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Сажетак

Потврда етиолошке повезаности између развоја карцинома грлића 
материце и инфекције високоризичним генотиповима хуманих папи-
лома вируса (vr-HPV) указала је на улогу HPV тестирања у примарној 
и секундарној превенцији рака грлића материце. Методе HPV тести-
рања груписане су у дијагностичке и прогностичке тестове уз кори-
шћење различитих техника молекуларне биологије. Дијагностички 
тестови омогућавају откривање присуства HPV ДНК (скрининг) и 
идентификацију HPV генотипова (генотипизација). Прогностички или 
тријажни тестови се користе за одређивање HPV инфицираних жена 
које су у високом ризику за развој и/или прогресију рака грлића ма-
терице. Тестирање за високоризичне HPV генотипове у протоколима 
скрининга за рак грлића материце може се примењивати као при-
марно тестирање или котестирање са цитологијом и као тестирање 
у тријажи жена са високим ризиком. Укључивање тестирања за ви-
сокоризичне HPV генотипове као примарног тестирања или котести-
рања заснива се на вишој осетљивости и негативној предиктивној 
вредности за откривање CIN 3 лезија у поређењу са цитологијом као 
јединим тестом. Препоручује се неколико тријажних тестова за про-
цену жена које су у високом ризику за развој цервикалног карцинома, 
као што су генотипизација за HPV 16 и 18, детекција Е6/Е7 iРНК и 
тестови маркера ДНК метилације. За ефикасно смањење распро-
страњености рака грлића материце у Србији неопходна је примена 
организованог популационог скрининг програма који укључује HPV 
тестирање.

Кључне речи: карцином грлића материце, високори-
зични HPV типови, скрининг, HPV генотипизација, три-
јажа, котестирање

Увод

Хумани папилома вируси (HPV) су мали ДНК вируси 
без омотача са високим афинитетом за епителијал-
не ћелије, који доводе до инфекције коже и слузоко-
же (нпр. аногениталног тракта, орофаринкса) [1, 2]. 
До сада је препознато и секвенцирано преко 220 HPV 
генотипова [3]. Према тропизму вируса, генотипови се 
деле на типове HPV коже и слузокоже. Око 30–40 ти-
пова HPV вируса који нападају слузокожу инфицирају 
гениталну слузокожу, а према онкогеном потенцијалу 
они се деле на високоризичне (hr-HPV) и нискоризичне 
(lr-HPV) [1, 4].

Summary

The well-established etiological association between cervical cancer de-
velopment and the infection with high risk genotypes of Human papillo-
ma viruses (hr-HPV) signify the role of HPV testing in both primary and 
secondary cervical cancer prevention. HPV testing methods are grouped 
into diagnostic and prognostic tests with the use of various techniques 
of molecular biology. Diagnostic tests enable detection the presence of 
HPV DNA (screening) and identification of HPV genotypes (genotyping). 
Prognostic or triage tests are used for the determination of HPV infect-
ed women who are at high risk for the development and/or progression 
to cervical cancer. hr-HPV testing in cervical cancer screening protocols 
can be implemented as primary testing or co-testing with cytology and 
as testing in a triage of women with high risk. The inclusion of hr-HPV 
testing as primary testing or co-testing is based on higher sensitivity and 
negative predictive value for the detection of CIN3 lesions compared to 
cytology alone. Several triaging tests are recommended for risk stratifi-
cation such as genotyping for HPV 16 and 18, detection of E6/E7 mRNA 
and DNA methylation marker tests. For an efficient reduction of cervical 
cancer pervasiveness in Serbia, the implementation of cervical cancer 
organized population-based screening program that includes HPV testing 
is essential.	

Key words: cervical cancer, high risk HPV types, screen-
ing, HPV genotyping, triage, co-testing

Introduction

Human papilloma viruses (HPV) are small, non-envel-
oped DNA viral particles with high affinity for epithelial cells 
causing infections of the skin and mucosa (e.g. anogenital 
tract, oropharynx) [1, 2]. So far, the genomes of over 220 
HPV genotypes have been recognized and sequenced [3]. 
According to their tissue tropism, genotypes are grouped 
into cutaneous or mucosal HPV types. Approximately 30-
40 mucosal HPV types infect genital mucosa and based on 
their oncogenic potential have been classified into high risk 
(hr-HPV) and low risk (lr-HPV) [1, 4].
During last few decades, numerous virological and epide-
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У последњих неколико деценија, бројне виролошке и 
епидемиолошке студије су показале узрочно-после-
дичну везу између hr-HPV типова и аногениталних кан-
цера. Према Међународној агенцији за истраживање 
рака (IARK, енг. International Agency for Research on 
Cancer), 12 различитих hr-HPV типова класификује се 
као карциногено (група 1), укључујући типове 16, 18, 
31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58 и 59, тип HPV 68 је ка-
тегорисан као вероватно карциноген (група 2А), а HPV 
генотипови 26, 30, 34, 53, 66, 67, 69, 70, 73, 82, 85 и 97 
се класификују као могући карциногени (група 2Б) [5].

Генотипови који се најчешће налазе у ткивима рака гр-
лића материце на глобалном нивоу су HPV 16 и HPV 
18, у приближно 50% и 20% случајева сквамоцелулар-
ног карцинома грлића материце, редом. Међутим, оба 
ова типа hr-HPV-а јављају се код око 35% аденокар-
цинома грлића материце. Недавна епидемиолошка 
истраживања су показала да је удео канцера грлића 
материце који се доводе у везу са HPV 16/18 сличан у 
свим географским регионима (70–76%). Штавише, ди-
стрибуција других hr-HPV типова, као што су HPV 31, 
33, 35, 39, 45, 52, 58 и 59, потврђена је као доследна у 
скоро свим регионима широм света [1, 5, 6].

