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1. UvOD

1.1. Humani papilloma virus — HPV

Humani papilloma virusi (lat. rijeci papilla — bradavica i gré. rije¢i oma — tumor) su mali,
neoblozeni, dvolan¢ani DNK virusi koji pripadaju porodici Papovaviridae i rodu Papilloma

virus. Papilloma virus sadrzi kruzne dvolanc¢ane DNK genoma veli¢ine do 8 kb.

Virusni genom podijeljen je na tri podrucja: rano (eng. Early — E), kasno (eng. Late — L) i

regulatorno (eng. Regulatory — R) podrucje.

Onkogeni E5, E6 i E7 moduliraju proces transformacije, dok regulatorni proteini E1 i E2
moduliraju transkripciju i replikaciju. Protein E4 bitan je za sastavljanje virusa i dva strukturna
proteina, L1 i L2, koji ¢ine virusnu kapsidu (proteinska ljuska virusa). Regulatorno podrucje

sadrzi mjesta za vezanje transkripcijskih faktora i ima ulogu za kontroliranje ekspresije gena.

HPV virus ima posebni afinitet za epitelne stanice te inficira bazalne stanice plocastog epitela,

osobito cerviksa. Virus ulazi u bazalne stanice putem mikro trauma i mikroabrazija.

Danas je poznato 200 razli¢itih tipova virusa, ali ih samo 40 moze zaraziti anogenitalnu regiju
koja se moze svrstati u tri klase na temelju njihovog onkogenog potencijala. HPV tipovi 16, 18,
31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 59, 68, 73 i 82 pripadaju skupini visokog rizika, dok su HPV
tipovi 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72 i 81 ukljuceni u skupinu niskog rizika. Virusi niskog
rizika uzrokuju benigni rast na kozi i epitelu sluznice (bradavice), dok virusi visokorizi¢ne

skupine dovode do premalignih i malignih promjena.

Slika 1.Prikaz HPV virusa



1.2 Epidemiologija infekcije HPV — om

HPV je najéesc¢a spolno prenosiva bolest u svijetu, a smatra se da 660 milijuna ljudi u svijetu
ima ovu infekciju (1). Svake godine vise od 270 tisu¢a zena umire od raka vrata maternice, a
veéina tih smrtnih slucajeva je u srednje razvijenim i nerazvijenim zemljama koje nemaju
organizirani program probira. Rak vrata maternice nalazi se na treCem mjestu medu
karcinomima koji pogadaju zene Sirom svijeta, a na drugom mjestu u zemljama u razvoju. Stope
incidencije nerazvijenih zemalja u odnosu na razvijene zemlje su dvostruko veée (17,8 % u
odnosu na 9 %). Uoceno je da je ta razlika posljedica primjene ranih metoda probira u
razvijenim zemljama koje su omogucile pravovremeno lijeenje i tako smanjile rizik od
nastanka karcinoma vrata maternice povezanog sa HPV infekcijom. Takoder se procjenjuje da

¢e 80 % spolno aktivnih zena biti zarazeno u nekom trenutku do 50. godine zivota.

HPV 16 i 18 su najces¢i onkogenitipovi virusa, i oni su odgovorni za 70 % karcinoma vrata
maternice. Najéesc¢i tipovi su HPV 16, 18, 33, 45, 31, 58, 52, 35 koji ¢ine 90 % od svih slucajeva
HPV infekcije.

U Splitsko — dalmatinskoj Zupaniji, prema podatcima Kaliterne i suradnika, najveci broj HPV
pozitivnih Zena bio je u dobi izmedu 25. — 35. godine (48,5 %), nesto manji broj (32 %) otpadao
je na Zene starije od 35. godine, a 19,5 % zena je bilo u dobi mladoj od 24. godine.

Postoje razlic¢ite studije 0 znanju o HPV-u u populaciji. Argentinska i Gréka studija pokazala
su da su studenti zdravstvenih studija, obrazovaniji ljudi, Zene, samci 1 oni koji su bili zaraZeni
HPV-om imali veéu razinu znanja o HPV-u (2). U Skotskoj, Portugalu i Italiji, vise od 90 % ih
je imalo znanje o HPV infekciji. Sto se ti¢e znanja o cijepljenu protiv HPV-a 39,4 % odgovora

za ne-cijepljenje bili su "cijepljenje je skupo" i "zabrinuti zbog nuspojava"(3).



1.2.1. Cimbenici rizika za nastanak HPV infekcije

Najces¢i cimbenici rizika za razvoj HPV infekcije su:

e dob (zene do 25. godine)

e imunodeficijencija

e pusenje cigareta

e rano stupanje u spolni odnos (prije 16. godine)
e dugotrajna oralna kontracepcija

e Cesto mijenjanje spolnih partnera

e nepravilna upotreba kondoma

e druge spolno — prenosive bolesti (klamaidija, gonoreja)

e kroni¢ne upale donjeg dijela spolnog sustava

Mikroflora vagine vazan je pokazatelj zdravlja ili bolesti U Zena. Istrazivanjem se dokazalo da
zene koje su HPV pozitivne imaju vise vrsta bakterija uz izraziti manjak Lactobacillius spp.
HPV infekciju te razvoj CIN-a prate brojne bakterije uklju¢uju¢i Gardnerella, Megasphera,

Sneathia i Prevotela.

| u muskaraca je rizi¢no spolno ponasanje najvazniji ¢imbenik rizika za dobivanje HPV

infekcije, osobito veci broj spolnih partnera u posljednje vrijeme.

Kondom ne pruza potpunu zastitu s obzirom na to da ne prekriva u potpunosti podrucje koze
potencijalno kontaminirano virusom. Uporaba kondoma je tako prepoznata kao ¢imbenik rizika

za infekciju, sto se objasnjava slobodnijim spolnim ponasanjem uz zastitu.



1.2.2. Nacin prijenosa HPV infekcije

Prijenos HPV infekcije dogada se u Zena tijekom spolnog odnosa sa zarazenim partnerom.
Takoder, postoji i moguénost neizravnog prijenosa preko odjece, plahta, ru¢nika, povrsine, ali

vjerojatnost ovakvog nacina prijenosa je vrlo mala i gotovo nemoguca.

Neke studije navode da su kod 15 % uzoraka mlijeka normalnih Zena u laktaciji pronadeni

HPV-ovi visokog rizika $to ukazuje na mogucénost njihovog prijenosa na dijete putem mlijeka

).

Od kontakta virusom do pojave prvih klinickih promjena potrebno je izmedu 3 tjedna do 8
mjeseci, ali postoje slucajevi gdje se klinicki oblici pojave tek nakon 10 godina. Infekcija
nestaje kod 90 % ljudi tijekom 2 godine bez ikakve terapije.

