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Streszczenie

Abstract

Leczeniem objeto 128 kobiet w wieku 24-67 lat ($rednio 37,5 roku), u ktérych stwierdzono nieprawidtowy wynik badania
cytologicznego: u 77 pacjentek — atypowe komorki nablonka wielowarstwowego plaskiego o nieokreslonym znaczeniu, u 30 -
$rédnablonkowe zmiany dysplastyczne niskiego stopnia, a u 21 - jedynie obecno$¢ koilocytéw. Klinicznie szyjka macicy
w wiekszosci przypadkow nie wykazywata zmian lub wykazywata zmiany o charakterze ektropii. U wszystkich kobiet metoda
reakcji fancuchowej polimerazy z odwrotng transkryptaza wykryto obecno$¢ wysokoonkogennych typow wirusa
brodawczaka ludzkiego. U 45 (35%) pacjentek odnotowano pojedyncze typy, w tym najczeéciej HPV 16 (40% grupy).
U 29 (22,6%) 0s6b wykryto dwa typy wirusa; jednym z nich byt najczesciej HPV 16 lub 18. U pozostatych 54 (42,1%) kobiet
stwierdzono mnogie typy HPV. Stosowano schemat leczenia polegajacy na dwukrotnej krioterapii ciektym azotem przez
3 minuty - obejmujacej zmiane na tarczy (jesli wystepowata ektropia) ze strefg przejéciows i kanal szyjki macicy. Po kazdej
krioterapii stosowano globulki powidonu jodowanego (Betadine). U siedmiu pacjentek dodatkowo wykonano koagulacje
systemem LEEP (w przypadku krwawigcej ektropii). Po 2 miesigcach od ostatniego zabiegu ponownie oznaczano HPV
metoda reakcji lancuchowej polimerazy z odwrotng transkryptaza — u zadnej z kobiet nie wykryto obecnosci HPV.
U 10 pacjentek ze wzgledu na przetrwala zmiane typu ektropii wykonano elektrokonizacje; ocena histopatologiczna nie
wykazala zmian zwigzanych z HPV. Krioterapia polaczona ze stosowaniem powidonu jodowanego jest skuteczna
w profilaktyce i eradykacji przetrwatej infekcji wysokoonkogennymi typami HPV.

Stowa kluczowe: infekcja HPV, krioterapia, powidon jodowany

Treatment covered 128 women aged 24-67 (37.5 on average), with abnormal cytology: in 77 patients atypical squamous
cell of undetermined significance was detected, in 30 patients low-grade squamous intraepithelial lesions were identified
while in 21 only the presence of koilocytes was demonstrated. In most cases, the cervix was without any clinical changes
or ectropion lesions were detected. In all the patients, the presence of highly oncogenic human papillomavirus (HPV) was
detected using viral genotyping reverse transcription polymerase chain reaction. In 45 (35%) patients, a single strain of
HPV was detected, HPV 16 (40% of the patients) was most common. In 29 (22.6%) patients, two types of the virus were
identified, most frequently HPV 16 or 18. In the remaining 54 (42.1%) patients, multiple types of HPV were detected.
The employed therapeutic scheme involved two applications of cryotherapy with liquid nitrogen for 3 minutes, covering
the mucosal surface (in the case of ectropion) with the transient zone and cervical canal. Following each application
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of cryotherapy, povidone-iodine (Betadine) globules were used. In 7 patients, electrocoagulation using the LEEP system
was additionally performed (in the case of bleeding ectropion). Two months after the last procedure, HPV was marked
again using the RT-PCR method. HPV was not detected in any of the treated patients. In 10 patients due to persistent
ectropion lesion on the cervix, electroconization was conducted and histopathology demonstrated no HPV-related lesions.
Cryotherapy - accompanied by the application of povidone-iodine - is effective in the prophylaxis and eradication of

persistent infection with highly oncogenic HPV.

