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Summary

HPYV test - detection and genotyping of the strains with high / low oncogenic risk

Human Papillomavirus (HPV) is the most common cause of cervical cancer. Cervical
cancer represents the second most common cause of death after breast cancer, affecting women
of different age groups; with a prevalence of over than about 20% in young sexually active
women. Among different types of HPV, type HPV16-18 represents major strains causing this
cancer and being sexually transmitted it had been unnoticed for decades. Elaboration and
implementation of various diagnostic methods prove to be an effective way in eradicating the
oncogenic potential of HPV.

Rezumat

Papilomavirus uman (HPV) este cea mai frecventa cauza a cancerului de col uterin.
Cancerul cervical reprezintd a doua cauzd de deces la femei dupa cancerul mamar care
afecteazd femeile de diferite varste cu o prevalentd mai inaltd de aproximativ 20% la cele tinere
active sexual. Printre diferite tipuri de HPV, tipul 16 -18 sunt tulpini majore care cauzeaza acest
tip de cancer. Elaborarea si implimentarea diverselor procedee de diagnosticare se dovedesc a fi
0 modalitate eficienta in eradicarea potentialului oncogenic de HPV.

Actualitatea

Cancerul cervical este una din cauzele de baza a mortalitatii femeilor, indeosebi a celor
tinere. Raportul variaza peste tot in lume, dar o ratd semnificativ de mare a fost stabilita in tarile
occidentale [11]. In urma unor analize statistice si geografice s-a demonstrat ca nivelul HPV e
mai mare la femeile americane decat la cele caucaziene.[8]

Conform statisticilor a Organizatiei Mondiale a Sanatatii (OMS) sunt inregistrate
aproximativ 500.000 de cazuri noi anual din care 250.000 cazuri sunt fatale. Conform celor mai
recente rapoarte, femeile sunt predispuse la aceasta infectie de doua ori mai mult decat barbatii
[9].

Prevalenta globala a HPV in randul femeilor indiferent de rasa constituie o rata de 17,9%
in timp ce barbatii au o rata de 8%. Persoanele cu multipli parteneri sexuali sunt predispusi la un
risc mai mare de infectare cu HPV de 20,1% fatd de persoanele care au un singur partener
sexual pe intreaga durata a vietii sexuale, la care riscul de infectare cu HPV e de 7% [8].

Virusul Papiloma Uman este un virus frecvent intalnit care cauzeaza leziuni celulare sau
tumori la nivelul pielii; deasemenea poate determina modificari ale tesuturilor de la nivelul
membrelor superioare si inferioare, corzilor vocale, gurii si organelor genitale [13].
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Tipurile HPV

Actualmente sunt identificate mai mult de 100 tipuri de HPV, fiecare tip avand tropism
catre anumite tesuturi. Modificarile tisulare determinate de anumite tipuri de HPV pot servi ca
substrat pentru dezvoltarea cancerelor organelor genitale feminine.

In functie de asocierea lor cu cancerul si gradul de patogenitate diferite genotipuri de
HPYV sunt clasificate in tipuri cu risc oncogen scazut si risc oncogen inalt. Genotipurile "cu risc
scazut" sunt rareori asociate cu cancer in timp ce genotipurile "cu risc ridicat" sunt mult mai
susceptibile de a conduce la dezvoltarea cancerului.

e Genotipuri cu risc crescut (oncogene sau cancer asociate) sunt: 16, 18, 31, 33, 35, 39,
45,51, 52, 56, 58, 59, 68 si 82

- Posibile genotipuri cu risc ridicat includ: 26, 30, 34, 53, 66, 67, 69, 70, 73, 82, 85 si 97.

- HPV 16 este tipul predominant, provocand mai mult de 50% din cazurile de cancer;
urmeaza HPV 18 provocand 14%; si HPV 45 cu 2,8% cazuri. Aceste genotipuri sunt
foarte raspandite in toate regiunile din lume si sunt responsabile in aproximativ 70% de
dezvoltarea cancerului de col uterin [11,15]. HPV tipurile 52 si 58 sunt rare in tarile
occidentale, cu toate acestea, ele sunt predominante in populatia din Asia in special in
China (5, 14, 15, 28, 29).

e Genotipuri cu risc scazut (non-oncogene) sunt: 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 72, 73 si 81.

