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Sazetak Spolno prenosive infekcije vazan su problem u
svijetu i u nas, kako zbog velike ucestalosti tako i zbog mogu-
¢ih trajnih posljedica za zdravlje kao sto su neplodnost, zdjelic-
na upalna bolest, izvanmaterni¢na trudnoca, karcinom, konge-
nitalne infekcije, pa Cak i smrt. Za razliku od drugih infekcija ko-
Jje se prenose kontaktom, velik broj oboljelih nema jasnih simp-
toma, ili su simptomi odsutni, a viSestruke su (“mijesane”) in-
fekcije takoder Ceste. Za tocnu etiolosku dijagnozu uzrocnika
spolno prenosivih infekcija potrebni su osjetljivi i specificni te-
stovi. Osim klasicnih dijagnostickih metoda danas se dijagno-
stika spolno prenosivih infekcija sve vise temelji na metodama
molekularne biologije koje u odnosu na klasi¢ne metode imaju
znacajno vecu osjetljivost i specificnost te postaju “zlatni stan-
dard” za veéinu ovih infekcija. Na trzistu postoji velik broj ko-
mercijalnih testova koji se baziraju na hibridizaciji (hybrid cap-
ture) ili na jednoj od amplifikacijskih metoda (PCR, TMA, SDA).
Zbog visoke osjetljivosti ovih testova uzrocnici se mogu detek-
tirati u neinvazivnim uzorcima (urin) ili omogucavaju bolesnica-
ma/bolesnicima da same/i uzmu uzorak (obrisak vagine, vulve
ili analne regije). Na taj nacin postiZe se bolja suradljivost cilj-
ne populacije.

Kljucne rijeci: spoino prenosive infekcije, dijagnostika, kla-
siche metode, molekularne metode

Spolno prenosive infekcije uzrokovane su razlicitim grupa-
ma mikroorganizama, a zajednicko im je da je spolni put
prijenosa najvazniji nacin Sirenja.

Prije Drugoga svjetskog rata bilo je poznato pet klasi¢nih
spolnih bolesti: gonoreja, sifilis, Sankroid, lymphogranulo-
ma venereum i granuloma inguinale. Uvodenjem penicilina
i drugih antibiotika godisnja incidencija gonoreje i sifilisa je
pala, a ostale tri klasi¢ne spolne bolesti su gotovo nestale
iz razvijenih zemalja.

Zbog drustvenih promjena pocCetkom Sezdesetih godina
proslog stoljec¢a pa nadalje ponovo je doslo do znacajnog

Summary Sexually transmitted infections (STIs) are an
important global problem both due to their increasing rate and
serious health consequences such as infertility, pelvic inflam-
matory disease, ectopic pregnancy, congenital infections, and
even mortality. Many STls are asymptomatic and therefore go
undetected and untreated. This is of particular concern with
the recognition that HIV transmission is increased with co-ex-
istent STls. Therefore, accurate, cost-effective and reliable di-
agnostic assays are needed to obtain more precise data on the
incidence of various STls. Conventional diagnostic assays have
a relatively low sensitivity. However, with the advent of molecu-
lar technologies, including target and signal amplification meth-
ods, diagnostics of STIs have been revolutionised and allow the
use of non-invasive or minimally invasive sampling techniques,
some of which are self-collected by the patient, e.g. first-void
urine and low vaginal swabs. Most studies evaluating such
self-sampling with molecular diagnostic techniques have dem-
onstrated an equivalent or superior detection of STIs as com-
pared to conventional sampling and detection methods.

Key words: sexually transmitted infections, diagnostic, con-
ventional methods, molecular methods

porasta incidencije spolno prenosivih bolesti i u razvijenim
zemljama.

U posljednja dva desetlje¢a doSlo je do razvoja moleku-
larnih i seroloskih dijagnostickih metoda, Sto je znatno
olaksalo identifikaciju uzroénika. Tako je postalo jasno da
i mnogi drugi mikroorganizmi mogu biti preneseni spolnim
kontaktom. U heteroseksualnih osoba, a pogotovo u ho-
moseksualnih, oralno-genitalni i oralno-rektalni kontakti
rezultirali su infekcijama virusima i razli¢itim gastro-inte-
stinalnim patogenima (1).