Key words: HPV infection, cryotherapy, povidone-iodine

WSTEP

ak szyjki macicy to czwarty pod wzgledem cze-

thos’ci nowotwor ztosliwy u kobiet??. Z badan
pidemiologicznych i molekularnych wynika, ze

przetrwala infekcja wysokoonkogennym typem wirusa
brodawczaka ludzkiego (human papillomavirus, HPV) ma
zwiazek z rozwojem tego raka®-9.
Zakazenie HPV jest jedna z najpowszechniejszych in-
fekcji przenoszonych droga plciows. Szacuje sig, ze oko-
to 80% aktywnych seksualnie kobiet zostaje zainfekowa-
nych HPV w trakcie calego zycia, przy czym u wiekszosci
z nich dochodzi do samoistnej eliminacji wirusa. Tylko
w 5-10% przypadkow, zwlaszcza u pacjentek zakazonych
typami wysokoonkogennymi, infekcja ma charakter prze-
trwaly®”. Do wysokoonkogennych zalicza si¢ nastepu-
jace typy HPV: 16, 18, 45, 31, 33, 52, 58, 35, 59, 56, 39, 51,
73, 68 1 661%10, Przetrwale zakazenie HPV definiuje sie
jako obecnos¢ tego samego typu wirusa przez co najmniej
6 miesiecy lub rok, a wedtug niektorych autoréw - nawet
2 lata®219),
Dodatkowe czynniki ryzyka, takie jak oslabienie immu-
nologiczne, wspolistniejace infekcje przenoszone droga
plciowa, wieloletnie stosowanie antykoncepcji hormonal-
nej albo ponowna infekcja HPV, powoduja rozwoj zmian
cytologicznych o typie ASC-US (atypical squamous cell
of undetermined significance, atypowe komorki nablon-
ka wielowarstwowego ptaskiego o nieokreslonym zna-
czeniu), LSIL (low-grade squamous intraepithelial lesions,
$rodnablonkowe zmiany dysplastyczne niskiego stopnia),
HSIL (high-grade squamous intraepithelial lesions, Srddna-
blonkowe zmiany dysplastyczne wysokiego stopnia) oraz
zmian histologicznych - CIN I, CIN II, CIN III (cervical
intraepithelial neoplasia grade 1, 2 and 3, srddnablonkowa
neoplazja szyjki macicy stopnia 1, 2 i 3), a po latach moga
doprowadzi¢ do raka szyjki macicy™'>'9.
Opisano rowniez, ze zmiany genetyczne w postaci nadlicz-
bowego fragmentu w chromosomie 326 moga by¢ zwia-
zane z progresja LSIL do HSIL i wyzszych stopnit”.
Najwydajniejsza metoda prewencji stanéw przedrako-
wych i raka szyjki macicy jest stosowanie szczepien prze-
ciwko wysokoonkogennym typom HPV. Szczepionka
dwu- i czterowalentna w prawie 70% zabezpiecza przed
rozwojem rakow szyjki macicy zwigzanych z infek-
cja HPV, a skutecznos¢ szczepionki dziewigciowalent-
nej siega 90%"®). Ueno i wsp. twierdzg, ze szczepienie nie
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INTRODUCTION

ervical cancer is fourth most common malignant

cancer in women-?. Epidemiological and mo-

lecular studies have shown that persistent infec-
tion with highly oncogenic human papillomavirus (HPV)
manifests a relationship with the development of this type
of cancer®®.
HPYV constitutes one of the most common sexually trans-
mitted infections. It is estimated that approximately 80% of
sexually active women are affected by the HPV infection in
their life time, although most of the affected women over-
come the infection without treatment and only 5-10% of
the women, particularly those infected with highly oncogen-
ic viral types, manifest a persistent infection®”?). There are
15 highly oncogenic HPV types: 16, 18, 45, 31, 33, 52, 58, 35,
59, 56, 39, 51, 73, 68 and 66!V, Persistent HPV infection is
defined as the presence of the same virus type detected with-
in a minimum time frame of 6 months or one year and,
according to some authors, within 2 years2-'9.
Additional risk factors, such as immune weakening, coex-
isting sexually transmitted infections, prolonged use of hor-
monal contraception or another HPV infection lead to the
development of cytological abnormalities in atypical squa-
mous cells of undetermined significance (ASC-US), low-
grade squamous intraepithelial lesions (LSIL), high-grade
squamous intraepithelial lesions (HSIL) type and histologi-
cal lesions of cervical intraepithelial neoplasia grade 1, 2 or 3
(CIN 1, CIN 2 or CIN 3) type and, after years, they may re-
sult in cervical cancer®!>19),
Genetic alterations in the form of an excess fragment in the
3q26 chromosome also were found to be associated with
the progression of LSIL to HSIL and to higher degrees!'”.
The most effective preventive measure against development
of precancerous conditions and cervical cancer involves
vaccinations against highly oncogenic HPV. The bivalent
or tetravalent vaccine prevents against the development of
almost 70% of HPV-related cervical cancers, while the ef-
fectiveness of the 9-valent vaccine reaches 90%®). Accord-
ing to Ueno ef al., the vaccination fails to prevent against
the development of clear-cell cervical cancer, the develop-
ment of which manifests no relationship with the HPV
infection?.
In recent years, methods of eradicating the HPV infec-
tion have been developed. In women infected with high
risk HPV with no lesions of the HSIL type in cytology and
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zapobiega rozwojowi raka jasnokomorkowego szyjki ma-
cicy, ktorego rozwdj nie zalezy od infekcji HPV®?),

