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Povzetek

Cloveski papilomavirusi (HPV) so raznolika skupina DNA virusov, etiolo$ko povezana z razli¢nimi
benignimi, predrakavimi in rakavimi novotvorbami epitelija sluznic in koze pri ¢loveku. Podrobni
pregled slovenskih raziskav na podrocju HPV, ki so bile od leta 1990 do oktobra 2011 objavljene v
revijah, ki jih indeksira Science Citation Index (SCI) in/ali PubMed/Medline - skupaj 73 ¢lankov, je bil
objavljen konec leta 2011 (Acta Dermatovenerol Alp Panonica Adriat 2011; 20: 99-112). V tem pri-
spevku predstavljamo 63 raziskovalnih, strokovnih in preglednih ¢lankov slovenskih raziskovalcev,
objavljenih od novembra 2011 do septembra 2015 v revijah, ki jih indeksira SCl in/ali PubMed/Me-
dline. Podrobneje so predstavljene predvsem slovenske raziskave novih genotipov HPV, genetske
raznolikosti izbranih genotipov HPV, pomembna raziskava »Opozorilno epidemiolosko spremljanje
okuzb s HPV v priloznostnem vzorcu zensk, starih od 20 do 64 let,« raziskave bremena in prepreceva-
nja s HPV povezanih novotvorb v drzavah Vzhodne in Srednje Evrope ter Srednje Azije ter slovenske
raziskave benignih in malignih novotvorb v anogenitalnem podroc¢ju. Na kratko je predstavljen tudi

osnovni koncept diagnostike okuzbe s HPV v Sloveniji in po svetu
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Uvod

Cloveski papilomavirusi (angl. human papilloma-
viruses, HPV) so raznolika skupina DNA virusov,
etiolosko povezana z razli¢nimi benignimi, predra-
kavimi in rakavimi novotvorbami epitelija sluznic
in koze pri ¢loveku. HPV so ze skoraj Cetrt stoletja
predmet Stevilnih raziskav v Sloveniji. Podrobni
pregled slovenskih raziskav na podroc¢ju HPV od
leta 1990 do oktobra 2011 in sicer 73 ¢lankov, obja-
vljenih v revijah, ki jih indeksirajo Science Citation
Index (SCI) in/ali PubMed/Medline, je bil objavljen
konec leta 2011 in je prosto dostopen na spletu (1).
V tem prispevku bomo na kratko predstavili skupaj
63 raziskovalnih, strokovnih in preglednih ¢lankov
slovenskih raziskovalcev, objavljenih od novembra
2011 do septembra 2015 v revijah, ki jih indeksira-
jo SCl in/ali PubMed/Medline (2). Podrobneje so
predstavljene predvsem raziskave, ki so bile osre-
dotocene na okuzbe s HPV v anogenitalnem po-
dro¢ju. Na koncu prispevka smo predstavili tudi
osnovni koncept diagnostike okuzbe s HPV v Slo-
veniji in po svetu.

Novi genotipi HPV

Po podatkih mednarodnega referen¢nega centra
za HPV (angl. International Human Papillomavirus
Reference Center), ki deluje pod okriljem instituta
Karolinska (se. Karolinska Institutet) v Stockholmu
na Svedskem, je bil do 29. septembra 2015 popol-

noma opredeljen in uradno priznan 201 genotip
HPV. Nedavno je bilo na podlagi filogenetskih pri-
merjav vseh dostopnih (delnih ali celotnih) nukle-
otidnih zaporedij genoma HPV v ve¢ neodvisnih
raziskavah dokazano, da in vivo obstaja Se vec¢ kot
250 moznih novih genotipov HPV. Ve¢je stevilo no-
voodkritih HPV v zadnjih sedmih letih je posledica
uporabe novih, od nukleotidnega zaporedja ne-
odvisnih tehnik pomnozZevanja in novih, pogosto
rodovno-navzkriznih Sirokospektralnih oligonukle-
otidnih zacetnikov, ki omogocajo pomnozevanje
sirega spektra HPV in/ali metode globokega se-
kveniranja. Omenjene molekularne metode in dru-
ge tehnike za identifikacijo in opredeljevanje no-
voodkritih genotipov HPV kot sta verizna reakcija
s polimerazo (angl. polymerase chain reaction, PCR)
in metoda kroznega pomnozevanja (angl. rolling-
circle amplification, RCA) smo podrobneje opisali
v nedavno objavljenem preglednem ¢lanku (3). V
¢lanku smo skupaj z raziskovalci iz Svedske doda-
tno predstavili Se kratek pregled novih genotipov
HPV, ki so bili odkriti v Sloveniji in na Svedskem (3).
V Sloveniji smo odkrili in dokon¢no opredelili de-
set uradno priznanih genotipov HPV: HPV-120,
HPV-125, HPV-150, HPV-151, HPV-159, HPV-174,
HPV-179, HPV-184, HPV-199 in HPV-2014. V obdo-
bju 2012-2015 smo v znanstvenih revijah objavili
podatke za sedem: HPV-120, HPV-159, HPV-174,
HPV-179, HPV-184, HPV-199 in HPV-204 (4-9).
Delno smo opredelili tudi vec kot 35 kandidatnih
izolatov za nove HPV-genotipe. Delna nukleotidna
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zaporedja omenjenih genotipov HPV smo odkrili z
uporabo PCR in razli¢nih Sirokospektralnih oligo-
nukleotidnih zacetnikov. Temu je sledilo pomno-
Zevanje in kloniranje celotnih virusnih genomov
in njihova genetska oziroma filogenetska oprede-
litev. Genotip HPV-120, ki se filogenetsko uvrsca v
rod Betapapillomavirus (-PV) v vrsto 2 (najblizji
sorodnik je HPV-23), je nasa raziskovalna skupina
odkrila v brisu zadnji¢nega kanala, so¢asno z raz-
iskovalci v ZDA, ki so ta genotip odkrili v izpirku
ustne votline (4). V nadaljevanju skupne raziskave
smo z uporabo HPV-120-tipsko znacilne PCR v re-
alnem ¢asu (angl. real time PCR, RT-PCR) HPV-120
dokazali v ve¢jem Stevilu vzorcev ustne votline,
zadnjika, anogenitalnih bradavic in dla¢nih mesi¢-
kov obrvi, s ¢imer smo potrdili njegov dvojni tkiv-
ni tropizem. Z molekularno analizo gena L1 smo v
nadaljevanju dokazali stevilne podtipske razlicice
tega virusa, ki so tvorile dve mozni genetski liniji
(4). Genotip HPV-159 smo, podobno kot HPV-120,
odkrili v brisu zadnji¢nega kanala (5). Filogenetsko
ga uvrs¢amo med B-PV, v vrsto 82, njegov najblizji
sorodnik pa je HPV-9. Genotip HPV-174 smo odkri-
li v tkivnem vzorcu ploscatoceli¢nega karcinoma
(angl. squamous cell carcinoma, SCC) koze, ki je
vseboval se HPV-9 in HPV-150 (6). Tudi ta genotip
uvrs¢amo med (-PV oziroma v vrsto (32, njegov
najblizji sorodnik pa je HPV-145. Vloga HPV-174 pri
nastanku raka koze za zdaj ostaja neznana (6). Pri
64-letnemu imunsko oslabelemu moskemu smo v
dveh razli¢nih tkivnih vzorcih koznih bradavic od-
krili dva nova genotipa, ki smo ju kasneje tudi etio-
losko povezali z nastankom posameznih bradavic.
Genotip HPV-179 in HPV-184 filogenetsko uvrsca-
mo v rod Gammapapillomavirus (y-PV), HPV-179 v
vrsto y15 in HPV-184 v vrsto y25 (7). Genotip HPV-
199 smo izolirali iz brisa nosnega dela zrela in brisa
analnega kanala, izkazuje dvojni tkivni tropizem in
ga filogenetsko uvrs¢amo v rod y-PV, v vrsto y25
(9). Genotip HPV-204 smo odkrili v analnem brisu
36-letnega moskega s HPV-53 pozitivnimi analni-
mi bradavicami. Novoodkriti genotip je Sele tret;ji
opredeljeni predstavnik rodu p—PV (8).

