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ABSTRACT

Principalul factor de risc pentru cancerul de col uterin este reprezentat de infectia
persistentd cu tipurile HR-HPV (HPV cu risc crescut), iar tipurile 16 si 18 sunt
responsabile pentru majoritatea cazurilor de cancer de col uterin (1). Mai multe studii au
documentat sensibilitatea superioard a testarii HR-HPV validate clinic fatd de citologia
Papanicolau pentru detectarea leziunilor precursoare si a cancerului de col uterin (2—4).

Testarea HR-HPV pentru triajul pentru colposcopie al pacientelor cu L-SIL s-a
dovedit eficienta la femeile > 30 de ani, dar nu este recomandata femeilor mai tinere din
cauza ratelor pozitive ridicate de infectie HR-HPV (5). Co-testarea sau genotiparea HPV a
devenit o recomandare standard in multe ghiduri internationale, dar nu este recomandata
pacientelor sub 30 de ani (6—-10). Pe de altd parte, din cauza numarului mare de infectii
tranzitorii cu HPV, in special la femeile tinere, specificitatea genotiparii HPV ca metoda
de screening pentru cancerul de col uterin este limitata.

Necesitatea unei metode mai bune de triaj a acestor cazuri, cu ASC-US si L-SIL,
deschide oportunitatea testarii imunohistochimice, care poate oferi elemente suplimentare
pentru evaluarea severitdtii afectiunii. Tehnicile de imunohistochimie au fost deja folosite
pentru suprastadializarea probelor de cancer de col uterin (11) sau pentru a evalua alte
neoplasme ginecologice, cum ar fi cancerul ovarian sau endometrial.

Testarea imunohistochimica combinatd a pl16/Ki-67 poate fi utilizata pentru a
detecta debutul oncogenezei in celulele cervicale. Supraexprimarea pl6 este cauzata de
cresterea activitatii oncoproteinei E7 (corelatd cu infectia persistenta cu HPV), iar Ki-67
este un marker al proliferdrii tumorale. Testul este considerat pozitiv atunci cand ambii
markeri sunt exprimati in aceeasi celuld. Testarea imunohistochimica combinatd p16/Ki-
67 poate fi efectuatd pe proba de mediu lichid utilizatd pentru testul Papanicolau si
genotiparea HPV, dar si pe piesa de biopsie. Conform celor mai recente date din literatura,
testarea imunohistochimicd combinatd are o sensibilitate comparabild, dar o specificitate
semnificativ mai mare Tn comparatie cu testarea HPV (12-15).

Datele disponibile 1n literaturd pentru triajul pacientelor cu ASC-US si L-SIL <30
de ani prin utilizarea dual-staining sunt insuficiente, majoritatea studiilor fiind
retrospective si nu se adreseaza exclusiv acestui subgrup de paciente. Cel mai mare studiu
de pand acum care a raportat rezultate ale dual-staining prin trierea pacientelor in functie
de varsta a fost realizat de Bergeron si colab. ca parte a studiului PALMS. Ei au raportat o
sensibilitate crescuta a dual-staining pentru detectarea CIN2+ pentru pacientele sub 30 de
ani si o crestere semnificativa a valorilor predictive pozitive pentru detectarea CIN2+ 1n
comparatie cu genotiparea HPV. Ei au mai declarat ca triajul cu dual-staining ar putea
reduce considerabil numarul de recomandari pentru colposcopie (16,17).

Faptul ca aceeasi probd de mediu lichid poate fi utilizatd pentru citologia
cervicald, genotiparea HPV si imunocitochimie simplifica procedura, prin faptul ca
pacienta nu este obligata s mai faca o vizitd la specialist pentru efectuarea testului.



Aceasta inseamna cd dual-staining p16/Ki-67 ar putea fi oferitd ca ,test reflex” pentru
pacientele cu anomalii citologice la citologia cervicald In mediu lichid sau pentru
pacientele cu tulpini HPV cu risc crescut detectate la genotiparea HPV.

MOTIVATIA CERCETARII

Desi numeroase studii retrospective au aratat acuratetea dual-staining p16/Ki-67
in detectarea CIN2+, sunt necesare mai multe date pentru a valida utilizarea dual-staining
pl6/Ki-67 ca parte a unui algoritm de management pentru pacientele cu rezultate
citologice anormale la testul Papanicolau.

