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Apstrakt

Perzistentna infekcija Humanim papiloma
virusima je najsnazniji epidemioloski factor povezan
sa intraepitelnim neoplazijama i rakom grli¢a
materice. Infekcija humanim papiloma virusom danas
je najceséi tip seksualno prenosive bolesti.

Kod Zena inficiranih visokorizi¢nim tipovima
virusa postoji veci rizik od razvoja tezih displasti¢nih
promena, odnosno karcinoma. Cilj ove studije bio je
da ispita povezanost izmedu infekcije HPV tip 16/18,
citologije, kolposkopije, biopsije i1 faktora rizika u
nastanku intraepitelnih lezija niskog L-SIL i visokog
stepena H-SIL . U studiju bilo je uklju¢eno 864
pacijentkinje kod kojih je uradena HPV tipizacija na
genotipove 16/18 metodom DNK in situ hibridizacije.
Svi ucesnici studije su podeljeni u tri kategorije
prema prisustvu H-SIL, L-SIL i histoloski benignog
nalaza. U studijskoj grupi slucajeva koje su imale
L-SIL i H-SIL dokazan je znacajno veéi procenat
HPV infekcija u odnosu na grupu pacijentkinja sa
benignim histoloskim nalazom. Procenat H-SIL je
najveci kod pacijentkinja koje su imale infekciju HR-
HPYV tipovima 16/18, seksualni odnos pre 16. godine
zivota i dva do pet seksualnih partnera.

Ova studija ukazuje da je medu H-SIL
intraepitelnim neoplazijama visoko prisustvo HR-
HPV tipova 16/18 koji su povezani sa brojem
seksualnih partnera i prvim seksualnim odnosom
u mladoj zivotnoj dobi kao i statisticki znacajno
prisustvo ovih genotipova kod L-SIL intraepitelnih
neoplazija.

Kljuéne reci: HPV infekcija 16/18, premaligne
promene grli¢a materice.
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Abstract

Persistent infection of Human papillomavirus
(HPV) is the strongest epidemiological factor asso-
ciated with intraepithelial neoplasia and cervical can-
cer. These days, infection with Human papillomavirus
is the most common type of sexually transmitted dis-
ease. In most cases, infection is asymptomatic and it
remains undiagnosed.

Women infected with high-risk types of the vi-
rus are at greater risk of developing severe dysplastic
changes or cancer. The aim of this study was to exam-
ine the association between HPV type 16/18, cytolo-
gy, colposcopy, biopsy and risk factors of developing
intraepithelial lesions of low L-SIL and a high level of
H-SIL. The study included 864 patients who had under-
gone detection of HPV type 16/18 DNA using in situ
hybridization. All study participants were divided in-
to three categories according to the presence of H-SIL,
L-SIL and benign histologic findings. In the case study
group that had L-SIL and H-SIL there was a significant
higher percentage of HPV infection than in the group of
patients with benign histologic findings. The percent-
age of H-SIL is highest in patients who had HR-HPV
infection with types 16/18, sexual intercourse before
16 the age and two to five sexual partners.

This study indicates that among the H-SIL intraep-
ithelial neoplasia, there is a high presence of HR-HPV
16/18 related to the number of sexual partners and ear-
ly sexual intercourse at a younger age as a statistically
significant presence of these genotypes with L-SIL in-
traepithelial neoplasia.