Vzporedno z naras¢anjem Stevila novih HPV se
veca tudi Stevilo novoodkritih Zivalskih papilo-
mavirusov (angl. Papillomavirus, PV). Po podatkih
zadnjega preglednega ¢lanka je bilo popolnoma
opredeljenih 131 PV pri 66 razli¢nih Zivalskih vr-
stah, ki se taksonomsko razvr$¢ajo v 36 PV-rodov
(3). Odkrivanje in potrjevanje novih Zivalskih PV
naj bi spremljali v Referen¢nem centru za zivalske
papilomaviruse (angl. Animal Papillomavirus Refe-
rence Center) v New Yorku (ZDA), ustanovljenem
leta 2010, vendar center Se vedno ni polno zazivel.
Vsak novi genotip zivalskih PV je oznacen z okrajsa-
vo rodu in vrsto zivali, pri kateri je bil osamljen ter
z zaporedno Stevilko osamitve (npr. kratici FdPV1

in FAPV2 oznacujeta PV, odkrita pri domaci macki
Felis domesticus).

V nedavni raziskavi smo s pomocjo novih Siroko-
spektralnih oligonukleotidnih zacetnikov za HPV
in posebne metode vgnezdene PCR (angl. single
tube nested 'hanging droplet' PCR) odkrili prvi PV
Phodopus sungorus papillomavirus type 1 (PsuPV1),
katerega naravni gostitelj je sibirski hréek (Phodo-
pus sungorus). Novi zivalski virus, ki izkazuje vse
znacilnosti organizacije genoma PV, smo uvrstili v
rod Pipapillomavirus, kamor trenutno uvri¢amo Se
Sest PV, ki so bili osamljeni pri razli¢nih glodavcih,
vklju¢ujo¢ sirijskega hrcka, razlicne vrste misi in
norvesko podgano. PsuPV1 je pricakovano najbolj
soroden MaPV1 (Mesocricetus auratus Papillomavi-
rus Type 1), ki je bil osamljen iz ustne votline sirij-
skega hrc¢ka (Mesocricetus auratus) (10).

Genetska raznolikost izbranih genotipov HPV

HPV so eden redkih primerov v humani virologiji,
ko genotipe virusa lahko povezemo z dolo¢eno bo-
leznijo. Genotipi HPV kaZejo tkivno specifi¢nost in
povezanost z razvojem znacilnih bolezenskih spre-
memb v tar¢nem epitelu. Ker se bolezen razvije le
pri manjsini oseb, okuzenih z dolo¢enim genoti-
pom HPV, se je izoblikovala domneva, da znotraj
posameznega genotipa HPV obstajajo podtipske
razlicice, ki bi lahko prispevale k ve¢ji ali manjsi
patogenosti virusa. Patogenetska razlicnost pod-
tipskih razli¢ic HPV naj bi izvirala iz genetskih spre-
memb v kodirajocih in/ali nekodirajocih oziroma
uravnalnih podro¢jih genoma HPV.

V sodelovanju z raziskovalci iz Univerze Alberta Ein-
steina (New York, ZDA) smo na podlagi filogenetske
analize in izra¢una maksimalnih razlik parov nukle-
otidnih zaporedij med 43 celotnimi genomi HPV-6
in 32 celotnimi genomi HPV-11 predlagali kriterij za
dolo¢evanje genetskih linij HPV-6/-11 (1 % odsto-
panje v celothem genomu od ostalih podtipskih
razli¢ic istega genotipa HPV) in genetskih podlinij
(0,5-1,0 % odstopanje). Po opisanem predlogu ime-
nujemo skupino podtipskih razli¢ic HPV, ki vkljucu-
jejo referencno razli¢ico, linija A in njene podlinije
A1, A2 itd. Skupine podstipskih razlicic, ki ne vklju¢u-
jejo referencne razli¢ice HPV, imenujemo po abece-
dnem vrstnem redu (linija B, C itd.). Podtipske razli-
¢ice HPV-6 smo uvrstili v dve genetski liniji: A in B ter
tri podlinije: B1, B2 in B3, medtem ko smo razli¢ice
HPV-11 uvrstili v dve podliniji: AT in A2. Postavili
smo tudi sistem za poenoteno Stevilcenje nukleoti-
dnih mest v genomskih zaporedjih genotipov HPV
iz rodu Alphapapillomavirus (a-PV) (11).

V letu 2014 smo izvedli raziskavo, v kateri smo na
podlagi analize celotnih genomov kot prvi raz-
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iskali svetovno genomsko raznolikost genotipa
HPV-6. V raziskavo smo vkljuc¢ili 530 HPV-6-pozitiv-
nih vzorcev, pridobljenih iz 15 drzav iz Sestih celin
(Evropa, Azija, Severna in Juzna Amerika, Avstralija
in Afrika). HPV-6-pozitivhe vzorce smo pridobili iz
razlicnih anatomskih mest okuzbe (anogenitalnih
bradavic, papilomov grla in brisov materni¢nega
vratu). Izmed 530 vzorcev smo 492 opredelili nu-
kleotidna zaporedja v genomskih podrogjih: E5a,
E5b, L1 in LCR ter najbolj raznolikim razli¢cicam do-
locili celotno nukleotidno zaporedje. Z omenjeno
raziskavo smo v gensko banko GenBank prispevali
najvecje Stevilo celotnih genomov HPV-6 do sedaj,
130 od 190. Podtipske razlicice HPV-6 smo filoge-
netsko uvrstili v genetski liniji A in B ter pet podli-
nij B1-B5. Z geografsko in klini¢cno povezavo med
(pod)linijami HPV-6 smo pokazali, da so razlicice
iz linije B prevladovale globalno, v Aziji razlicice iz
linije A in v Afriki ter Severni in Juzni Ameriki razli-
Cice iz podlinije B3. Razlicice B3 so bile bolj pogo-
ste pri Zzenskah in razlicice B1 in B3 v anogenitalnih
okuzbah (12).

V nasledniji raziskavi, v kateri smo nadaljevali nase
delo na podrocju genetske raznolikosti klinicno
pomembnih nizkorizi¢nih genotipov HPV (angl.
low-risk HPV, LR-HPV), smo opredelili genomska
podro¢ja L1, LCR in E6 14 izolatov HPV-40, 49 izo-
latov HPV-42, 10 izolatov HPV-43 in 35 izolatov
HPV-44 (13). Po podatkih iz dosegljive literature je
ta raziskava predstavljala prvo opredelitev podtip-
skih razlicic HPV-40, HPV-42 in HPV-43 doslej. Pri
posameznemu genotipu HPV smo opisali Stevilne
razlicice genomskih podrocij L1, LCR in E6, opre-
deljene s stevilni zamenjavami, vstavki ali izpadi
nukleotidov, ki so skupno sestavljale 9 podtipskih
razli¢cic HPV-40, 30 podtipskih razlicic HPV-42, tri
podtipske razlicice HPV-43 in 19 podtipskih razli¢ic
HPV-44. Na osnovi molekularno-filogenetskih ana-
liz zdruzenega zaporedja L1, LCR in E6 smo prvic¢
dokazali, da obstojece podtipske razlicice HPV-42
in HPV-43 tvorijo filogenetsko drevo z dvema izra-
zito lo¢enima skupinama razlicic, ki so najverjetne-
je nastale v procesu evolucijskega locevanja na dve
samostojni taksonomski enoti oziroma dva nova
genotipa HPV. Podoben fenomen smo v raziskavi
potrdili tudi za HPV-44 (13).