Добро документована етиолошка повезаност између 
развоја карцинома грлића материце и инфекције hr-
HPV вирусима указује на значај тестирања на HPV у 
примарној и секундарној превенцији рака грлића мате-
рице [7, 8]. Услед ограничених могућности директног 
откривања вируса, конвенционална лабораторијска ди-
јагноза HPV-а представљала је проблем. Наиме, HPV 
се не може изоловати из ћелијских култура а примена 
електронске микроскопије за визуализацију вирусних 
честица, као и детекција антигена виралног омотача 
(капсида) имунолошким методама су ограничене, јер 
вирусне честице и антигени капсида нису равномерно 
распоређени чак ни код хистолошки дијагностификова-
них папилома или карцинома. Уз то, иако се зна да се 
током инфекције HPV-ом стимулише производња анти-
тела, серолошка дијагноза није од великог клиничког 
значаја.  Показано је да се антитела специфична за 
вирус, која се могу детектовати, могу наћи код око 50–
70% жена са перзистентном цервикалном инфекцијом 
HPV-ом, док се код већине жена са пролазном инфек-
цијом антитела не могу детектовати или су присутна 
само током кратког временског периода [9, 10]. 

Развој техника молекуларне биологије током осамде-
сетих година 20. века омогућио је поуздану лаборато-
ријску дијагнозу инфекције HPV-ом на основу детекције 
вирусне нуклеинске киселине у клиничким узорцима. 
Примена техника молекуларне биологије, које су висо-

miological studies have demonstrated the causative as-
sociation between hr-HPV types and anogenital cancers. 
According to the International Agency for Research on 
Cancer (IARC), 12 different hr-HPV types are classified as 
carcinogenic (Group 1) which includes types 16, 18, 31, 
33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, and 59, type HPV68 is cat-
egorized as probably carcinogenic (Group 2A), and HPV 
genotypes 26, 30, 34, 53, 66, 67, 69, 70, 73, 82, 85, and 
97 are classified as possibly carcinogenic (Group 2B) [5].

The genotypes most frequently found in cervical cancer 
tissue worldwide are HPV16 and HPV18, in approximate-
ly 50% and 20% of cervical squamous cell carcinoma, 
respectively. However, both of these hr-HPV types are 
demonstrated in about 35% of cervical adenocarcinoma. 
Recent epidemiological studies have reported that the pro-
portion of HPV 16 /18-associated cervical cancer cases is 
similar throughout all geographical regions (70-76%). Fur-
thermore, the distribution of other hr-HPV types, such as 
HPV 31, 33, 35, 39, 45, 52, 58 and 59, was confirmed to be 
consistent in almost all world regions [1, 5, 6].

The well-established etiological association between cer-
vical cancer development and hr-HPV infection signify the 
role of HPV testing in both primary and secondary cervical 
cancer prevention [7, 8]. Due to the limited possibilities of 
direct viral detection, conventional laboratory diagnosis of 
HPV was problematical. Namely, HPV cannot be isolated 
in cell cultures and the application of electron microscopy 
for visualization of viral particles, as well as detection of 
viral capsid antigens by immunological methods, is lim-
ited, because viral particles and capsid antigens are not 
uniformly present, even in histologically diagnosed pap-
illomas or carcinomas. In addition, although it is known 
that the production of antibodies is stimulated during HPV 
infection, serological diagnosis is not of great clinical im-
portance.  It has been demonstrated that detectable viral 
specific antibodies can be found in about 50–70% of wom-
en with persistent cervical HPV infection while in majority 
of the women with transient infection antibodies cannot be 
detected or are present only for a short time [9, 10]. 

The development of molecular biology techniques, during 
the 80's, enabled the reliable laboratory diagnosis of HPV 
infection, based on the detection of viral nucleic acid in 
clinical samples. The application of molecular biology 
techniques, which are highly specific and sensitive, in the 
laboratory diagnosis of HPV infections, has significantly in-
creased the possibility of monitoring HPV infection [10, 11].

HPV testing methods
Molecular HPV diagnosis includes detection of viral nucleic 
acids (DNA or RNA) with the use of various techniques 
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коспецифичне и осетљиве, у лабораторијској дијагно-
стици инфекција HPV-ом значајно је увећала могућност 
праћења HPV инфекција [10, 11].

Методе тестирања за HPV
Молекуларна дијагностика HPV-а ослања се на детек-
цију вирусне нуклеинске киселине (ДНК или РНК) при-
меном различитих техника молекуларне биологије, као 
што су методе хибридизације, циљана амплификација, 
амплификација сигнала, амплификација проба и мето-
де секвенцирања ДНК. Методе које се користе за ди-
јагностику HPV инфекција укратко су представљене у 
табели 1 [10, 11, 12]. 

Табела 1. Кратак преглед најчешће коришћених моле-
кулских метода за дијагностику HPV-а

Методе за тестирање на HPV се деле на дијагностич-
ке и прогностичке тестове. Дијагностички тестови омо-
гућавају откривање присуства HPV ДНК (скрининг) 
и идентификацију HPV генотипова (генотипизација). 
Детекција ДНК HPV-а има првенствено дијагностички 
значај, док генотипизација такође има и велики прогно-
стички и терапијски значај, јер омогућава разликовање 
пацијенткиња које су под високим ризиком, од оних које 
су под ниским ризиком од развоја рака [9, 10, 11].