- Genotipurile 6 si 11 determind aproximativ 90% dintre cazurile de negi anogenitali. Cu
toate acestea, genotipurile care cauzeaza condiloame anogenitale, de obicei, nu produc
cancer[11,15].

Cauzele si factorii de risc in dezvoltarea HPV

In ceea ce priveste cauzele dezvoltarii infectiei cu HPV sunt implicati o multitudine de
factori. Comportamentul sexual este cel mai important factor pentru tulpinile cu risc oncogen
inalt [9]. In ciuda comportamentului sexual alti factori ar putea fi, de asemenea implicati in
dezvoltarea acestei infectii. Este important de mentionat c¢a nu toate infectiile cu HPV duc la o
boald malignd, cu toate acestea, cele doua tulpini de HPV care sunt HPV 16 si HPV 18
contribuie la dezvoltarea in principal al cancerului de col uterin [9].

Alti factori includ fumatul, utilizarea extinsa de contraceptive orale si prezenta bolilor cu
transmitere sexuald. Factorii care deasemenea sporesc incidenta cancerul de col uterin includ
imunosupresia, persistenta virusului, si administrarea de hormoni steroizi [8,9].

Proteinele structurale

Exista douad proteine, L1 si L2, care formeaza structura icosaedricd a virionului. L1 este
proteind majord a capsidei, in timp ce L2 reprezintd componenta minord. L1 singura poate forma
structura icosaedrica in celulele eucariocite. Microscopia electronica a demonstrat ca LI
formeaza particule aproximativ de marimea unui virion complet, motiv pentru care sunt numite
particule virus-like (VLPs). Proteina L2 poate si ea sa aiba expresie la nivelul celulelor unde va
forma o structurd capsidica similard cu L1. Expresia comund a L1 si L2 determind cresterea
nivelului de VLPs, sugerand ca L2 ajutd astfel la stabilizarea capsidei. L2 poate functiona la
nivelul virionilor pentru a lega genomul.

Importanta sistemului VLPs o reprezinta faptul ca s-a aratat pentru prima data ca exista
diferente serologice intre tipurile de HPV, chiar si intre acelea foarte apropiate. De exemplu,
proteina L1 a tipurilor virale HPV16 si —31 care impart 76% din identitate la nivelul
aminoacizilor, are reactivitate serologica incrucisata foarte scazuta, iar tipurile HPV6 si —11 care
au 92% omologie, prezinta patru diferente in reactivitatea reciproca.

Astfel, studiile serologice pentru depistarea infectiilor specifice HPV pot fi deosebite
doar prin folosirea VLPs. O consecinta a acestei descoperiri este aceea ca daca s-ar produce un
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vaccin, ar trebui incluse mai multe tipuri virale din moment ce un singur tip nu induce protectie
incrucisata.

Infectia HPV la nivelul cervixului normal

ADN-ul HPV poate fi depistat in celulele cervicale la femeile la care cervixul apare
normal la colposcopie. Incidenta depistarii variaza dramatic In functie de metoda utilizata, de
varsta si de grupul demografic studiat. Cea mai sensibild tehnicd este PCR care a inregistrat
niveluri de pozitivitate de 80% pentru HPV16 la femeile cu cervix normal [4,13].

Este dificil de comparat multe din rezultatele acestor studii la femeile normale pentru ca
subiectii aveau varste diferite, metoda de depistare a fost diferita, femeile au avut niveluri socio-
economice diferite, iar definitia clinica a “normalului” a variat; unele studii s-au bazat numai pe
rapoartele citologice, fara sa fie efectuata colposcopia.

Incidenta cea mai mare a depistirii se intilneste la femeile tinere. Intr-un studiu efectuat
la studentele din Berkeley s-au obtinut 33% rezultate pozitive pentru HPV prin tehnica PCR.
Rata prevalentei la nivelul cervixului si vulvei a fost de 46%. Este una dintre cele mai mari
incidente raportate [4,13].