Leta 2008 je bila odkrita nova, domnevno manj
patogena razli¢cica HPV-16 z znacilnim, 63 baznih
parov velikim vstavkom v genu E1, ki evolucijsko
pripada skupini razlicic HPV-16 E6-T350G. V razi-
skavi, v katero smo vkljucili 390 HPV-16-pozitivnih
vzorcev, ki so bili osamljeni pri istemu Stevilu Zensk
z normalno citologijo, cervikalnimi intraepitelijski-
mi neoplazijami stopnje 1-3 (angl. cervical intrae-
pithelial neoplasia 1-3, CIN 1-CIN 3) in rakom ma-
terni¢nega vratu, smo Zeleli ugotoviti kolikSen de-

lez okuzb s HPV-16 v Sloveniji dejansko povzroca
razlicica z vstavkom v genu E1 HPV-16 E1. Razli¢ico
HPV-16 E1, ki smo jo dokazovali s pomnoZevanjem
146-210 baznih parov velikega dela gena E1 in se-
kveniranjem 167 baznih parov velikega dela gena
E6, smo dokazali v sedmih od 48 (14,6 %) vzorcev
zensk z normalno citologijo, enem od 21 (4,8 %)
vzorcev zensk s CIN 1, dveh od 20 (10,0 %) vzor-
cev zensk s CIN 2, devetih od 131 (6,9 %) vzorcev
zensk s CIN 3 in 12 od 170 (7,1 %) vzorcev zensk
z rakom materni¢nega vratu. Ceprav smo zaznali
trend upadanja prevalence razlicice HPV-16 E1 z
naras¢anjem stopnje cervikalnih sprememb, raz-
like v njeni prevalenci med zenskami z normalno
citologijo, razli¢nimi predrakavimi spremembami
ali rakom materni¢nega vratu niso bile statisticno
pomembne (14).

Diagnostika okuzbe s HPV

Na povabilo Svetovne zdravstvene organizacije
(angl. World Health Organisation, WHO) smo s pri-
znanimi tujimi raziskovalci na podroc¢ju HPV napi-
sali dva pregledna ¢lanka, ki sta del obsezne HPV-
monografije z naslovom »Comprehensive Control of
HPV Infections and Related Diseases«, objavljene kot
posebna izdaja revije Vaccine konec leta 2012. HPV-
monografija 2012 Se vedno predstavlja osnovni vir
vseh najpomembnejsih informacij na podro¢ju
HPV in z njimi povezanih bolezni. V prvem ¢lanku
smo naredili podroben pregled vseh komercialno
dostopnih metod za dokazovanje okuzbe z a-PV.
Aprila 2012 smo s pregledom vseh pomembnejsih
podatkovnih baz ugotovili, da je na svetovnem tr-
ZiS¢u vsaj 125 razlicnih komercialnih testov HPV in
vsaj 84 njihovih razlicic (15). Do konca septembra
2015 se je to Stevilo ze povisalo na 193 razli¢nih te-
stov HPV in 127 razlicic.

V sklopu HPV-monografije 2012 smo napisali tudi
povzetek klju¢nih meta-analiz in preglednih ¢lan-
kov, ki so obravnavali uporabnost testiranja HPV za
tri klju¢ne klini¢ne indikacije (16):

e triazo bolnic s citolosko diagnozo ASC-US (angl.
atypical squamous cells of undetermined signifi-
cance) ali LSIL (angl. low grade squamous intrae-
pithelial lesion),

e kontrolo uspesnosti zdravljenja sprememb CIN
2+in

e primarno presejalno testiranje za zgodnje od-
krivanje raka materni¢nega vratu.

Nasi izsledki so pokazali, da je triaza Zzensk z dia-
gnozo ASC-US s klini¢no validiranim testom HPV
statisti¢no znacilno obcutljivejsa metoda za odkri-
vanje hudih predrakavih sprememb materni¢nega
vratu in enako specifitcna metoda kot ponavljajoci
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se brisi materni¢nega vratu. V triazi Zensk z blago
diskarioti¢nimi celicami se je klini¢no validiran test
HPV izkazal za bolj obcutljiv za odkrivanje hudih
predrakavih sprememb materni¢nega vratu kot
ponavljajoci se brisi materni¢nega vratu, vendar
je imel znatno manjso specifi¢nost. V nadaljevanju
smo ugotovili, da je bilo HPV-testiranje statistic-
no znacilno obcutljivejsa in primerljivo specifi¢na
metoda za odkrivanje rezidualnega ali recidivnega
CIN 2+ kot kontroliranje z brisom materni¢nega
vratu. V primarnem presejalnem testiranju za raka
materni¢nega vratu so klini¢no validirani testi HPV
izkazali ve¢jo obcutljivost za odkrivanje CIN 2+
kot citologija toda nekoliko manjso specifi¢nost.
Slednjo lahko izboljsamo z refleksno citologijo in/
ali refleksnim ali so¢asnim dolo¢anjem HPV-16 in
HPV-18 ali nekaterimi drugimi triaznimi testi (npr.
imunohistocitokemi¢no barvanje celi¢ne beljako-
vine p16™k ali p16/Ki-67). Izsledki nase raziskave
podpirajo uporabo testa HPV kot najbolj primerne
metode za triazo zZensk z atipi¢nimi ploscatimi celi-
cami materni¢nega vratu, za spremljanje Zensk po
zdravljenju CIN 2+ in pri primarnem presejanju za
raka materni¢nega vratu pri zenskah starejsih od
30let (16).

V letos objavljenem prispevku smo opozorili, da je
potrebna previdnost pri interpretaciji rezultatov
raziskav, ki z retrogradnim sledenjem spremljajo
ucinkovitost citologije in HPV testiranja pri prese-
jalnih programih za raka materni¢nega vratu. Ob
pristranskih izvedbah taksnih raziskav lahko zaradi
neprimerne zasnove moc¢no precenimo obcutlji-
vost citologije (17).

Zaradi velikega odmeva HPV-monografije 2012 se
je WHO odlocila pripraviti tudi povzetek celotne
monografije, ki je bil objavljen v vseh Stirih t.i. re-
gionalnih monografijah, objavljenih kot posebna
izdaja revije Vaccine konec leta 2013. Ugotovili
smo, da je bilo v letu 2008 med 12,7 milijoni no-
vih primerov raka na svetu 4,8 % mogoce pripisati
okuzbi s HPV, incidenca in umrljivost pa je bila bi-
stveno vedja v drzavah v razvoju kot v razvitih dr-
Zavah. V zadnjih letih se je poznavanje naravnega
poteka okuzbe s HPV zelo izboljsalo, preizkusane
in vpeljane so bile strategije za varno in uc¢inkovito
cepljenje proti okuzbi s HPV, razvite so bile vedno
bolj zanesljive molekularne diagnosti¢ne metode
za odkrivanje in presejalno testiranje na raka ma-
terni¢nega vratu, svetovna ozavescenost o HPV in
o boleznih, povezanih z okuzbo s HPV, se je obcu-
tno izboljsala. Hkrati s tem napredkom so se poja-
vili novi peredi izzivi: cena preprecevanja okuzbe s
HPV in zdravstvene obravnave, tehni¢ne omejitve
pri uvajanju preventivnih programov, druzbeni in
politi¢ni odpor do razli¢nih moznosti prepreceva-
nja okuzb in zelo velike razlike v ekonomskih zmo-

Znostih in zdravstvenih sistemih v razli¢nih drza-
vah. Preoblikovanje paradigme preprecevanja raka
materni¢nega vratu in ostalih bolezni, povezanih s
HPV, zahteva vkljucitev strateske kombinacije vsaj
stirih pomembnih komponent: (i) rutinske uved-
be cepljenja proti HPV za Zenske v vseh drzavah,
(i) povecanja in poenostavitve obstojecih progra-
mov presejanja z uporabo novih tehnologij, (iii)
povecanja in prilagoditve presejalnih programov
za izvajanje v drzavah v razvoju in (iv) obravnave
Sirsega spektra rakov in ostalih bolezni, ki jih je mo-
Zno preprediti s cepljenjem proti HPV pri zenskah
in moskih (18).