Дијагностички тестови за HPV
Недавни прегледни радови су идентификовали нај-

of molecular biology, such as hybridization methods, tar-
get amplification, signal amplification, probe amplification 
methods and DNA sequencing methods. The methods 
used for HPV diagnosis are summarized in the Table 1. 
[10, 11, 12]. 

Table 1. Summary of the commonly used molecular meth-
ods for HPV diagnosis

HPV testing methods are grouped into diagnostic and 
prognostic tests. Diagnostic tests enable detection the 
presence of HPV DNA (screening) and identification of 
HPV genotypes (genotyping). The detection of HPV DNA 
has primarily diagnostic significance, while genotyping has 
also great prognostic and therapeutic significance, as it en-
ables the differentiation of patients who are at high or low 
risk for the development of cancer [9, 10, 11].

HPV diagnostic tests
Recent reviews have identified at least 254 commercial 
HPV tests and 425 tests variants which are available on 

Методе
Methods

Врсте метода
Types of methods

Хибридизација
Hybridization

In situ хибридизација (ISH)
In situ hybridization (ISH)

Циљана амплификација
Target amplification

Ланчана реакција полимеразе (PCR)
PCR у стварном времену (RT-PCR)
PCR са пост PCR хибридизацијом
Микронизови
PCR са реверзном транскрипцијом
PCR ензимски имунотест (PCR-ЕIА)
Polymerase chain reaction (PCR)
Real-time PCR
PCR with post-PCR hybridization
Microarray
PCR with reverse transcription
PCR-Enzyme immunoassay (PCR-EIA)

Амплификација сигнала
Signal amplification

Хватање хибрида
Hybrid capture

Амплификација пробе
Probe amplification

Ланчана реакcија лигазе (LCR)
Ligase chain reaction (LCR)

Секвенцирање 
Sequencing 

Директно секвенцирање (Sanger)
Секвенцирање нове генерације (NGC)
Direct sequencing (Sanger)
Next-generation sequencing (NGS)
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мање 254 комерцијална теста за HPV и 425 варијанти 
тестова доступних на глобалном тржишту, од којих се 
скоро половина производи у региону Азије/Пацифи-
ка, углавном у Кини (табела 2). Већина ових тестова 
(око 90%) није оцењена путем ригорозног протокола 
клиничке валидације [13, 14]. У складу са ажурираним 
смерницама СЗО за превенцију рака грлића материце, 
скоро сви, тј. 252 теста, усмерени су ка 12 hr-HPV типо-
ва (карциногени групе 1), док су неки, уз то, усмерени 
и ка типовима HPV 66 и 68 (14 hr-HPV типова) [13, 14, 
15]. Око 15% свих тестова се користи за скрининг за 
ДНК hr-HPV вируса којим се детектује само присуство 
ових генотипова без идентификације конкретног типа. 
Већина ових тестова је клинички валидирана и они се 
најчешће користе у дијагностичким лабораторијама 
[13, 14]. 

Табела 2. Групе HPV тестова који се користе у моле-
кулској дијагнози инфекције HPV-ом

Од 254 комерцијална теста око 67% су тестови за де-
лимичну генотипизацију, генотипизацију специфичну за 
тип или групу, као и пуну генотипизацију. Тестови за де-
лимичну генотипизацију омогућавају скрининг за кар-
циногене hr-HPV генотипове и идентификацију типова 
који су најјачи онкогени (углавном HPV 16 и HPV 18). 
Неки од ових тестова омогућавају генотипизацију не-
колико додатних генотипова (HPV 45, 31 и 33). Тестови 
специфични за тип или групу заснивају се на детекцији 
необичних hr-HPV типова или групе специфичних висо-
коризичних типова. Већина ових тестова користи метод 
PCR-а у стварном времену (RT-PCR) [13, 14, 16]. Ови 
тестови се најчешће користе за тестирање на HPV у 
дијагностичким лабораторијама у Србији.

the global market and almost half of these assays are 
produced in the Asia-Pacific region, mainly in China (Ta-
ble 2). The majority of these tests (about 90%) have not 
been evaluated by rigorous protocols of clinical validation 
[13, 14]. According to the updated WHO guideline for cer-
vical cancer prevention, almost all or 252 tests target 12 
hr-HPV types (Group 1 carcinogens) and some of these 
in addition target types HPV66 and 68 (14 hr-HPV types) 
[13, 14, 15]. About 15% of all tests are tests used for hr-
HPV DNA screening that detect only the presence of these 
genotypes without the identification of specific types. The 
majority of these tests are clinically validated and the most 
widely used in diagnostic laboratories [13, 14]. 

