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—— REZUMAT —

Obiectiv. Studiul si-a propus sa evalueze efectul infectiei cu serotipuri HPV cu risc Thalt oncogen, singure sau in
asociere, in prevalenta si severitatea neoplaziilor cervicale intraepiteliale (CIN) la pacientele din CDT ,Victor
Babes".

Material si metoda. Au fost investigate 36 de paciente cu infectie cu serotipuri HPV cu risc fnalt oncogen
descoperite in CDT ,Victor Babes* in perioada mai 2009- februarie 2012 (34 de luni), cu varste intre 20-55 ani.
Rezultate. Prevalenta HPV 16 in leziunile cervicale intraepiteliale de grad inalt (CIN 2/3) a fost 36% (9/25).
Infectia cu serotipul HPV 16, singur sau in asociere, este semnificativ statistica in CIN 2/3, in special pentru grupa
de varsta 21-30 ani [odds ratio(OR) 12; 95% confidence interval (Cl) :0,9550-150,8].

Prevalenta HPV 31 si 52 in CIN 2/3 a fost 16% (4/25); pentru HPV 51 a fost 18,1% (4/22) in CIN 1.

Discutii. Tn studiul nostru cele mai frecvente serotipuri cu risc inalt oncogen intalnite au fost 16, 31, 52 si 51.
Serotipurile HPV cu risc Tnalt oncogen sunt intalnite in toate gradele de leziuni preneoplazice, chiar si in cazul
pacientelor cu citologie normala.

— Cuvinte cheie: serotipuri HPV cu risc inalt oncogen, prevalenta HPV, leziuni cervicale E—

— ABSTRACT ]

Objective. The goal of this study is to evaluate the prevalence of high-risk type human papillomavirus (HR-HPV)
in cervical intraepithelial neoplasia (CIN) in CDT "Victor Babes” patients.

Materials and methods. We have investigated HPV type distribution in a total of 36 women aged 20-55, tested
for cervical smear, HPV infection and biopsy between may 2009-february 2012 .

Results. The prevalence of HPV 16 in high-grade cervical intraepithelial neoplasia (CIN 2/3) was 36% (9/25).
Single and multiple-type infection involving HPV 16 were significantly associated with CIN 2/3, especially for age
group 21-30 [odds ratio(OR) 12; 95% confidence interval (Cl):0,9550-150,8].

The prevalence of HPV 31 and 52 in CIN 2/3 was 16 % (4/25); for HPV 51 was 18,1% (4/22) in CIN 1.
Discussion. Genotypes 16, 31, 52, and 51 are the most prevalent HR-HPV in CIN in CDT "Victor Babes” patients.
HR-HPV can be found in all grades of CIN lesions,even in the histologically “normal” looking cervix.
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LIST OF ACRONYMS

— HPV — Human papillomavirus

— PCR — Polymerase Chain Reaction

— HR — serotypes with a high oncogenic risk

— p — probability

— OR —0dd Ratio

— Cl — Confidence Interval

—ngs — not quite significant

— ASCUS — Atypical squamous cells of undetermined
significance

— HSIL — High-grade squamous intraephitelial lesion

— LSIL — Low-grade squamous intraephitelial lesion

— CIN 1 — Low-grade cervical intraepithelial neoplazia

— CIN 2/3 — High-grade cervical intraepithelial neoplazia

— CIS = In situ carcinoma

INTRODUCERE

Cancerul colului uterin este al doilea ca frecventa
in randul neoplaziilor feminine in lume, cu o
estimare de 529.409 cazuri noi si 273.883 morti in
2008. In jur de 86% dintre cazuri apar in tarile dez-
voltate, reprezentand 13% dintre cancerele femi-
nine. In lume rata mortalititii cancerului cervical
este substantial mai redusa decéat incidenta acestuia,
cu o proportie mortalitate/incidentd de 52%. (1)
Majoritatea cazurilor sunt carcinoame scuamoase,
adenocarcinoamele fiind mai putin comune. (2)

Conform datelor TARC (International Agency
for Research in Cancer) GLOBOCAN 2008,
Romania se afla pe primul loc in Europa in ceea ce
priveste incidenta cancerului de col uterin. Anual se
inregistreaza 3.402 cazuri noi si 2.005 decese din
aceasta cauza, cancerul cervical fiind al treilea ca
frecventa intre neoplaziile sferei genitale feminine,
si pe primul loc ca frecventa la femeile cu varste
intre 15-44 de ani.(1)

Romania se situeaza pe primul loc din Europa in
ceea ce priveste mortalitatea datorata cancerului de
col uterin, care este de 6,3 ori mai mare decat media
tarilor din Uniunea Europeana, conform Centrului
National de Informare pentru Prevenirea Cancerului
de Col Uterin (CNIPCCU, 2009).