Nakon provedenog lijecenja genitalne HPV infekcije, kod 45 % bolesnika prisutna je latentna

infekcija, dok 67 % bolesnika ima klini¢ke recidive.

Vazno je otkriti HPV infekciju, te potom pratiti eventualni nastanak premalignih i malignih

promjena vrata maternice.



1.3. Patogeneza HPV infekcije

HPV infekcija najvazniji je predisponirajuc¢i faktor koji uzrokuje razvoj predzlo¢udnih i
zlo¢udnih promjena vrata maternice. Papilloma virusi uzro¢nici su brojnih infekcija koze,

stopala, anogenitalnih bradavica, laringealnih papiloma te razli¢itih karcinoma.

Papiloma virusi su epiteliotropni virusi koji inficiraju bazalni sloj plocastih epitelnih stanica
koze i sluznica. Nakon uspjes$nog vezanja virusa za receptor, virus ulazi procesom endocitoze
u stanicu. Kod onkogenih tipova dolazi do ugradnje virusne DNK u genom domacina te nastupa
ekspresija E6 1 E7 onkoproteina. Onkoproteini se vezu za tumor supresorske gene, §to
pospjesuje ulazak diferenciranog keratinocita u nekontroliranu proliferaciju. Kao rezultat, broj
kopija virusa pojacava se na tisuce primjeraka po stanici. Kapsidni proteini, L1 i L2 prikazuju

se u terminalno diferenciranom sloju epitela.

Papilloma virusi imaju izrazeni tkivni tropizam, tako da su HPV tipovi podijeljeni na kozne i
mukozne tipove. Veliki broj tipova uzrokuje tipi¢ne lokalne infekcije sluznica Sto se ocituje

pojavom benignih papiloma, ali neki tipovi mogu dovesti do razvoja karcinoma.

Prirodna infekcija HPV-om uzrokuje specificni imunoloski odgovor u veéini slucajeva, ali
samo ograniceni broj pojedinaca uspije razviti visoki titatr antitijela, koji pruza zastitu od
ponovne infekcije istim tipom. HPV ne lizira inficirane stanice, ne uzrokuje viremiju, ne izaziva

upalu $to smanjuje izloZenost virusnih antigena imunolo§kom sustavu domacina.

Razumijevanjem patogeneze HPV-a olakSavamo terapeutsku intervenciju usmjerenu prema
HPV onkoproteinima (E5, E6 i E7), koja ¢e omogucditi lijeCenje pocetne lezije, ali i odrediti

smjer i razvoj infekcije.

L2

L1

URR A & Slika 2. Prikaz HPV genoma



1.4. Klinicka slika infekcija uzrokovanih HPV-om

Klini¢ka slika infekcije ovisi o tipu HPV-a, lokalizaciji infekcije te imunosnom statusu osobe.

Infekcija moze biti:

e klinicka (postoji vidljiva lezija)
e subklinicka (dokazuje se premazom 3 — 5 % octene kiseline i kolposkopskim
pregledom)

¢ latentna, asimptomatska (dokazuje se HPV tipizacijom)

Velika vec¢ina HPV infekcija na svim mjestima je subklinicka i asimptomatska. Stoga veéina

pojedinaca koji dobiju HPV ne znaju da su zarazeni.

Najces¢i mogudi simptomi su: krvarenje, svrbez, osjetljivost, pe€enje, bol 1 vaginalni sekret.

Slika 3. Kondilomi na spolovilu



Klini¢ke manifestacije infekcije mogu biti razlicite:

Kozne bradavice ili veruke nastaju kao posljedica infekcije keratiniziranih dijelova koze,
najéescée ruku i stopala, razli¢itim genotipovima HPV-a. To su izrasline na kozi ili sluznicama
koje mogu biti Siljaste (condylomata acuminata), ravne (condylomata plana), papularne
(condylomata papulosa) te u obliku keratoti¢nih genitalnih bradavica. Bradavice se mogu naéi
kao pojedinacne promjene na kozi ili sluznicama, ali ve¢inom se vide kao multiple bradavice.
Mogu se pojaviti u bilo kojoj zivotnoj dobi, ali se najces¢e javljaju kod djece ili u ranoj

adolescentnoj dobi.
KozZne bradavice dijelimo na:

e verrucae vulgares
e verrucae plantares
e verrucae planae (juvenilne)

e epidermodysplasia verruciformis

Tumori glave i vrata pojavljuju se kao pojedinacni papilomi i najée$¢i su dobroc¢udni tumori
epitelnih stanica usne Supljine. Oni se pojavljuju u svim dobnim skupinama. Sindrom
rekurentne respiracijske papilomatoze uzrokovan je genotipovima 6 i 11, naj¢esce se pojavljuje
u djece i nastaje kao posljedica zaraze pri prolasku djeteta kroz inficirani porodajni kanal.
Genotipovi 16 i 18 uzrokuju karcinome glave i vrata. Prema istrazivanju dokazano je da je 25

% karcinoma usne Supljine i 35 % karcinoma zdrijela povezano s HPV infekcijom (4).

Anogenitalne bradavice (lat. Condylomata acuminata) pojavljuju se u obliku Siljastih
kondiloma na perpuciju, glansu penisa, labijama, vagini, uretri i oko anusa. Najc¢es¢e ih

uzrokuju nisko rizi¢ni tipovi HPV-a 6 i 11.



Subklini¢ke infekcije (latentne infekcije) nevidljive su okom, ali se dokazuju premazivanjem
3 — 5 %-tnom octenom kiselinom, te potom kolposkopskim pregledom. To su asimptomatske

lezije, ali ponekad mogu uzrokovati iritaciju i upalu u obliku balanopostitisa ili vulvitisa.

Oko 90 % HPV infekcija nestaje spontano u roku od dvije godine. Medutim, u 10 % slucajeva
infekcija se nastavlja i moze do¢i do transformiraju¢e HPV infekcije koja inducira neoplasti¢ne
lezije visokog stupnja ili invazivne karcinome. Prekancerozne lezije ploc¢astih stanica,
uzrokovane HPV-om, nazivaju se cervikalna intraepitelna neoplazija (CIN), vulvarna
intraepitelna neoplazija (VIN), vaginalna intraepitelna neoplazija (VAIN) i analna intraepitelna
neoplazija (AIN).