Table 2. Groups of HPV tests used in molecular diagnosis 
of HPV infection

Out of 254 HPV commercial tests, about 67% are tests 
for partial, type- or group-specific genotyping and full ge-
notyping. The tests with partial HPV genotyping enable 
screening for carcinogenic hr-HPV genotypes and identi-
fication of types with highest oncogenicity (mainly HPV16 
and HPV18). Some of these tests allows the genotyping 
of few additional genotypes (HPV45, 31 and 33). Type- or 
group specific tests are based on the detection of peculiar 
hr-HPV types or a group of specific high-risk types. The 
majority of these test utilize Real-time PCR method [13, 
14, 16]. These tests are the most frequently used for HPV 
testing in diagnostic laboratories in Serbia.
HPV DNA full genotyping tests are commercially available 
in the largest number and are used for individual identifi-

Врста теста за HPV
Type of HPV testing

Дијагностички тестови
Diagnostic tests

Скрининг тестови за ДНК hr-HPV-а 
Скрининг тестови за ДНК hr-HPV-а са делимичним тестовима генотипизације 
Тестови за ДНК hr-HPV-а са тестовима генотипизације специфичним за одређени тип или групу
Тестови за ДНК hr-HPV-а са потпуном генотипизацијом
hr-HPV DNA screening tests 
hr-HPV DNA screening tests with partial genotyping tests 
hr-HPV DNA tests with type- or group specific genotyping tests
hr-HPV DNA full genotyping tests

Прогностички тестови 
Prognostic tests 

Тестови за hr-HPV Е6/Е7 иРНК
Тестови метилације ДНК HPV-а/тестови метилације ћелијске ДНК 
hr-HPV E6/E7 mRNA tests
HPV DNA methylation tests/Cellular DNA methylation test 
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Тестови за потпуну генотипизацију ДНК HPV-а су ко-
мерцијално доступни, има их највише и користе се за 
појединачну идентификацију свих карциногених hr-
HPV генотипова, у само једној реакцији. Већина њих 
су тестови који се заснивају на PCR-у у стварном вре-
мену, који омогућавају идентификацију и/или квантита-
тивно одређивање специфичних hr-HPV типова, као и 
PCR тестови са пост-хибридизацијом који омогућавају 
само идентификацију специфичних hr-HPV генотипова. 
У тим тестовима, број hr-HPV типова који се могу иден-
тификовати креће се од 12 до 28 [13, 14, 16].

Једини молекуларни метод који омогућава детекцију 
HPV-а директно у зараженим ћелијама/ткивима јесте 
in situ хибридизација (ISH). Ови тестови се деле у две 
групе: тестови на бази HPV-ДНК за скрининг и/или гено-
типизацију hr-HPV типова и тестови на бази HPV-iРНК. 
Главно ограничење тестова заснованих на ISH HPV-
ДНК је ниска осетљивост. Дерегулисана пролифера-
ција ћелија током HPV инфекције, мали број копија и 
губитак вирусног генома могу да спрече детекцију ви-
русне ДНК [13, 16].

Прогностички или тријажни тестови за HPV
Процењено је да је ризик од гениталне инфекције hr-
HPV-ом током целог животног века висок, али само 
мали део ових инфекција доводи до развоја рака гр-
лића материце. Приближно 90% инфекција HPV-ом се 
изгуби у року од 18 до 24 месеца услед дејства имуног 
система. Уколико је инфекција упорна, може се утеме-
љити као продуктивна инфекција која се цитолошки и 
хистолошки јавља у виду сквамоцелуларне интраепи-
телијалне лезије ниског степена (LSIL) или цервикалне 
интраепителијалне неоплазије ниског степена (CIN 1), 
или у виду трансформишућих инфекција које се јавља-
ју као сквамоцелуларне интраепителијалне лезије ви-
соког степена (HSIL) или цервикалне интраепителијал-
не неоплазије високог степена (CIN 2 и 3) [1, 5].

Молекуларно тестирање на HPV може да детектује ин-
фекцију рано у току овог процеса, стога је од великог 
значаја да се направи диференцијација, односно трија-
жа жена са овом инфекцијом које су под високим ризи-
ком од развоја и/или прогресије рака грлића материце. 
Идентификовано је неколико биомаркера који могу да 
се користе за идентификацију жена које су под висо-
ким ризиком од рака грлића материце. Ови биомаркери 
могу да се детектују помоћу прогностичких или трија-
жних тестова (табела 2) [17, 18].

Показано је да детекција Е6/Е7 iРНК има вишу пози-
тивну предиктивну вредност од тестова за HPV на бази 
ДНК. Висока експресија HPV Е6/Е7 транскрипта је мар-

cation of all carcinogenic hr-HPV genotypes in a one reac-
tion. The majority of them are Real-time PCR based tests 
which enable identification and/or quantitation of specific 
hr-HPV types and PCR with post-hybridization based tests 
which allow only identification of specific hr-HPV geno-
types. In these tests, the number of hr-HPV types targeted 
for identification varies from 12 to 28 [13, 14, 16].

The only molecular method which allows the detection of 
HPV directly in infected cells/tissue is in situ hybridization 
(ISH). These tests are classified into two groups: HPV-
DNA based test for screening and/or genotyping of hr-HPV 
types and HPV-mRNA based test. The main limitation of 
ISH HPV-DNA based tests is low sensitivity. Due to the de-
regulated cell proliferation during HPV infection, low copy 
number and loss of viral genomes may prevent the detec-
tion of viral DNA [13, 16].

HPV prognostic or triage tests
It has been estimated that the risk for genital hr-HPV in-
fection during lifetime is high, but only a small portion of 
these infections leads to the development of cervical can-
cer. Approximately 90% of HPV infections are cleared by 
the activity of immune system within 18-24 months. If the 
infection persists, it may be established as productive in-
fections which is cytologically and histologically present-
ed as Low-grade squamous intraepithelial lesion (LSIL) or 
low-grade cervical intraepithelial neoplasia (CIN 1), or as 
a transforming infections, presented as High-grade squa-
mous intraepithelial lesion (HSIL) or high-grade cervical 
intraepithelial neoplasia (CIN 2 and 3). [1, 5].

