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1. Uvod

1. UVOD

1.1. Povijesni pregled

Kondilomi u genitalnom podruc¢ju (lat. Condylomata acuminata = $iljati kondilomi)
bili su poznati ve¢ u doba Hipokrata, a kozni kondilomi spominju se ve¢ od prvog stoljeca
prije nove ere (1). Payne je prvi zapazio da su kozni kondilomi prijenosni, a Heidingsfield je
1901. godine opisao prijenos genitalnih kondiloma spolnim kontaktom. Ve¢ 1907.Ciuffo je
pretpostavio da se radi o virusu nakon §to je uspio prenijeti zarazu ekstraktom tkiva
kondiloma iz kojeg su filtracijom bile uklonjene stanice (2). Zatim, godine 1949. Strauss i
suradnici elektronskim su mikroskopom vizualizirali virus i nazvali ga ljudski papiloma virus
(HPV). Kancerogeni potencijal tih virusa prvi je eksperimentalno dokazao Rous jo$§ 30-tih
godina proslog stoljeca (3). Na temelju podataka dobivenih biokemijskom i1 imunoloSkom
analizom virusnih proteina, smatralo se kako postoji jedan tip ljudskih papiloma virusa (HPV)
te je takav stav vladao tijekom 60-ih godina proslog stoljeca (4). Medutim, razvoj biologije
70-ih godina proslog stolje¢a omogucio je proucavanje ljudskih papiloma virusa na
molekularnoj razini. Baziraju¢i se na heterolognosti DNA, analizom genoma izoliranih iz
razli¢itih lezija, u sljedeca dva desetljeca otkriven je velik broj genotipova HPV-a (5). Unato¢
velikim naporima brojnih laboratorija, tek je 90-ih godina proslog stoljeca opcenito
prihva¢eno da su pojedini genotipovi HPV-a bitno povezani s pojavom karcinoma vrata
maternice (cerviksa) (6-7). Potvrdena je i uzro¢na veza HPV-a s nekim drugim tumorima
(karcinomom grkljana i tonzila) (8). Kod ljudi je danas poznato vise od 100 razli¢itih

genotipova HPV-a, a danas su te zaraze jedna od najcescih spolno prenosivih bolesti.

1.2. Papilomavirusi

Virusi porodice Papillomaviridae mali su DNA virusi, promjera 55 nm, a sam genom
virusa ¢ini zatvorena, dvolancana, kruzna DNA. Kapsida je ikozaedri¢nog oblika, a ¢ine ju 72
kapsomere. Otporni su na djelovanje vecine otapala kao Sto su 70%-tni etanol, eter i
kloroform jer ne sadrze lipidnu ovojnicu. Virusni genom dijeli se na tri podru¢ja koja
podrazumijevaju podrucje L (engl. Late) u kojem su zapisi za strukturne proteine, podruéje E
(engl. early) sa zapisima odgovornim za onkogeni u¢inak stanice i umnoZzavanje virusa te

podrucje R (engl. regulatory) sa zapisima za regulacijske proteine koji upravljaju procesima
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umnozavanja virusa (9). Vecina genotipova HPV-a ima Sest razli¢itih ranih gena: E1, E2, E4,
E5, E6 1 E7, koji kodiraju proteine potrebne za razmnozavanje virusa (replikaciju i
transkripciju virusne DNA). Medutim, kod genotipova visokog rizika, rani geni sudjeluju i u
transformaciji zaraZenih stanica. Geni L1 1 L2 kodiraju strukturne proteine virusnog omotaca

(10).

1.3. Virusni proteini

Poznavanje virusne patogeneze usko je povezano s poznavanjem virusnih proteina.
Virusni protein E1 posjeduje aktivnost ATP-aze i helikaze koji su potrebni za razmnozavanje
virusa i integraciju u genom domacina. Virusni protein E2 znacajno povecava aktivnost
proteina E1 u procesu razmnoZavanja virusa, a istrazivanja su pokazala da su za proces
replikacije virusa potrebna oba proteina (11). Takoder, protein E2 ima ulogu i u procesu
transkripcije virusa, a neka istrazivanja su pokazala da protein E2 inhibira rast stanice koja
sadrzi DNA visokorizi¢nih genotipova 16 i 18. Ti podatci ukazuju na to da protein E2 ima
veliku ulogu u sprjeCavanju onkogene transformacije stanica zarazenih HPV-om (12). Za
razliku od njih, uloga proteina E4 jo$ je uvijek nepoznata, iako su neka istrazivanja pokazala
da njegovim vezanjem na citokeratin dolazi do urusavanja stani¢ne citokeratinske mreze te je
moguce da se na taj nacin olakSava izlazak virusa iz stanice. Nadalje, transformacije zaraZzene
stanice modifikacijom tirozin kinaznih receptora odredenih faktora rasta uloga je proteina E5,
a onkogeni potencijal visokorizi¢nih genotipova je naj¢eS¢e povezan s proteinima E6 1 E7.
Proteini E6 i E7 zaustavljaju proces diferencijacije keratinocita i na taj nac¢in omoguéavaju
HPV-u da koristi stani¢ne proteine za kontinuiranu replikaciju virusa. Naime, pokazalo se da
ti proteini inhibiraju djelovanje tumorskih supresorskih proteina p53 i proteina
retinoblastoma. Protein E6, naroCito kod visokorizicnih genotipova, veze se s velikim
afinitetom na p53 1 znacajno povecava njegovo raspadanje. Kao 1 protein p53, protein Rb
takoder ima vaznu ulogu u regulaciji dijeljenja stanica (13). Nadalje, Protein E7
visokorizicnog genotipa 16 dovodi do razgradnje Rb-a. Istrazivanja takoder pokazuju kako
zajednicko djelovanje proteina E6 i E7 onemogucuje djelovanje gena odgovornog za stvaranje
interferona i na taj se nac¢in smanjuje odgovor domacina na zarazu. Postoje i brojni drugi
mehanizmi koji mogu objasniti ulogu proteina E6 i E7 u patogenezi bolesti povezanih s HPV-

zarazom (14).
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1.4. Infekcija i onkogeneza HPV-om

Umnozavanje HPV-a ovisi o prisutnosti odredenih virusnih proteina te o zrelosti
epitelnih stanica domacina. U stanicama bazalnog sloja plocastog epitela otkriveni su kruzni
izvankromski dijelovi virusne DNA, a zaklju¢eno je kako tada zapocinje infekcija. U
bazalnom sloju stanica s episomima prisutna je latentna infekcija. Dozrijevanjem i diobom
bazalnih stanica u spinozne stanice unutras$nji okoli§ postaje povoljan za razmnozavanje
virusa. Prepisivanjem mRNA i tvorbom proteina L1 i L2 nastaju proteini kapside zrelih
virusnih Cestica u gornjim slojevima plo¢astog epitela. Naposljetku nastaje koilocitoza koja se
ocituje u povecanju epitelnih stanica s perinuklearnom vakuolizacijom citoplazme i uve¢anom
stanicnom jezgrom. Stanice epitela zarazene virusom postupno propadaju zbog

razmnozavanja virusa, a sam proces vidljiv je svjetlosnom mikroskopijom.