In studiile noastre, ne-am propus si actualizim dovezile actuale cu privire la
acuratetea colorarii p16 si a dual-staining cu pl6 si Ki-67 pentru detectarea CIN2+ 1n
triajul pacientelor cu ASC-US sau L-SIL sub 30 de ani. In ciuda multor date disponibile
pana 1n prezent cu privire la specificitatea Tmbundtitita a dual-staining la femeile tinere cu
ASC-US sau L-SIL in comparatie cu genotiparea HPV, din cunostintele noastre, acesta
este primul studiu prospectiv efectuat pAnd acum pentru acest grup specific de paciente.

Rezultatele prefigurate ale studiului urmaresc sd imbogateasca datele disponibile
pand In prezent In literaturd si sd Tmbunatdteascd protocolul de management pentru
pacientele cu varsta sub 30 de ani cu anomalii citologice pe frotiul Papanicolau.

Aceasta cercetare si-a propus sd raspunda la urmatoarele ntrebari:

* Ar putea dual-staining p16/Ki-67 sa aibd un rol relevant in triajul pentru biopsie al
pacientelor cu ASC-US/L-SIL?

* Este util dual-staining p16/Ki-67 la subgrupul de paciente sub 30 de ani?

* Care test sau combinatie de teste are cea mai mare precizie pentru detectarea CIN2+?

* Ar putea fi utilizat dual-staining pl16/Ki-67 in screening-ul variantelor rare de
adenocarcinom de col uterin?

Prima parte a cercetarii: Contributia personald ,,Studiul acuratetei dublei testari
(dual-staining) p16/ki-67 comparativ cu testarea papilloma virusului uman (HPV) la
femeile cu citologie anormald sub 30 de ani” a analizat utilitatea p16/Ki-67 in triajul
pentru biopsie al pacientelor cu ASC-US sau L-SIL.

A doua parte a cercetarii: Contributia personald ,,Studiul rolului dual-staining
pl6/ki-67 in managementul pacientelor sub 30 de ani cu ASC-US/L-SIL” analizeaza
sensibilitatea si specificitatea pentru CIN2+ confirmat prin biopsie a HR-HPV, dual-
staining p16/Ki-67, colposcopie si combinatii ale testelor la toate pacientele si separat
pentru grupurile ASC-US si L-SIL.

A treia parte a cercetdrii: Contributia personald ,,Noi perspective In diagnosticul
variantelor rare de adenocarcinom ale colului uterin — prezentare de caz si review al
literaturii” reprezinta un raport de caz detaliat al unei paciente tinere cu o varianta rara de
adenocarcinom de col uterin, pl16/Ki-67 pozitiv, HPV negativ, si include o revizuire
extinsa a literaturii de specialitate pe acest subiect.



Pentru primul studiu au fost selectate din baza de date pacientele eligibile care au
fost supuse colposcopiei in cadrul Sectiei de Obstetrica si Ginecologie a Spitalului
Municipal Timisoara, in perioada ianuarie 2015 — decembrie 2016.

Pentru al doilea studiu, au fost selectate pacientele eligibile care au fost indrumate
pentru LEEP in Sectia de Obstetricd si Ginecologie a Spitalului Municipal Timisoara, in
perioada ianuarie 2018 — decembrie 2020.

Investigatia retrospectiva si prospectivd a fost realizatd prin selectia cazurilor
consecutive pe baza criteriilor de includere/excludere stabilite in functie de obiectivele
stiintifice.

REZULTATE

I. CONTRIBUTIE PERSONALA: STUDIUL ACURATETEI DUBLEI TESTARI
(DUAL-STAINING) P16/KI-67 COMPARATIV CU TESTAREA PAPILLOMA
VIRUSULUI UMAN (HPV) LA FEMEILE CU CITOLOGIE ANORMALA SUB 30
DE ANI