CIN — Cervikalna intraepitelna neoplazija

CIN predstavlja premaligne intraepitelne promjene vrata maternice. Intraepitelni stadij
oznacava pojavu diskariotinih i atipi¢nih stanica unutar epitela cerviksa. Ovisno o

zahvacenosti epitela razlikujemo tri tipa CIN-a:

e CIN1-blagadisplazija: predstavlja najblazi oblik cervikalne intraepitelne neoplazije.
Kod njega je zahvacena samo donja tre¢ina debljine epitela, mjereno od bazalne
membrane. U PAPA testu se nalazi diskarioza na superficijalnim stanicama

e CIN 2 - umjerena displazija: predstavlja srednje teski poremecaj koji je
okarakteriziran promjenama na stanicama u donje 2/3 epitela. U PAPA testu se nalazi
diskarioza na superficijalnim i intermedijalnim stanicama

e CIN 3 - teSka displazija: oznacava teSku displaziju CIS (Carcinoma in situ), kao i
atipi¢ne kondilomatozne promjene. Kod CIN-a 3 nezrele displasti¢ne stanice se nalaze
u vise od 2/3 debljine epitela. U PAPA testu diskarioti¢ne stanice se nalaze u slojevima
superficijalnih, intermedijalnih i parabazalnih stanica. CIN 3 je predstadij karcinoma

cerviksa

Normalan L Karcinom

CINITICIN I

Slika 4. Premaligne i maligne promjene epitela inficiranog HPV- om



VAIN - Vaginalna intraepitelna neoplazija

VAIN predstavlja intraepitelne premaligne promjene vagine. VAIN se najc¢e$ce javlja zajedno
s ve¢ premalignim lezijama vulve i cerviksa. Zbog toga je vazan detaljni pregled vagine u svim

sluc¢ajevima displazije vulve ili cerviksa i obratno.
Razlikuju se tri vrste vaginalnih intraepitelnih neoplazija:

e VAIN 1 - blaga displazija: dolazi do promjena na stanicama, diskeratoza ili atipija,
javlja se odstupanje od normalnog izgleda stanice kao nejednakost u obliku 1 veliini.
Osim promjena stanice dolazi i do promjena u jezgri, poremecaju sazrijevanja i odnosa
citoplazma - jezgra, izgledu i broju nukleusa, kao i nainu orjentacije jezgara. Ove
promjene prisutne su samo u donjoj treéini epitela

e VAIN 2 -umjerena displazija: opisane promjene na stanicama prisutne su u donje 2/3
epitela, a sazrijevanje epitela je izrazeno najvise u gornjoj 1/3 epitela

e VAIN 3 — teska displazija: karakteristican je za teSku displaziju, CIS, kao i atipi¢ne
kondilomatozne promjene. kod ovog tipa VAIN-a nezrele displasti¢ne stanice nalaze se

u vise od 2/3 epitela. VAIN je predstadij karcinoma vagine.

Slika 5. Vaginalna intraepitelna neoplazija
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VIN — Vulvarna intraepitelna neoplazija

VIN je premaligna displazija plocastog epitela koja za razliku od raka plocastog epitela vulve
ne prolazi epitelnu bazalnu membranu. Dok karcinom vulve nije Cest, u¢estalost VIN-a je u
porastu, osobito kod mladih zena. Zlo¢udni potencijal VIN-a nije odreden, pa VIN visokog
stupnja treba lijeciti. Simptomi VIN-a su svrbez, peCenje, dugotrajna nelagoda u podrucju

stidnice, te oni lose utjeCu na kvalitetu zivota i seksualnost. Veéina sluc¢ajeva VIN-a uzrokovana

je infekcijom HPV-om podtipovima 16 i 18.

Slika 6. Vulvarna intraepitelna neoplazija

AIN — Analna intraepitelna neoplazija

Benigne bradavice i ravne lezije mogu se pojaviti u svim podru¢jima muskog donjeg genitalnog
trakta, a HPV infekcija rijetko moze rezultirati razvojem analne i penilne intraepitelne
neoplazije (AIN i PIN) i karcinoma. Analna infekcija s onkogenim genotipovima HPV-a,
kljuéni je uzro€nik analnog raka s istim mehanizmom kao i za rak vrata maternice. AIN potice
sumnju na napredak prema analnom raku. Spektar AIN-a ukljucuje lezije niskog stupnja (AIN
1) do lezija visokog stupnja (AIN 2 i AIN 3).

11



1.5. Dijagnostika infekcija uzrokovanih HPV- om

Zahvaljuju¢i molekularnom razumijevanju malignih transformacija donjeg genitalnog trakta
koje su uzrokovane HPV-om, doslo je do razvoja mnogih testova za pravodobno otkrivanje
infekcija, pa tako i za ranu intervenciju. Noviji testovi za onkogene genotipove HPV-a
omogucili su predvidanje rizika za buduci razvoj raka vrata maternice. Testovi probira
ukljucuju ravnotezu izmedu tocnosti, reproducibilnosti, cijene i jednostavne integracije u
programe probira kao §to je pokrivenost, prihvatljivost i tehnoloski zahtjevi. U testove probira
se ubrajaju: izravna vizualna provjera cerviksa nakon premazivanja octenom kiselinom (VIA),
citologija cerviksa pomocu konvencionalne ili tekucinske citologije (LBC), HPV DNA

testiranje.

Prema stavu CDC-a (Centers for Disease Control and Prevention) i ASC-a (American Cancer
Society) danas je prihvacena vaznost HPV testiranja kod Zena s nalazom atipi¢nih stanica u
Papa-testu. Kod infekcije HPV-om u Papa-testu se pojavljuju karakteristicne promjene na
stanicama, koilociti. Njih karakterizira perinuklearna vakuolizacija citoplazme i uvecana
stani¢na jezgra. Ako je rezultat Papa-testa dvojben, ili u sluc¢aju pojave visokog stupnja
skvamozne intraepitelne lezije (HSIL-a), zahtjeva se kolposkopska procjena cerviksa i moguci
tretman. Optimalan nacin za lijeCenje zZena s manjim abnormalnostima ostaje upitan kao $to su
i troskovi za lijeCenje Cesto nesrazmjerni njihovom klinickom znacaju. Te lezije su ¢este kod
mladih Zena kod kojih infekcije produ spontano pa treba razmisliti o tome treba li uopce testirati
na HPV mlade Zene, kao 1 o tome treba li lijeciti mlade Zene kod kojih se pronadu premaligne

lezije.

Uloga klini¢ara je izrazito vazna u procjeni metode dijagnostike i potrebe za lijeCenjem.

Slika 7: Koilociti u Papa testu
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1.6. LijeCenje promjena uzrokovanih HPV-om

U malom broju perzistentnih slucajeva neoplazije napreduju do karcinoma. Gotovo 100 %
cervikalnih, 43 % vulvarnih i 70 % vaginalnih tumora moze se pripisati infekciji HPV-om.