HPV cauzeaza teoretic 100% dintre cazurile de
cancer cervical, iar o supraestimare a prevalentei
HPV in cancerul cervical este datd de limitele me-
todologiei studiilor. (1)

Serotipurile cu risc inalt oncogen sunt detectate
in 99% dintre cancerele de col uterin. (3,4)

Prevalenta HPV creste cu severitatea leziunilor.
In lume, infectia cu HPV 16 si 18, cele 2 serotipuri
ce pot fi prevenite prin vaccinare, contribuie la
aproximativ 70% dintre toate cazurile de cancere
cervicale, la 41-67% dintre cazurile de leziuni de
grad Tnalt si la 16-32% dintre cazurile de leziuni de
grad scazut. Dupa HPV 16 si 18, cele mai comune
6 serotipuri sunt aceleasi 1n toate regiunile lumii, si

anume 31, 33, 35, 45, 52 si 58; acestea sunt respon-
sabile de inca 20% dintre cancerele cervicale. (5)

PATOGENEZA

HPV sunt virusuri cu ADN dublu catenar care
infecteaza epiteliul stratificat al pielii i mucoaselor.
Au fost identificate in jur de 200 (6,7) de serotipuri
de HPV, acestea diferentiindu-se intre ele prin sec-
venta genetica a proteino-capsidei externe L1.
Dintre acestea, 15 sunt clasificate ca fiind cu risc
inalt oncogen (16,18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56,
58, 68, 73 si 82), 3 cu risc probabil oncogen (26, 53
$166) si 12 cu risc oncogen scazut (6,11, 40,42, 43,
44, 54, 61, 70, 72, 81, CP6108). (8)

Infectia cervicalda cu HPV cu risc oncogen deter-
mina leziuni morfologice cervicale, de la normal
(citologie normald) la diverse stadii ale leziunilor
preneoplazice (CIN 1, CIN 2, CIN 3/CIS) si cancer
cervical invaziv. Infectia cervicald este stabilita
prin determinarea ADN HPYV 1n celulele cervicale,
prin diverse metode.(1)

Manifestarea cea mai semnificativa din punct de
vedere clinic a infectiei cu HPV la nivelul colului
este neoplazia cervicala intraepiteliala, sau CIN.
©)

CIN sunt leziuni genetic instabile, prezentand
un risc de progresie in cancer cervical invaziv de
30-40%. Daca sunt lasate nedetectate si netratate,
CIN 2 sau CIN 3 pot progresa in cancer de col
uterin in cativa ani sau céteva zeci de ani mai tar-
ziu. Durata medie de evolutie naturald pana la neo-
plasmul invaziv este de aproximativ 13 ani. (9)

Infectia persistentd cu unele dintre serotipurile
de HPV este cauza cancerului cervical. (10)

Exista o crestere a dovezilor ca anumite serotipuri
HPV cu risc inalt oncogen sunt mai carcinogenice
decat altele, si anume serotipurile 16,18 si 45. (11)

In consecinti, genotiparea ADN HPV cu risc
inalt oncogen este un indicator important al riscului
de dezvoltare a leziunilor intraepiteliale scuamoase
de grad inalt sau mai avansate. (12)

OBIECTIV

Studiul si-a propus sa evalueze efectul infectiei
cu serotipuri HPV cu risc 1nalt oncogen, singure
sau in asociere, In prevalenta si severitatea neo-
plaziilor cervicale intraepiteliale (CIN) la pacientele
din Centrul de Diagnostic si Tratament ,,Victor
Babes“. De asemenea, studiul isi propune sa eva-
lueze comparativ serotipurile cu risc nalt oncogen
prezente in leziunile HSIL si LSIL.
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MATERIAL $I METODA

Au fost investigate prospectiv 62 de paciente cu
infectie cu serotipuri HPV cu risc inalt oncogen
descoperite in Centrul de Diagnostic si Tratament
,,Victor Babes* in perioada mai 2009 — februarie
2012 (34 de luni), cu varste intre 20-55 ani.

Tuturor pacientelor li s-a efectuat examen cito-
logic si genotipare HPV.