Key words: HPV infection types 16/18, pre-
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Uvod

Cervikalni kancer je na treem mestu po ucestalosti kod Zena Sirom svetal. Ranije studije su pokazale
da je 83% svih slucajeva cervikalnog karcinoma u razvijenim zemljama dok novije studije ukazuju da bi taj
procenat mogao biti ¢ak i do 90%, do 2020.godine?. Perzistentna infekcija Humanim papilomavirusima (HPV)
je najsnazniji epidemioloski factor povezan sa intraepitelnim neoplazijama i rakom grlica materice. Danas se
smatra za nezaobilaznog uzrocnika, ali ne dovoljnog da bi se lezije razvile usled HPV infekcije3. Proucavajuci
prognozu ovih patoloskih promena treba reci da je bioloski razvoj nepredvidiv. Prisustvo visokorizicnih HPV
tipova u epitelijalnim ¢elijama dovodi do promena koje znacajno povecavaju mogucnost razvoja intraepitelnog
carcinoma4. Visokorizi¢ni (HR) HPV tipovi 16 i 18 uzrokuju 70% svih invazivnih cervikalnih carcinomas,
zatim 41-67% skvamoznih intraepitelnih lezija visokog gradusa (H-SIL) i 16-32% skvamoznih intraepitelnih
lezija niskog gradusa (L-SIL)6. HPV infekcija je najcesca seksualno prenosiva infekcija (SPI) mada vecina
promena niskoga gradusa spontano produ tokom dve godine’-8:9, Brojni faktori koji uti¢u na prisustvo virusa
i lezija nisu dovoljno shvaceni.

Perzistentna detekcija HR-HPV tipova je jak prediktor razvoja high-grade cervikalnih promena i invazivnog
carcinomal 1. Redovnim kontrolama se moze prevenirati bolest, kao i progresija bolesti iz ve¢ dijagnostikovane
intraepitelne promene u invazivni karcinom. Infekcija sa HR-HPV tipovima rezultira kompleksnim celularnim
abnormalnostima i vazan je prekursor u kancerogenezi i nastanku cervikalnog karcinomal? 13, Zbog svega
navedenog kao i zbog troskova lecenja, citologija je najcesca dijagnosticka metoda i predstavlja zlatni standard
skrining programa u mnogim zemljama Sirom sveta. Mora se ista¢i da je njena osetljivost u otkrivanju
intraepitelnih lezija ili stadijuma bolesti ogranicena. U histopatoloski verifikovanim stadijumima bolesti,
procenat lazno negativnih rezultata citodijagnostike je znacajan. Osim citodijagnostike, kolposkopija je druga
metoda za detekciju cervikalnih neoplazija, za koju je karakteristi¢na visoka senzitivnost u detekciji nizih
stadijuma bolesti. Za verifikaciju i odredivanje patoloske promene osim testiranja na HPV, kolposkopije i
citoloskog pregleda, potrebno je uraditi biopsiju i histopatolosku verifikacijul3: 14,

Material i metode

Studijom su obuhvacene 864 pacijentkinje od 17 do 54 godine starosti, kojima je u periodu od 2007.-
2011. godine u Ginekolosko akuSerskoj klinici “Narodni front” u Beogradu, vrSeno testiranje na Humane
papilomaviruse. Pri istraZivanju se pridrzavalo poslednje verzije HelsinSke deklaracije Svetske medicinske
asocijacije i uputstava zakonskih normi i preporuka svih domacih i medunarodnih institucija koje se odnose
na naucna istrazivanja. Istrazivanje je bilo odobreno od strane etickog odbora Ginekolosko akuserske klinike “
Narodni front” a u studiji su ucestvovale samo one ispitanice koje su dale dobrovoljni informirani pristanak da
ucestvuju u studiji. Uzorak pacijentkinja je sakupljen iz primarne, sekundarne i tercijalne zdravstvene zastite,
a najveci broj pacijentkinja (89%) je iz Beograda, ostalo je unutrasnjost (11%) (Dijagram. 1).

ukupan broj
pacijentkinja
N=864

Beograd
89%(N=769)

