uvrs¢amo med visokorizi¢ne
genotipe HPV in so povezani z RMV vulve in rektuma pri
zenski ter z rakom penisa in rektuma pri moskih (5).

Najtesnejsa povezava obstaja med RMYV in visokorizi¢nimi ge-
notipi HPV, saj je v biopti¢cnem materialu RMV HPV prisoten
v 100 %, v biopticnem materialu predrakavih sprememb —
cervikalnih intraepitelijskih neoplazijah (CIN Il in CIN 1Il) — pa
v 90 %. Najpogostejsi visokorizi¢ni genotip HPV pri RMV je
genotip 16 (50-60 %), nato HPV 18 (10-12 %), drugi pa so
zastopani sporadi¢no (6).

Za onkogenost HPV je pomemben nacin razmnozevanja
virusov, ki je odvisen od navzocnosti virusnih beljakovin

in od stopnje zrelosti gostiteljevih epitelijskih celic. Klju¢ni
pomen pri karcinogenezi je vklju¢evanje DNA visokorizi¢nih
genotipov HPV v humani genom. Zaradi razmnozevanja
HPV v povrhnjih epitelijskih celicah nastane za HPV znacilni
citopatski ucinek, imenovan koilicitoza (7, 8).

Znano je, da se RMV razvije po razli¢nih stopnjah predraka-
vih sprememb ploscatega epitelija (CIN), ki jih lahko ugotovi-
mo vsaj 10 let pred pojavom invazivnega karcinoma. Zenske
s predrakavimi spremembami materni¢nega vratu bistveno
pogosteje zbolijo za RMV kot zenske brez taksnih sprememb
(9).

Testi za dolocanje visokorizi¢nih genotipov HPV

Najpogostejsi testi, ki jih uporabljamo za dolocanje visokori-
zi¢nih genotipov HPV, so testi tekocinske hibridizacije Hybrid
Capture Il (HC Il) (Digene Corporation, Gaithersburg, ZDA) in
testi na podlagi verizne reakcije s polimerazo (PCR).

Hybrid Capture 1l (HC I1)

Test HC 1l uporabljamo za rutinsko diagnostiko okuzbe s HPV
in ima dovoljenje za uporabo v humani medicini. Metoda
temelji na tekocinski hibridizaciji dolgih sinteticnih lovk RNA
s tarcno DNA HPV.

Z uporabo prve generacije HC | je bilo mogoce prepoznati 5
nizkorizi¢nih genotipov HPV (6, 11, 42, 43 in 44) in 9 visoko-
rizi¢nih genotipov HPV (16, 18, 31, 33, 35, 45, 51, 52 in 56).
Test so ocenili kot zelo specifi¢en, vendar premalo obcutljiv.
Kmalu so razvili drugo generacijo testa Hybrid Capture 1l z
izboljSano obcutljivostjo, v katerem so spremenili sestavo
nekaterih reagentov in vkljucili 8tiri lovke za prepoznavanje
dodatnih stirih visokorizi¢nih genotipov HPV (39, 58, 59 in
68). Test HC Il je preprost, hiter in v primerjavi s HC | doseze
10-krat vecjo obcutljivost. Pomanijkljivost metode je, da ne
opredeljuje posameznih genotipov HPV (10).

Verizna reakcija s polimerazo (PCR)

Verizna reakcija s polimerazo (PCR) je najpogosteje upo-
rabljena metoda in vitro za pomnozevanje izbranega dela
nukleotidnega zaporedija. PCR je trenutno najobcutljivejsa
metoda za dokazovanje okuzbe s HPV in genotipizacijo
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HPV (11). Znacilna heterogenost nukleotidnih zaporedij
razli¢nih genotipov HPV je onemogocila razvoj enostavnih
univerzalnih oligonukletodnih zacetnikov in protokola PCR za
odkrivanje vseh genotipov HPV(12, 13, 14).