Drugi oblik infekcije HPV-om vezan je uz postupnu tvorbu razli¢itih tumora plocastog
epitela koja se odvija u tri stupnja. U prvom stupnju dolazi do inficiranja stanice HPV-om. U
drugom stupnju uz prisutni HPV u stanici, vaznu ulogu imaju kancerogene tvari kao $to su
dim cigarete, ultraljubicCaste zrake, zracenje, kemijski Cimbenici i sli€no. Treéi stupanj
karakterizira ugradnja virusne DNA u genom domacina. Visokorizi¢ni genotipovi imaju
sklonost ugradnje u genom ljudske stanice, dok ih niskorizi¢ni genotipovi nemaju. Virusni se
genom prije ugradnje u genom stanice najprije otvori, a potom izravna. Podrucje E2, u kojem
nastaje prekid genoma, ima zapise za proteine koji inhibiraju aktivnost prepisivanja podrucja
E6 i E7. Posljedica prekidanja E2 gena jest gomilanje virusnih proteina E6 i E7 koji se vezu s
proteinima tumor-supresorskih gena p53 i RB. Tako dolazi do inaktivacije tumor-supresorskih

proteina i slijedi nekontrolirana tvorba i rast tumora.

Temeljna su obiljezja onkogeneze i infekcije HPV-om: 1. medu mnogobrojnim
osobama inficiranim HPV-om samo kod nekolicine dolazi do tvorbe tumora, 2. vremenski
razmak od pocetka infekcije do tvorbe tumora obi¢no je dugotrajan i 3. mora postojati

sinergisticki u¢inak HPV-a s drugim kancerogenim ¢imbenicima (9).

Perzistentne infekcije s HPV-om glavni su uzro¢nik cervikalnih karcinoma i
prekursori cervikalnih intraepitelnin neoplazija (CIN I, I, HI). Prisutnost HPV-virusa
povezana je s viSe od 99% cervikalnih karcinoma u svijetu. HPV je mali, neovijeni, dvostruko
zavijeni DNA virus s genomom od oko 8000 nukleotida. Postoji viSe od 100 razli¢itih

genotipova, a otprilike njih 40 sposobno je inficirati genitalnu mukozu. Samo odredeni broj
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spolno prenesenih genotipova povezano je s visokorizi¢nim cervikalnim displazijama i
cervikalnim karcinomima (15). Oni se zovu visokorizicni HPV genotipovi (eng. high-risk
HPV genotypes), dok su niskorizi¢ni genotipovi (eng. low-risk HPV genotypes) povezani s
benignim intraepitelnim lezijama ili kondilomima. Spolno prenesena infekcija HPV-om vrloje
ucestala, a ¢ak 75% zena u svom zivotu bit ¢e u doticaju s HPV-om (16). Ve¢ina HPV-
infekcija prolazi spontano, ali perzistentne infekcije s visokorizi¢nim genotipovima drasti¢no

povecavaju rizi¢ni faktor za razvoj cervikalnog karcinoma.

U razvijenim zemljama postoje metode probira za pracenje cervikalnih karcinoma
PAPA-test ili VCE (vagina-cerviks-endometrij). Oni su u uporabi od sredine 1950-ih godina i
koriSteni su kao primarni test za detekciju ranih prekursora cervikalnog karcinoma.
Uvodenjem PAPA-testa kao dijela preventivne kontrole, drasticno je smanjen broj smrtnih
slu¢ajeva izazvanih  cervikalnih  karcinomom. PAPA-test iziskuje interpretaciju
visokoeduciranih citopatologa, no unato¢ tomu rezultati ¢esto nisu pouzdani te i dalje postoji
visoki postotak lazno negativnih infekcija. Da bi se doslo do sigurnih i pouzdanih nalaza
PAPA-briseva, potrebno je ponoviti testiranje te uciniti kolposkopiju i biopsiju sumnjivog
podrucja. Tek histoloSki potvrdena visokorizi¢na lezija mora biti kirurski odstranjena kako bi
se sprijecio razvoj invazivnog cervikalnog karcinoma. Papilloma virus je ekstremno teSko
uzgojiti u in vitro uvjetima. Postoji problem i sa seroloskom dijagnostikom tog virusa jer nece
svi pacijenti zarazeni HPV-om imati imunoloski odgovor antitijelima. Stoga se primjenjuju
DNA testiranja PCR-om, koja predstavljaju osjetljive i neinvazivne metode detektiranja
aktivne cervikalne HPV-infekcije (17).

1.5. Podjela HPV-a

Ljudski papiloma virusi podijeljeni su u razli¢ite genotipove na osnovi njihove
geneticke srodnosti. Do danas je poznato preko 100 razlicitih genotipova HPV-a, a razvojem
molekularne biologije svakodnevno se otkrivaju novi. Godine 1978. predlozena je
nomenklatura za HPV te je zakljuceno da ¢e se novim genotipom smatrati onaj novootkriveni
HPV ¢iji se slijed nukleotida vise od 50% razlikuje od do tada poznatih genotipova. Godine
1991. promijenili su se kriteriji za odredivanje novih genotipova, odnosno podtipova.
Odluceno je da ¢e se novim genotipom smatrati svaki virus Koji se po sukladnosti
nukleotidnog slijeda u dijelu genoma E6, E7 i L1 razlikuje za vise od 10% od do tada

poznatih virusa. Na Internacionalnom kongresu o papiloma-virusima, odrzanom u Quebec
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Cityju 1995. godine, ta je definicija potvrdena i od tada se novim genotipom smatra onaj ¢iji
se nukleotidni slijed u dijelu genoma L1 razlikuje viSe od 10% od do tada poznatih

genotipova.

Ubrzo je izradeno filogenetsko stablo u kojemu su grupirani genotipovi HPV-a na
temelju slijeda nukleotida u najo¢uvanijim dijelovima genoma (E6, E1, L1) (slika 1). Taj
nacin grupiranja povezuje sve genotipove koji imaju afinitet prema sluznici i dio genotipova
koji su uglavnom ili isklju¢ivo kozni genotipovi. Onkogeni potencijal pojedinog virusa tesko
je predvidjeti iz smjeStaja u filogenetskom stablu,iako postoji korelacija medu filogenetskom
povezanosti, afinitetom prema pojedinim tkivima i patoloskim svojstvima pojedinog virusa
(13).

1.6. Epidemiologija

Najcesci oblik $irenja infekcija HPV-om je spolnim kontaktom, ali virus se moze Siriti
izmedu zarazene 1 nezaraZzene osobe bliskim dodirom te kontaminiranim predmetima i
povrSinama (rucnici, povrSine namjestaja). Osteceni dijelovi koZe 1 sluznice pospjesuju ulazak
virusa u organizam domacina. Poznate su infekcije tijekom porodaja koje nastaju prolaskom
novorodencadi kroz inficirani porodajni kanal. Postupno nastaju papilomi grkljana kao
posljedica stecenih infekcija u novorodencadi izazvani genotipvima 11 1 6, a papilomatoza
larinksa u djece moze uzrokovati poremecaje disanja i pojavljuje se u svim dobnim
skupinama. Takoder, ti genotipovi su uzro¢nici anogenitalnih bradavica skvamoznog epitela
vanjskih dijelova spolnih organa koji se pojavljuju u obliku tzv. siljatih kondiloma.

Anogenitalne bradavice se rijetko kada pretvaraju u zlo¢udne tumore.

HPV je takoder odgovoran za nastanak koznih bradavica, a naj¢esce se pojavljuje na
keratiniziranim dijelovima koze ruku i stopala. Pocetak infekcije javlja se u djetinjstvu ili u

ranoj adolescenciji.