Unutrasnjost
11%(95)

histopatoloki
neverifikovan SIL

histopatolo3ki
verifikovan L-SIL

histopatoloski
verifikovan H-SIL

Dijagram 1. Tlustrujuéi dijagram populacije u studiji
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Svim pacijentkinjama je predhodno uradjen kolposkopski i citoloski (Papanicolau) pregled kao i biopsija
grli¢a materice iz medicinskih indikacija, sa histopatoloskom verifikacijom. HPV tipizacija je vrSena na tipove
virusa 16/18 metodom DNK in situ hibridizacije. Pacijentkinje su podeljene u tru grupe: eksperimentalnu
grupu | (pacijentkinje sa histopatoloski verifikovanim L-SIL promenama na grli¢u), eksperimentalnu
grupu II (pacijentkinje sa histopatoloski verifikovanim H-SIL promenama na grli¢u) i kontrolnu grupu
(pacijentkinje bez histopatoloski verifikovanih SIL promena na grli¢u). Citoloski nalazi su klasifikovani po
Papanikolau ili Betesda sistemu cervikalne citologije iz 2001.godine. Kolposkopski nalazi su klasifikovani
prema Medunarodnoj klasifikaciji za cervikalnu patologiju i kolposkopiju (IFCPC), Barselona 2002.godine.
Terminologija skvamoznih intraepitelnih lezija ukljucuje: atipi¢ne skvamozne c¢elije neodredenog znacaja
(ASCUS), skvamozne intraepitelne lezije (SIL), koje obuhvataju prekancerozna stanja podeljena na L-SIL
(HPV promene oznacene kao CIN1) i H-SIL (CIN2 i CIN3). Uzimani su i anamnesti¢ki podaci o prvom
seksualnom odnosu i broju seksualnih partnera. U statistickoj obradi podaci su prikazani kao relativne ili
apsolutne vrednostu. Analiza varijabli je izvedena upotrebom testa. Statisticka analiza je izvedena upotrebom
SPSS programa. Svi statisticki testovi se smatraju signifikantnim sa verovatno¢om od 0,05 .

Rezultati

Parametri koji koji su praceni i analizirani u sve tri grupe pacijentkinja su: godine starosti (koje su
predstavljene kao prosec¢ne + standardna devijacija), prisustvo HPV tipova 16/18, kolposkopski nalazi,
citoloski rezultati, broj seksualnih partnera i seksualni odnos pre 16. godine zivota. Od ukupno 864 Zene koje
su ucestvovale u istrazivanju 131 je bilo pozitivno na HPV tipove 16/18 a kod 105 Zena nisu pronadeni ovi
tipovi virusa (Dijagram 2.).

B Control group

B HPV 16/18+
HPV 16/18-

Dijagram 2. Prisutnost HPV infekcije tip 16/18 kod pacijentkinja sa dijagnozom skvamoznih intraepitelnih
lezija visokog i niskog stepena ( H-SIL i L-SIL) i kontrolne grupe

U Tabeli 1. su prikazani rezultati studije. Kao $to se ocekivalo eksperimentalne grupe 1 Il imaju znacajno
veci procenat HPV infekcije u odnosu na kontrolnu grupu, (p<0.001). Nije bilo pozitivnih na HPV tip 16/18
u kontrolnoj grupi, dok je u eksperimentalnim grupama I i I 131 od 236 pacijentkinja bilo pozitivno na ove
tipove virusa.
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Prameters L-SIL H-SIL Benigh findings p
n=213 n=23 N=626
24.70% 2.70% 72.60%
Age, years 34.7+9.4 37.246.1 34.449.8
HPV 16/18 0.371
positive 108(50.5%) 23(100% 0(0%)
negative
Pap smear 105(49.5%) 0(0%)) 626(100%) <0.001
Normal 76(35.56%) 7(28.56%) 545(87.0%)
abnormal
137(64.44%) 16(71.42) 81(13.0%) <0.001
Sexual partners
one
two to five 16(7.2%) 0(0%) 57(9,1%)
six and more 151(71.1%) 13(57.1%) 518(82.9%) <0.001
Sex before the 46(21.6) 10(42.9%) 51(8.1%)
Age of 16 years
before
after 24(11.3%) 16(71.4%) 26(4.2%)
Colposcopy 189(88.7%) 7(28.6%) 600(95.8%) <0.001
normal 12(14.9%) 0(0%) 69(85.1%)
abnormal 170(27.5%) 23(3.8%) 423(68.7%)
unsatisfactory 4(10.8%) 0(0%) 36(89.2%) <0.002
mixed 27(21.9%) 0(0%) 98(78.1%)