Molecular HPV testing may detect infection early in the 
process, therefore it is of great importance to differentiate 
or triage infected women who are at high risk for the de-
velopment and/or progression to cervical cancer. Several 
biomarkers have been identified that can be used in the 
identification of women who are at high risk for cervical 
cancer. These biomarkers may be detected using prognos-
tic or triage tests (Table 2). [17, 18].

It has been demonstrated that the detection of E6/E7 
mRNA have higher positive predictive value as compared 
to HPV DNA-based assays. The high expression of HPV 
E6/E7 transcripts is a marker of hr-HPV types activity and 
therefore, predictive for cervical pre-cancer lesions [18, 
19]. Nine commercial prognostic tests for E6/E7 mRNA 
detection are available at global market which are mainly 
Real-time PCR based tests [13].

In recent years, numerous studies have demonstrated the 
reliable correlation between severity of cervical disease 
and HPV DNA methylation levels where hypermethylation 
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кер активности hr-HPV типова и стога је предиктивна 
за преканцерозне лезије грлића материце [18, 19]. Де-
вет комерцијалних прогностичких тестова за детекцију 
Е6/Е7 iРНК доступно је на глобалном тржишту, и то су 
углавном тестови на бази RT-PCR технике [13].

Последњих година бројне студије су показале поузда-
ну корелацију између степена озбиљности болести гр-
лића материце и степена метилације ДНК HPV-а, при 
чему је хиперметилација L1, L2, Е2 и Е4 региона HPV 
ДНК у корелацији са повећаним ризиком од ≥CIN 2 ле-
зија и перзистентне инфекције. Већина ових тестова 
користи методе засноване на секвенцирању следеће 
генерације, а одређени број су тестови на бази PCR у 
стварном времену (RT-PCR) [12, 20, 21].

Различити HPV тестови, и дијагностички и прогностич-
ки, користе се у дијагностичким лабораторијама широм 
света. Одабир тестова умногоме зависи од доступно-
сти и карактеристика тестова, цене, доступности опре-
ме и обучене радне снаге. Ефикасност превенције рака 
грлића материце ослања се на употребу одговарајућих 
клинички потврђених тестова за HPV.

Тестирање на HPV у превенцији рака грлића мате-
рице
Основни принцип превенције рака јесте детекција пре-
малигних лезија код асимптоматске, наводно здраве 
популације применом специфичних тестова за скри-
нинг. Први скрининг тест за рак грлића материце, који 
је још увек најчешће коришћен широм света, јесте 
цитолошки Папа тест, који је уведен у програме пре-
венције рака грлића материце током шездесетих и се-
дамдесетих година 20. века. Овај тест се заснива на 
микроскопском прегледу обојених цервикалних ћелија 
које су узете брисом зоне трансформације цервикса и 
ендоцервикса. Код већих абнормалности ћелија, лези-
је се додатно проверавају колпоскопијом или поновље-
ним цитолошким тестом. Доказ о томе да је инфекција 
HPV-ом кључни фактор у развоју рака грлића матери-
це довео је до имплементације тестирања на hr-HPV у 
протоколе за скрининг на рак грлића материце [21, 22].
 
Примарно тестирање на hr-HPV или котестирање у 
скринингу на рак грлића материце
Тестирање на HPV је високо осетљива, објективна и 
репродуктивна метода за скрининг на рак грлића мате-
рице која не укључује интерпретацију резултата базира-
них на морфологији ћелија, што је у цитологији субјек-
тивно и извор варијабилности резултата у зависности 
од особе која посматра брис [22, 23]. Бројне лонгиту-
диналне студије као што су SwedeScreen у Шведској, 
ARTISTIC у Енглеској, POBASCAM у Холандији, NTCC 

of L1, L2, E2 I E4 regions of HPV DNA correlates with an 
increased risk of ≥CIN2 lesions and persistent infection. 
The majority of these tests utilize Next-generation se-
quencing based methods and several are Real-time PCR 
based tests [12, 20, 21].

Different HPV tests, both diagnostic and prognostic, are 
used in diagnostic laboratories around the world. The 
selection of tests largely depends on the availability and 
characteristics of tests, cost, availability of equipment and 
trained personnel. The efficiency of cervical cancer pre-
vention relies on the use of proper clinically validated HPV 
tests.

HPV testing in cervical cancer prevention
The basic principle of cancer prevention is detection of pre-
malignant lesions in asymptomatic, allegedly healthy pop-
ulation with the use of specific screening tests. The first 
and still the most frequently used screening test for cervi-
cal cancer around the world is Pap smear cytology, which 
was introduced in cervical cancer prevention programs 
during 1960s and 1970s in many countries worldwide. This 
test is based on the microscopic examination of the stained 
cervical cells collected by swab from the transformation 
zone of cervix and endocervix. Due to the severity of the 
cell abnormalities, the lesions are further assessed with 
colposcopy or repeated cytology. The demonstration that 
HPV infection is a key factor in the development of cervical 
cancer has led to the implementation of hr-HPV testing in 
cervical cancer screening protocols [21, 22].
 