RealTime High Risk HPV (RealTime, Abbott Mole-
cular, Des Plaines, IL ZDA) je test HPV, ki temelji na
metodi RT-PCR in je sposoben lociti med okuzbo
s HPV-16, HPV-18 in 12 HR-HPV (HPV-31, HPV-33,
HPV-35, HPV-39, HPV-45, HPV-51, HPV-52, HPV-56,
HPV-58, HPV-59, HPV-66 in HPV-68) (19-22). Nem-
Ski raziskovalci so v sodelovanju z nasim laborato-
rijem primerjali analiti¢no in klini¢no obcutljivost
in specifi¢nost testa RealTime s testom hc2 pri 545
Zenskah, ki so bile napotene na nadaljnjo kolpo-
skopsko obravnavo. Raziskava je pokazala primer-
ljive klini¢ne in analiti¢ne rezultate med obema
testoma, z izjemo visje analiti¢ne specifi¢nosti
testa RealTime v primerjavi s HC2 (21). V nizo-
zemski raziskavi, izvedeni v sodelovanju z nasim
laboratorijem, so neodvisno potrdili, da RealTime
izpolnjuje vse kriterije mednarodnih priporocil za
presejalni test za zgodnje odkrivanje raka mater-
ni¢nega vratu (klini¢no obcutljivost, klini¢no spe-
cificnost in znotraj- in med-laboratorijsko pono-
vljivost) (20). V pregledu literature, ki je zajemala
vse objave analiti¢nih in klini¢nih evalvacij testa
RealTime med leti 2009 in 2013, smo ugotovili, da
ima test RealTime zelo visoko klini¢no obcutljivost
za detekcijo CIN 2+ in CIN 3+ in primerljivo klini¢-
no specifi¢cnost s testom HC2. Glede na objavlje-
ne rezultate lahko zaklju¢imo, da se test RealTime
lahko uporablja v klini¢ni praksi kot validiran tria-
Zni test HPV za nadaljnjo obravnavo Zensk s neja-
snim oziroma mejnim citoloskim izvidom ter kot
presejani test za zgodnje odkrivanje raka mater-
ni¢nega vratu (19).

V raziskavi, izvedeni leta 2012, smo primerjali uc¢in-
kovitost testa RealTime z u¢inkovitostjo diagnostic-
nega kompleta INNO-LiPA HPV Genotyping Extra
(INNO-LiPA, Fujirebio, Malvern, PA, ZDA) za doka-
zovanje in identifikacijo HPV v 60 arhivskih tkivnih
vzorcih karcinoma ustne votline in ustnega dela
zrela, fiksiranih v formalinu. Z obema metodama
smo HPV DNA oziroma HPV-16 dokazali v petih (8,3
%) primerih, s ¢imer smo dokazali, da je RealTime
v kombinaciji s kompletom QlAamp DNA Mini Kit
(Qiagen, Hilden, Nemcija) hitra, zanesljiva, obcutlji-
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va in specifi¢cna metoda za dokazovanje in delno
genotipizacijo tar¢nih genotipov HPV v arhivskih
tkivnih vzorcih raka glave in vratu (22).

Najbolj pogosto uporabljan test za genotipizaci-
jo HPV, Linear Array HPV Genotyping test (Linear
Array, Roche Molecular Diagnostics, Branchburg,
NJ, ZDA) zazna prisotnost 37 genotipov HPV, med
drugimi tudi vseh 12 HR-HPV. Zaradi navzkrizno re-
aktivne HPV-33/35/52/58 lovke v vzorcih, kjer do-
kazemo prisotnost HPV-33, HPV-35 in/ali HPV-58,
ne moremo potrditi okuzbe s HPV-52. Z uporabo
HPV-52 tipsko-znacilnega RT-PCR smo dokazali, da
ima Linear Array izjemno visoko analiti¢no obcu-
tljivost (100 %) za dokazovanje okuzbe s HPV-52 v
vzorcih, kjer ni dokazane okuzbe s HPV-33, HPV-35
in/ali HPV-58, vendar je dodatno testiranje nujno
pri vzorcih, kjer dokazemo soc¢asno okuzbo s HPV-
33, HPV-35 ali HPV-58 (23).

V nedavno objavljenem preglednem ¢lanku smo
opredelili, kateri testi HPV, ki se uporabljajo za
dokazovanje visokorizi¢nih genotipov, izpolnjuje-
jo mednarodne kriterije za uporabo v primarnem
presejalnem testiranju za raka materni¢nega vratu.
Med teste HPV, ki izpolnjujejo vse kriterije za kli-
ni¢no validacijo lahko uvrstimo Hybrid Capture 2
(hc2) HPV DNA Test (Qiagen Gaithersburg, Inc., MD,
ZDA), EIA kit HPV GP HR (Diassay, Rijswijk, Nizo-
zemska), RealTime High Risk HPV test (Abbott Mo-
lecular, Des Plaines, IL), cobas 4800 HPV Test (Roche
Molecular Systems Inc., Alameda, CA, ZDA), Papil-
loCheck High-risk Test (Greiner Bio-One, Fricken-
hausen, Nemcija), BD Onclarity HPV Assay (BD Di-
agnostics, Sparks, MD), HPV-Risk assay (Self-Screen
BV, Amsterdam, Nizozemska) in APTIMA HPV assay
(Hologic, Madison, WI), ko bodo na voljo podatki z
vsaj 5 letnim sledenjem (24).

Presecna raziskava »Opozorilno epidemiolosko
spremljanje okuzb s HPV v priloznostnem vzor-
cu zensk, starih od 20 do 64 let«

V presecno raziskavo »Opozorilno epidemiolosko
spremljanje okuzb s HPV v priloznostnem vzorcu
zensk, starih od 20 do 64 let« ki je potekala med
decembrom 2009 in avgustom 2010, je bilo vklju-
¢enih vec kot 4.400 zensk, ki so v 16 izbranih gi-
nekoloskih ambulantah po vsej Sloveniji prisle na
ginekoloski pregled v okviru nacionalnega prese-
jalnega programa za raka materni¢nega vratu (25,
26). Ginekologi so odvzeli bris materni¢nega vratu
za citolosko preiskavo in bris za testiranje na HR-
HPV s testom hc2 in RealTime. Prevalenca okuzb z
vsaj enim od 14 HR-HPV je bila 12,9 %. Prevalenca
okuzb z HR-HPV je bila najvisja v starostni skupini
20-24 let in se je znizevala s starostjo in najnizja
med Zenskami z normalnim izvidom citoloske pre-

iskave brisa materni¢nega vratu in se je zvisevala
s stopnjo cervikalne patologije. Najbolj pogosta je
bila okuzba s HPV-16 (3,5 %), ki ji je sledila okuzba
s HPV-31 (2,6 %), HPV-51 (1,8 %) in HPV-52 (1,8 %)
(25).

Naklju¢no izbranih 1.000 brisov materni¢nega vra-
tu je bilo dodatno testiranih na prisotnost 37 geno-
tipov HPV s testom Linear Array v namen dolocitve
prevalence 25 ne-visokorizi¢nih genotipov HPV.
Prevalenca okuzbe s temi 25 genotipi HPV je bila
10,0 %, brez socasne okuzbe s HR-HPV pa 4,0 %.
Najbolj pogost genotip je bil HPV-53 (2,0 %), ki so
mu sledili HPV-54 (1,7 %), HPV-42 (1,6 %) in HPV-89
(1,6 %) (26).