Tabela 1. Klasifikacija i glavne karakteristike posmatranih grupa

Papa test je bio 64.44% 171.42% pozitivan kod pacijentkinja u eksperimentalnoj grupi [ i I a u kontrolnoj
13.0% (p<0.001). Znacajan broj pacijentkinja koje su imale dva do pet seksualnih partnera u vreme pregleda
su imale H-SIL (57.1%), L-SIL (71.1%) i benigni nalaz (82.8%), (p<<0.001). Procenat H-SIL je najveci kod
pacijentkinja koje su imale seksualni odnos pre 16. godine zivota (71.4%). Kod pacijentkinja sa benignim
kolposkopskim nalazom nije pronaden H-SIL ali 14.9% njih je imalo L-SIL. Takode, H-SIL nije dijagnostikovan
ni kod pacijentkinja sa nezadovoljavaju¢im kolposkopskim nalazom ali 10.8% njih je imalo L-SIL i 89.2% je
bilo sa benignim promenama (p<0.002).

Diskusija

cervikalnog karcinoma kao i njegovog citoloskog prekursora. U naSoj studiji sprovedenoj na uzorku od 864
pacijentkinje nismo nasli statisticki znacajnu razliku medu grupama u odnosu na godine starosti, Sto ukazuje
na podjednaku verovatnocu za infekciju u starosnoj dobi koju je obuhvatala eksperimentalna grupa. Inace,
opseg starosti pacijentkinja podudara se sa grupom starosne dobi u kojoj verovatnoéa pojave prekanceroznih
lezija najvecéa 15.

HPV 16 je naj¢es¢i HR-HPV tip naden na cerviksu i u cervikalnom karcinomu, otkriven u preko 50%
pacijentkinja koje su bile njime inficirane i kod kojih se razvio H-SIL16, 17. Rana detekcija HR-HPYV tipa 16
koja je udruzena sa CIN III je veoma znacajna jer utice na smanjenje morbiditeta i mortaliteta od cervikalnog
karcinomal§, 19. Drugi HPV tipovi koji su ¢es¢e detektovani u cervikalnim karcinomima ukljucuju tipove 18,
31, 45. Ovi HPV tipovi su mnogo ¢es¢e dijagnostikovani kod invazivnog cervikalnog karcinoma nego kod
prekanceroznih lezija21, 22, 23. U naSoj studiji u eksperimentalnoj grupi II medu H-SIL promenama autori su
pronasli prisustvo HR-HPV tipova 16/18 kod 100% Zena , dok su prisustvo tog istog genotipa nasli kod 50.5%

({010)

MATERIA MEDICA ¢ Vol. 29 « No. 1 ¢ januar 2013.