Primary hr-HPV testing or co-testing in cervical cancer 
screening
HPV testing is a highly sensitive, objective and reproduc-
ible method to screen for cervical cancer which does not 
include the interpretation of results based on cell mor-
phology, which is in cytology subjective and the source of 
inter-observer variability [20, 23]. Numerous longitudinal 
studies such as Swedescreen in Sweden, ARTISTIC in 
England, POBASCAM in the Netherlands, NTCC in Ita-
ly, Finnish RCT, CCCaST in Canada, KPNC in USA etc., 
have proven the significantly higher sensitivity of primary 
hr-HPV testing as a screening method compared to Pap 
cytology for the detection of premalignant lesions and cer-
vical cancer. The results of these studies have showed that 
the sensitivity of primary hr-HPV testing was 90-95% for 
CIN3 lesions or worse while sensitivity of cytology was 30-
87% [12, 20, 23, 24]. In addition, hr-HPV testing is found 
to be more effective than cytology in the diagnosis of ad-
enocarcinoma, where HPV testing significantly missed 
less cervical adenocarcinoma in situ and adenocarcinoma 
in comparison to Pap test (18.7 vs. 51.1% and 11.4 vs. 
47.4%, respectively) [12, 20, 23, 24]. It has been also re-
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у Италији, RCT у Финској, CCCaST у Канади, KPNC у 
САД итд. показале су значајно вишу осетљивост при-
марног тестирања на hr-HPV као методе скрининга, 
у поређењу са цитолошким Папа тестом за детекцију 
премалигних лезија и рака грлића материце. Резултати 
ових студија показали су да је осетљивост примарног 
тестирања на hr-HPV 90–95% за CIN 3 лезије или ле-
зије вишег градуса, док је осетљивост цитологије била 
30–87% [12, 20, 23, 24]. Уз то, показано је да је тестира-
ње на hr-HPV делотворније од цитологије за дијагнозу 
аденокарцинома, где су тестови на HPV пропустили да 
детектују значајно мањи број цервикалних аденокар-
цинома in situ и аденокарцинома у поређењу са Папа 
тестом (18,7 наспрам 51,1% и 11,4 наспрам 47,4%, ре-
дом) [12, 20, 23, 24]. Такође је објављено да тестови на 
hr-HPV имају високу негативну предиктивну вредност. 
Ове студије су показале да је инциденција инвазивног 
канцера грлића материце код жена које су негативне 
на HPV значајно мања након периода праћења од 3,5 
и 5,5 година, у поређењу са групом жена која је била 
негативна на цитолошком скринингу. У складу са овим 
резултатима, постављена је хипотеза да је скрининг 
помоћу тестова на hr-HPV сваких пет година у најгорем 
случају подједнако безбедан као цитолошки скрининг 
на сваке три године ако се користи сам [20, 23, 24].

Котестирање је комбинација тестирања на hr-HPV и 
цитолошког тестирања у скринингу за рак грлића ма-
терице. Неколико рандомизованих студија са контрол-
ним групама процењивало је ефикасност котестирања 
у скринингу на рак грлића материце. Резултати су пока-
зали веома високу специфичност, осетљивост и нега-
тивну предиктивну вредност (92, 100 и 100%, редом). 
Међутим, није пронађена значајна разлика између не-
гативног котеста и негативног HPV резултата у оцени 
петогодишњег кумулативног ризика од рака; детекција 
HPV је више од 10 пута повећавала ризик од CIN 2+ 
лезија (37,4 за HPV+/цитологија + у односу на 3,24 за 
HPV-/цитологија +) [12, 20, 23, 24, 25].

Једно важно ограничење тестирања hr-HPV јесте ниска 
специфичност, што може да повећа број колпоскопија, 
контролних прегледа или претераног третмана жена 
са пролазним HPV инфекцијама, посебно код младих 
жена, где је учесталост пролазних HPV инфекција ве-
ома висока. Стога Европске и Америчке смернице за 
превенцију рака грлића материце препоручују примену 
примарног HPV тестирања или котестирања почев од 
30. године старости. Уз то, како би се ублажиле после-
дице овог ограничења, веома су важне стратегије три-
јаже жена позитивних на присуство hr-HPV-а [11, 12, 23, 
24].

ported that hr-HPV test has high negative predictive value. 
These studies have revealed that the incidence of invasive 
cervical cancer in HPV negative women was significantly 
lower after 3.5 and 5.5 years follow-up compared to nega-
tive cytology group. According to these results, it has been 
suggested that hr-HPV screening every 5 years is at least 
safe as cytology alone every 3 years [20, 23, 24].

Co-testing is combination of hr-HPV testing and cytology in 
the screening of cervical cancer. Several randomized con-
trol trials evaluate the efficacy of co-testing in cervical can-
cer screening and have showed very high specificity, sen-
sitivity, and negative predictive value (92.5, 100 and 100%, 
respectively). However, no significant difference was found 
between negative co-test and negative HPV result in five-
years cumulative risk of cancer but HPV detection by more 
than 10-fold increased the risk of CIN2+ lesions (37.4 for 
HPV+/cytology+ vs. 3.24 for HPV-/cytology+) [12, 20, 23, 
24, 25].

One of important limitation of hr-HPV testing is low spec-
ificity which can increase the number of colposcopy, fol-
low-up or overtreatment of women with transient HPV 
infection, especially in young women, where the frequen-
cy of transient HPV infection is very high. Therefore, it is 
recommended by European and American guidelines for 
cervical cancer prevention to use primary HPV testing or 
co-testing after the age of 30 as the starting age. In addi-
tion, in order to mitigate this limitation, triaging strategies 
for hr-HPV-positive women are off great importance [11, 
12, 23, 24].