Un total de 310 paciente cu ASC-US sau L-SIL pe citologia cervicala au fost
indrumate pentru colposcopie la Sectia de Obstetrica si Ginecologie a Spitalului Municipal
Timigoara. Pacientele cu colposcopie negativa pentru leziuni de grad inalt au fost excluse
din studiu. Restul de 161 de paciente cu ASC-US (67 de paciente; 42%) sau L-SIL (94 de
paciente; 58%) au fost trimise pentru biopsie. Din 161 de paciente, 56 (35%) aveau <30
ani si 105 paciente (65%) aveau >30 de ani. In general, 102/161 de paciente (63%) au fost
testate pozitiv pentru HR-HPV si 70/161 de paciente (43%) au fost pozitive pentru
pl6/Ki-67. CIN2-3 a fost detectat prin biopsie la 99/161 de paciente (61%). in grupul
ASC-US, 38/67 de paciente (57%) au fost pozitive pentru HR-HPV, iar 27/67 (40%) au
fost pozitive pentru testul pl6/Ki-67. In grupul L-SIL, 64/94 de paciente (68%) au fost
HR-HPV-pozitive si 43/94 (46%) au fost p16/Ki-67-pozitive. La femeile peste 30 de ani,
in grupul ASC-US, rata pozitivitatii HR-HPV a fost de 63% (27/43 paciente) si
pozitivitatea p16/Ki-67 a fost de 42% (18/43 paciente). La pacientele cu L-SIL peste 30 de
ani, rata pozitivitatii HR-HPV a fost de 77% (48/62 paciente) si pozitivitatea p16/Ki-67 a
fost de 37% (23/62 paciente). La femeile cu varsta sub 30 de ani, In grupul ASC-US, rata
pozitivitatii HR-HPV a fost de 45% (11/24 paciente) si pozitivitatea pl16/Ki-67 a fost de
37% (9/24 paciente). In grupul L-SIL cu mai putin de 30 de ani, rata de pozitivitate pentru
testul HR-HPV a fost de 50% (16/32 paciente) si pentru dual-staining p16/Ki-67 a fost de
62% (20/32 paciente). La femeile cu CIN2-3 detectat prin biopsie si cu varsta <30 de ani,
pozitivitatea HR-HPV a fost de 50% (7/14 paciente) in grupul ASC-US si 83% (15/18
paciente) in grupul L-SIL. Rata pozitivitatii p16/Ki-67 a fost de 57% (8/14) si, respectiv,
88% (16/18 paciente) in cele doud grupuri. Sensibilitatea si specificitatea generald a
genotiparii HPV pentru detectarea CIN2-3 au fost de 79% si, respectiv, 72% in lotul de



paciente cu ASC-US, si de 85% si respectiv 64% in grupul de paciente cu L-SIL. . Ratele
de sensibilitate si specificitate ale dual-staining p16/Ki-67 pentru CIN2-3 au fost de 66%
si, respectiv, 93% 1In grupul ASC-US si 59% si, respectiv, 79% in grupul L-SIL.
Specificitatea dual-staining p16/Ki-67 a fost semnificativ crescutd in grupul de paciente
<30 de ani, comparativ cu pacientele cu varsta > 30 de ani ( p <0,001) atat in grupul ASC-
US, cat si L-SIL.

II. CONTRIBUTIE PERSONALA: STUDIUL ROLULUI DUAL-STAINING
P16/KI1-67 iN MANAGEMENTUL PACIENTELOR SUB 30 DE ANI CU ASC-
US/L-SIL