¢ ORIGINALNI RADOVI

zena u eksperimentalnoj grupi I sa L-SIL promenama. U kontrolnoj grupi nije bilo pacijentkinja pozitivnih na
HPV 16/18. Ovi rezultati pokazuju da infekcija HR-HPV tipovima 16/18 dovodi do najveceg rizika za nastanak
cervikalnih lezija visokog gradusa u odnosu na druge HPV infekcije , Sto je u skladu sa rezultatima drugih
prospektivnih studija24, 25, 26. HR-HPV 18 znacajno ¢es¢e se javljaju kod adenocarcinoma in situ (ACIS) dok
je kod pacijentkinja sa H-SIL promenama cescée srece infekcija HR-HPV tipom 31, ili kao udruzene unfekcije
HPV 16, 18,45 13127. HPV infekcije najcesce su prolazne naroc¢ito medu mladim Zzenama dok je samo mali
broj infekcija perzistentan i moze dovesti do cervikalnog karcinoma. U prospektivnoj kohorti od 1075 Zena
Woodman je pokazao da su Zene inficirane HR-HPV 16 i 18 dobijale intraepitelne neoplazije CIN II ili CIN
IIT u 8.5% odnosno 3.3% slucajeva 24, 28, 29, 30. Mnoge studije su proucavale uticaj potencijalnih faktora
rizika ponasanja na dobijanje i razvoj infekcije i dosle do saznanja da su sve sexsualno aktivne Zene podlozne
HPV infekciji31, 32. Naime, u naSoj studiji, ni jedna pacijentkinja koja je imala samo jednog partnera nije
imala H-SIL dok je svega 7.2% pacijentkinja sa jednim partnerom ispoljilo L-SIL. Ovakav nalaz ukazuje da
monogamni nacin zivota moze da smanji rizik od ovakve vrste infekcije i konsekvento do pojave prekanceroznih
lezija. Relativno mali procenat pacijentkinja koje su imale samo jednog partnera (9.1%), takode je pokazatel;
da ovakav zivotni stil ima relativno mali broj Zena 33, 34. Takode, uocili smo jaku povezanost izmedu prvog
seksualnog iskustva u mladim godinama i HPV infekcije, $to je u skladu sa dosadasnjim istrazivanjima35, 36.
Sugerisano je da je dobijanje HPV infekcije najverovatnije zbog strukturne nezrelosti prelazne zone epitela
cerviksa kod adolescentkinja $to ga ¢ini prijemc¢ivim za ulazak i perzistenciju HPV. Nasuprot rezultatima
nasih istrazivanja, u studiji Louvanto K i saradnika dokazano je da veci broj seksualnih partnera i seksualna
aktivnost zapoceta pre 13 godina zivota imaju nizi rizik za HPV infekciju37. Vrlo je verovatno da Zzene koje
kasnije stupaju u seksualne odnose imaju povecan rizik za infekciju samo zbog toga $to su Zene koje su ranije
stupale u seksualne odnose imale duzu seksualnu ekspoziciju te su stekle imunitet do 20,godine. Ista analogija
moze se primeniti i na broj seksualnih partnera, koji je u ovoj studiji obrnuto proporcionalan riziku za HPV
infekciju tj. manji broj partnera vodi poveéanom riziku. Cini se da su Zene koje su imale veéi broj partnera
pre nego $to su ukljucene u ovu studiju imale manji rizik za infekciju istim HPV genotipom38.

Zbog svoje jednostavnosti i relativno niske cene citologija i HPV testiranje su najcesce koris¢ene dijagnosticke
metode te predstavljaju osnov skrininga programa Sirom sveta39, 40, 41. U ovoj studiji je pokazano, kao $to
su autori i o¢ekivali, da je u ekperimentalnoj grupi Il 28.56% zena koje su bile HPV pozitivne imalo normalnu
citologiju i H-SIL dok je u eksperimentalnoj grupi i njih 35.56% imalo normalnu citologiju i L-SIL. U kontrolnoj
grupi pacijenata normalnu citologiju je imalo 87.0% Zena. Abnormalna citologija je pokazala da postoji
statisticka znacajnost kod prisustva HPV i H-SIL (71.42%) i L-SIL (64.44%). Ovi rezultati su potvrdili da je
HPV infekcija najcesc¢a seksualno prenosiva infekcija koja moze pro¢i bez cervikalnih lezija ili sa lezijama
niskog gradusa koje najcesce spontano prolaze. Prisustvo HPV infekcije dovodi do razvoja CIN 11l i cervikalnog
karcinoma. Virulencija, okruzenje i drugi faktori rizika mogu uticati na razvoj HPV infekcije 40, 42.