Currently, 10 clinically validated hr-HPV DNA assays have 
been suggested for use in HPV-based cervical cancer 
screening using cervical samples collected by gynecolo-
gists: HC2, GP5þ/6þ PCR-EIA, Cobas4800/6800, Abbott 
RealTime, PapilloCheck, Alinity, Xpert HPV, Anyplex HR, 
HPV-Risk and Onclarity [14].

hr-HPV testing in triage of women with high risk
Several triaging tests are recommended for risk stratifica-
tion such as genotyping for HPV
16 and 18, detection of E6/E7 mRNA and methylation 
marker tests [20, 22, 23].

hr-HPV Genotyping
Numerous studies have demonstrated that cervical infec-
tion with HPV 16 and HPV 18 have the highest risk for the 
development of premalignant lesions and cancer. The most 
prevalent HPV genotype is HPV 16 in both squamous cell 
carcinoma (59.3%) and adenocarcinoma (36.3%) around 
the world. Type18 has been found with the higher frequen-
cy in adenocarcinoma (36.8%) compared to squamous cell 
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У овом тренутку се препоручује примена 10 клинички 
проверених ДНК тестова за hr-HPV у скринингу за рак 
грлића материце заснованом на HPV-у, из узорака цер-
викса које узимају гинеколози: HC2, GP5þ/6þ PCR-EIA, 
Cobas4800/6800, Abbott RealTime, PapilloCheck, Alinity, 
Xpert HPV, Anyplex HR, HPV-Risk и Onclarity [14].

Тестирање на hr-HPV у тријажи жена под високим 
ризиком
Неколико тријажних тестова се препоручује за страти-
фикацију ризика, као што су генотипизација за HPV 16 
и 18, детекција Е6/Е7 iРНК и тест за метилацију марке-
ра [20, 22, 23].

Генотипизација hr-HPV
Бројне студије су показале да инфекција грлића ма-
терице HPV 16 и HPV 18 вирусом доводи до највећег 
ризика од развоја премалигних лезија и канцера. Нај-
чешћи генотип HPV је HPV 16, како код сквамоцелу-
ларних карцинома (59,3%), тако и код аденокарцинома 
(36,3%), на глобалном нивоу. Тип 18 чешће се налази 
код аденокарцинома (36,8%) у поређењу са сквамоце-
луларним карциномима (13,2%). У литератури је обја-
вљено да је преваленција других онкогених HPV виру-
са код рака грлића материце нижа, али није без значаја 
[1, 5, 6].

Неколико лонгитудиналних студија истиче значај упу-
ћивања жена позитивних на HPV 16 и HPV 18 на колпо-
скопију без одлагања, за ранију детекцију преканцеро-
зних лезија. Већина тих студија показала је да је више 
од 90% CIN 2 лезија или лезија вишег степена позитив-
но на hr-HPV у периоду скрининга у коме је HPV 16 био 
предоминантан тип [12, 20, 22]. Стога идентификација 
конкретног hr-HPV типа може да предвиди већи ризик 
од настанка преканцерозних лезија на грлићу матери-
це.

hr-HPV Е6/Е7 iРНК 
Добро је познато да је експресија вирусних онкогена 
Е6 и Е8 круцијални механизам онкогенезе HPV. Стога 
се мерење експресије Е6/Е7 у ћелијама инфицираним 
HPV-ом може користити као прогностички маркер за 
идентификацију високоризичних лезија. У литератури 
је објављено да су концентрације Е6/Е7 iРНК hr-HPV-а 
много више у премалигним цервикалним лезијама у по-
ређењу са пролазним инфекцијама HPV-ом. Неколико 
студија које су оцењивале тестове за Е6/Е7 iРНК hr-
HPV-а (HPV 16/16/45) показало је већу специфичност и 
сличну осетљивост као и тестови који су се заснивали 
на ДНК HPV-а. Уз то, ове студије су показале да HPV 
iРНК тестови имају веома високе негативне предиктив-
не вредности од > 99% за одсуство CIN 3+ након 5–7 

carcinoma (13.2%). The prevalence of other oncogenic 
HPVs in cervical cancer have been reported to be lower 
but not without significance [1, 5, 6].

Several longitudinal studies highlight the importance of 
immediate referral for colposcopy in women with HPV 16 
and 18 for earlier identification of precancerous lesions. 
The majority of these studies have showed that more than 
90% of CIN2 lesions or worse were hr-HPV positive at the 
screening period where HPV16 was the predominant type 
[12, 20, 22]. Therefore, the identification of particular hr-
HPV types can predict an increased risk of development of 
cervical precancerous lesions.

hr-HPV E6/E7 mRNA 
It is well known that expression of the viral oncogenes E6 
and E7 is crucial mechanism of HPV oncogenesis. There-
fore, the measurement of E6/E7 expression in HPV infect-
ed cells may be used as prognostic marker for the identi-
fication of high-risk lesions. It has been reported that the 
levels of hr-HPV E6/E7 mRNA are much higher in cervical 
premalignant lesions compared to transient HPV infec-
tions. Several studies evaluating the hr-HPV E6/E7 mRNA 
assays (HPV 16/16/45) showed higher specificity and sim-
ilar sensitivities as a HPV-DNA based assay. In addition, 
these studies have demonstrated that HPV-mRNA tests 
have very high negative predictive values of >99% for ab-
sence of CIN3+ after 5-7 years of follow-up of women aged 
more than 30 years of age [7, 17, 18, 19].