Spolne infekcije HPV-om danas se ubrajaju u spolno prenosive bolesti. Infekcija
zenskog spolnog sustava genotipovima 16 i 18 povezana je s intraepitelnom neoplazijom i
cervikalnim karcinomom. Citoloske promjene karakteristicne su za virusnu infekciju bojane
po Papanicolaouu, a ukljucuju koilocite i perinuklearnu vakuolizaciju citoplazme. Displazija

je pocetna neoplasti¢na promjena i vidljiva je svjetlosnim mikroskopom. Otprilike 40 — 70%

5
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blazih displazija nestane spontano. Dugotrajne promjene epitelnih stanica mogu dovesti do
nastanka karcinoma koji napreduje od blagog (CIN I, cervikalna intraepitelnaneplazija), preko
srednjeg (CIN II) do teskog oblika displazije (CIN I11) i karcinoma in situ (9).
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2. CILJ RADA

Ciljevi ovog rada su:

1. Prikazati prevalenciju HPV-infekcija u Osjecko-baranjskoj zupanijiu petogodi$njem
periodu,

2. Prikazati broj imuniziranih osoba HPV-cijepivom u Osjecko-baranjskoj zupaniji,

3. Prikazati ucestalost pojedinih genotipova kod razli¢itih skupina bolesnika s osvrtom

na dijagnosticke laboratorijske metode.
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3. ISPITANICI | METODE

3.1. Ispitanici

Ispitanici u ovom istrazivanju bili su Zene i muskarci Koji su testirani na HPV-virus u
Zupanijskom zavodu za javno zdravstvo Osjecko-baranjske Zupanije od 2010. do 2014.
godine. Uzorci su bili bris cerviksa kod Zena, a kad muskaraca bris uretre i bris pubisne regije
penisa. Na zahtjev nadleznog lije¢nika koji pripisuje uputnicu za odredenu pretragu, odabrana
je posebna grupa pacijenata kojima je odreden genotip. Pacijenti nisu aktivno sudjelovali kao
sudionici u istrazivanju. U istrazivanju su se koristili podatci iz elektronske baze podataka
Sluzbe za mikrobiologiju, Zupanijskog zavoda za javno zdravstvo Osjecko-baranjske
zupanije. Obradeno je 2979 pacijenata, od toga 538 pacijenta kojima je uspjesno detektiran
genotip. Koristeni su podatci o broju cijepljenih pacijenta u Zupanijskom zavodu za javno

zdravstvo Osjecko-baranjske Zupanije te privatne ginekoloske ordinacije dr. SiniSe Matkovica

od 2007. do 2015. godine.

3.2. Priprema uzoraka

Uzorci brisa vrata maternice uzorkovali su se u ginekoloskim ordinacijama s
pripadaju¢im medijem prema uputama proizvodaca testa za uzorkovanje Thin Prep liquid Pap
vial. Brisevi uretre kod muskaraca uzorkovani su u MicroTest M4RT transport medium
(Remel, USA), a samo uzorkovanje obavljano je u mikrobioloskoj ambulanti Zupanijskog
zavoda za javno zdravstvo Osjecko-baranjske Zzupanije te u ordinacijama obiteljske medicine

ili u ginekoloskim ordinacijama. Uzorci su bili pohranjeni na +4°C do daljnje analize.
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Slika 1. Medij za uzorkovanje HPV-a (fotografirao: S. Burian)

3.3. Izolacija DNA

Kako bi dobili tocan i pouzdan uzorak za daljnju detekciju HPV-a, vrlo je vazno
pravilno izolirati virusnu DNA te otkloniti viSak proteina iz klinickog materijala. U ovom
istrazivanju koristena je metoda temeljena na adsorpciji DNA na kolone, High Pure PCR

Template Preparation Kit (Roche DiagnosticsGmbH, Germany).

3.3.1. Postupak izolacije DNA

1. U sterilnu 1.5 ml mikrocentrifugalne tubice dodano je 200 pl vorteksiranog uzorka, 200 pl
Binding Buffera i 40 ul Proteinase K, sve zajedno dobro promijesano i inkubirano na 70°C
10 minuta.

2. Dodano je 100 pl isopropanola i dobro promijesano.

3. Ukupni sadrzaj iz mikrocentrifugalne tubice prebacen je u Filter Tube koje su uronjene u
Collection Tube. Centrifugirano je minutu na 10000 rpm.

4. Promijenjene su nove Collection Tube i dodano je 500 pl Inhibition Removal Buffer na
Filter Tube. Centrifugirano je minutu na 10000 rpm.

5. Promijenjene su nove Collection Tube i dodano je 500 ul Wash Buffer na Filter Tube.

Centrifugirano je minutu na 10000 rpm (ovaj postupak se ponavljao dva puta).
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6. Promijenjene su nove Collection Tube i bez dodavanja pufera centrifugirano je zajedno sa
Filter Tube 30 sekundi na najvec¢oj brzini od 14000 rpm.

7. Filter Tube prebacene su u sterilne 1.5 ml mikrocentrifugalne tubice i dodano je 200 ul
Ellution Buffer koji je prethodno zagrijan na 70°C. Centrifugirano je minutu na 10000 rpm..

8. Pripremljena mikrocentrifugalna tubica sadrzavala je eluiranu, proc¢iS¢enu DNA koja se

Slika 2. Biokabinet za sterilni rad laboratorij za molekularnu dijagnostiku mikroorganizama

(fotografirao: S. Burian)

3.4. Odredivanje visokorizicnog HPV-a

DNA je umnoZena specificnim biotiniziranim pocetnicama za polimorfnu regiju L1
HPV genoma te biotiniziranim pocetnicama za regiju beta globin gena (BGG) ¢ime se
kontrolira kvaliteta uzetog brisa, izolacija DNA i umnozavanje svakog pojedinog uzorka s
pripadaju¢im pozitivnim i negativnim kontrolama. Umnozavanje specifi¢nog dijela genoma
HPV-a visokog rizika i dijela genoma BGG provedeno je u PCR uredaju (GeneAmp PCR
System 9700 sa zlatnim blokom Applied Biosystems, Foster City, CA, SAD) (Slika 4).
Dobiveni PCR produkti se kemijski denaturiraju za dobivanje jednolan¢anih PCR produkata
te se ti biotinizirani jednolancani produkti vezu oligonukleotidnim probama vezanim za
mikrotitarsku plocu. Serijom automatskog ispiranja 8-igliénim ispiraéem (Columbus
proizvodaca Tecan, Salzburg, Austrija) ispiru se mikrotitarske ploce da bi se uklonili nevezani

PCR produkti. Za detekciju vezanja koristi se avidin-peroksidaza-konjugat koji se veze za ve¢
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hibridizirane biotinizirane PCR produkte. Dodatkom supstrata koji sadrzi vodikov peroksid i
kromogentetrametilbenzidin (TMB), avidin-peroksidaza katalizira reakciju oksidacije TMB-a
Sto rezultira stvaranjem plave boje. Dodatkom STOP-otopine zaustavlja se oksidiranje te
plava boja konvertira u Zutu istog intenziteta i zatim se paralelno mjeri promjena boje
spektrofotometrijski na ¢itatu mikrotitarskih plo¢a Sunrise (proizvodac¢a Tecan) na valnoj
duljini od 450 nm.

3.4.1. Priprema radne otopine ,,workingmastermix“ za PCR

1. U radnu otopinu Working Master Mix iz Amplicor HPV Amplification Kit-a, odmjereno je
pipetom 150 ul MgCl te kratko vorteksirano.

2. Pripremljena radna otopina razdijeljena je u PCR tube, a zatim se u PCR tubu 1 dodalo 50
ul pozitivne kontrole dok se u PCR tubu 2 dodalo 50 pl negativne kontrole iz Amplicor HPV
Control Kit-a koji se izolirao zajedno s ispitivanim uzorcima.

3. U ostale PCR tube dodano je 50 ul izoliranog uzorka i potom su tube zatvorene. Za svaki
uzorak kori$teni su novi sterilni filter nastavci.