Pri 3.259 zenskah, ki so sodelovale v presecni razi-
skavi, smo poleg brisa materni¢nega vratu, ki smo
ga testirali na HPV DNA, pridobili tudi serumski
vzorec. S testiranjem izbranih genotip-specifi¢nih
anti-HPV protiteles smo ocenili seroprevalenco
11 HR-HPV in 4 LR-HPV in sicer HPV-6, HPV-11,
HPV-16, HPV-18, HPV-31, HPV-33, HPV-35, HPV-39,
HPV-45, HPV-52, HPV-56, HPV-58, HPV-59, HPV-68
in HPV-73. Kumulativna seropozitivhost na enega
izmed 15 testiranih genotipov HPV je bila 56 %,
na enega od 11 HR-HPV 59,2 % in na enega od 4
LR-HPV 33,1 %. Protitelesa, usmerjena proti kate-
remkoli od Stirih genotipov HPV, ki so vkljuceni v
stirivalentno cepivo proti HPV, so bila prisotna pri
40,8 % Zensk. Seropozitivnost za posamezne ce-
pilne genotipe HPV je bila: HPV-16 (25,2 %), HPV-
18 (9,4 %), HPV-6 (19,1 %) in HPV-11 (5,8 %). Staro-
stno-specifi¢na seropozitivnost je bila najvisja pri
zenskah, starih 30-39 let (29,6 %) in je upadala s
starostjo (14 % pri zenskah, starih 60-64 let) (27).
Istocasno s to raziskavo smo opisali tudi validacijo
uporabljene seroloske metode, ki temelji na teh-
nologiji Luminex, pri kateri se HPV-specifi¢na pro-
titelesa iz bolnikovega seruma vezejo na HPV-spe-
cifi¢cne-virusom-podobne delce. Validacija serolo-
Ske metode je temeljila na primerjavi prisotnosti
DNA 15 izbranih genotipov HPV v brisih mater-
ni¢nega vratu in prisotnosti HPV-specifi¢nih proti-
teles v serumu. Statisticno pomembno povezavo
med prisotnostjo anti-HPV genotip-specifi¢nih
protiteles in prisotnostjo HPV DNA smo dokazali
pri 13 genotipih HPV. Statisti¢cna povezava je bila
mocnejsa pri Zenskah, ki so bile okuzene samo z
enim genotipom HPV, v primerjavi z zenskami,
okuzenimi z ve¢ genotipi HPV (28).

V podraziskavi, ki je vkljucevala 195 zensk iz osnov-
ne presecne raziskave, okuzba s HR-HPV ni imela
vpliva na Stevilo ali odstotek zrelih jaj¢nih celic,
odstotek oplojenih jaj¢nih celic, kakovost zarodka
ali na stopnjo zanositve in tako ni bila povezana z
uspehom postopkov zunajtelesne oploditve (29).
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Breme in preprecevanje s HPV povezanih novo-
tvorb v drzavah Vzhodne in Srednje Evrope ter
Srednje Azije

Na povabilo WHO smo koordinirali nastanek ob-
sezne regionalne HPV-monografije z naslovom
»Comprehensive Control of HPV Infections and Re-
lated Diseases in the Central and Eastern Europe
and Central Asia Region,« objavljene kot posebna
izdaja revije Vaccine konec leta 2013. Monografija,
ki vsebuje 6 ¢lankov, je prvi in najpopolnejsi pre-
gled bremena in trenutnega stanja programov za
preprecevanje s HPV povezanih novotvorb v dr-
Zavah Vzhodne in Srednje Evrope ter Srednje Azi-
je (30-33). Podatki za izdelavo monografije so bili
poleg natan¢nega pregleda objav (vec¢inoma ob-
jave v lokalnih jezikih) pridobljeni tudi s pomocjo
dveh podrobnih vprasalnikov, ki smo jih pripravili
ter njihovo izpolnjevanje in analizo koordinirali v
nasem laboratoriju. Zaradi omejenega prostora v
regionalni HPV-monografiji smo del pridobljenih
rezultatov objavili tudi v reviji Acta Dermatovene-
rologica APA (34-37).

V Sredniji in Vzhodni Evropi z visoko incidenco raka
materni¢nega vratu izstopata predvsem Romuni-
ja in Makedonija pred Bolgarijo, Litvo in Srbijo, v
Srednji Aziji pa Kirgizistan, Kazahstan in Armenija
(33, 38). Visoko breme raka materni¢nega vratu 3e
poslabsuje pomanjkanje ucinkovitega presejanja
in vedno visja umrljivost med mlajsimi zenskami.
V nekaterih drzavah je opazen »efekt starostne ko-
horte,« kjer je tveganje za raka materni¢nega vratu
povecano v zaporednih generacijah zensk, rojenih
okrog let 1940-1950, kar je splosni pojav, ki kaze na
spremembe spolnega vedenja v teh generacijah in
povecano tveganje dolgotrajne okuzbe s HPV (33).
Moznosti za zmanjsanje bremena s HPV povezanih
bolezni so odvisne od sredstev, ki so na razpolago.
Zagotovo bi univerzalno cepljenje proti HPV z iz-
boljsanjem presejanja bistveno zmanjsalo breme v
teh dveh regijah Evrope in Azije (33, 38).

Objavljeni podatki o bremenu okuzb s HPV, prese-
jalnih programih za odkrivanje raka materni¢nega
vratu in uvajanju cepljenja proti HPV v 16 drzavah
Srednje in Vzhodne Evrope so zelo omejeni (31, 38).
Analiza 28 najpomembnejsih raziskav, narejenih na
tkivnih vzorcih raka materni¢nega vratu, zadnjika
in vulve v 16 drzavah Vzhodne in Srednje Evrope,
je pokazala prisotnost HPV DNA v 86,6 % od 2.531
primerov raka materni¢nega vratu; 87,5 % HPV-po-
zitivnih rakov je vsebovalo HPV-16 in/ali HPV-18
(31, 37). Prevalenca HPV DNA pri raku zadnjika je
bila 90,7 %, HPV-16 je bil prisoten v 86 %. Pri 164
primerih raka vulve je bila HPV DNA ugotovljena
pri 32,9 %, delez HPV-16 pozitivnih rakov je znasal
od 10,9 % do 27,5 % (37). Prevalenca HPV DNA v ra-

kih materni¢nega vratu, zadnjika in vulve in distri-
bucija genotipov v Vzhodni in Srednji Evropi je bila
primerljiva z ostalimi evropskimi regijami (31, 37).
V Vzhodni in Srednji Evropi se oportunisti¢no pre-
sejanje na raka materni¢nega vratu izvaja v deve-
tih od 16 in organizirano presejanje v sedmih od
16 drzav. Presejalni programi vec¢inoma temeljijo
na uporabi citologije, pregledanost Zzensk pa niha
med nekaj odstotkov do 70 % (31). Breme raka
materni¢nega vratu v drzavah Vzhodne in Srednje
Evrope je praviloma visje v primerjavi z Zahodno
in Severno Evropo, predvsem zaradi dolgoletne
prakse oportunisticnega presejanja, pa tudi zara-
di moc¢nega vpliva politi¢nih in ekonomskih spre-
memb v obdobju prehoda iz komunizma (36).
Dober primer vpliva teh sprememb je Latvija, kjer
je bilo presejalno testiranje na raka materni¢nega
vratu od zacetka 60-ih let prejsnjega stoletja po-
memben del preventivne dejavnosti s posledi¢no
pomembnim znizanjem incidence do leta 1989,
vendar je bilo po letu 1991 prekinjeno. Po ponovni
uvedbi presejalnega testiranja, ki je ostalo opor-
tunisti¢no, se je Latvija morala sooiti s Stevilnimi
problemi, ki so vplivali na nizko stopnjo presejanja
tar¢ne populacije Zensk, in Sele uvedba organizira-
nega presejalnega testiranja leta 2009 je povzrocila
spremembo v trendu ter spodbudne rezultate (34).
Vecina drzav v regiji se $e vedno bori s tezavami,
ki ovirajo uspesno uvedbo programa, spodbudno
dejstvo pa je, da se tudi drzave, ki so do zdaj imele
le oportunisti¢ni program presejanja, pospeseno
pripravljajo na prenovo programov, ki bodo zago-
tavljali organizirano nacionalno presejanje na raka
materni¢nega vratu (36).