Un total de 60 de paciente au fost incluse in studiu si au finalizat evaluarea de
urmarire. Am evaluat corelatia si distributia p16 si Ki-67 la pacientele cu infectie cu HPV,
infectie HR-HPV (HPV cu risc crescut) si test HPV negativ si persistenta infectiei cu
HPV, HR-HPV si dual-staining pozitiv la 6 si 12 luni dupa LEEP. Am evaluat corelatia
dintre gradul histologic al leziunilor cervicale intraepiteliale de grad scazut (CIN1), de
grad Tnalt — CIN2+ (CIN2 si CIN3) si carcinom in situ (CIS) cu expresia
imunohistochimicd (IHC) a p16/Ki-67 si HR-HPV. Varsta medie a pacientelor a fost de
23,4 ani. Un numar de 37 de paciente (61,6%) au avut L-SIL si 23 de paciente (38,3%) au
avut rezultat ASC-US la citologia cervicali inainte de LEEP. In ceea ce priveste
colposcopia, 51 de paciente (85%) au avut un rezultat anormal si 9 paciente (15%) au avut
rezultate normale. Numarul mare de colposcopii anormale ar putea fi explicat prin
includerea in studiul nostru a numai pacientelor cu indicatie de conizatie. 52 de paciente
(86,6%) au avut infectie cu HPV inainte de LEEP, iar 36 de paciente (60%) au avut
infectie HR-HPV. HPV tipurile 16 si 18 au fost cele mai frecvent intalnite, la 22 si
respectiv 15 paciente. 21 de paciente au prezentat o infectie persistenta cu HPV la 6 luni
dupd LEEP, dintre care 20 au avut HR-HPV. La 12 luni dupa LEEP 7 paciente au avut o
infectie persistentd cu HPV, 6 paciente prezentind o infectie HR-HPV. HPV tip 16 a fost
cel mai frecvent Intilnit n infectia persistenta — 7 paciente prezentand infectie persistenta
la 6 Iuni si 3 paciente la 12 luni dupd LEEP. Dual-staining p16/Ki-67 a fost pozitiv la 31
de paciente Tnainte de LEEP, la 27 de paciente pe piesa de conizatie, la 3 paciente la 6 luni
dupi LEEP si la 2 paciente dupd 12 luni. In ceea ce priveste examenul histopatologic al
piesei de conizatie, s-au obtinut urmdtoarele rezultate: 29 de paciente cu CIN I, 18
paciente cu CIN II, 10 paciente cu CIN III si 2 paciente cu carcinom in situ .

Sensibilitatea si specificitatea pentru CIN2+ confirmat prin biopsie au fost
incrucisate pentru fiecare test. Pentru CIN2+ confirmat prin biopsie, am analizat, de
asemenea, sensibilitatea si specificitatea combinatiilor de genotipare HR-HPV, dual-
staining p16/Ki-67 si colposcopie pentru toate pacientele si separat pentru grupurile ASC-
US si L-SIL. HR-HPV a ardtat o sensibilitate mai mare in grupul L-SIL (76%), dar o
specificitate mai micd (50%). In grupul ASC-US, specificitatea HR-HPV a fost de numai



43% si specificitatea a fost de 22%. Colposcopia a avut o sensibilitate mai mare In
comparatie cu HR-HPV, dar o specificitate foarte scazuta. Dual-staining a avut cea mai
bund specificitate pentru grupul ASC-US. Combinatia A (HR-HPV + colposcopie) a avut
cea mai scdzuta specificitate dintre toate combinatiile de teste. Combinatiile B (HR-HPV
+ p16/Ki-67), C (colposcopie + p16/Ki-67) si D (HR-HPV + colposcopie + p16/Ki-67) au
prezentat o specificitate comparabild, foarte mare; totusi, sensibilitatea a fost mai mica
pentru combinatiile B si D 1n comparatie cu combinatia C. p16/Ki-67 singur sau in
combinatie cu colposcopie si/sau HR-HPV a imbunatatit specificitatea generald pentru
detectarea CIN2+. Marinile de rezectie au fost negative (in tesutul sdnatos) pentru toate
pacientele si nu a fost efectuat niciun tratament chirurgical suplimentar in perioada de
urmarire de 12 luni. Citologia cervicala s-a dovedit a fi normala (NILM) pentru toate
pacientele la 6 si 12 luni de urmarire dupa LEEP. Pentru pacientele cu infectie persistenta
HR-HPV si/fsau cu dual-staining pozitiv la 6 si respectiv 12 luni dupd LEEP am
recomandat o urmarire la interval de 3 luni prin co-testare (adica citologie cervicala si
detectie HR-HPV). Niciun alt tratament nu a fost aplicat pana in prezent.