Au fost incluse 1n studiu 36 de paciente, carora
li s-a efectuat colposcopie, urmata de electroexcizia
zonelor modificate colposcopic si examen histo-
patologic.

Toate pacientele sunt active sexual, cu uter in-
tact.

Toate probele au fost examinate folosind testul
de genotipare LINEAR ARRAY HPYV, prin ampli-
ficarea ADN-ului tinta prin tehnica PCR si hibri-
dizarea acizilor nucleici, pentru detectarea calitativa
individuala (genotipare) a 37 tipuri anogenitale de
HPV: 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 (MM9), 81, 82 (MM4), 83
(MM7), 84 (MMS), IS39 si CP6108, in celule
cervicale colectate Tn mediu lichid.

Metoda — reactie de polimerizare in lant (PCR)
cu detectie colorimetrica; genotiparea este efectuata
cu ajutorul unui strip ce contine sondele specifice
intr-o dispozitie lineara.

Valori de referinta — ADN HPV nedetectabil;
limita de detectie a metodei de lucru este de 120,
815, 1920 si 251 copii/mL pentru genotipurile 16,
18, 31 si 45.

Un rezultat pozitiv include comunicarea geno-
tipurilor HPV prezente in proba.

Testarea citologica s-a efectuat in mediu lichid,
probele fiind recoltate in CYTOFAST Solution
(Hospitex Diagnostics). Clasificarea frotiurilor ci-
tologice s-a facut conform recomandirior MS,
tindndu-se cont de recomandarile Bethesda 2001.
(13,14)

Cele 36 de probe de tesut cervical au fost prelu-
crate si analizate In Departamentul de Anatomie,
Patologie al Institutului ,,Victor Babes, Bucuresti.

Prelucrarea statistica a datelor pentru prevalenta
infectiei cu diferite serotipuri de HPV s-a facut cu
ajutorul testului Fisher pentru p si OR.

Datele statistice (In, medie, eroare standard, me-
dian, min, max) pentru rezultatele citologice si his-
topatologice sunt prezentate in Tabelele 5 si 6.

Varstele medii ale pacientelor din grupele de
rezultate citologice si histopatologice au fost com-
parate utilizand testul Kruskal-Wallis (Nonpara-
metric ANOVA).

REZULTATE

Prevalenta serotipurior HPV cu risc inalt onco-
gen in modificarile cervicale citologice (normal,
ASCUS, LSIL, HSIL) si histopatologice (normal,
CIN 1, CIN 2/3)) a fost calculata indiferent de pre-
zenta infectiilor multiple — unul sau mai multe
serotipuri HPV cu risc inalt oncogen. (Tabelul 1)

S-au identificat 17 serotipuri cu risc inalt on-
cogen, singure sau 1n asociere.

TABELUL 1. Distributia serotipurior HPV cu risc inalt oncogen in modificarile cervicale

citologice si histopatologice

HPV | NLIM ASCUS LSIL HSIL HPNEG | CIN1 | CIN2/3 | TOTAL
16 2(14%) | 6(40%) | 4(30,8% | 5(29,4%) | 4(33,3%) | 4(18,1%) | 9(36%) | 17
18 1 2(11,8%) 1 2(8%) 3
31 1 1 3(23,1%) 1 2(16,6%) 4(16%) 6
33 1 1 1 1 2 3
35 1 1 1
39 1 1 1 2
45 2(11,8%) 1 2
51 1 2(13,3%) 1 1 4(18,1%) 5
52 | 3(21,4%) | 2(13,3%) 1 1 2 4(16%) 7
53 1 1 1 1 2
58 | 3(21,4%) 1 2 3
59 1 1
66 1 1 1 3(13,6%) 3
68 1 1 1
73 1 1 1
82 1 1 1
84 1 1 1

14 15 13 17 12 22 25 59
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1 serotip cu risc inalt oncogen s-a intalnit in 16
cazuri; asocieri multiple s-au gasit in 20 de cazuri
astfel: 2 serotipuri in 15 cazuri, 3 serotipuri in 3
cazuri, si In cite un caz 4, respectiv 5 serotipuri.
Serotipul cel mai frecvent intdlnit in asocieri este
HPV 16, in 9 cazuri. (Tabelul 2)