4. PCR tube stavljene su u uredaj Applied BiosystemsGeneAmp PCR 9700 System sa zlatnim
blokom, a sam PCR-program traje 2 sata i 45 minuta.

5. nakon odradenog PCR-a, PCR tube vadene su iz uredaja u biokabinetu za sterilni rad na
sterilni stalak te je u njih dadano 100 pl DN-otopine. Sadrzaj je promjesan sa sterilnim filter
nastavcima te se za svaki uzorak koristio novi filter nastavak.

6. Uzorci su inkubirani 10 minuta na sobnoj temperaturi.

7. Denaturirani uzorci koristeni su odmah za daljnji postupak ili su spremljeni na +4°C.

3.4.2. Detekcija visokorizi¢nog HPV-a

1. Denaturirani uzorci iz tocke 8 prijaSnjeg postupka stavljeni su u uredaj EppendorfGradient
na 37°C u trajanju od 2-3 minute.

2. 1z Amplicor Detection HPV seta, kolone od 8 jazica za HPV i BGG slozile su se redom na
ramu slobodnih mikrotitarskih ploc¢a te su se kolone oznacile brojevima.

3. 8-kanalnom pipetom sa sterilnim nastavcima dodano je 100 pul HPV HYB otopine.

4. U svaku pripadajucu jazicu sterilnim nastavkom sa filterom dodano je 25 ul denaturiranog

amplikona, a na pozicije 1 i 2 stavljene su pozitivna i negativha HR-HPV kontrolne otopine.
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5. Pokrivena mikrotitarska ploca sa sterilnim biofilmom i inkubirana je u inkubatoru na 37°C
u trajanju od 60 minuta.

6. Mikrotitarska plocu izvadena je iz inkubatora, odlijepljen je sterilni Alu-biofilm i ploca je
stavljena na uredaj za ispiranje Tecan sa prethodno pripremljenim puferom za ispiranje.
Nakon ispiranja, mikrotitarska plo¢a laganim se udarcima posusila na stanicevini.

7. 8-kanalnom pipetom sa sterilnim nastavcima bez filtera odmjereno je 100 pul HPV AV-HRP
otopine i dodano u mikrotitarsku plocu.

8. Ponovljen je korak 6.

9. 8-kanalnom pipetom sa sterilnim nastavcima bez filtera odmjereno je 100 pl prethodno
pripremljenog HPV conjugate otopine i dodano u mikrotitarsku plocu.

10. Mikrotitarska ploca pokrivena je poklopcem i inkubirana u mraku 10 minuta na sobnoj
temperaturi u kabinetu za sterilni rad.

11. 8-kanalnom pipetom sa sterilnim nastavcima bez filtera odmjereno je 100 ul HPV Stop
otopine i dodano u mikrotitarsku plocu.

12. Apsorbancija mikrotitarskih ploCica ocitatana je na uredaju TecanSunrise pri ¢emu su se
provjeravali parametri opti¢ke gustoce od 450 nm i referalne valne duljine od 620 nm.

13. Na osnovu vrijednosti apsorbancija ocitani su rezultati uzoraka prema vrijednosnim

intervalima u tablici 1

Tablica 1. Interpretacija rezultata dobivenih vrijednosti apsorbancije HPV-a i rezultata
kontrolnog beta-globin gena

HPV rezultat beta — globin gen rezultat Interpretacija

HR-HPV nije otkriven

<0,2 0,2 .
(negativan-NEG)
Invalidan rezultat
<0,2 <0,2
(neadekvatan-NU)
02 Bilo koja vrijednost HR-HPV je otkriven
' apsorbancije (pozitivan-POZ)
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AMPLICOR®
HPV Detection Kit

HPV MWP DK

X 2-8°C

AMPLICOR HPV Detection Kit
HPV MWP DK |

Slika 3. AMPLICOR Human Papilloma Virus (HPV) test koji pomoc¢u PCR reakcije otkriva
13 visokorizi¢nih HPV-genotipova najc¢esc¢e povezanih s rakom vrata maternice (fotografirao:

S. Burian)

Slika 4. PCR uredaj (GeneAmp PCR System 9700 sa zlatnim blokom) (fotografirao: S.

Burian)
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Slika 5.Mikrotitarska plo¢a Sunrise, proizvodaca Tecan (fotografirao: S. Burian)

3.5. Genotipizacija HPV-a

Linear Array HPV genotyping test je kvalitativni in vitro test koji sluzi za detekciju
HPV-a u klinickim uzorcima. Kombinacijom amplifikacije ciljane DNA polimerazom
lan¢anom reakcijom i hibridizacijom nukleinskih kiselina omogucuje detekciju ukupno 37
genotipova. Test koristi biotinizirane pocetnice koje definiraju sekvencu nukleotida u
polimorfnoj L1 regiji HPV-genoma. Mjesavina HPV-pocetnica prisutnih u MasterMix-u
omogucuje amplifikaciju 37 HPV-genotipova ukljucuju¢i 13 visokorizi¢nih genotipova (16,
18, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68). Dodatni par pocetnica za dokazivanje -globin gena
koristi se kao kontrola prisutnosti stanica u uzorku, pravilne ekstrakcije i amplifikacije.
Dodatkom streptavidina konjugiranog s peroksidazom hrena na test-trakicama stvara se
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kompleks vezanjem hibridiziranog amplikona i oligonukleotidnih proba. Ispiranjem trakica
odstranjuje se sav nevezani kompleks koji dalje ne ulazi u reakciju. Dodatkom TMB-a (3,3,
5,5'-tetrametylbenzidine) uz prisutnost vodikovog peroksida dolazi do oksidacije kompleksa.
Na test-trakici se to o¢ituje kao formiranje plave boje koja se na tablici vizualno usporeduje i

samim time definira prisutnost odredenog genotipa.

3.5.1. Postupak genotipiziranja HPV-a

1. Koristedi sterilnu pincetu postavljene su genotip trakice okrenutu prema gore u kadici sa
odvojenim kolonama i oznacene brojevima.

2. Dodano je 4 ml prethodno ugrijan Working Hybridization Buffer (53°C) u kolone sa test
trakicama te je dodano 75 pl denaturiranog amplikona.

3. Kadica je prekrvena poklopcem i postavljena u vodenu kupelju sa tresalicom te
hibridizirana 30 minuta, brzinom tresnje od 60 RPM-a.

4. Svaka kolona aspirirana je vakum aspiratorom sa sterilnim nastavkom pazeci da se trakica
ne okrene. Odmah nakon toga dodano je 4 ml Working Ambient Wash Buffer, kolone su
lagano protreSene i1 odmabh je aspiriran sav sadrzaj.

5. Dodano je 4 ml prethodno ugrijan Working Strigent Wash Buffer na 53°C, kadica se
prekrila poklopcem 1 postavila u vodenu kupelju sa tresalicom na 15 minuta, brzinom treSnje
od 60 RPM-a.

6. Aspirirane su kolone i dodano je 4 ml prethodno napravljenog Working Conjugate (15 ul
SA-HRP + 5 ml Working Ambient Wash Buffer za svaku trakicu). Kadica se ponovno
postavila na tresalicu sobne temperature kroz 30 min/60 RPM.

7. Aspirirane su kolone i dodano je 4 ml Working Ambient Wash Buffer, kolone su lagano
protreSene i odmah je aspiriran sav sadrzaj.

8. Aspirirane su kolone i dodano je 4 ml Working Ambient Wash Buffer, zatim se kadica
postavila na tresalicu sobne temperature kroz 10 min/60 RPM. Postupak se ponovio jo$
jednom.