HPV tipurile 16 si 18 care sunt frecvent intalnite in bolile maligne, reprezinta
aproximativ o treime din virusurile detectate, ceea ce inseamna ca o mare parte din femeile tinere
pot fi infectate cu aceste virusuri care determind cancerul [8]. Este evident cd numai un numar
mic vor dezvolta boala, dar recunoasterea celor cu risc nu este posibila in prezent. La grupele de
varsta mai mari (>35 de ani) rata depistarii scade si, in timp ce la 20 de ani majoritatea femeilor
sunt negative pentru boald, femeile peste 35 de ani infectate cu un tip oncogenic sunt mai
predispuse la boald. Astfel, la grupa de varsta mai mare, infectia cu HPV este predictiva pentru
boala si poate indica un grup la care testarea ADN are valoare diagnostica [2,8].

Este clar ca existd o incidenta mai mare a infectiei la grupele de varstd mai tinere, cu
valori de pand la 46% la femeile de 20 de ani, dar acestea scad la <10% la cele peste 40 de ani si
< 5% la femeile peste 55 de ani [8]. Este posibil cad daca toate femeile din grupul de varsta < 25
de ani ar fi testate prin screening ADN la intervale regulate pe o perioada de 5 ani, toate cele
active sexual ar fi HPV pozitive la un moment dat, desi infectia si boala ar fi tranzitorii la
majoritatea.

Desi cervixul este descris ca fiind normal la aceste femei pe criteriul “absentei de celule
anormale” la examenul citologic si pe aspectul normal la colposcopie, este aproape sigur cd aria
in care are loc replicarea virala este anormald din punct de vedere histopatologic. Pand acum
nimeni nu a aratat replicare a HPV 1n tesuturile normale. Exista probabil microleziuni prezente la
nivelul cervixului cand o femeie prezinta infectie subclinica cu HPV.

Studiile serologice au ardtat rezultate pozitive la grupele de varsta care nu sunt in mod
normal asociate cu bolile cu transmitere sexuald [5]. Folosind in special proteine bacteriene
fuzionate care contin proteine HPV, s-au obtinut rezultate pozitive pentru HPV genital la diferite
grupe de varsta, inclusiv la copii. Datorita faptului ca proteinele fuzionate nu contin epitopi nu
este clar in prezent daca rezultatele reprezinta infectii cu diferite tipuri de herpes genital cum ar
fi HPV6 sau 16 sau reactivitate incrucisata cu tipurile cutanate de HPV, din moment ce multe
proteine au niveluri crescute de conservare.

HPV si cervixul anormal

Cea mai frecventd leziune genitala produsa de infectia cu HPV este veruca genitalda
benigna condyloma acuminatum, determinata predominant de HPV6 si 11. Cu toate acestea, cum
s-a discutat inainte, anumite papilomavirusuri determina de asemenea boli premaligne si maligne
la nivelul cervixului. Verucile sunt distribuite la nivelul cervixului, pe peretii vaginului, vulva si
in regiunea perianald. La barbati leziunile apar pe penis, in regiunea perianald, in special la
homosexuali, si mai putin frecvent pe scrot.
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Leziunile premaligne asociate cu HPV pot sd apard pe aceleasi zone ca si verucile, desi
cervixul reprezintd zond 1n care transformarea malignd apare cel mai frecvent. Leziunile
premaligne de la nivelul cervixului, neoplazia intraepiteliald cervicald (CIN), sunt gradate de la I
la III in ordinea crescatoare a severitatii cu CIN III care include carcinomul in situ, care precede
cancerul invaziv.

De la introducerea noului sistem Bethesda, clasificarea s-a schimbat : leziuni scuamoase
intraepiteliale (LSI) cu grad scazut ( LSI grad scazut, atipii si CIN I ) si LSI cu grad crescut
(CIN II'si CIN III) [11]. HPV6 si 11 si noile izolate 42, 43 si 44 au LSI cu grad scazut, in timp
ce tipurile oncogenice HPV 16 si 18 si cele mai putin frecvente HPV 31, 33, 45 si 56 au toate
gradele de LSI. Exista un numar de tipuri HPV aditionale, dar genomul intreg nu a fost clonat.