Pregled trenutnega stanja uvedbe cepljenja proti
HPV v 16 drzavah Vzhodne in Srednje Evrope je po-
kazal, da je vsaj eno izmed obeh cepiv, ki sta tre-
nutno na trziscu, registrirano v vseh drzavah z izje-
mo Crne Gore. Do sedaj je le 3est drzav (Bolgarija,
Ceska, Latvija, Romunija, Slovenija in Makedonija)
cepivo proti HPV uvedlo tudi v nacionalni program
cepljenja in zagotovilo brezpla¢no rutinsko ceplje-
nje tar¢ne populacije. Glavno oviro za uvedbo ce-
piva proti HPV v nacionalni program cepljenja pri
ostalih 10 drzavah predstavlja predvsem visoka
cena in negativho mnenje SirSe javnosti (31, 35).
Cepljenje moskih trenutno ni vklju¢eno v nacional-
ni program cepljenja v nobeni izmed 16-tih drzav
v regiji (35).

Podatki o bremenu s HPV povezanih okuzb v Ru-
siji, zahodnih drzavah nekdanje Sovjetske zveze,
Kavkaski regiji in Centralni Aziji so zelo omejeni,
incidenca in umrljivost zaradi raka materni¢nega
vratu pa sta v tej regiji visji kot v vecini zahodnoe-
vropskih drzav. Ocenjena prevalenca okuzb s HPV
pri Zenskah z normalno citologijo na podlagi zelo
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omejenega Stevila raziskav je znasala od 0 % do 48
%, pri zenskah s predrakavimi spremembami visje
stopnje od 77,2 % do 100 % in v rakih materni¢ne-
ga vratu od 89,9 % do 100 %. Programi presejanja
so dokaj neuspesni zaradi oportunisti¢nega znaca-
ja, problemi z odzivom Zensk in pomanjkanja zane-
sljive citologije s centralnim registrom. Cepivo pro-
ti HPV je registrirano v desetih od 12 drzav v regiji,
vendar nikjer ni zares implementirano, predvsem
zaradi visoke cene, slabe dostopnosti in pomanjka-
nja ozavescenosti tako SirSe javnosti kot tudi zdra-
vstvenih delavcev (32).

Na osnovi pridobljenih podatkov smo pripravili tudi
prva uradna priporocila za preprecevanje raka ma-
terni¢nega vratu za drzave Vzhodne in Srednje Evro-
pe ter Srednje Azije. Zakljucili smo, da je potrebno
takojsnje ukrepanje, ki bo vkljucevalo neprekinje-
ne, usklajene in stopenjske programe prepreceva-
nja raka materni¢nega vratu s kombiniranim pristo-
pom cepljenja proti HPV (primarna preventiva) in
presejanja na raka materni¢nega vratu (sekundarna
preventiva). Priporocene so tri razlicne strategije
preprecevanja raka materni¢nega vratu za drzave
Vzhodne in Srednje Evrope ter Srednje Azije, kate-
rih uvajanje je odvisno od obstojecih moznosti in
trenutnega stanja v posameznih drzavah (30):

e Drzave zorganiziranim presejalnim programom
si morajo prizadevati za povecanje pregleda-
nosti Zzensk, ki se ne udelezujejo presejanja, za
uvedbo testiranja na HPV v obstojece programe
in uvedbo cepljenja proti HPV v nacionalni pro-
gram cepljenja.

e Drzave z oportunisti¢nim programom z dobro
delujo¢o mrezo citoloskih laboratorijev naj po-
skusajo postopno spremeniti trenutni program
vV organizirano presejanje bodisi s testiranjem
na HPV ali s citologijo in si hkrati prizadevati za
uvedbo cepljenja proti HPV v nacionalni pro-
gram.

e Drzave z nedelujocim oportunisti¢nim preseja-
njem se morajo zavedati, da je uvedba presejal-
nega programa s citologijo lahko predraga ali
celo nedosegljiva zaradi pomanjkanja znanja,
usposobljenega kadra, infrastrukture in nad-
zora kvalitete, zato se v teh drzavah kot najpri-
mernejsa strategija priporoca uvedba cepljenja
proti HPV v nacionalni program cepljenja in de
novo uvedba presejanja s testiranjem na HPV v
podaljsanih ¢asovnih intervalih.

Zaradi odmevnosti regionalne HPV-monografi-
je smo bili povabljeni k pisanju dveh preglednih
¢lankov in sicer o bremenu in preprecevanju raka
materni¢nega vratu v Evropi ter cepljenju proti
HPV (39, 40). Ugotovili smo, da kljub stabilnemu
trendu incidence rak materni¢nega vratu ostaja

pomemben javnozdravstveni problem v celi Evro-
pi. Incidencne stopnje se med evropskimi regijami
pomembno razlikujejo in so najnizje v Zahodni
Evropi, kjer so preventivni programi bistveno bolje
razviti, medtem ko so inciden¢ne in umrljivostne
stopnje v Vzhodni in Srednji Evropi bistveno visje
in so tesno povezane z intenzivnostjo organizira-
nega presejanja (39). V evropskih drzavah z visoko
precepljenostjo tar¢ne populacije s cepivom proti
HPV se Ze kazejo prvi ucinki v obliki zmanjsanja
prevalence tar¢nih genotipov HPV in tudi bolezni,
povezanih z okuzbo s HPV (40).

S presejanjem in cepljenjem proti HPV imamo izje-
mno priloznost, znatno zmanjsati pojavnosti raka
materni¢nega vratu, vendar je ucinkovitost po-
gojena z vzpostavitvijo organiziranih presejalnih
programov in cepljenjem ve¢jih generacij Zzensk.
Letos smo v ta namen izdali razsirjenja priporocila
za cepljenje proti HPV, kjer predlagamo, da se cepi
vse Zenske do starosti 30. let in v nekaterih drzavah
tudi starejse zenske (41). Dodatno bi vsem zenskam
po 30. letu omogocili vsaj en presejalni test na HPV.
Taksen kombiniran pristop bi bil zlasti primeren v
drzavah Srednje in Vzhodne Evrope, Latinske Ame-
rike, Azije in nekatere delih Afrike (41). Predlagana
razsiritev programa cepljenja bi lahko pripomogla
k opaznemu upadu incidence s HPV povezanih no-
votvorb (41). Trenutno je rak materni¢nega vratu
eden izmed redkih malignih obolenj, kjer bi z u¢in-
kovitim presejanjem in cepljenjem lahko drasti¢no
zmanjsali incidenco in umrljivost, ¢e ne celo dose-
gli eradikacije bolezni (42).

HPV in benigni in maligni tumorji v anogenital-
nem podrodju

Profilakti¢no Stirivalentno cepivo, ki sciti pred
okuzbo z genotipi HPV-6, HPV-11, HPV-16 in HPV-
18, se je v svetu Ze izkazalo za ucinkovito pri nad-
zorovanju Sirjenja okuzb in bolezni, povezanih s
tarénimi genotipi. Stirivalentno cepivo HPV je bilo
v Sloveniji uvedeno brez predhodnih zanesljivih
podatkov o prevalenci HPV in razporeditvi genoti-
pov HPV v malignih in benignih tumorjih (razen pri
raku materni¢nega vratu) pred uvedbo cepljenja,
na podlagi katerih bi lahko ocenili u¢inek cepljenja
s Stirivalentnim cepivom.