TABELUL 2. Distributia serotipurilor hr-HPV in
modificarile histopatologice

NR

1 HPV HPV CIN1 |[CIN2|CIN3| CIS PAC

16

31

51
59

18

66

45

52
2HPV 16,18
16,31
16,51
16,45
16,52
16,58
18,73
31,39
31,81
33,53
39,81
33,52
3HPV 51,52,66
51,53,66
42,61,84
4HPV 52,58,68,CP6108
S5HPV 52/33/35/58/82
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Prevalenta infectiei cu serotipuri HPV cu risc
inalt oncogen, in cele 36 de cazuri, in ordine des-
crescatoare, este urmatoarea: HPV 16 — 17 cazuri;
HPV 52 — 7 cazuri; HPV 31 — 6 cazuri, HPV 51 -5
cazuri; HPV 18,33,58,66 — 3 cazuri; HPV 39,45,53
— 2 cazuri; HPV 35,59,68,73 ,82 si 84 — 1 caz.

Distributia rezultatelor histopatologice in cadrul
celor 36 de cazuri este urmatoarea: 11 CIN 1, 16
CIN 2/3 (CIN 2, CIN 3, CIS), 9 HP NEGATIV.

Prevalenta serotipurilor HPV 1in modificarile
histopatologice este urméatoarea, in ordine descres-
catoare:

—CIN 1 (11 cazuri): HPV 16 —4 cazuri; HPV 51—
4 cazuri; HPV 66-3 cazuri; HPV 52 — 2 cazuri;

— CIN 2/3 (CIN 2, CIN 3, CIS — 16 cazuri)):
HPV 16 — 9 cazuri; HPV 31 si 52 — 4 cazuri

— HP NEG (9 cazuri): HPV 16 — 4 cazuri; HPV
31— 2 cazuri, HPV 51 $i 52 — 1 caz.

Pe grupe de varsta, avem urmatoarea distributie
HPV/ CIN:

— Grupa 20-31 ani (Tabelul 3):

16 cazuri: CIN 2/3 = 7 cazuri; CIN 1 =4 cazuri;
HP NEG = 5 cazuri

TABELUL 3. HPV/CIN 21-30 de ani

CIN2/3 CIN1 HP NEG
HPV16 |6 1 2
HPV 31 |2 0 1
HPV51 |0 2 1
HPV52 |1 1 1
TOTAL |7 (HPV 311N ASOCIERE CU 16) |4 5

— Grupa 31-40 ani (Tabel 4):
16 cazuri: CIN 2/3 = 8 cazuri; CIN 1 =4 cazuri;
HP NEG =4 cazuri

TABELUL 4. HPV/CIN 31-40 de ani

CIN 2/3 CIN1 HP NEG
HPV 16 3 3 2
HPV 31 2 0 1
HPV 51 0 1 1
HPV 52 3 0 0
TOTAL 8 4 4

Infectia cu serotipul HPV 16, singur sau in aso-
ciere, este semnificativ statistica in CIN 2/3, in spe-
cial pentru grupa de varsta 21-30 ani [odds ratio
(OR) 12; 95% confidence interval (CI):0,9550-
150,8; p = 0,0601, ngs-Fisher test]. (Fig. 1)
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FIGURA 1

Pentru celelalte serotipuri cele mai frecvent
intalnite In CIN, HPV 31, 52 si 51 prevalenta in
CIN 2/3 nu este semnificativa statistic. Dupa cum
reiese din Tabelul 1, in acest studiu am gasit 14
(14/59) cazuri cu citologie Papanicolaou normala,
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15 (15/59) cazuri cu ASCUS, 13 (13/59) cu LSIL si
17 (17/59) cu HSIL.

Pentru rezultatele histopatologice am gasit 12
(12/59) cazuri negative, 22 (22/59) cazuri cu CIN 1
$125(25/59) cazuri cu CIN2/3 (CIN 2, CIN 3, CIS).

Dupa cum se vede, cel mai frecvent intalnit sero-
tip HPV cu risc inalt oncogen la pacientele cu cito-
logie anormala ASCUS, LSIL, HSIL a fost HPV
16, in 40%, 30,8%, respectiv 29,4%, urmat de sero-
tipurile 51 si 52- 13,3% in ASCUS, HPV 31-23,1%
in LSIL si serotipurile 18 si 45-11,8% in HSIL.

La pacientele cu citologie normala, cele mai
frecvente serotipuri au fost 52 si 58 —21,4%, urmate
de serotipul 16 — 14,2%.

Daca ne referim doar la modificarile histopa-
tologice, cele mai frecvente serotipuri cu risc inalt
oncogen au fost HPV 16-18,1% in CIN 1 si 36% in
CIN 2/3, urmate de HPV 51-18,1% in CIN 1 si
HPV 31 si 52-16% in CIN 2/3. Serotipul 18 a fost
gasit doar in 8% din CIN 2/3.