9. Aspirirane su kolone i dodano je 4 ml Working Citrate Buffer, zatim se kadica postavlila na
tresalicu sobne temperature kroz 5 min/60 RPM.

10. Aspirirane su kolone i dodano je 4 ml prethodno npravljenog Working Substrate (4 ml
SUB A + 1 ml SUB B za svaku trakicu). Kadica se postavila na tresalicu sobne temperature
kroz 5 min/60 RPM, pri tome kadica je obavezno bila prekrivena kako bi se zastitila od

reakcije izazvane direktnim svjetlom.
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11. Aspirirane su kolone i dodano je 4 ml destilirane vode. Pomocu pincete, genotip trakice
izvadene su iz kolona i ostavljene sat vremena na stanicevini kako bi se osusile.

12. O¢itani si rezultati genotip trakica uz pomo¢ Tablice 2:

Tablica 2. Interpretacija rezultata HPV-a genotip-trakicom i rezultata kontrolnog niskog i

visokog beta-globin gena

Niski beta -  Visoki beta
HPV globin gen  -globin gen Interpretacija

rezultat rezultat rezultat

R - - Neadekvatan uzorak

- - + Neadekvatan uzorak
- + + Negativan rezultat
+ - - Pozitivan rezultat
+ - + Pozitivan rezultat
+ + + Pozitivan rezultat

Legenda:+ = pozitivan rezultat; - = negativan rezultat; Neadekvatan uzorak = neadekvatno uzorkovanje,

pogreska u obradi uzoraka ili prisutnost inhibitora reakcije
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Slika 6. Vakumska aspiracija pufera dodanog u kadicu s genotip-trakicama (fotografirao: S.

Burian)
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Slika 7. Ocitavanje rezultata genotip-trakice (fotografirao: S. Burian)
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3.6. Statisti¢ke metode

Dobiveni rezultati obradeni su s programskim paketom za statisticku obradu — SPSS
20.0., a u samoj obradi podataka provedena je provjera normaliteta distribucija, izracun
deskriptivnih podataka podrazumijevajuci frekvencije, postotke, medijan, interkvartilni

raspon i 2 test.
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4. REZULTATI

4.1. Prikaz prevalencije HPV-virusom s podrué¢ja Osjecko-baranjske Zupanije u

petogodiSnjem periodu

Kako bi se pravilno odabrale statisticke mjere za prikaz prikupljenih rezultata, testirani
su normaliteti distribucija koriStenih varijabli. Prema vrijednostima Kolmogorov-
Smirnovljevog testa distribucije varijabli, statisticki znac¢ajno odstupaju od normalne
distribucije (p< 0,05) stoga su u daljnjoj analizi koriStene neparametrijske mjere prikaza
rezultata. Daljnja obrada podataka ukljucivala je analizu deskriptivne statistike koja
omogucava pregled pojavnosti te osnove deskriptivne statistike ukupnog broja pozitivnih
uzoraka infekcijom HPV-a te pojavnost istih uzoraka s obzirom na spol. Dobiveni podatci
vidljivi su u Tablici 3. i Tablici 4.

Tablica 3.Incidencija i deskriptivni podatci za pozitivne uzorke na infekciju HPV-om kroz 5

godina
HPV Frekv. % Medijan Q
ukupno ukupno ©)
poz. poz.

2010 239 45 2,5 10,5
2011 445 56 4,0 11,75
2012 353 52 2,0 2,5
2013 287 52 2,0 1,5
2014 144 34 2,0 3,0

Legenda:Q = interkvartilni raspon

Iz Tablice 3 moze se uociti kako je od 2010. do 2014. testirano 2979 uzoraka od kojih
je 1468 (49%)bilo pozitivnih na HPV. Postotak pozitivnih uzoraka ne varira zna¢ajno 0d
2010. do 2013. godine te kako se smanjenje postotka oboljelih uocava tek 2014. godine.
Najveci postotak pozitivnih uzoraka na infekciju HPV-om uocava se u 2011. godini. Takoder,

interkvartilno rasprSenje za 2010. 1 2011. godinu znatno je vece nego za ostala razdoblja, §to
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se moze objasniti postojanjem ekstremnih vrijednosti kod odredenih pozitivnih uzoraka za te

dvije godine.

Tablica 4. Pojavnost negativnih i pozitivnih HPV-infekcija prema spolu kroz 5 godina

2010. 2011. 2012. 2013. 2014.

v

M Z M Z M Z M Z M Z

Negativni  68% 51% 68% 39% 65% 43% 49% 47% 59% 69%

Pozitivni  32% 49% 32% 61% 35% 57% 51% 53% 41% 31%

Legenda: M — mugkarci; Z - Zene

Iz pregleda Tablice 4 moze se zakljuciti kako se u 2014. godini smanjio postotak Zena
pozitivnih na HPV-infekciju, a poveéao broj muskaraca pozitivnih na HPV-infekciju, dok je
taj omjer od 2010. do 2013. visi za zene nego za muskarce, i to narocito 2011. i 2012. godine.
Od 2011. do 2013. godine vise od 50 % od ukupnog broja testiranih Zena imalo je infekciju
HPV-om, dok je kod muskaraca taj postotak dosegnut samo u 2013. godini.

Dobivena je statisticki znacajna razlika u spolu s obzirom na ucestalost pozitivnih 1
negativnih HPV-infekcija u smjeru statisticki znacajnog veceg broja pozitivnih HPV-infekcija
kod zena, y?(1, N=2797)= 31.47,p < 0.01

4.2. Prikaz broja imuniziranih osoba HPV-cijepivom u Osjecko-baranjskoj Zupaniji

Imunizacija HPV-cijepivom, koja ukljucuje bivalentno cjepivo Cervarix i
kvadrivalentno cjepivo Gardasil, u Osjecko-baranjskoj zupaniji zapocela je 2007.godine, a
provodi se do danas. Cijepljenje se mozZe obaviti u Zupanijskom zavodu za javno zdravstvo
Osjecko-baranjske zupanije u prostorima Skolske medicine te privatnoj ginekoloskoj
ordinaciji dr. SiniSe Matkovic¢a. Prema podatcima dobivenim iz tih dviju ustanova od 2007.
do 2011. godine cijepljene su ukupno 43 osobe, a od 2012. do 2015. cijepljene su 4 osobe

(oko 0,45%djevojcica u generaciji).
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4.3. Prikaz ucestalosti pojedinih genotipova kroz Cetiri godine

HPV-genotipovi kategorizirani su prema onkogenom potencijalu. Klinickim
zapazanjima te epidemioloSkim i molekularnim istrazivanjima utvrdena je uloga HPV-zaraza
u razvoju karcinoma cerviksa. Niskorizi¢ni genotipovi su 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72,
81 1 CP6108, a nadeni su kod $iljatih kondiloma. Visokorizi¢ni genotipovi su 16, 18, 31, 33,
35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 i 82, a dok se genotipovi 26, 62, 66 za sada smatraju
genotipovima "vjerojatno visokog rizika". Kategorizacija se stalno mijenja i dopunjuje novim
genotipovima, a sama zastupljenost genotipova varira u odnosu na geografske regije (18).
Prikazana je ucestalost pojedinih genotipova u Osjecko-baranjskoj zupaniji od 2011. do 2014.
godine, a izostavljeni su podatci za 2010. godini koji se nisu koristili zbog nepotpunih

godisnjih podataka i uvodenja metode u rutinski laboratorijski posao.