V raziskavi, opravljeni na 422 histolosko potrjenih
tkivnih vzorcev anogenitalnih bradavic, odvzetih
315 imunokompetentim bolnikom obeh spolov,
smo DNA HPV dokazali pri 306 izmed 315 (97,1 %)
bolnikov z anogenitalnimi bradavicami, od tega sta
bila HPV-6 in/ali HPV-11 prisotna pri 92,4 % bolni-
kov, kar nakazuje, da bi nastanek vecine teh tumor-
jev lahko preprecili s profilakti¢nim Stirivalentnim
HPV cepivom. Prevalenca HPV-6 se v anogenitalnih
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bradavicah med spoloma statisti¢no ni razlikovala,
nasprotno je bil HPV-11 trikrat pogostejsi pri mo-
$kih z anogenitalnimi bradavicami. Ve¢ bradavic
socasno prisotnih na razli¢nih anatomskih mestih
smo nasli pri 90 izmed 315 (29 %) bolnikov z ano-
genitalnimi bradavicami. Pri vseh 90 bolnikih smo
v vseh bradavicah posameznega bolnika dokazali
prisotnost istega genotipa HPV (43).

V raziskavi, ki je sledila, smo na 45 izolatih HPV-6,
osamljenih iz svezih tkivnih vzorcev anogenitalnih
bradavic, odvzetih 18 naklju¢no izbranim bolni-
kom s HPV-6 povzrocenimi socasnimi bradavica-
mi, s sekvenc¢no analizo $tirih genomskih podrocij
HPV-6 (L1, E5a, E5b in LCR) dodatno potrdili naso
domnevo, da je nastanek multiplih bradavic pri po-
sameznem bolniku posledica okuzbe z eno samo
genomsko razli¢ico HPV-6 in ne posledica okuzbe z
vec razlicicami istega genotipa (44).

V mednarodni raziskavi, ki je vkljucevala tkivne
vzorce iz 24 drzav, in v kateri je sodeloval tudi nas
laboratorij, smo med 43 histolosko potrjenimi in-
traepitelijskimi neoplazijami zadnjika stopnje 2 in
3 (angl. anal intraepithelial neoplasia, AIN) dokaza-
li prisotnost HPV v 95,3 % ter med 496 vzorci raka
zadnjika v 88,3 %. Najbolj pogosto zaznan genotip
HPV, tako v AIN 2 oziroma AIN 3 kot v raku zadnji-
ka je bil HPV-16, ki je bil dokazan v 75,4 % in 80,7
% vzorcev, v invazivnim raku zadnjika mu je sledil
HPV-18 (3,6 %). V pod-vzorcu 116 rakov zadnjika
smo dokazali tudi povecano izrazanje p16™Nt* v 95
% vseh HPV pozitivnih rakov, kar kaze na zelo po-
dobno patogenetsko povezavo med okuzbo s HPV
in rakom zadnjika kot z rakom materni¢nega vratu
(45).

V raziskavi, objavljeni leta 2011, v katero je bilo
vklju¢enih 21 vzorcev raka zadnjika, odvzetih is-
temu Stevilu bolnikov iz Slovenije, smo prisotnost
HPV DNA dokazali v vseh 21 preiskanih vzorcih. Pri-
¢akovano je bil najpogosteje najden genotip HPV-
16 (v 19 izmed 21 vzorcev) (46).

V Sloveniji mikroinvazivni SCC predstavlja pomem-
ben delez novoodkritih rakov materni¢nega vratu.
V nedavno objavljeni raziskavi so zeleli ugotoviti
zanesljivost histopatoloske ocene mikroinvazivne-
ga SCC pri bolnicah, diagnosticiranih v nasi drzavi v
obdobju let od 2001 do 2007. Za ponoven histopa-
toloski pregled je bilo primernih 250 primarnih bi-
opsij, od tega je bilo 73,6 % ponovno ocenjenih kot
mikroinvazivni SCC z izrazito prevladujo¢im FIGO-
stadijem IA1 in velikim delezem zgodnje stromalne
invazije znotraj tega stadija. Avtorji so zakljucili, da
je ponovni pregled biopsij pokazal znaten delez
precenjenih diagnoz, najpogostejsa histopatolo-
$ka sprememba v precenjenih vzorcih pa je bil ob-

sezen CIN 3 z vras¢anjem v kripte endocervikalnih
Zlez (47).

Vpliv HPV na lastnosti semenske tekocine pri ne-
plodni populaciji $e ni dokon¢no opredeljen. V
nedavni raziskavi smo Zzeleli dolociti prevalenco
HPV v parnih vzorcih: brisih zunanjega spolovila in
vzorcih semenske tekocine, odvzetih 340 sloven-
skim moskim iz neplodnih parov ter opredeliti ali
okuzba s HPV vpliva na lastnosti semenske teko-
¢ine. Prisotnost HPV DNA je bila dokazana v 37,1
% brisov zunanjega spolovila in 13,6 % vzorcev
semenske tekocine, z visoko skladnostjo HPV ge-
notipov prisotnih na obeh mestih vzoréenja. Naj-
pogosteje dokazana genotipa v vzorcih zunanjega
spolovila sta bila HPV-CP6108 in HPV-84, v vzorcih
semenske tekocine pa HPV-53 in HPV-CP6108.
Prevalenca HPV v semenski tekocini z normalni-
mi in patoloskimi lastnostmi se ni pomembneje
razlikovala, prav tako okuzba s HPV ni vplivala na
kakovost semenske tekocine, zato sklepamo, da
okuzba s HPV ne vpliva bistveno na zmanjsanje
plodnosti moskih (48).

Ostale raziskave na podrocju HPV

Od novembra 2011 smo slovenski raziskovalci ob-
javili 11 raziskav na temo okuzb s HPV v povezavi z
razli¢nimi benignimi in malignimi tumorji glave in
vratu. Najvec raziskav je proucevalo pomen okuz-
be z nizkorizi¢nimi genotipi HPV v nastanku papi-
lomov grla ter njihovim preprec¢evanjem in zdra-
vljenjem (43, 49-58).

B-PV so predvsem pri imunsko oslabelih osebah
povezani z nastankom predrakavih sprememb in
raka koze. V nedavni raziskavi smo dokazali, da je
65,2% moskih, ki imajo spolne odnose z moskimi,
okuZenih z vsaj enim genotipom B-PV (59). V razi-
skavi, objavljeni konec leta 2011, smo pokazali, da
so 3-PV neenakomerno razporejeni v obrveh in da
celo vzorci, v katerih je zdruzenih vec dla¢nih me-
sickov, ne zagotavljajo popolne informacije o ce-
lotnem spektru genotipov HPV prisotnih v obrveh
(60).

Slovenski raziskovalci so med drugim objavili tudi
vec ¢lankov iz podroc¢ja bazi¢nih raziskav, kjer so
preucevali uravnavanje izrazanja virusnih genov,
vstop in prenos virusa v jedro celice ter vlogo razli¢-
nih beljakovin v naravnem poteku okuzbe (61-64).

Osnovni koncept diagnostike okuzbe s HPV

HPV dokazujemo skorajda izklju¢no z molekularni-
mi metodami. Okuzbo s HPV je sicer mogoce doka-
zati tudi z opazovanjem znacilnih citopatskih spre-
memb epitelnih celic s svetlobnim mikroskopom,
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z opazovanjem virusnih delcev s pomocjo elek-
tronskega mikroskopa ali z dokazovanjem viru-
snih strukturnih beljakovin z uporabo poliklonskih
protiteles zimunohistokemi¢no metodo, vendar se
zaradi nizke obcutljivosti in nezmoznosti doloc¢anja
genotipa HPV te metode ne uporabljajo v rutinski
diagnostiki okuzb s HPV.

HPV-testiranje se v Stevilnih drzavah, vklju¢no s
Slovenijo, rutinsko uporablja za boljse prepoznava-
nje zensk z ve¢jim tveganjem za rak materni¢nega
vratu. V Sloveniji se triazni test HPV (hc2) rutinsko
uporablja od leta 2010 kot pomoc¢ pri odlocitvi, ali
zenska potrebuje kolposkopski pregled ali ne. Indi-
kacije za uporabo triaznega testa HPV pri Zenskah
so:

e atipicne ploscate celice, neopredeljene (APC-
N),

e ploscatoceli¢naintraepitelijska neoplazija nizke
stopnje (PIL-NS), pri Zenskah starih 35 let ali ve¢,

e atipi¢ne Zlezne celice, neopredeljene (AZC-N),

e spremljanje Zensk s CIN 1,

e CIN - po zdravljenju.