III. CONTRIBUTIE PERSONALA: NOI PERSPECTIVE IN DIAGNOSTICUL
VARIANTELOR RARE DE ADENOCARCINOM ALE COLULUI UTERIN -
PREZENTARE DE CAZ SI REVIEW AL LITERATURII

Am raportat cazul unei paciente de 29 de ani cu L-SIL, HPV negativ, dual-
staining p16/Ki-67 pozitiv si colposcopie sugestivd pentru leziune displazica severa.
Pacienta a fost supusd unei proceduri de excizie electrochirurgicald in ansa (LEEP),
raportul patologic evidentiind hiperplazie mezonefrica si adenocarcinom mezonefric.
Pacienta a optat pentru un tratament non-standard de conservare a fertilitatii. Raportul de
patologie de trachelectomie a descris o zond de hiperplazie la limita rezectiei spre istmul
uterin. Au fost efectuate doua interpretdri suplimentare ale lamelor si imunohistochimie
(IHC). Rezultatele au sustinut diagnosticul de adenocarcinom mezonefric, desi cu
dificultate 1n diferentierea acestuia de hiperplazia mezonefricd. Avand 1n vedere
rezultatele patologice discordante care au fost neconcludente in stabilirea unui diagnostic
precis al leziunii si a starii marginilor de rezectie, pacienta a fost indrumata la un specialist
in striinitate. in plus, s-a efectuat interpretarea suplimentari a lamelor si a IHC,
rezultatele sugerand un carcinom cu celule clare. Dual-staining-ul p16/Ki-67 pozitiv
inainte de LEEP, IHC nespecificad si dificultatile n stabilirea unui diagnostic constituie
particularitatile cazului.

CONCLUZII GENERALE SI CONTRIBUTII ORIGINALE

In primul nostru studiu, am obtinut rezultate similare cu cele raportate anterior in
studiile retrospective. Testul dual-staining a avut rezultate semnificativ mai bune din punct
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de vedere al specificitatii la grupul de paciente sub 30 de ani. Pentru primul nostru studiu
retrospectiv am ajuns la concluzia cad dual-staining p16/Ki-67 singur sau in combinatie cu
HR-HPV si/sau colposcopia a ardtat o specificitate mai mare ca HR-HPV si/sau
colposcopia pentru diagnosticul de CIN2+ confirmat prin biopsie la pacientele sub 30 de
ani. Colposcopia+pl16/Ki-67 si colposcopia HR-HPV+p16/Ki-67 au aratat cea mai mare
specificitate Tn studiul nostru. Consideram ca pl6/Ki-67 ar putea fi util in triajul
pacientelor tinere cu ASC-US sau L-SIL si ar trebui luat in considerare pentru algoritmul
de diagnostic al acestui subgrup de paciente.

Rezultatele primului nostru studiu, realizat retrospectiv, ne-au Incurajat sa
realizam un al doilea studiu prospectiv pentru pacientele sub 30 de ani, pentru a cuantifica
rolul dual-staining p16/Ki-67 si al genotiparii HPV in detectarea leziuni cervicale de grad
inalt la pacientele cu ASC-US sau L-SIL pe citologia cervicala.

In cel de-al doilea studiu, am evaluat corelatia si distributia dual-staining p16/Ki-
67 la pacientele cu infectie cu HPV, infectie HR-HPV (HPV cu risc crescut) si test HPV
negativ si persistenta infectiei cu HPV, HR-HPV si dual-staining pozitiv la 6 si 12 luni
dupa LEEP. De asemenea, am evaluat corelatia dintre gradul histologic al leziunilor
cervicale intraepiteliale de grad scazut (CIN1), de grad fnalt — CIN2+ (CIN2 si CIN3) si
carcinomul in situ (CIS) cu expresia imunohistochimica (IHC) a p16/Ki-67 si infectiei cu
HR - HPV.

Distributia diferita de varsta are un impact important asupra ratei pacientelor HR-
HPV pozitive. In studiul nostru, varsta medie a pacientelor a fost de 23,4 ani.

O prevalentd foarte mare a infectiei cu HPV a fost raportatd in literatura la
pacientele cu LSIL (86-97%) si ASC-US (89,5%). Infectia cu HPV a fost detectata si la
27% dintre pacientele cu rezultate negativ pentru leziuni intraeiteliale sau maligne (NILM)
(18). S-a raportat ca infectia HR-HPV este mai frecventa la femeile sub 30 de ani cu
citologia anormald, comparativ cu femeile mai in vérsta (14,19). In studiul nostru am avut
urmatoarea distributie a infectiei cu HPV: 52 de paciente (86,6%) au avut infectie cu HPV
inainte de LEEP, iar 36 de paciente (60%) au avut infectie HR-HPV. 33 din 37 de paciente
din grupul L-SIL au avut infectie cu HPV Tnainte de LEEP, iar 23 au avut tulpini HR-
HPV. In ceea ce priveste grupul ASC-US, 19 din 23 de paciente aveau infectie cu HPV
tnainte de LEEP, dintre care 13 aveau HR-HPV.