Tablica 5. Prikaz ucestalosti pojave genotipova podijeljenih u tri kategorije s obzirom na

visinu rizika u odnosu na spol kroz Cetiri godine

2011. 2012. 2013. 2014,
M 7 M 7 M 7 M 7
Niskoriziéni 39 18 31 50 28 31 4
(11%)  (89%) (37%) (63%) (64%)  (36%)  (89%) (11%)
Potencijalno 3 61 16 55 15 25 9 14

Visokorizieni (5%)  (95%)  (22%)  (78%)  (38%)  (62%)  (39%) (61%)

10 249 31 157 33 76 39 36

Visokorizieni 16y (ogog)  (16%)  (84%)  (30%)  (70%)  (52%)  (48%)

Legenda: M - muskarci; Z - Zene

Iz Tablice 6 moze se vidjeti kako se od 2011. do 2013. godine broj muskaraca u
niskorizi¢noj skupini povecavao, a broj zena smanjivao. Takoder, za razliku od godina prije,
2013. 1 2014. broj zena u niskorizi¢noj skupini bio je manji u odnosu na muskarce. Kroz sve
godine broj zena u potencijalno visokorizi¢noj skupini veci je nego broj muskaraca, iako se te
razlike smanjuju u 2013. i 2014. godini. Sto se ti¢e visokoriziéne skupine, moze se vidjeti
iznimno velika razlika izmedu muskaraca i zena u 2011. i 2012. godini, u smjeru puno veéeg
broja zena u toj skupini. Dok u 2013. godini jo$ uvijek ima veci broj Zena u visokorizi¢noj
skupini, u 2014. godini ta se razlika ne samo gubi, vec je zabiljeZen veci broj muskaraca u toj

skupini. Opcenito se moze vidjeti kako je najveci broj Zena u visokorizi¢noj skupini kroz sve
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godine, a najmanje u niskorizi¢noj skupini, dok muskaraca takoder ima najviSe u

visokorizi¢noj skupini iskljucujuéi 2013. godinu, a najmanje u potencijalno visokorizic¢noj

skupini.

Tablica 6. Prikaz ucestalosti pojedinog visokorizi¢nog genotipa kod Zena i muskaraca u

ukupnom periodu od cetiri godine

16 51 52 31 35 39 58 59 18 33 73 ostali
5 122 64 53 53 19 33 22 2 27 23 23 57
(235%) (125%) (10%) (10%) (35%) (6.5%)  (4.5%) (45%) (5%) (4.5%) (45%)  (10.5%)
M 28 28 8 4 3 4 5 5 8 1 9 10
(45%) @45%) (%) (5%) (5%) (5%  (45%) @5%) (%) (10 (a%) (8.5%)

Legenda: M — muskarci; Z - Zene

Tablica 7. Prikaz ucestalosti pojedinog potencijalnog visokorizi¢nog genotipa kod Zzena i

muskaraca u ukupnom periodu od Cetiri godine

53 61 62 66 55 54 70 83 ostali
; 1 12 32 39 3 8 7 8
(27%) (8%)  (21%) (255%) (o9 (55%) (45%) (5.5%) (L5%)
11 1 6 5 10 4 0 3
M

(26%) (2505 (145%) (1206 (24%) (95%) (0%s) (7%

Legenda: M — muskarci; Z - Zene

22



4. Rezultati

Tablica 8. Prikaz ulestalosti pojedinog niskorizi¢nog genotipa kod Zena i muskaraca u

ukupnom periodu os ¢etiri godine

6 CP6108 11 42 84 81
7 34 (33%) 23 (23%)  8(8%) 14 (14%) 21(21%)  1(1%)
M 79(76%) 7 (6.9%) 6(5.5%) 2(1.8%) 10(9.8%) 0 (0%)

Legenda: M - muskarci; Z - Zene

Kod Zena u visokorizi¢noj skupini najéesce se javljaju genotipovi 16, 51, 52 i 31, iako
se moze uociti njihov kontinuirani pad pojavnosti kroz godine, odnosno, najvise ih je bilo
2011., a najmanje 2014. Kod Zena u potencijalno visokorizi¢noj skupini najcesée se javljaju
genotipovi 53, 62 i 66. Takoder, njihova pojavnost opada od 2011. do 2014. godine, iako
genotipovi 62 i 66 pokazuju najvecu ucestalost 2012. godine, a zatim njihova pojavnost pada.
Kod Zena u niskorizi¢noj skupini najéesce se javljaju genotipovi 6, 84 i CP6108, uz to da se
genotip 84 u 2014. godini nije pojavio bez obzira na spol. Takoder, ucestalost genotipa 6
pokazuje porast od 2011. do 2013. godine, dok u 2014. godini biljezi najniZzu pojavnost.

Kod muskaraca u visokorizi¢noj skupini najcesce se javljaju genotipovi 16 1 51, iako u
nizoj ucestalosti nego kod Zena. Ipak, dok kod Zena genotip 51 ukazuje na pad ucestalosti,
kod muskaraca se njegova ucestalost povecava kroz godine. Tako se genotip 51 kod
muskaraca 2011. godine pojavio jednom, dok se u 2014. godini pojavio 12 puta. Kod
muskaraca u potencijalno visokorizicnoj skupini najces¢e se javljaju genotipovi 53 i 55.
Genotip 53 se javlja kroz godine sve ucestalije, odnosno, 2011. godine se pojavio jednom, a
2014. godine pet puta. Za razliku od njega, genotip 55 najvecu ucestalost ima 2012. godine u
kojoj se takoder pojavio pet puta, a najmanju 2014. godine kada se pojavio samo jednom.

Kod muskaraca u niskorizi¢noj skupini najéesée se javlja genotip 6, ukazujuci na povecanje
ucestalosti od 2011. do 2013. godine u kojoj ima zabiljeZenu najvecu ucestalost koja iznosi
39. U 2014. godini dolazi do pada ucestalosti koja tada iznosi 22.

Dobivena je statisti¢ki znacajna razlika u ucestalosti pojava genotipova podijeljenih u
tri kategorije s obzirom na visinu rizika u odnosu na spol. Muskarci znacajno cesce
obolijevaju od niskorizicne HPV-infekcije za razliku od Zena koje statisticki znacajno cesSce

oblijevaju od visokoriziénih HPV-infekcija, 32(2, N=538) = 25.88, p < 0.01.
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4. Rezultati
4.4. Prikaz mijesanih infekcija u ukupnom broju genotipiziranih uzoraka

Odredivanje HPV-genotipa potrebno je kod bolesnica s karcinomom vrata maternice
jer je infekcija s vise od jednim HPV-genotipom (mijesana infekcija) povezana s loSijom

prognozom kod bolesnica s invazivnim karcinomom vrata maternice.

Tablica 9. Incidencija mijesanih infekcija u ukupnom broju genotipiziranih uzoraka kroz ¢etiri

godine
2011. 2012. 2013. 2014.
Mijesana 91 94 59 34
infekcija (44%) (65%) (47%) (55%)
Ukupno
genotipiziranih 206 145 125 62
uzoraka

Prema tablici 8 moze se uociti kako je najveéi broj mijesanih infekcija zabiljezen
2012. godine. Takoder je vidljivo kako ukupni broj genotipiziranih uzoraka kroz godine

znacajno opada. Moze se zakljuciti kako je broj mijesanih infekcija bio u opadanju od 2012.
do 2014. godine.
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5. RASPRAVA

0Od 2010. do 2014. u Osjecko-baranjskoj Zupaniji testirano je 2979 uzoraka od kojih je
1468 (49%) bilo pozitivnih na HPV, a 538 uzoraka kojima je uspjesno detektiran genotip.
Najveci postotak pozitivnih uzoraka na infekciju HPV-om uocava se u 2011. godini. Moze se
zakljuciti kako su zene do 2014. godine u prosjeku vise obolijevale od HPV-infekcije nego
muskarci, no treba uzeti u obzir i mogucénost rjedeg testiranja i prijave oboljenja kod
muskaraca. Time bi se moglo objasniti kako se postotak oboljelih muSkaraca u 2013. 1 2014.
godini povecao u odnosu na proteklo razdoblje jer se smatra da se povecala i osvijeStenost
muskaraca o toj infekciji, kao i vaznost brige o vlastitom zdravlju. Takoder, moguce je da je
broj oboljelih Zena poc¢eo opadati zbog aktivnog i pojacanog educiranja ljudi kroz zadnjih
nekoliko godina o vaznosti prevencije, testiranja i kontrole vlastitog zdravlja te uvodenja
mogucnosti preventivnog cijepljenja koja do danas ipak nisu dostigla Zeljeni postotak u broju

cijepljenih.