LijeCenje anogenitalnih lezija povezanih s HPV-om rjesavalo se kirurSkom ekscizijom (1).

1.6.1. Lijecenje cervikalne intraepitelne neoplazije (CIN)

Danasnje lije¢enje usredotoceno je na uklanjanje abnormalnih prekanceroznih stanica koje su
zarazene HPV-om, uz istovremeno smanjivanje oSteCenja samog ceviksa. Krioterapija je
tretman koji se Siroko koristi u mnogim zemljama, jer je jedina metoda dostupna izvan kirurskih
uvjeta zbog svoje jednostavnosti. Nedostatak krioterapije je nemoguénost uzimanja uzorka za
histopatologiju. Jedan od najéesce koriStenih postupaka je postupak elektrokirurske ekscizije,
zbog cijene i mogucénosti da se ti postupci izvode u ambulantnim uvjetima. Hladan noz je izbor
lijeCenja ako postoji sumnja u invazivnost bolesti, zbog sposobnosti dubokog rezanja

endocervikalnog kanala. Histerektomija nije terapija izbora za lijeCenje premalignih promjena.

1.6.2. Lijecenje karcinoma vrata maternice

Vecéina karcioma vrata maternice moze se lijeciti konizacijom ili radikalnom histerektomijom
s izvrsnim prezivljavanjem. Napredniji tumori lijece se s istodobnom kemoradioterapijom.
Kirursko lijeCenje ovisi o FIGO stadiju (The International Federation of Gynecology and

Obstetrics), ali i o histoloskim rezultatima iz prethodne biopsije konusa.
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1.6.3. Pracdenje nakon lije¢enja CIN-a

HPV testiranje razlikuje one Zene koje su izlozene riziku od neuspjeha lije¢enja (HPV pozitivne
nakon lije¢enja), od onih koje su postale HPV negativne i nisu vise rizi¢ne, te se mogu sigurno
vratiti u rutinski probir. Vrlo je vazno ukljuciti HPV testiranje u rutinsko praéenje pacijentica
nakon terapije s CIN 2+ radi ranog otkrivanja recidiva i progresije raka. Kao bioloski pokazatelj
trajne bolesti koriste se metode HPV genotipizacije, koje su prikladnije za stratifikaciju rizika

nego skupna HPV testiranja.

Idealno vrijeme za ponavljanje HPV testa nakon konizacije je 18 - 24 mijeseca. Zene s
negativnim HPV testom 6 mjeseci nakon terapije imaju vrlo nizak rizik za ponovnu bolest, zbog

¢ega je vazno pratiti pacijentice individualno.

1.6.4. Lijecenje intraepitelne neoplazije i raka vulve

Za lijeCenje VIN-a standard je kirurSka ekscizija za unifokalne bolesti i za lezije sumnjive na
mogucu invaziju. Problematic¢nija je multifokalna bolest jer kod ovakvog oblika treba odstraniti
veliki dio vulve. Time dolazi do gubitka kontura vulve i spolne funkcije, §to uvelike utje¢e na
samopostovanje i kvalitetu zivota zene. Laserska ablacija ima prednost preciznog djelovanja i

izbjegavanja gubitka koze, ali je i povezana s visokom stopom neuspjeha lijecenja.

1.6.5. Lijecenje genitalnih bradavica (GW)

Tretmani genitalnih bradavica ukljucuju krioterapiju, primjenu trikloroctene kiseline ili
kirur$ko uklanjanje. Kod krioterapije, nakon uspjesnog uklanjanja ¢esto je ponavljanje bolesti.
Kirurska ekscizija je najdjelotvornija, ali zahtjeva osposobljene stru¢njake i1 dodatnu opremu.

U terapiji se moze koristiti i podofilotoksin, imikvimod i sinekatehin.
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1.6.6. Drugi mogu¢i tretmani neoplazija donjeg genitalnog trakta

Fotodinamicka terapija (PDT) je odobrena za lijeCenje ranih stadija bolesti i za ublazavanje

simptoma.

Cidofovir je licenciran za antivirusnu terapiju i primjenjuje se intravenski u lijecenju
citomegalovirusa (CMV). On djeluje na smanjenje ekspresije E6 i E7 proteina, pa tako smanjuje
metastatska svojstva HPV - pozitivnih tumorskih stanica. Lokalnom primjenom cidofovira

moze se djelovati na anogenitalne kondilome kao i na regresiju CIN-a 3.

Slika 8. Cidofivir
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1.7. Prevencija infekcija uzrokovanih HPV-om

Najbolji i najisplativiji nacin borbe protiv malignih bolesti koje su povezane s HPV-om je

primarna prevencija cijepljenjem protiv HPV-a i eliminacija kofaktora, npr. pusenje cigareta.

Sekundarna prevencija provodi se redovitim fizikalnim pregledima, otkrivanjem citoloskih

promjena uzrokovanih virusom i HPV testiranjem.

1.7.1. Primarna prevencija — cjepivo protiv humanog papiloma virusa

Dostupnost profilaktickih cjepiva protiv HPV-a uvelike je osigurala primarnu prevenciju raka
vrata maternice i drugih bolesti koje su povezane s HPV-om. Postoje dvovalentna,
Cetverovalentna i deveterovalentna cjepiva koja su u primjeni u mnogim zemljama svijeta kao

dio nacionalnih programa.

Profilakti¢ka primjena cjepiva dovela je do napretka u sprje¢avanju infekcija i bolesti povezanih
s HPV tipovima sadrzanim u cjepivu, ali ne o¢ekuje se da ¢e sprijeciti bolest kod osoba koje su
ve¢ zarazene s HPV-om. Najcescée nuspojave cjepiva su bol, oticanje i eritem na mjestu uboda.
Cjepivo je Siroko prihvaceno u suzbijanju perzistentne infekcije HPV tipovima 6/11/16/18,
CIN-a 11 CIN-a 2/3, AlS-a, VAIN-a 2/3 i VIN-a 2/3, AIN-a 2/3, analnog raka i anogenitalnih
bradavica. Cjepivo je najdjelotvornije kad se primjenjuje prije izlaganja HPV-u pa se preporuca
cijepljenje tijekom preadolescencije tj. u dobi od 11-12 godina. Cak bi se 80% HPV pozitivnih
karcinoma moglo sprijeciti primjenom HPV cjepiva. Unato¢ razvoju profilakti¢kih cjepiva,
bolesti povezane s HPV-om i dalje predstavljaju glavne izazove za javno zdravstvo za zemlje
u razvoju, ali i za razvijene zemlje. Prema evidenciji samo 6,2 % zena koje su napunile 15
godina su u 2004. godini primile su cjepivo (5). Prepreke za cijepljenje protiv HPV-a su:
roditelji i pacijenti koji nemaju znanja o HPV cjepivu, nedostatak preporuka lije¢nika za
cijepljenje, regionalne razlike zbog promicanja potrebe cijepljenja. U rjeSavanju trenutno
poznatih prepreka cijepljenja mogu se primijeniti mjere poboljSanja sustava zdravstva i
obrazovanja (roditelji, lije¢nici, mlade Zene) kao i poticajne mjere za cijepljenje na regionalnoj

razini.
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1.7.2. Sekundarna prevencija — probir na rak vrata maternice