Testiranje HPV

Zaradi znanstvene potrditve povezave med dolgotrajno okuz-
bo z visokorizi¢nimi genotipi HPV in nastankom predrakavih
oz. rakavih sprememb ter zaradi pomanijkljivosti citoloskega
testiranja kot presejalne metode je prav testiranje HPV tisto,
ki izboljsuje presejalne cervikalne algoritme pri odkrivaniju
predrakavih celic, pri obravnavanju mejno spremenjenih
brisov in pri obravnavanju zZensk s CIN visoke stopnje.

Primarno testiranje HPV visokorizi¢cnih genotipov kot nadzor
kakovosti citoloskega cervikalnega testiranja

Problem pri citoloskem testiranju predstavlja razmeroma
visoka stopnja lazno negativnih rezultatov. Pri revizijah
citoloskih brisov bolnic, obolelih za RMV (pri katerih so bili
predhodni citoloski brisi normalni), brise prekvalificirajo v
nenormalne tudi v 80 % primerov, kar kaze na velik subjek-
tivni vpliv pregledovalca brisa. Isto¢asno pa so vsi ti revidirani
brisi praviloma HPV-pozitivni (15), kar Se potrjuje smiselnost
uvedbe primarnega testiranja HPV (diagram 1) v dezelah s
slabo urejeno citolosko infrastrukturo.
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Diagram 1. Model algoritma istocasnega primarnega HPV testiranja in
citoloskega testiranja.

Prvotni model primarnega testiranja HPV so Se razvili (16)
(diagram 2) in vkljucili genotipizacijo za HPV 16 in HPV
18, ki sta najpogostejsa genotipa pri RMV. To izpopolnjeno
primarno testiranje HPV Se natancneje zazna zenske, ki
imajo povecano tveganje za razvoj predrakavih in rakavih
sprememb.
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Diagram 2. Model algoritma primarnega HPV testiranja.

Za morebitno uvedbo primarnega testiranja v cervikalni pre-
sejalni program bodo potrebni dodatni izracuni ucinkovitosti
vlozka, ki se bodo glede na razli¢ne dezele razlikovali prav
zaradi velikega razlikovanja v kakovosti opravljanja citoloske
dejavnosti. Predvideva pa se, da bi se zacetni povecani stroski
za uvedbo testiranja HPV v cervikalni presejalni program
poravnali s podaljSevanjem presejalnega intervala na 3-5

let pri HPV-negativnih Zenskah z normalno citologijo, pri
katerih je tveganje za nastanek predrakavih sprememb ali
RMV bistveno manijse kot pri zenskah z normalno citologijo in
neznanim statusom HPV.

Vsekakor pa bi primarno testiranje HPV najbolj pripomoglo
pri odkrivanju predrakavih Zleznih sprememb in adenokar-
cinoma, ki je zlasti povezan z dolgotrajno okuzbo z visokori-
zi¢nim genotipom HPV 18, citologija pa ima pri odkrivanju
omenjenih predrakavih sprememb zelo majhno obcutljivost
in specifi¢nost. Ce je Zenska ve¢ kot eno leto HPV-pozitivna,
z negativno citologijo in negativno kolposkopsko vodeno
biopsijo, je treba napraviti abrazijo cervikalnega kanala in
tako ¢im hitreje priti do diagnoze (15).

Testiranje HPV pri obravnavanju mejno patoloskih citoloskih
brisov (abnormalne ploscate celice, blago diskarioticne celice)

Med vsemi algoritmi, ki vkljucujejo testiranje HPV, je
algoritem z uvedbo testiranja HPV pri obravnavanju mejno
patoloskih citoloskih brisov (abnormne in blago diskarioti¢ne
celice) najbolj izdelan in ga tudi najbolj uporabljajo v klinicni
praksi, predvsem v ZDA, vedno pogosteje pa tudi v evropskih
drzavah (17). Zenske z mejno patoloskimi citoloskimi brisi

in HPV-pozitivnim statusom so tiste, pri katerih je povecano
tveganje za predrakave in rakave spremembe, medtem ko

je tveganje pri HPV-negativnih zanemarljivo in jih lahko
kontroliramo ez eno leto, nekateri (15) pa priporocajo celo
normalno testiranje cez 3 leta. Tako se izognemo preobreme-
nitvi cervikalnega presejalnega programa z mejno patoloskimi
brisi in ponavljanjem citoloskih brisov pri HPV-negativnih
zenskah na 6 mesecev (15, 18). Glavna prednost omenjenega
obravnavanija je bistveno zmanjsanje cervikalnih brisov po