Asa cum s-a mentionat, leziunile intraepiteliale de la nivelul cervixului apar in totalitate
la nivelul zonei de transformare, care este reprezentatd de o arie de epiteliu metaplastic intre
exocervixul matur si epiteliul columnar al canalului endocervical [11]. Cancerul invaziv apare in
aceste arii de LSI si celule maligne, apoi migreaza la nivelul stromei uterine si In ganglionii
limfatici locali. HPV 16 este cel mai frecvent virus la nivelul LSI si a fost depistat in 70% din
cazurile de CIN III in Germania si UK, fiind izolat in 80% din cazurile de cancer invaziv de
cervix [11]. In SUA, HPV 16 si 18 reprezintd 55% din LSI cu grad inalt si peste 70% din bolile
maligne ale cervixului. Studiile epidemiologice au aratat ca depistarea HPV este asociatd cu un
risc de 10 ori mai mare al CIN [8,11].

In timp ce HPV6 si 11 nu s-au intalnit in bolile maligne ale cervixului, ele au fost izolate
de la nivelul leziunilor locale invadate ale vulvei, cum ar fi carcinomul verucos si tumorile
Buschke-Lowenstein . Genomurile de la nivelul acestor leziuni au fost secventializate, gasindu-
se deletii si duplicatii in regiunea reglatoare, ceea ce a sugerat ca aceste rearanjamente genetice
au alterat patogenitatea.

Boala maligna a penisului, rard in tarile industrializate, este mult mai frecventd in zonele
sarace ale lumii cum ar fi America de Sud si Africa. Virusurile asociate in mod frecvent cu
cancerul cervical, ca HPV16 si 18 sunt depistate in peste 50% din cazurile de cancer penian [§].

Atat in cancerul cervical, cat si in cel penian, ADN-ul HPV este integrat in genomul
celulei gazda, in timp ce in leziunile premaligne ADN-ul viral este liber si capabil sd produca
particule virale infectioase. Faptul ca cele mai multe cancere invazive (90%) contin secvente
integrate, acestea se pare ca sunt premaligne [12]. Aceasta stare particulard se pare ca selecteaza
celulele pentru conversia maligna, din moment ce numai acele celule cu ADN integrat in E1 si
E2 se gasesc la nivelul tesutului canceros.

Existd dovezi cd integrarea in regiunile E1 si E2 ale genomului determina un reglaj al E6
si E7 rezultand astfel o mai mare stabilitate in codul ARNm pentru aceste proteine cind se
foloseste o alta celula decét cea virald. S-a stabilit ca integrarea poate avea loc in cateva celule in
faza premaligna a bolii si este probabil ca acestea sa capete potential invadant. Cu toate acestea,
exista modificari moleculare care nu sunt inca cunoscute [10].

Transmiterea

Se cunoaste de la inceputul anilor 1950 ca verucile genitale sunt transmise prin contact
sexual. Aceste rezultate au fost confirmate de studiile ulterioare, ciand s-a demonstrat ca
transmiterea sexuald a virusurilor determina malignizarea. In plus, studiile efectuate la partenerii
femeilor cu CIN (neoplazia intraepiteliala cervicalid) au aratat ca ei au incidentd crescuta a
infectiei care determina boli benigne sau premaligne, in functie de tipul virusului [11].

Astfel, calea sexuala de transmitere este bine stabilita la adulti. Transmiterea la nou-
nascuti in timpul nasterii vaginale se crede ca reprezintd cauza papiloamelor laringiene si poate
sa contribuie la unele din cazurile de infectie genitald intalnite la copiii mai mari. Desi copiii pot
sa fie bine 1n ultima parte din prima decada de viata cand apar pentru prima data semnele clinice
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de infectie HPV, la nivelul laringelui sau zonei genitale, transmiterea la nastere reprezinta o
posibilitate din moment ce se stie ce ADN-ul viral poate persista.

Astfel, pentru aparitia infectiei este necesar contactul intim si frecvent. Cu toate acestea,
se cunoaste foarte putin despre cai alternative de transmitere, cum ar fi infectia transmisa prin
obiecte.