Ne postoji jedinstvena globalna strategija za prevenciju karcinoma vrata maternice.
se zdravstvena zaStita za sve Zene. Svaka metoda treba biti validirana, sigurna za rad, ali i

isplativa u okviru raspolozivih sredstava pojedine regije.

Najveci problem pojave karcinoma vrata maternice pojavljuje se zbog toga Sto se ne provodi
probir. Prema studijama u SAD-u dokazano je da 60 % zena s rakom vrata maternice nikada
nije napravilo Papa test ili ga nije napravilo u periodu duljem od pet godina (6).

Prema novijim smjernicama, prvo se treba primijeniti osjetljivi test (HPV test), a specifi¢niji
test (citologija) bi trebao biti koristen samo za HPV pozitivne zene kako bi se odredilo daljnje

postupanje s pacijenticom.

Metodologija za primarni skrining vrata maternice ukljucuje HPV testiranje s individualnim
HPV 16 i HPV 18 genotipiziranjem. Prema dogovoru ASCCP 2012. za smjernice probira za
prevenciju i rano otkrivanje vrata maternice preporucuje se skrining u dobi od 21. godine do
65. godine zivota za cijepljene i ne cijepljene zene. Uvodenje HPV testiranja u probir zena ima
potencijal za daljnje smanjenje morbiditeta i smrtnosti od raka vrata maternice. Vazno je
prepoznati da je cilj probira sprijeciti nastanak raka, a temelji se na otkrivanju i lijeenju

prekursorskih lezija prije nego $to postanu rak.
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2. CILJ RADA

Rad je izraden u Nastavnom zavodu za javno zdravstvo Splitsko — dalmatinske zupanije, u

Laboratoriju za molekularnu dijagnostiku infekcija spolnog sustava.
Ciljevi ovog rada bili su:

e dijagnosticirati Humani papiloma virus u uzetim uzorcima
e prikazati zastupljenost HPV virusa kod Zena u Splitsko — dalmatinskoj Zupaniji

e usporediti podatke s podatcima za ucestalost virusa u drugim zemljama

18



3. 1ZVORI PODATAKA

Izvori podataka su rezultati rutinskog rada Laboratorija za molekularnu dijagnostiku infekcija

spolnog sustava u Nastavnom zavodu za javno zdravstvo Splitsko — dalmatinske Zupanije.

4. METODE DIJAGNOSTIKE HPV INFEKCIJE

4.1 Uzorkovanje

Za dijagnostiku HPV infekcije metodom Real Time PCR kao uzorak koristi se obrisak cerviksa.
Upute za uzimanje uzorka za otkrivanje HPV infekcije

Za ispravno provodenje testa potrebno se striktno pridrZavati uputa za uzimanje uzoraka za

molekularnu dijagnostiku HPV virusa.
NAPOMENE:

e Uzorkovati obrisak za PAPA test prije uzimanje uzorka za DNK testiranje

e Uzorkovati obrisak za DNK testiranje prije premazivanja octenom kiselinom ili jodom, ako
se radi kolposkopija

e Uzorak za ovu pretragu potrebno je poslati u transportnom mediju za PCR —ThinPrep PAP

TEST, koriste¢i Cetkicu za uzorkovanje

cITO BIII.ISHI 3 stesiizirane, A kom

(etkice 2a uzimanje inog uzorka,
T

Slika 9.Transportni medij za uzimanje uzorka cervikalnog obriska
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Uzorkovanje obriska cerviksa

e uvu¢i centralna vlakna etkice u endocervikalni kanal dovoljno duboko da kra¢a vlakna
cetkice budu u kontaktu s ektocerviksom. Lagano pritiskati i okretati Cetkicu 5 puta u smjeru
kazaljke na satu

e odmah nakon uzorkovanja pritiskujuci ¢etkicu u dno transportnog medija 10 puta tako da
se vlakna razdvoje. Zatim, energi¢no zavrtjeti ¢etkicu u mediju kako bi se cijeli uzeti sadrzaj
stanica oslobodio u medij

e odbaciti cetkicu

e zatvoriti boCicu transportnog medija paze¢i da navoji ¢epa dobro prionu na bocicu da bi
sprijecili prolijevanje medija pri transportu

e 0znaciti bocicu s transportnim medijem, te obavezno napisati ime i prezime pacijenta na

bocicu, te poslati u laboratorij

uzimanje brisa

ispiranje

zatvoriti

oznaciti

poslati
Slika 10. Uzorkovanje obriska cerviksa za molekularnu dijagnostiku
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4.2 PCR METODA

Lancana reakcija polimerazom — PCR (engl. Polymerase Chain Reaction) predstavlja
replikaciju (prepisivanje, umnazavanje) DNK molekula in vitro. Ovom metodom, koja je vrlo
jednostavna, se relativno kratki dio DNK umnoZzava u veliki broj identi¢nih kopija. Ciljni dio
DNK molekule koji zelimo umnoziti odreduje se kratkim oligonukleotidnim sekvencama tj.
pocetnicama (engl. primer), koji su komplementarni krajevima dijela DNK koju umnazamo.
Upravo su pocetnice pokretaci serijske reakcije pomoéu enzima DNK polimeraze, koja na
kalupu jednog DNK lanca sintetizira novi komplementarni lanac. Pri tome duzina sintetiziranog

dijela DNK molekule odgovara duzini koju omeduju izabrane pocetnice.