Am reusit sa comparam performanta dual-staining p16/Ki-67 si a genotiparii HPV
in detectarea leziunilor cervicale de grad nalt la pacientele cu ASC-US sau L-SIL pe
citologie cervicala (test Papanicolau), pentru a cuantifica performanta dual-staining
p16/Ki-67 in detectarea CIN2+ la pacientele cu ASC-US sau L-SIL pe citologia cervicala,
pentru a analiza distributia si expresia pl16/Ki-67 la pacientele cu infectie cu HR-HPV
(tulpina unica sau co- infectie), pentru a evalua persistenta p16/Ki-67 si HR-HPV pozitiv
dupd LEEP. De asemenea, am evaluat performanta pentru detectarea CIN2+ a fiecarui test
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individual si cea mai bunad combinatie de teste si impactul distributiei de varstd asupra
ratei pacientelor HR-HPV pozitive si p16/Ki-67 pozitive.

Desi exista numeroase date disponibile din studii retrospective cu privire la
specificitatea imbunatatitd a dual-staining la femeile tinere cu ASC-US sau L-SIL in
comparatie cu genotiparea HPV, din cunostintele noastre, al doilea studiu reprezinta
primul studiu prospectiv efectuat pAnd acum pentru acest grup specific de paciente.

In plus, am comparat, de asemenea, acuratetea combinatiilor dual-staining p16/Ki-
67 cu genotiparea HPV si cu colposcopia pentru a identifica combinatia de teste care
ofera cea mai bund acuratete pentru predictia CIN2+.

Punctul slab al studiilor noastre este numarul relativ scazut de cazuri implicate.
Sunt necesare mai multe date pentru a valida utilizarea dual-staining p16/Ki-67 ca parte a
unui algoritm de management pentru pacientele cu anomalii citologice pe frotiul
Papanicolau.

De asemenea, am identificat si raportat un caz variantd rard de adenocarcinom
non-HPV de cancer de col uterin cu dual-staining pozitiv Tnainte de LEEP. Diagnosticul
citologic este dificil In diferentierea hiperplaziei sau inflamatiei de celulele maligne in
majoritatea cazurilor si rezultate discordante ale imunohistochimiei intre laboratoare pot fi
intalnite frecvent in practica clinica (20-22). Aceste constatdri sugereazd prudentd in
diagnosticul initial prin imunohistochimie. Consideram ca este important sd recunoastem
aceste variante rare de adenocarcinom cervical intr-un stadiu incipient, deoarece pot asocia
un prognostic prost, dat fiind stadiul de obicei avansat la momentul diagnosticului. De
asemenea, dual-staining-ul pozitiv 1n acest caz deschide o fereastra de oportunitate pentru
utilizarea ulterioara a p16/Ki-67 pentru diagnosticul variantelor rare de cancer de col
uterin non-HPV.

In studiile noastre, dual-staining pl6/Ki-67 a aritat o specificitate superioara in
comparatie cu testul de genotipare HPV, in special la grupul de Paciente sub 30 de ani.
Datele noastre indica faptul cd dual-staining p16/Ki-67 ar putea fi o optiune in triajul
pacientelor mai tinere de 30 de ani cu ASC-US sau L-SIL la examenul citologic cervical,
inainte de a efectua colposcopie si biopsie. Prin urmare, beneficiul major al utilizarii dual-
staining p16/Ki-67 ca triaj pentru colposcopie ar consta in posbilitatea de a reduce
considerabil numarul de trimiteri pentru colposcopie si poate reduce impactul
tratamentului excesiv al leziunilor precursoare.

Consideram ca studiile noastre reprezinta o contributie importanta in domeniu, cu
noutatea de a fi efectuat primul studiu prospectiv pentru pacientele sub 30 de ani pentru
evaluarea dual-staining p16/Ki-67 1n triajul pacientelor cu ASC-US/LSIL.

Rezultatele noastre sugereaza ca dual-staining ar trebui luat In considerare in
algoritmul de management al acestui subgrup specific de paciente.
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