HPV DNA methylation tests/Cellular DNA methylation 
test
DNA methylation is biochemical process which includes 
the transfer of methyl group onto DNA molecule.  This 
enzyme-induced modification usually occurs within cyto-
sine-guanine dinucleotide-rich areas (CpG islands) in hu-
man gene promoter regions, that induce changes in gene 
activity or function. One of the important mechanism during 
oncogenesis is inactivation of tumor suppressor genes in-
duced by CpG methylation. Usually, this process occurs 
in early phase of the development of the cancer and it is 
often present in premalignant lesions of different types of 
cancers. HPV genome does not possess classical CpG is-
lands but high-density CpG sites are present in L1, L2, E2 
I E4 regions of HPV DNA. 
It has been suggested that CpG methylation levels with-
in promoter regions of viral genes and cellular genes may 
be used as a prognostic marker of precancerous lesions. 
These markers are stable and may be used for identifica-
tion of women who are at increased risk for cervical cancer 
development [7, 20].
Currently, there is no unified opinion on which host gene 
methylation profiles can be used as prognostic biomark-

THE ROLE OF HPV DNA TESTING IN THE PREVENTION OF CERVICAL CANCER
Aleksandra Knežević



ГЛАСНИК ЈАВНОГ ЗДРАВЉА      ГОДИШТЕ 96      СВЕСКА 3      СЕПТЕМБАР 2022                            

310

година праћења код жена старијих од 30 година [7, 17, 
18, 19].

Тестови метилације ДНК HPV-а/тестови метилације 
ћелијске ДНК
Метилација ДНК је биохемијски процес који укључује 
пренос метил групе на ДНК молекул. Ова модификаци-
ја под дејством ензима обично се одвија у областима 
богатим цитозин-гуанин динуклеотидима (CpG острва) 
у промотерским регионима хуманих гена, што доводи 
до промена у активности или функцији гена. Један од 
важних механизама током онкогенезе је инактивација 
туморских супресорских гена до које доводи CpG ме-
тилација. Обично се овај процес дешава у раној фази 
развоја рака и често се среће у премалигним лезијама 
различитих врста канцера. Геном HPV-а нема класична 
CpG острва, али су места богата CpG динуклеотидима 
присутна у L1, L2, Е2 и Е4 регионима ДНК HPV-а. 

Указано је да степен метилације CpG унутар промо-
терских региона виралних и ћелијских гена може да се 
користи као прогностички маркер за преканцерозне ле-
зије. Ови маркери су стабилни и могу да се користе за 
идентификацију жена које су под повећаним ризиком 
од развоја канцера грлића материце [7, 20].

Тренутно не постоји јединствено мишљење о генима 
чији би профили метилације могли да се користе као 
прогностички биомаркери. Неки од ћелијских биомар-
кера који највише обећавају су гени 19 (chemokine 
(C–C)-motif)-like) member A4 (FAM19A4) и микроРНК 
124-2 (miR-124-2). Резултати оцењивања панела 
FAM19А4/miR-124-2 у цервикалним узорцима показали 
су осетљивост од око 70% и специфичност од 68 до 
76% за детекцију лезија ≥ CIN 3 лезија [27]. У другој 
студији, резултати испитивања метилације ДНК касних 
вирусних региона HPV 16, 18, 31 и 33 и EPB41L3 регио-
на домаћина открили су вишу укупну осетљивост и спе-
цифичност од генотипизације у идентификацији лезија 
≥ CIN 2 код жена позитивних на hr-HPV [28].

Иако су ови тестови перспективни, ефикасност тестова 
метилације ДНК мора се потврдити да би се они могли 
примењивати у клиничкој пракси.

Закључак 

Постоје обилни докази о томе да су дијагностички и 
прогностички тестови за hr-HPV важни алати за скри-
нинг на рак грлића материце. Одговарајуће смернице 
СЗО и Европске смернице препоручују укључивање 
тестирања на HPV у националне програме за скрининг 
на рак грлића материце, као додатних тестова или као 

ers. One of the most promising cellular biomarkers are 
19 (chemokine (C–C)-motif)-like) member A4 (FAM19A4) 
and microRNA 124-2 (miR124-2) genes. The results of 
biomarker panel FAM19A4/miR-124-2 evaluation in cervi-
cal samples have showed sensitivity of about 70% and a 
specificity of 68–76% for the detection of ≥CIN3 lesions 
[27]. In other study, the reports of DNA methylation levels 
of viral late gene regions of HPV 16, 18, 31, and 33 and 
host EPB41L3 region have revealed a higher overall sensi-
tivity and specificity than genotyping in the identification of 
≥CIN2 lesions in hr-HPV-positive women [28].
Although, these tests are promising, the efficacy of DNA 
methylation assays needs to be validated for clinical prac-
tice.

Conclusion 

It is well demonstrated that both diagnostic and prognostic 
hr-HPV testing is an important tool in the screening of cervi-
cal cancer. Relevant WHO and European guidelines have 
recommended the inclusion of HPV testing into national 
cervical screening programs as an adjuvant test or as a 
primary screening method. The incidence and mortality of 
cervical cancer in Serbia is among the highest in Europe. 
For an efficient reduction of cervical cancer pervasiveness 
in Serbia, the implementation of cervical cancer organized 
population-based screening program that includes HPV 
testing is essential. 
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