PCR se izvodi ponavljanjem jednakih ciklusa (30 — 40), od kojih se svaki sastoji od tri osnovne

faze:
1. Razdvajanje lanaca DNK (denaturation):

Inicijalno denaturiranje DNK u trajanju od jedne minute pri temperaturi od 94 °C. Dolazi do
razdvajanja sparenih lanaca dvolan¢ane DNK, koji zatim sluze kao kalupi za amplifikaciju. Ova

faza traje 1 minutu.
2. Sparivanje pocetnica s komplementarnim dijelovima DNK (annealing):

Hibridizacija pocetnica na komplementarne dijelove DNK. U tom procesu temperatura pada na
55 °C, a oligonukleotidni primeri se vezu za komplementarne razdvojene lance DNK. Ova faza

traje u prosjeku 45 sekundi, a ovisi o duzini primera.
3. Produljenje lanca (extesion):

U posljednjoj fazi dolazi do sinteze komplementarnog lanca pri temperaturi od 72 °C. Tada Taq
polimeraza zapocinje polimerizaciju 1 dostize svoj maksimum aktivnosti. Trajanje ove faze je

1 - 2 minute, a ovisi o duZini fragmenta koji se Zeli umnoZiti.

Budu¢i da se na oba lanca sinteza odvija istovremeno u jednom ciklusu amplifikacije ¢e se broj
DNK molekula udvostruciti. Ponavljanjem postupka broj novonastalih molekula DNK ¢e se

povecavati geometrijskom progresijom. Konacno, reakcija ¢e biti ohladena na 4 °C.
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PCR : Polymerase Chain Reaction

30 - 40 cycles of 3 steps :

m“ﬂ"'*‘“"”dﬁ’ ‘m‘m} | Step 1 : denaturation.

1 minut 94 °C
[

¥ il |I 3 Step 2 : annealing a
5

45 seconds 54 °C

forward and reverse
5 primers !!!

1’ Step 3 : extension g

a 2 minutes 72 °C
| l h only dNTP's

TH]TmTl-l—mrrlﬂTlH] | N _ )
' I
| | 5
iAndy Vierstrazte 19949)

Slika 11.Shematski prikaz PCR metode
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Detekcija umnoZenih sekvenci

Cobas 4800 HPV Test Koristi real-time tehnologiju. Oligonukleotidne probe u reakciji
oznacene su fluorescentnom bojom koja sluzi kao reporter, te s prigusivacem c¢ija je uloga
sprjecavanje emisije fluorescentne boje dok se proba ne veze za DNK lanac. U daljnjoj
amplifikaciji komplementarne probe se vezu na sekvence razdvojenih lanaca DNK. Polimeraza
svojom aktivnos$¢u odcjepljuje reporter od prigusivaca. Slobodni reporter, kada se pobudi
odredenim spektrom svjetlosti, emitira fluorescentno svijetlo odredene valne duljine.
Oligonukleotidne probe oznacene su razli¢itim bojama i emitiraju svjetlo razlicitih valnih
duljina ovisno o tipu virusa, te tako mozemo razlikovati HPV 16 i 18, ostale visokorizi¢ne

tipove i  — globin koji sluzi kao kontrola kvalitete uzorka.

R = Reporter

Polymerization Q = Quencher

Forward
Primer Probe
' N 2
7

5
L 5
5' 3
< 5
Reverse
Primer
Strand Displacement g
5' > ; k3
3 5
3
< 5'
Cleavage
R
= > 3
3 5
2
< 5

Polymerization
Completed 9
S - \ 3

5',
2

il
A )
v

N
)

Slika 12. Shematski prikaz vezanja fluorescentno obiljezenih proba i oslobadanja reportera od

prigusivaca
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Potrebni reagensi za izolaciju i amplifikaciju ciljne sekvence virusne DNK

1. Cobas 4800 System Sample Preparation Kit (komplet otopina za pripremu uzoraka)
- MGP cobas 4800 System Magnetic Glass Particles (sustav sa Cesticama magnetskog
stakla)
- EB cobas 4800 System Elution Buffer (sustav bufera za ispiranje)
2. Cobas 4800 HPV Ampification/Detection Kit (komplet za amplifikaciju/detekciju DNK)
- HPV MMX cobas 4800 HPV Master Mix
- HPV Mg/Mn cobas 4800 HPV Mg/Mn Solution
3. Cobas 4800 HPV Controls Kit (kontrole)
- HPV (+) C cobas 4800 HPV Positive Control
- HPV (-) C cobas 4800 System Negative Control
4. Cobas 4800 System Liquid Cytology Preparation Kit (komplet otopina za pripremu
uzoraka tekucinske citologije)
- PK cobas 4800 Proteinase K
- SDS cobas 4800 System SDS Reagent (deterdent koji otapa membranu i oslobada DNK)
- LYS cobas 4800 System Lysis Buffer
5. Cobas 4800 System Wash Buffer Kit

i 7 S

‘ﬂ!i!!ﬂ!ﬂ!f‘f’ o I |

Slika 13. Komplet otopina za pripremu uzoraka tekucinske citologije

Proteinase K, SDS Reagent, Lysis Buffer
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Pribor i aparati

Roche Cobas 4800 sastoji se od:

e racunala (Cobas 4800 software, kontrolna jedinica)

e roche Cobas x480 aparata
e roche Cobas z480 analizator (PCR termoblok)

Slika 14. Prikaz uzoraka za HPV unutar Roche Cobas x480 aparata
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Cobas 4800 software i kontrolna jedinica

Software radi s posebnom kontrolnom jedinicom. Program vodi korisnika kroz cijeli proces od
pripreme uzorka do amplifikacije i otkrivanja DNK te na kraju interpretacije rezultata. Ru¢ni
barkod c¢ita¢ spojen je na kontrolnu jedinicu 1 sluzi za skeniranje uzoraka i1 reagensa te

podesavanje radnih naloga datoteke.

Cobas sistem moze biti spojen s laboratorijskim informacijskim sustavom (LIS). Na taj se na¢in
automatski preuzimaju nalozi iz LIS-a nakon $to su uzorci stavljeni u Cobas aparat. Zavr$ni

rezultati se rué¢no unose u LIS.

Cobas x480 aparat

U aparatu Cobas x480 odvija se prvi dio metode, automatska priprema uzorka, izolacija DNK

i dodavanje reakcijske smjese. Radni proces odvija se u tri faze:

1. punjenje aparata uzorcima (u svojim transpornim medijima), reagensa i potroSnog materijala
2. automatska izolacija ¢iste DNK

3. automatsko dodavanje reakcijske smjese (Master Mix) izoliranoj DNK u drugoj fazi

Na kraju treée faze, pripremljeni uzorci su u mikrotitar plocici spremni za PCR.

Slika 15. Roche Cobas x480 aparat
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Cobas z480 analizator

Cobas z480 analizator (termoblok) izvodi to¢ne i precizne promjene temperature, a sluzi za

amplifikaciju i detekciju DNK.