Trenutne procjene pokazuju da se svake godine 308 Zena zarazi HPV-om u Hrvatskoyj,
od kojih 147 razvija rak vrata maternice (19). U usporedbi s rezultatima ovog rada u prosjeku
svake godine u Osjecko-baranjskoj Zupaniji oko 150 Zena godisnje dobije pozitivan nalaz
HPV-infekcije. Tako veliki broj pozitivnih nalaza kod Zena u Osjecko-baranjskoj Zupaniji u
odnosu na broj pozitivnih nalaza kod Zena u cijeloj Hrvatskoj, moZe se pripisati velikom
podrucju isto¢ne Hrvatske gdje postoji samo jedna ustanova koja analizira i detektira HPV-
virus. Takoder, veliki broj pozitivnih nalaza ukazuje na to da se Zene u tijeku godine nekoliko

puta testiraju, a samim time povecavaju ukupan broj pozitivnih nalaza kod Zena.

HPV-tipovi 16 i 18 odgovorni su za otprilike 70% svih slu¢ajeva raka vrata maternice
u svijetu, dok su genotipovi 6 i 11 najceS¢e uzrocnici genitalnih bradavica. U Osjecko-
51, dok kod niskorizi¢nih tipova najvecu pojavnost imaju genotip 6 i 84. Muskarci znacajno
ces¢e obolijevaju od niskorizicne HPV-infekcije za razliku od Zena koje statisti¢ki znacajno
¢esce oblijevaju od visokorizicnih HPV-infekcija. Takvi podatci bi mogli objasniti ¢injenicu
da Zene CeS¢e obavaljaju rutinske ginekoloske preglede i samim time HPV-testiranje, dok
muskarci pristupaju testiranju ukoliko primjete kozne promjene u genitalnoj regiji koje su

izazvane niskorizi¢nim HPV-genotipovima.
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Rak vrata maternice je drugi najces¢i oblik raka kod Zena u svijetu, u Hrvatskoj je
osmi najces¢i rak kod zena i petnaesti kod zena u dobi od 15 do 44 godine starosti.
Profilakticka cjepiva predstavljaju mogucnost primarne prevencije HPV-infekcije i
izbjegavanje njezinih posljedica. Cjepivo ne doprinosi izljeCenju, ako je Zena u vrijeme
Cijepljenja ve¢ zarazena genotipom HPV-a koji se nalazi u cjepivu. Zbog toga najvecu korist
od cijepljenja imaju djevojcice i djevojke koje nisu bile u kontaktu s HPV-om, odnosno, koje
nisu spolno aktivne. Trenutno postoje dvije vrste cjepiva za primarnu prevenciju od HPV-
infekcije, Cervarix i Gardasil. Bivalentno cjepivo (Cervarix — GlaxoSmithKline) djeluje na
genotipove 16 i 18 koji predstavljaju dva bitna HPV-genotipa povezana s oko 70% slucajeva
karcinoma cerviksa. Kvadrivalentno cjepivo (Gardasil — Merck Sharpe&Dohme) je
rekombinantno cjepivo jer ne sadrzi zivi virus, a daje se tijekom 6 mjeseci intamuskularno na
prvi dan, zatim nakon dva mjeseca te konacno nakon Sest mjeseci. Prednost Gardasila je u
tomu sto dodatno stiti epitel sluznice od nastanka dobro¢udnih genitalnih bradavica
uzrokovanih HPV-genotipovima 6 i 11. One ne predstavljaju Zivotnu opasnost ni povecan
rizik od razvoja raka vrata maternice pa samim time nisu ni znacajni javnozdravstveni
problem. Nacin djelovanja cjepiva je putem L1 proteina koji se nalaze na kapsuli ili kapsidi
virusa. Kvadrivalentno cjepivo sadrzi pro¢is¢ene L1 proteine za Cetiri tipa virusa. Nakon
davanja cjepiva, imunoloski mehanizam organizma pocinje s proizvodnjom protutijela za
ciljane L1 proteine koji se nalaze na HPV-u te nakon ekspozicije dolazi do razaranja virusa
(20). Prednost Cervarixa je njegova jaca unakrsna zastita protiv srodnih tipova virusa koji su
drugi po ucestalosti uzro¢nici raka vrata maternice nakon HPV-a. Na podru¢ju EU-a jedan
oblik cijepljenja se primjenjuje na nacionalnoj razini i to u Belgiji, Nizozemskoj, Rumunjskoj
i Velikoj Britaniji te u vecini regija Italije, Spanjolske i Poljske, dok se oba cjepiva jednako
primjenjuju u Grckoj, Francuskoj, Luksemburgu i Njemackoj. Kod svakog se cjepiva pri
odluci o primjeni treba uzeti u obzir Koristi,imaju¢i na umu ogranicenja poput djelotvornosti
koja nije stopostotna. Postoje rizici u smislu nastajanja mogucih nuspojava te eventualne

nepoznanice vezane uz trajanje zastite, mehanizam djelovanja i sli¢no (19).

Prema najnovijim podatcima Ministarstva zdravlja Republike Hrvatske, cijepljenje
protiv HPV-a se u rujnu 2015. godine uvodi u kalendar cijepljenja za sve djecake i djevojcice
prvog razreda srednje $kole. Tim postupkom Hrvatska ulazi u krug najrazvijenijih zemalja
svijeta koje provode taj program te postaje peta zemlja u svijetu koja ¢e cijepiti i djecake (21).
Cijena cjepiva u Hrvatskoj do sada je iznosila oko 3000 HRK. U Osje¢ko-baranjskoj zupaniji

od 2007. do 2011. godine cijepljene su ukupno 43 osobe, a od 2012. do 2015. cijepljene su 4
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osobe (u prosjeku 0.45%djevojcica u generaciji). U usporedbi s ostalim zZupanijama, najveci
broj cijepljenih osoba je u Primorsko-goranskoj Zupaniji (23 — 48% djevojéica u generaciji) i
Medimurskoj zupanji (13 — 23% djevojCica u generaciji), a relativno mali ukupni postotak
cijepljenih osoba ima grad Zagreb (10% djevojcica u generaciji), iako je u potpunosti
financirao cijepljenje za razliku od ostalih Zupanija. Izrazito malen broj cijepljenih osoba u
Osjecko-baranjskoj zupaniji mogao bi se pripisati relativno skupoj cijeni cijepiva koja je
isklju¢ivo na trosak pacijenta te nepovjerenju i zabrinutosti prema negativnim ucincima
cjepiva koja moze biti odraz nedovoljne educiranosti. Kako se ve¢inom radi o djevojc¢icama
osnovnoskolske dobi, dio roditelja ne Zeli cijepiti svoje kéeri zbog svjetonazorskih i vjerskih
uvjerenja. Sekundarna prevencija obuhva¢a metode probira medu Zzenama. Programi
prevencije sastoje se od uzimanja citolo§kog razmaza po Papanicolau te molekularnog HPV-
testiranja, ali su razli¢ito koncipirani u raznim zemljama. Zene koje aktivno sudjeluju u
probiru, ¢ak i ako su HPV-pozitivne, gotovo nikada ne razviju karcinom cerviksa jer postoje
uspjesne metode lijecenja prekanceroznih promjena (22). Preporuca se i obavezno koristenje
kondoma pri spolnom odnosu, no on nije potpuna zastita. Spontana eliminacija virusa o¢ekuje
se nakon tri mjeseca, ukoliko nije bilo ponovnog kontakta s virusom. Uporaba cjepiva te
sustavna i kontinuirana edukacija kao i ginekoloski pregledi spolno aktivnih djevojaka vazni
su za primarnu prevenciju. Mladi ¢ine populaciju koja je posebno rizicna zbog spolnog
ponasanja, neizgradenih stavova, snaznog pritiska vr$njaka te hedonizma kao vaznog dijela

oblikovanja identiteta (23).