La pacientele cu rezultate histopatologice nega-
tive (normale) cele mai frecvent intalnite serotipuri
cu risc inalt oncogen au fost HPV 16-33,3% si HPV
31 -16,7%.

Serotipurile 16, 31 si 52 au fost mai frecvent
intalnite in CIN 2/3 —36%,16%, 16%, decat in HSIL
—29,4%, 5,9%, 5,9%; in LSIL serotipul 31 a fost mai
frecvent Intalnit — 23,1% decéat in CIN 2/3 — 16%.

Inceeace priveste studiul statistic al modificarilor
citologice si histopatologice pe grupe de varsta,
avem urmatoarele rezultate:

— Varstele medii ale pacientelor cu citologie
normala, ASCUS, LSIL si HSIL au fost 23 ani, 32
ani, 27 ani, respectiv 31 ani (Tabelul 5) (Fig. 2).

Aceasta diferentd este semnificativa statistic — p
= 0,0024 (Test Kruskal-Wallis-Nonparametric
ANOVA).

TABELUL 5. Analiza statistica varsta / rezultate
citologice

MEAN SE MIN | MED MAX
NLIM 25.20 2.08 |22. 23. 33.
ASCUS 34.27 2.73 | 22. 32. 55.
LSIL 28.00 1.27 |24. 27. 33.
HSIL 30.60 1.48 | 20. 31. 36.

— Varstele medii ale pacientelor cu rezultate
histopatologice normale, CIN 1 si CIN 2/3 au fost
30,5 ani, respectiv 31 ani, diferentd de asemenea
semnificativa statistic — p = 0,0141 (Test Kruskal-
Wallis-Nonparametric ANOVA). (Tabelul 6) (Fig.
3).
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TABELUL 6. Analiza statistica varsta / rezultate
histopatologice

MEAN SE MIN | MED | MAX
HP NEG 28.88 | 1.44 22. | 30.50 | 33.
CIN1 3391 | 3.30 22. 31. 55.
CIN 2/3 3047 | 1.17 20 31 36.
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DISCUTII

Studiul nostru a fost efectuat pe un grup de pa-
ciente care s-au adresat serviciului de ginecologie
pentru screeningul cancerului cervical.

Studiul nostru descrie distributia infectiei cu
serotipuri HPV cu risc inalt oncogen la 36 de pa-
ciente din Centrul de Diagnostic si Tratament
,,Victor Babes®, pe baza rezultatelor citologice si
histopatologice gasite.

Desi rezultatele nu se pot extrapola la intreaga
populatie, am gasit date interesante.

In studiul nostru cele mai frecvente serotipuri cu
risc inalt oncogen intalnite au fost 16, 31, 52 si 51.
Serotipul 16 a fost gasit in 36% din CIN 2/3, iar
serotipurile 31 si 52 in 16% din CIN 2/3. Serotipul
18 a fost gasit doar in 8% din CIN 2/3.
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Pe plan mondial, se considerda in general ca
serotipurile cel mai frecvent intalnite la pacientele
cu leziuni CIN 3 sau mai avansate sunt HPV 16 si
18.(12)

Studii recente au aratat diferente mari ale va-
riatiei prevalentei serotipului 18 in leziunile pre-
neoplazice avansate.

Astfel, in Italia, cele mai frecvente serotipuri ga-
site au fost HPV 16 (71%), HPV 31(10%) si HPV
51 (9%), in timp ce serotipul 18 a fost gasit doar la
6% dintre paciente. (15)

In Australia, in schimb, prevalenta serotipului
18 in leziunile preneoplazice severe a fost de 18,3%.

(16)

Serotipul 31, al doilea ca prevalenta in studiul
nostru, este de asemenea foarte frecvent In Spania
(12), Italia (15) si in SUA (17).

La pacientele cu citologie normala, cele mai
frecvente serotipuri au fost 52 si 58 —21,4%, urmate
de serotipul 16 — 14,2%.

Acest lucru poate sustine necesitatea efectudrii
de colposcopie, urmata de examen histopatologic
la pacientele cu citologie normala, dar cu teste HPV
pozitive pentru serotipurile 16 si 31.

La pacientele cu rezultate histopatologice ne-
gative (normale) cele mai frecvent intalnite sero-
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tipuri cu risc inalt oncogen au fost tot HPV 16-
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