Mikrotitar plo€ica s pripremljenim uzorcima iz prve faze rada stavlja se u PCR uredaj Cobas
x480 gdje se unutar 2 sata umnozava DNK. Analizator koristi fluorescentni signal za detekciju
umnozenih nukleinskih kiselina koriste¢éi metodu RealTime PCR. Cijeli proces je

automatiziran, osim dijela stavljanja i vadenja mikrotitarskih plocica.

Slika 16. Roche Cobas z480 analizator
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5. REZULTATI

5.1. Rezultati HPV testiranja u NZJZ SDZ za 2018. godinu

Tablica 1. Ugestalost HPV pozitivnih Zena od ukupnog broja testiranih pacijentica u SDZ u
2018-0j godini

Broj uzoraka Postotak
POZITIVNE 842 31 %
NEGATIVNE 1875 69 %
UKUPNI TESTIRANI UZORCI 2717 100 %

Tablica 2. Distribucija HPV genotipova medu HPV pozitivnim Zenama u SDZ u 2018-0j godini

Distribucija HPV Distribucija HPV
) o genotipova od ukupnog genotipova od ukupnog
Broj pozitivnih ) o ) S
broja testiranih broja pozitivnih
uzoraka
N =2717 N =842
HPV 16 240 8.8 % 28.5 %
HPV 18 74 2.7% 8.8 %
OSTALI HPV
654 24.1 % 77.6 %
GENOTIPOVI

*broj pozitivnih uzoraka je dobiven kao ukupni broj pozitivnih uzoraka na odreden genotip (samostalno ili u

kombinaciji s ostalim genotipovima)

Tijekom 2018. godine u ovom laboratoriju testirano je ukupno 2717 uzoraka obrisaka cerviksa
na visokorizi¢ne tipove HPV-a, molekularnom metodom (PCR). Od 2717 uzoraka, 842 (31%)

uzorka bila su pozitivna na bar jedan visokorizi¢ni tip HPV-a.

Prema navedenim podatcima, od ukupno 2717 testiranih uzoraka najveci broj pozitivnih, 654,
bilo je pozitivno na jedan ili viSe tipova u skupini ostalih visokorizi¢nih tipova HPV-a (31, 33,

35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68).

Od ukupnog broja testiranih, 240 uzoraka bilo je pozitivho na HPV 16 (samostalno ili u

kombinaciji s ostalim HPV genotipovima), a 74 uzorka bilo je pozitivno na HPV tip 18.
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5.2 Interpretacija nalaza

06-Apr-2017 08.38 48 [ Lysis Bufter Loverp. X00728 / Mor-2018

CACZCI4 15881 [ Noe: | 2ot (deadts

x 480: 6168 / 2 480; 51526 Elution Buffer LoVExp 08969 / Jun-2018

200 Proteinase K LoVExp W15501 / Aug-2017
Laboperatort Positive Contral LotExp: X02534 / Mar-2018
103026171 Negative Control LoVExp 02536 / Mar-2018
1A0732409 Master Mix LotExp: XO1647 / Mar-2018
X02240 / Apr-2018 MgMn Reagent LoVExp X01963 / Mar-2018
X00723 / Mar-2018

Slika 17. Izgled konac¢nih rezultata, Cobas 4800 software
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Slika 18. Prikaz gotovog nalaza

Rezultati testa Cobas 4800 HPV High Risk Panel Plus Genotyping izdaju se kao negativni ili
pozitivni zajedno za HPV tip 16, 18 i ostale HPV visokorizi¢ne tipove (31, 33, 35, 39, 56, 51,
52, 56, 58, 69, 66, 68).

Mogu¢i rezultati pretrage na HR HPV su:

- HPV visokog rizika negativan ili

- u slucaju pozitivnog nalaza, dobiva se pojedinacni rezultat za

HPV 16, za HPV 18 te skupno za ostale tipove HPV-a
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6. RASPRAVA

Prema podatcima iz studije Kaliterne i suradnika, vidljivo je da je HPV 16 najéeSc¢e zastupljen
tip HPV-a koji se nalazi u uzorcima cerviksa kod Zena u juznoj Hrvatskoj, kao i u veéini studija
koja su provedena u svijetu. U ovom istrazivanju su se stope pozitivnosti za HPV 18 i 31 malo
razlikovale u odnosu na druga istrazivanja provedena U sjevernoj Hrvatskoj. To upuéuje na
geografske i okoliSne ¢imbenike koji su povezani s ucestalo§¢u pojedinih HPV tipova. Splitsko
— dalmatinska zupanija je vazna turisticka regija Hrvatske s velikim brojem turista. Takoder je
pomorsko srediste s lukom gdje se zaustavlja znacajan broj pomoraca koji su nositelji razli¢itih
HPV tipova iz cijelog svijeta koji se Sire unutar ove regije. lzrazito je vazno prikupljati
informacije 0 regionalnim varijacijama koje utjecu na HPV spektar. U gore navedenom
istrazivanju bilo je 406 HPV pozitivnih uzoraka. Medu pozitivnim uzorcima HPV 16 je bio
najc¢esci tip u 30,8 % slucajeva, HPV 18 (22,2 %), HPV 31 (6,7 %), HPV 33 (3,2 %), HPV 52
(2,5 %), HPV 45 (1,7 %) i HPV 59 (1,2 %).

U ovom radu utvrdena je sli¢na distribucija HPV genotipova u obrisima cerviksa zena Splitsko
— dalmatinske Zupanije testiranima u NZJZ SDZ tijekom 2018. godine. Od ukupnog broja
pozitivnih slucajeva (842), 240 (28,5 %) ih je bilo pozitivho na HPV 16, a 74 (8.8 %) na HPV
18.

HPV DNK identificirana je u gotovo svim slucajevima karcinoma cerviksa u svijetu, od kojih
su tipovi 16 i 18 bili uzrocnici u 70 % slucajeva. U Europi je prevalencija HPV-a kod
invazivnog karcioma cerviksa 85,9 %, kod zena s niskim stupnjem lezija u Papa testu je 67,8
%, dok je u uzorcima cerviksa kod Zena s normalnom citologijom prevalencija HPV-a 8,1 %
(7). Hrvatska ima manju incidenciju karcinoma od veéine zemalja isto¢ne Europe. Iako je vazno
pratiti medunarodna istrazivanja o prevalenciji i distribuciji HPV tipova u svijetu, jednako je
vazno prikupljati informacije o regionalnim varijacijama o spektru HPV tipova, posebice zbog

primjene HPV cjepiva.
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7. ZAKLJUCAK

Infekcija humanim papiloma virusom (HPV) predstavlja najées¢u spolno prenosivu infekciju.
Ocekuje se da ¢e oko 90 % spolno aktivne populacije bar jednom u Zivotu biti zaraZeno ovim
virusom. Najvece stope prevalencije prisutne su u mladim dobnim skupinama te je u vecini
razvijenih zemalja HPV infekcija zastupljena u 40 — 80 % djevojaka. Rizi¢ni faktori za stjecanje
HPV infekcije su veci broj spolnih partnera, rano stupanje u spolne odnose, druge spolno —
prenosive bolesti (klamidija, herpes simpleks tipa 2). Vec¢ina infekcija je subklini¢ka, benigna

i prolazna, bez obzira radi li se o infekciji nisko- ili visokorizi¢énim HPV genotipovima.