W ostatnich latach opracowano metody eliminacji infek-
cji HPV. Kim i wsp. u pacjentek zainfekowanych wyso-
koonkogennym HPV - HPV HR (high-risk) - bez ewi-
dentnych zmian o typie HSIL w cytologii i kolposkopii
stosowali dopochwowo wlewy z roztworu zawierajacego
cytrynian cynku. Trzymiesi¢czna kuracja eliminowata
wirusy HR w ponad 64% przypadkéw — w poréwnaniu
z samoistng eliminacja u 15% kobiet z HR HPV®?, Po-
dobne wlasciwosci eradykujace HPV na liniach komor-
kowych nablonka szyjki macicy obarczonych infekcja
HPV opisano dla witaminy K;?. Wykazano takze ha-
mujacy wplyw tréjtlenku arsenu (As,0O;) na onkogenne
biatka E6 i E7 HPV linii komoérkowych raka szyjki maci-
cy za posrednictwem YY1 - czynnika transkrypcyjnego
palca cynkowego, odgrywajacego krytyczna role w pro-
gresji raka indukowanego HPV; As,O; indukuje apop-
toze komorek HPV-pozytywnych i aktywuje supresoro-
we p53(223),

CEL PRACY

Celem pracy byla ocena skutecznosci eliminacji HPV HR
u kobiet poddanych powtarzanej krioterapii wraz z dopo-
chwowym leczeniem preparatem powidonu jodowanego.

MATERIAL | METODY

Leczeniem objeto 128 pacjentek w wieku 24-67 lat ($red-
nio 37,5 roku), u ktérych stwierdzono nieprawidtowe wy-
niki badania cytologicznego: ASC-US (u 77) i LSIL (u 30),
klinicznie - szyjke bez zmian patologicznych albo zmiane
o charakterze ektropii, a ponadto obecno$¢ wysokoonko-
gennych typow HPV.
Cytologie oceniano za pomocg systemu Bethesda, a geno-
typowanie HPV wykonano w zakladzie genetyki moleku-
larnej metoda reakcji fanicuchowej polimerazy z odwrotna
transkryptaza (reverse transcription polymerase chain reac-
tion, RT-PCR); oznaczano 25 wysokoonkogennych i 12 ni-
skoonkogennych typéw HPV.

Stosowano nastepujacy schemat leczenia:

1. krioterapia cieklym azotem przez 3 minuty przy uzy-
ciu peloty zaleznej od wielkosci cze$ci pochwowej szyj-
ki macicy i rodzaju ujscia zewnetrznego — obejmujaca
zmiane na tarczy (jesli wystepowala ektropia) i ujscie
zewnetrzne ze strefa przejsciowq oraz cze$¢ kanatu
szyjki macicy;

2. dopochwowa aplikacja powidonu jodowanego (Betadi-
ne) - globulek dzialajacych réwniez przeciwwirusowo —
przez 14 dni, na noc, tak gleboko, by lek dotart do szyj-
ki macicy;

3. ponowna trzyminutowa krioterapia po 2 miesigcach;

4. powidon jodowany - tak jak poprzednio;

5. oznaczenie DNA HPV po 2 miesigcach.