6 mesecih, saj je 65 % zensk (15), v Sloveniji pa 74 % (18)

z mejno patoloskimi citoloskimi brisi in HPV-negativnim
statusom, ki ne potrebujejo kontrole po 6 mesecih.

Torej, tako v Sloveniji kot tudi drugod po svetu predstavlja
spremljanje bolnic s ponavljajo¢imi mejno spremenjenimi
citoloskimi brisi (abnormne in blago diskarioti¢ne celice)
klini¢ni in javni zdravstveni problem (15, 18), predvsem
zaradi slabe obcutljivosti in specificnosti citoloskega testiranja
za odkrivanje predrakavih sprememb (19). Obcutljivost
citoloskih testov je slaba zaradi napak pri odvzemu materiala,
ker se abnormne celice koli¢insko ne prenesejo na razmaz
ali pa zaradi subjektivnih napak ocenjevalca pri vrednotenju.
Obcutljivost citoloskih testov za odkrivanje CIN I in CIN 111
se giblje med 40 in 80 %. Poleg tega citolosko presejanje

ni zanesljivo pri odkrivanju sprememb Zleznega epitelija in
adenokarcinoma, kar tudi prispeva k naras¢anju incidence
RMV (15).

Zaradi velike prevalence prehodnih okuzb z visokorizi¢nimi
genotipi HPV pri Zenskah, mlajsih od 30 let, in spontanega
izginevanja virusa v 80 % v prvem letu po okuzbi, priporocajo
uvajanje testa za visokorizi¢ne genotipe HPV pri zenskah,
starejSih od 30 ali celo 35 let. Tako priporocilo je v letu 2003
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izdala tudi FDA (Food and Drug Administration, ZDA).

Testiranje HPV in genotipizacija HPV za sledenje zdravljenja
predrakavih sprememb

Na splosno genotipizacija HPV, dokazanih v predrakavih in
rakavih spremembah, ni potrebna, ker zdravljenje ni odvisno
od rezultatov genotipa HPV. Za klini¢no uporabo popolnoma
zadostuje testiranje HPV, ki potrdi prisotnost ali odsotnost
okuzbe HPV z visokorizicnimi genotipi. Genotipizacija HPV
ima mogoce manjso prednost v smislu prognosti¢nega oce-
njevanja. Potrditev prisotnosti istega genotipa HPV pred in po
zdravljenju predrakavih sprememb pomeni, da zdravljenje ni
bilo uspesno in je zato potreben zelo skrben nadzor, ker so to
bolnice s povecanim tveganjem za razvoj rakavih sprememb
(15, 20).

Sklepi

1. Testiranje HPV visokorizi¢nih genotipov predstavlja
koristno metodo v cervikalnem presejalnem programu za
preprecevanja RMV v smislu nadzora kakovosti cervikalne
citologije, za triazo zensk z mejno spremenjenimi cervikalni-
mi citoloskimi brisi (abnormne in blago diskrioti¢ne celice) in
za ocenjevanje uspesnosti kirurskega zdravljenja predrakavih
sprememb.

2. Zenske, ki so HPV-pozitivne po operativnem posegu in pri
katerih je potrjen genotip HPV 16 ali 18, potrebujejo dodaten
nadzor, ker je pri njih povecano tveganje za razvoj RMV.

3. Abrazijo cervikalnega kanala naredimo pri tistih zenskah,
ki imajo ve¢ kot eno leto potrjeno okuzbo z genotipom HPV
18, vendar je pri njih citoloski bris normalen. Te zenske imajo
povecano tveganje za nastanek predrakavih zleznih celic, ki
jih s citoloskim brisom velikokrat prezremo.
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