Klini¢ni pomen izvida testa HPV v kolposkopski
ambulanti ter problemi povezani z nekriti¢no upo-
rabo ali neuporabo testa HPV so podrobno opisani
v prispevku lvanus U. in Primic Zakelj M. z naslovom
Pomen izvida testa HPV v kolposkopski ambulanti,
objavljenem v Zborniku kolposkopskega tecaja
2013. V nadaljevanju bomo le na kratko predsta-
vili osnovni koncept HPV-testiranja v primerjavi z
drugimi mikrobioloskimi testi, ki jih uporabljamo v
medicini.

Smernice, ki narekujejo uporabo testov HPV, teme-
ljijo izklju¢no na uporabi klinicno preverjenih te-
stov. Kljub zelo velikem $tevilu HPV testov, smo po
nedavnem natanc¢nem pregledu objav v medicin-
skih revijah ugotovili, da le zelo omejeno Stevilo te-
stov HPV na trziS¢u (manj kot desetina) zadovoljuje
minimalnim kriterijem za varno uporabo v klini¢ne
namene za vsaj eno od dogovorjenih klini¢nih in-
dikacij. Poleg tega za ve¢ kot 65 % testov HPV, ki
so trenutno komercialno dostopni, kljub obsezne-
mu pregledu literature, nismo nasli niti ene same
objave o evalvaciji v recenziranih znanstvenih revi-
jah. Enotni zaklju¢ek vseh strokovnjakov je, da tako
komercialno dostopnih testov HPV kot tistih razvi-
tih v laboratoriju (angl. in-house tests), ki niso bili
ustrezno klini¢no preverjeni, ne smemo uporablja-
ti v klini¢ni praksi. Zaradi pomanjkanja predpisov
in Sibke kontrole na tem podrogju, se na zalost po
vsem svetu v vsakdanji praksi uporabljajo Stevilni
testi HPV, ki niso klini¢no preverjeni. To se na sreco
v Sloveniji zaenkrat ne dogaja in mo¢no upamo, da
bo tako ostalo tudi v prihodnje.

Podobno kot drugi mikrobioloski testi, ki jih upo-
rabljamo v medicini, mora vsak nov test HPV, ki naj
bi ga uporabljali v klini¢ni praksi, izpolnjevati do-
govorjene standarde za klini¢no specifi¢nost in ob-
Cutljivost. Da bi olajsali uvedbo novih komercialno
dostopnih testov HPV, so nedavno objavili medna-
rodna strokovna priporocila o tem, kako ustrezno
ovrednotiti novo razvite teste HPV predvsem za
varno uporabo v primarnem presejalnem testira-
nju za zgodnje odkrivanje raka materni¢nega vra-
tu ter za druge klini¢ne indikacije. Mednarodna
priporocila temeljijo na tem, da morajo testi HPV
izpolnjevati vse dogovorjene standarde za klinic-
no obcutljivost, klini¢no specifi¢nost in znotraj- in
med- laboratorijsko ponovljivost, medtem ko se
lahko razlikujejo glede na tehnologijo testiranja,
stopnjo avtomatizacije, materialne stroske testira-
nja in sposobnost analize razli¢no velikega Stevila
vzorcev.

HPV-testiranje za boljse prepoznavanje Zensk z
ve¢jim tveganjem za rak materni¢nega vratu se
bistveno razlikuje od molekularnega testiranja
na druge medicinsko pomembne viruse, ker viso-
ka analiti¢na obcutljivost testa ni glavni kriterij za
njegovo dobro klinicno uporabnost. Kljub temu
dejstvu, ima vec kot tri cetrtine komercialno do-
stopnih testov HPV, ki se trenutno uporabljajo po
svetu, previsoko analiti¢cno obcutljivost, ki vodi v
prekomerno odkrivanje prehodnih klini¢cno nemih
in produktivnih okuzb, s ¢cimer narasca Stevilo ne-
potrebnih kolposkopij in biopsij, slabo korelacijo
testa HPV s histologijo, nepotrebno zdravljenje in
posledi¢no v zdravnikovo nezaupanje pozitivnim
rezultatom testa HPV.

Druga posebnost testov HPV, v primerjavi z drugi-
mi mikrobioloskimi testi, je ta, da je za boljSe pre-
poznavanje Zensk z ve¢jim tveganjem za rak mater-
ni¢nega vratu, potrebno uravnovesiti in zmanjsati
stevilo tar¢nih genotipov HPV v testu. Tako je pri
nacrtovanju novega testa HPV, ki naj bi se upora-
bljal za dogovorjene klini¢ne indikacije, potrebno
zelo dobro pretehtati, kako uskladiti klini¢no ob-
Cutljivost s klinicno specifi¢nostjo za odkrivanje
predrakavih sprememb. Z vkljucitvijo genotipov
HPV, ki so pogosti pri nemih okuzbah ali predra-
kavih spremembah nizke stopnje in le redko ali
izijemoma povezani z rakom materni¢nega vratu
(npr. HPV-53 ali HPV-66), tvegamo zelo velik padec
klini¢ne specifi¢nosti testa HPV ob zanemarljivi iz-
boljsavi obcutljivosti. Prav tako je potrebno imeti
v mislih, da ne glede na najvisjo mozno analiti¢no
obcutljivost testa HPV, s katerim izvedemo prese-
jalno testiranje na rak materni¢nega vratu, negativ-
ni izvid ni nikoli popolno zagotovilo za odsotnost
bolezni, zaradi mnogih drugih od testa HPV neod-
visnih dejavnikov, kot so npr. nekvalitetno odvzet
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bris, za bris nedostopna sprememba, zamenjan
vzorec, neprimeren transport vzorca, prisotnost bi-
oloskih in nebioloskih zaviralcev v vzorcu, napaka
izvajalca testiranja, zamenjava izvida, neprimerno
razumevanje rezultata testa.

Glavni cilji za nadaljnje izboljsave testov HPV so
avtomatizacija, boljsa klini¢na obcutljivost in visja
klini¢na specifi¢nost. Raziskave razumevanja me-
hanizmov patogeneze napredovanja predrakavih
sprememb do raka materni¢nega vratu, ostajajo
prednostna naloga, saj bi lahko rezultati tak$nih
raziskav privedli k odkritju novih biomarkerjev za
CIN 3/rak materni¢nega vratu, ki bi jih lahko upo-
rabili kot nove tarce v obstojecih triaznih testih ali
presejalnih programih.

Za razliko od uveljavljene uporabe testa HPV pri
zenskah, trenutno vsa vodilna svetovna strokovna
zdruzenja odlo¢no odsvetujejo uporabo testa HPV
pri moskih. Tako ameriski Center for Disease Con-
trol and Prevention (CDC) v svojih zadnjih smerni-
cah iz leta 2015 nedvomno navaja, da se test HPV
ne priporoca za testiranje moskih in testiranje par-
tnerjev HPV-pozitivnih Zensk. Za razliko od Zensk
so namrec pri moskih koristi testiranja HPV neja-
sne. Tudi ¢e pri moskem dokazemo okuzbo s HPV,
ga ne moremo zdraviti, preden lezija ne postane
klini¢no vidna in ce sploh zahteva zdravljenje. To
pomeni, da klinicno pomembnih lezij pri moskem
v naravnem poteku bolezni s testiranjem na HPV
ne odkrijemo ni¢ prej, kot bi jo tudi sicer. Tudi ni
jasno, kako naj HPV-pozitivne moske brez klini¢no
vidnih lezij spremljamo, e posebej, ker so okuzbe
s HPV tudi pri moskih iziemno pogoste, a ve¢cinoma
klinicno nepomembne.
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