Citodijagnostika, kolposkopija i druge bazi¢ne metode za detekciju cervikalnih neoplazija karakteriSe visoka
senzitivnost i mogucnost otkrivanja pocetnih stadijuma bolesti. Osnov kolposkopije je prepoznavanje promena
na cervikalnom epitelu. To je bazirano na povecanju proteina i gubitku glikogena u displasticnim ¢elijama kao
i promenama vaskularizacije, broju i rasprostanjenosti kapilarne mreze $to dovodi do odedenih kolposkopskih
slika kao §to su ACW epitel, mozaik, punktacija, leukoplakija ili atipicna vaskularizacija. Ove slike su znak
patoloske promene epitela i zahtevaju dalju histolosku dijagnostikul3, 40, 41, 42. Studija Kulasingam i
saradnika je pokazala da sve Zene sa abnormalnom citologijom su imale i abnormalnu kolposkopiju. Strategija
u dijagnostikovanju koja koristi dva pozitivna PCR testa na HPV je imala vecu senzitivnost i specificnost u
odnosu na kolposkopiju42, 43. U nasoj stidiji na uzorku od 864 pacijentkinje, autori su pronasli normalan
kolposkopski nalaz samo u eksperimentalnoj grupi I kod 11 (14.9%) Zena koje su bile HPV pozitivne i imale
L-SIL promene na grli¢u i u kontrolnoj grupi kod 63 (85.1%) Zene koje nisu imale SIL. U ekperimentalnoj
grupi II kod zena koje su imale HPV infekciju i H-SIL nije naden ni jedan normalan kolposkopski nalaz.
Vazno otkrice je da je 27.5% pacijentkinja imalo L-SIL i abnormalnu kolposkopiju, 10.8% nezadovoljavajucu
1 21.9% mesovitu, dok je 3.8% pacijentkinja imalo H-SIL i abnormalnu kolposkopiju a nezadovoljavajuci i
mesoviti kolposkopski nalaz nije imala ni jedna Zena (0%). Ovi rezultati pokazuju da je kolposkopija bitna u
dijagnostikovanju najranijih stadijuma bolesti.
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Dobro je poznato da je infekcija HPV glavni etioloski faktor za nastanak prekanceroznih lezija grli¢a
materice. Faktori rizika za dobijanje HPV infekcije ukazuju na demografske i socioekonomske faktore,
seksualnu aktivnost, zivotne navike44. Na osnovu statisticke analiza, utvrdili smo da je HPV infekcija 16/18
tipom virusa najbolji predictor nastanka skvamoznih intraepitelnih lezija grlica. Ova otkri¢a pokazuju da
testiranje na HPV , narocito kod starijih pacijentkinja, moze poboljsati dijagnostiku prekanceroznih lezija
grli¢a materice. Potrebna su dalja istrazivanja, kako bi se kod pacijentkinja razlicitog zivotnog doba i zivotnih
navika razumeo pun potencijal HPV testa kao biomarkera ranog predvidanja i dijagnostike.

Zakljucéak

Otkri¢e ove studije ukazuje da je medu H-SIL intraepitelnim neoplazijama visoko prisustvo HR-HPV
tipova 16/18 koji su povezani sa brojem seksualnih partnera i prvim seksualnim odnosom u mladoj zivotnoj
dobi kao i statisticki znacajno prisustvo ovih genotipova kod L-SIL intraepitelnih neoplazija. Autori su takode
pronasli statisticki znacajnu povezanost izmedu abnormalne citologije i prisustva visokoonkogenih tipova
16/18 u obe grupe (H-SIL i L-SIL). Vazno otkric¢e je da benigni kolposkopski nalaz, na naS§em uzorku, nije
naden kod nijedne pacijentkinje sa intraepitelnim lezijama visokog gradusa (0%), takode u istoj grupi nijedna
pacijentkinja nije imala samo jednog partnera.
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