DOI: 10.15557/(60.2016.0012

colposcopy, Kim et al. used a intravaginal infusion of a zinc-
citrate solution. A three-month treatment eliminated the
presence of high risk (HR) viruses in over 64% of the pa-
tients, compared to 15% of the women with HR HPV who
eliminated the infection spontaneously®. Using cell lines
of uterine cervix epithelium infected with HPV, similar an-
ti-viral effects were ascribed to vitamin K;@V. Also an in-
hibitory effect of arsenic trioxide (As,O,) was demonstrat-
ed on HPV oncogenic proteins E6 and E7 in uterine cervix
cell lines, with mediation of YY1, a zinc finger transcription
factor which plays a critical role in the progression of HPV-
induced cancer; As,O, induces apoptosis of the HPV posi-
tive cells and activates the p53 suppressor®>?),

AIM OF THE STUDY

The aim of the study was the evaluation of eradication of
HPV HR efficacy in women subjected to repeated cryo-
therapy sessions with intravaginal treatment using the po-
vidone-iodine preparation.

MATERIAL AND METHODS

Treatment covered 128 women aged 24 to 67 (37.5 on aver-
age) with abnormal cytology results: in 77 patients ASC-US
was detected, in 30 patients LSIL was identified. Clinically,
the cervix either manifested no pathological lesions, or ec-
tropion type lesions were detected and also the presence of
highly oncogenic HPV strains was noted.

Cytology was estimated using the Bethesda system, HPV

genotyping was conducted at the Department of Molecular

Genetics marking 25 types of highly oncogenic and 12 types

of HPV strains manifesting low oncogenic potential with

the use of reverse transcription polymerase chain reaction

(RT-PCR).

The following schedule of treatment was employed:

1. cryotherapy with liquid nitrogen for 3 minutes, using
a cervical probe of a size corresponding to the size of the
vaginal part of the cervix and the orifice, covering the le-
sion (if ectropion was present) on the mucosal surface,
and orifice with a transitory zone and the endocervix;

2. intravaginally applied povidone-iodine (Betadine) glob-
ules, also with an antiviral effect and applied daily for
14 nights consecutively, administered so deeply that the
drug contacted the uterine cervix;

3. repeated cryotherapy after 2 months, applied for 3 min-
utes;

4. repeated exposure to povidone-iodine, as applied earlier;

5. HPV DNA marking after 2 months.

RESULTS
ASC-US was observed in the case of 77 patients, LSIL was
detected in 30 patients, and in the case of 21 patients the

only change in cytology involved the presence of koilo-
cytes. In the case of LSIL-type lesions with the presence

CURR GYNECOL ONCOL 2016, 14 (2), p. 104-108
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WYNIKI

U 77 pacjentek stwierdzono ASC-US, u 30 - LSIL, a u 21
jedyna zmiana w cytologii byta obecnos¢ koilocytow.
W przypadku zmian o typie LSIL z obecno$cig ektropii
wykonywano kolposkopi¢ (w innym o$rodku) oraz biopsje
blony sluzowej szyjki macicy i biopsje na tarczy. U dwoch
pacjentek stwierdzono CIN I; jedna z nich miata 24 lata,
adruga - 40 lat.

U 45 (35%) kobiet wykryto po jednym typie HPV, w tym
najczesciej:

o HPV 16 - u 18 (40%) pacjentek;

« HPV 31 -u7 (15,5%);

e HPV 58 - u9 (20%);

« HPV 39,51, 33, 61152 - w pojedynczych przypadkach.
Dwa typy wirusa wykryto u 29 (22,6%) kobiet; jednym z nich
byl najczesciej typ 16 lub 18. U pozostalych 54 (42,1%) pa-
cjentek stwierdzono mnogie typy HPV, w tym 68, 73 i 66.

U siedmiu kobiet przed drugg krioterapig (krwawiaca ek-
tropia) wykonano dodatkowo koagulacje destrukcyjng sys-
temem LEEP. U zadnej z 0s6b leczonych krioterapia i zad-
nej z siedmiu, ktore przeszty kriodestrukcje, oznaczone
DNA nie wykazato obecnosci HPV. Po kolejnych 3-6 mie-
sigcach do badania zglosito sie 76 pacjentek — u nich réw-
niez nie wykryto HPV.