Specificno lijeCenje, nazalost, ne postoji, a sam postupak lijeCenja je sloZzen 1 ovisi o
zdravstvenom stanju zarazene osobe (dob, opce zdravstveno stanje, oblik, veli¢ina i
lokalizacija promjena, itd.). U slucaju pojave bolesti nuzno je istovremeno lijeciti i oboljelog
partnera, ¢ak i ako partner nema znakova bolesti. Kondilomi se mogu uklanjati kirurSkim
putem (laserom, krioterapijom, elektrokoagulacijom, LEEP-om) ili se premazuju razli¢itim
kemijskim sredstvima, a ponekad se u njih ubrizgava interferon (protein koji stvara imunost
na viruse). Unato¢ svemu, HPV-infekcija se ne moze izlijeciti u potpunosti te i dalje ostaje
veliki javnozdravstveni problem u kojemu mjere prevencije i edukacije ¢ine najvazniju ulogu

u daljnjem Sirenju virusa.
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6. ZAKLJUCAK

- 0d 2010. do 2014. u Osjecko-baranjskoj Zupaniji testirano je 2979 uzoraka od kojih je
1468 (49%) bilo pozitivnih na HPV. Najveci postotak pozitivnih uzoraka na infekciju
HPV-om uocava se u 2011. godini.

- Statisti¢ki je znacajna razlika u spolu s obzirom na ucestalost pozitivnih i negativnih
HPV-infekcija u smjeru veéeg broja pozitivnih HPV-infekcija kod Zena.

- Moze se zakljuciti kako se u 2014. godini smanjio postotak Zena pozitivnih na HPV-
infekciju, a povecao broj muskaraca pozitivnih na HPV-infekciju, dok je taj omjer od
2010. do 2013. visi za zene nego za muskarce i to naro¢ito u 2011. 1 2012. godini.

- Muskarci ¢eS¢e obolijevaju od niskorizicne HPV-infekcije za razliku od Zena koje
statisticki ¢eSce oblijevaju od visokorizi¢nih HPV-infekcija.

- Zene su do 2014. godine u prosjeku vise obolijevale od HPV-infekcije nego muskarci,
no treba uzeti u obzir i moguénost rjedeg testiranja i prijave oboljenja kod muskaraca.

- U usporedbi s ostalim Zupanijama, relativno je malen broj cijepljenih osoba u
Osjecko-baranjskoj zupaniji sa 47 cijepljenih u 9 godina.

- Podatci genotipiziranih HPV-uzorka pokazuju da je najveci broj zena u visokorizi¢noj
skupini kroz sve godine, a najmanje u niskorizi¢noj skupini, dok muSkaraca takoder
ima najvise u visokorizi¢noj skupini iskljuc¢ujuc¢i 2013. godinu

- Najces¢i visokoriziéni genotipi kod Zena 1 muskaraca su 161 51.

- Najces¢i niskorizi¢ni genotipi kod Zena su 6,CP6108 i 84, a kod muskaraca 6.

- Najveci je broj mijesanih infekcija zabiljezen 2012. godine s 94 (64%) pozitivnih

uzoraka.
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7.SAZETAK

Zaraza HPV-om je jedna od najce$¢ih spolno prenosivih bolesti. Niskorizi¢ni
genotipovi uzrokuju anogenitalne bradavice na vanjskim dijelovima spolnih organa, dok su
visokorizi¢ni genotipovi povezani s nastankom intraepitelnih neoplazija i karcinoma vrata
maternice. Metode izbora za detekciju infekcije HPV-om temeljene su na metodama
molekularne dijagnostike - amplifikacija PCR. U istrazivanju su se koristili podatci iz
elektronske baze podataka Sluzbe za mikrobiologiju, Zupanijskog zavoda za javno zdravstvo
Osjecko-baranjske zupanije. Od 2010. do 2014. u Osjecko-baranjskoj zupaniji testirano je
2979 uzoraka od kojih je 1468 (49%) bilo pozitivnih na HPV, a od toga 538 detektiranih
genotipova. Od 2011. do 2013. godine vise od 50 % od ukupnog broja testiranih Zena imalo je
infekciju HPV-om. MozZe se zakljuc¢iti kako su Zene do 2014. godine u prosjeku vise
obolijevale od HPV-infekcije nego muskarci, no treba uzeti u obzir i moguénost rjedeg
testiranja i prijave oboljenja kod muskaraca. Podatci genotipiziranih HPV-uzorka pokazuju da
muskarci ¢es¢e obolijevaju od niskorizicne HPV-infekcije za razliku od Zena koje statisticki
¢esce oblijevaju od visokoriziénih HPV-infekcija. Najceséi visokoriziéni genotipi kod Zena i
muskaraca su 16 1 51. Najc¢eS¢i niskorizi¢ni genotipi kod Zena su 6 1 84, a kod muSkaraca 6.
Najveéi broj mijesanih infekcija zabiljezen 2012. godine s 94 (64%) pozitivnih uzoraka. U
usporedbi s ostalim Zzupanijama, relativno je malen broj cijepljenih osoba u Osjecko-

baranjskoj Zupaniji sa 47 cijepljenih u 9 godina.

Kljucne rijeci:HPV, genotip, cijepljenje, Osjecko-baranjska Zupanija
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8. SUMMARY

HPV infection is one of the most common sexually transmitted diseases. Low-risk
genotypes cause anogenital warts outside the genitals, while high-risk genotypes are
associated with intraepithelial neoplasia and cervical cancer. The methods of choice for the
detection of HPV infection are based on methods of molecular diagnostics — PCR
amplification. The study used data from the electronic database of the Department of
Microbiology, County Public Health Institute of Osijek-Baranja County. In the period from
2010 to 2014 in Osijek-Baranja County, there were 2 979 tested samples, of which 1468
(49%) were positive for HPV; 538 of which were detected genotypes. In the period from 2011
to 2013, more than 50% of the total number of tested women had HPV infection. It can be
concluded that women until 2014 had more HPV infection than men, but we need to consider
the possibility lower number of testing and registration disease in men. Data of genotyped
HPV samples show that men more often suffer from low-risk HPV infections than women,
who more often suffer from high-risk HPV infections. The most common high-risk genotypes
in women and men are 16 and 51. The most common low-risk genotypes in women are 6 and
84, and in men 6. The largest number of mixed infections was recorded in 2012 with 94
(64%) positive samples. Compared with other counties, there is relatively small number of
vaccinated people in Osijek-Baranja County with 47 vaccinated people in the period of 9

years.

Keywords: HPV, genotype, vaccination, Osijek-Baranja County
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