HPV tipovi 16 i 18 imaju najvecu sklonost perzistenciji i progresiji u karcinom te Su ovi tipovi
zastupljeni u preko 70 % svih karcinoma vrata maternice. Zahvaljujuci napretku testova koji se
koriste u dijagnostici HPV infekcija, omogucena je individualna genotipizacija tipova 16 i 18
uz davanje skupnog rezultata na prisutnost ostalih 12 visokorizi¢nih tipova. Time je omogucen
drugaciji pristup u terapiji zena koje imaju HPV 16 i 18, jer su takve Zzene u vecem riziku od

razvoja karcinoma nego zene koje imaju ostale visokorizi¢ne genotipove.

Tijekom 2018. godine u NZJZ SDZ testirano je ukupno 2717 Zena, od kojih su 842 (31 %) bile
pozitivne, a najzastupljeniji je bio HPV tip 16.
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8. SAZETAK

Humani papilloma virusi su mali, neobloZeni, dvolan¢ani DNK virusi veli¢ine genoma oko
8000 parova baza. Danas je poznato 200 razlicitih tipova virusa, ali ih samo 40 moZze zaraziti
anogenitalnu regiju koja se moze svrstati u tri klase na temelju njihovog potencijala. HPV
genotipovi 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 59, 68, 73 i 82 pripadaju skupini visokog rizika

koji se povezuju s intraepitelnim lezijama i genitalnim karcinomima.

HPV je najéesc¢a spolno prenosiva bolest u svijetu, a smatra se da 660 milijuna ljudi u svijetu
ima tu infekciju. Papilloma virusi uzroc¢nici su brojnih infekcija koZe, stopala, anogenitalnih
bradavica, laringealnih papiloma te razli¢itih karcinoma. Velika ve¢ina HPV infekcija na svim
mjestima je subklini¢ka i asimptomatska. Stoga ve¢ina HPV pozitivnih pojedinaca ne znaju da
su zarazeni. Prijenos HPV infekcije dogada se kod Zena tijekom spolnog odnosa sa zarazenim
partnerom. Od kontakta virusom do pojave prvih klini¢kih promjena potrebno je izmedu 3
tjedna do 8 mjeseci, ali za razvoj malignih promjena potrebno je 10 — 15 godina. HPV infekcija
najvazniji je predisponirajuci faktor za razvoj predzlo¢udnih i zlo¢udnih promjena vrata

maternice.

U razvijenim zemljama program probira na karcinom vrata maternice, provodi se od sredine
1950-ih godina. Metoda prvog izbora je Papa test koji ima relativno nisku osjetljivost jer
zahtjeva educirano i izvjezbano osoblje. Nakon patoloskog nalaza Papa - testa potrebno je

ponoviti nalaz Papa - testa, napraviti HPV testiranje, kolposkopiju i biopsiju.

Uvodenjem molekularnih metoda koje imaju znatno vecu osjetljivost u odnosu na Papa test,
omogucena je ranija detekcija osoba koje imaju HPV pa su time pod rizikom razvoja lezija.
Detekcija nukleinskih kiselina PCR tehnikom neivazivna je metoda detekcije HPV infekcije
spolnog sustava. Takoder, detekcijom pojedinac¢nih tipova HPV 16 i 18, kao najce$cih
uzrocnika karcinoma, omoguceno je selektiranje Zena pod najvecim rizikom te njihovo daljnje

upucivanje na kolposkopiju i biopsiju.

Tijekom 2018. godine u NZJZ SDZ testirano je ukupno 2717 Zena, od kojih su 842 (31 %) bile
pozitivne, a najzastupljeniji je bio HPV tip 16. Provodenjem mjera primarne (cijepljenje i
edukacija) i sekundarne prevencije (probir na karcinom vrata maternice HPV testiranjem), u

buducnosti bi trebale biti eliminirane bolesti koje uzrokuju HPV.
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9. ABSTRACT

Human papilloma viruses are small, unbroken, double-stranded DNA genomic viruses, about
8,000 base pairs. Today, 200 different types of virus are known, but only 40 of them can infect
anogenital region that can be classified into three classes based on their cancer potential. HPV
genotypes 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 59, 68, 73 and 82 belong to a high risk group
associated with intraepithelial lesions and genital carcinoma.

HPV is the most common sexually transmitted disease in the world, and it is believed that 660
million people have this infection worldwide. Papilloma viruses cause many infections of the
skin, feet, anogenital warts, laryngeal papillomas, and various cancers. The majority of HPV
infections in all places are subclinical and asymptomatic. Therefore, most HPV positive
individuals do not know that they are infected. Transmission of HPV infection occurs in women
during sexual intercourse with the infected partner. From the contact of the virus to the
appearance of the first clinical changes, it takes between 3 weeks and 8 months, but for the
development of malignant changes it takes 10 to 15 years. HPV infection is the most important
predisposing factor for the development of premalignant and malignant changes in the cervix.

In developed countries, the cervical cancer screening program exists since the mid-1950s. The
first choice method is a Pap test that has relatively low sensitivity because it requires educated
and trained staff. After the pathological Pap test, it is necessary to repeat the Papa test, then to
perform HPV testing, colposcopy and biopsy.

By introducing molecular methods that have a much greater sensitivity in comparison with Pap
test, earlier detection of HPV positive persons is enabled who were at risk of developing lesions.
Detection of nucleic acids by PCR technique is an inescapable method of detecting HPV
infection in the genital system. Also, detection of individual types of HPV 16 and 18 as the
most common causer of cancer, allowed gynecologist to select women at the highest risk and
their further referral to colposcopy and biopsy.

In 2018, a total of 2717 women were tested in the Public Health Institute of Split and Dalmatia
County, out of which 842 (31 %) were HPV positive and the most common type was HPV 16.
By performing primary (vaccination and education) and secondary prevention (HPV cervical

cancer screening), HPV-related diseases should be eliminated in the future.
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