U 10 kobiet po 40. roku zycia (bez planéw prokreacyjnych)
ze wzgledu na zmiany przetrwale o typie cervical erosion
wykonano elektrokonizacje. Ocena histopatologiczna to
erosio glandularis bez cech koilocytozy.

OMOWIENIE

Przetrwala i nawracajaca infekcja wysokoonkogennymi ty-
pami HPV prowadzi u czesci kobiet do rozwoju standw
przedrakowych i raka szyjki macicy. Nie stwierdzono nato-
miast, by infekcja mnogimi typami HPV byla czynnikiem
zwiekszonego ryzyka powstania tych zmian®%19.

Wedlug Boscha i wsp. sposrdd wszystkich wysokoonko-
gennych typéw HPV najbardziej aktywny biologicznie jest
typ 16“. Moscicki i wsp. uwazaja, ze u 15% kobiet z dtugim
okresem infekgji przetrwatej (3 lata) réwniez typ 18 prowa-
dzi do progresji zmian z CIN II do CIN III®.

Mimo ze u wiekszosci pacjentek infekcja HPV ulega samoist-
nej regresji, kobiety zakazone maja nizszg jakos¢ zycia. Liczne
proby wykorzystania takich substancji jak cytrynian cynku
(CIZAR) i witamina K, oraz zachgcajace wyniki stosowania
As, O, in vitro wskazuja na efektywno$¢ eradykacji HPV.
Metoda stosowana przez autoréw niniejszej pracy jest pro-
sta, tania, bezpieczna i skuteczna.

WNIOSKI

Krioterapia polaczona ze stosowaniem powidonu jodowa-
nego jest efektywna zaréwno w profilaktyce, jak i w erady-
kacji przetrwalej infekcji wysokoonkogennymi typami HPV
na szyjce macicy.
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of ectropion, colposcopy was performed (in another cen-
ter) and biopsy of the endocervix and the cervical mucosa.
In two patients CIN 1 was diagnosed; one of the patients
was 24 years old, the other one 40 years old.

In 45 (35%) patients, individual HPV types were demon-
strated, most frequently including:

o HPV 16 - in 18 (40%) patients;

o HPV 31 - in 7 (15.5%) patients;

o HPV 58 - in 9 (20%) patients;

o HPV 39,51, 33, 61 and 52 - in individual cases.

In 29 (22.6%) patients, two types of the virus were detected,
most commonly type 16 and type 18.

In the remaining 54 (42.1%) patients, multiple HPV types
were detected, including 68, 73 and 66.

In 7 women, the second cryotherapy (bleeding ectropion)
was additionally preceded by destructive coagulation us-
ing the LEEP system. In all the patients treated with cryo-
therapy and in the 7 patients subjected to cryodestruction,
DNA determination failed to demonstrate HPV. In 76 wom-
en who reported for follow-up visits after 3 to 6 months
post-treatment, DNA determination did not demonstrate
the presence of HPV.

In 10 women aged over 40, and declaring no procreative
plans due to persistent cervical erosion type lesions, elec-
troconization was conducted and histopathological exam-
ination demonstrated glandular erosion with no presence
of koilocytes.

DISCUSSION

A persistent and recurring infection with highly oncogenic
HPV strains leads to the development of precancerous con-
ditions and to cervical cancer in some women. However, in
no cases was an infection with multiple HPV strains found
to increase the risk of developing such lesions”*19).
According to Bosch et al., out of all highly oncogenic HPV
types, type 16 is biologically most active®. Moscicki et al.
expressed the opinion that apart from type 16, type 18 leads
to the progression of CIN 2 lesions to CIN 3 lesions in 15%
of the women with prolonged persistent infection (3 years)
with HPV®),

Even though HPV infection undergoes a spontaneous re-
gression in most patients, women with the infection com-
plain of a lowered quality of life. Numerous attempts to ap-
ply substances such as zinc-citrate (CIZAR), or vitamin K;
or encouraging results of applying As,O, in vitro point to
the efficacy of HPV eradication.

The method applied by the authors is simple, economic, safe
and effective.

CONCLUSIONS

The method using cryotherapy with the application of po-
vidone-iodine is effective both in the prophylaxis as well as
in the eradication of persistent infections with highly onco-
genic HPV strains in the uterine cervix.
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