Persistenta HPV

Peste 90% din infectiile cu HPV par a se vindeca pe cont propriu in termen de 2 ani.
Timpul necesar pentru curatare pare sa varieze cu diferite genotipuri HPV, variind de la cinci -
sase luni pentru genotipurile cu risc scazut si opt la 14 luni pentru genotipurilor cu risc ridicat.
Eliminarea virusului de HPV a fost determinata de incapacitatea de prelevare de probe pentru a
detecta infectia cu HPV. Nu este clar daca virusul este complet eliminat sau daca aceasta ramane
latenta in celulele bazale si poate reactiva in condifii imunocompromise [6,7].

Detectarea si genotiparea tulpinilor cu HPV

A fost creatd o metoda rapida, sensibila, de calitate, colorimetrica de amplificare izoterma
a buclei (LAMP) cu colorant albastru (HNB) de hydroxynaphthol pentru a detecta papilomavirus
uman deosebit de riscant (HPV) a genotipurilor 16, 18, 45, 52, si 58 [4]. Toate studiile de
validare initiale cu ADN-ul de control s-au dovedit a fi de tip specific. Testul colorimetric
LAMP specifice acestui tip ar putea realiza o sensibilitate de la 10 pana la 100 de exemplare, la
63 ° C timp de 65 min, comparabila cu cea a PCR 1in timp real. In scopul de a evalua fiabilitatea
HPV de tip specifice, testul LAMP a fost evaluat in continuare cu ADN HPV de la un grup de
294 de specimene clinice ale caror statutul HPV a fost anterior determinat cu o metoda noua de
dactilografiere cu o singura etapa cu PCR multiplex [13].

Astfel, screening-ul de col uterin ar putea fi imbunatatit prin testarea pentru ADN al
tipurilor cu risc ridicat de HPV ca un instrument de screening primar.

Tehnologiile disponibile pentru genotiparea HPV variazd in functie de metodd si
platformd si poate oferi caracterizari specifice de tip pentru o multitudine de diferite tipuri de
HPV cu risc oncogen inalt si scazut. De exemplu, testul Qiagen Hybrid Capture 2 HPV ADN
(HC2) si testul Roche Amplicor HPV (Amplicor) detecta ADN a 13 tipuri de HPV cu risc
ridicat. Testul de genotipare in linie a HPV permite discriminarea a 37 de genotipuri de HPV.

Testul de screening PapilloCheck HPV (Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Germania) este un sistem de detectare si identificare a 24 de genotipuri de HPV pe baza de
microaranjare in linie a ADN PCR. Totusi, aceste metode nu ar putea fi adecvate in situatii
clinice primare in tdrile in curs de dezvoltare sau pentru utilizare pe teren, din cauza
instrumentelor sofisticate necesare, elaborare si procedurile complicate de testare si reactivi
scumpi [6].

Prin urmare, existd o cerere tot mai mare pentru teste moleculare simple si economice.
Amplificarea izotermicd a buclei (LAMP) este o amplificare a acidului nucleic, metoda
dezvoltatd de Notomi si a aparut ca un instrument puternic de amplificare a genei datorita
simplitati sale, vitezei, specificitatii, si costurilor eficiente [4].

Aceasta tehnica este utilizatd din ce Tn ce mai mult pentru rapiditate si detectare vizuala si
tipizarea de virusi in curs de dezvoltare. Una dintre caracteristicile cele mai atractive ale acestui
test este cd rezultatele LAMP pot fi observate si determinate de colorant mediat HNB si
vizualizate cu ochiul liber si fara a deschide tuburile dupa amplificare.

Concluzii
Identificarea precoce a HPV cu risc inalt de dezvoltare a cancerului este importanta
deoarece prezenta acestui virus poate servi ca indicator a infectiei si ca marker tumoral. In
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plus, tehnicile de identificare virala pot servi ca bazd pentru stabilirea strategiei terapeutice
individuale si dezvoltarea noilor principii terapeutice axate spre eradicarea infectiei HPV.
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