Infekcije humanim papilomavirusima (HPV) najceSée su
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spolno prenosive infekcije u svijetu. NajceSée su prolazne,
pogotovo u mladih Zena, medutim dokazano je da su ove
infekcije glavni uzrocnik cervikalnog karcinoma (2).

0d bakterijskih infekcija najceSce su klamidijske i gono-
kokne infekcije. Takoder mogu dovesti do ozbiljnih poslje-
dica kao Sto su zdjelina upalna bolest, neplodnost, izvan-
maternic¢na trudnoca, spontani pobacaj, kongenitalne in-
fekcije i neonatalni mortalitet (3). Ove infekcije, pogotovo
klamidijske, Cesto imaju asimptomatski tijek, Sto je jedna
od najvecih zapreka u kontroli spolno prenosivih infekci-
ja, posebno u zemljama u kojima se rutinski ne registriraju
partneri osoba kojima je dijagnosticirana jedna od ovih in-
fekcija. Lako dostupni dijagnosticki testovi koji omoguéu-
ju brzu i efikasnu terapiju asimptomatskih bolesnika mo-
gu smanijiti prevalenciju, sprijeCiti komplikacije i reducira-
ti incidenciju infekcija HIV-om, Ciji prijenos ove infekcije
olakSavaju. DijagnostiCki testovi takoder imaju vaznu ulo-
gu u smanjivanju nepotrebne terapije u bolesnika sa sin-
dromom spolno prenosivih bolesti, a koji nisu uzrokovani
ovim bakterijama.

Nacin odabira dijagnostickih testova trebao bi ovisiti o nji-
hovoj osjetljivosti i specificnosti. Opéenito, ako je lijecenje
jeftino, a nuspojave rijetke, odabiru se testovi koji imaju vi-
soku osjetljivost, dok specificnost tih testova nije presud-
na. Takoder bi trebalo uzeti u obzir prevalenciju infekcija u
ciljnoj populaciji. Ako je prevalencija niska, a test nije viso-
ko specifi¢an, zbog znacajnog postotka lazno pozitivnih re-
zultata Cesta je nepotrebna primjena antibiotske terapije.
Razvijeni su matematicki modeli koji mogu pomoéi u pred-
vidanju utjecaja i isplativosti brzih testova koji imaju razli-
Gitu osjetljivost i specificnost, te se na taj nacin moze odre-
diti koji su testovi najbolji za pojedinu populaciju (4).

U daljnjem tekstu bit ¢e prikazana dijagnostika najéeséin
spolno prenosivih bolesti u uzem smislu.

Chlamydia trachomatis

Klamidije su bakterije koje su obligatni intracelularni para-
ziti s jedinstvenim razvojnim ciklusom. Zbog toga ne mogu
rasti na umjetnim hranjivim podlogama, nego se uzgajaju
na stani¢noj kulturi.

Uloga Chlamydia (C.) trachomatis kao uzro¢nika nekompli-
ciranih i kompliciranih genitalnih infekcija poznata je od
ranih 70-ih godina proSlog stoljeéa. Kasnih 70-ih i ranih
80-ih vect su bile prepoznate razlicite klinicke manifestaci-
je i komplikacije klamidijskih infekcija (mehanic¢ka neplod-
nost, izvanmaterni¢na trudnoca) (3).

Za dijagnostiku klamidijskih infekcija kultura je godinama
bila “zlatni standard”. Naime, zbog direktne vizualizacije
inkluzija koje imaju karakteristicnu morfologiju, ima 100%-
-tnu osjetljivost. U odnosu na kulturu procjenjivani su osta-
li testovi: test direktne imunofluorescencije, enzimski imu-
noesej i razliciti brzi lateksni aglutinacijski testovi (5).

Pocetkom devedesetih godina pojavili su se na trzistu ra-
zli¢iti molekularni testovi: najprije oni bazirani na hibridiza-
ciji nukleinskih kiselina, a nesto kasnije i testovi bazirani
na amplifikaciji nukleinskih kiselina (nucleic acid amplifica-

tion tests — NAATs ) (5, 6). Osjetljivost i specificnost amplifi-
kacijskih testova je izmedu 95-98%, Sto je znacajno viSe u
odnosu na kulturu, ¢ija je osjetljivost oko 70% (5, 6). Osim
toga, ovi testovi imaju i druge prednosti u odnosu na kul-
turu: ne zahtijevaju stroge uvjete transporta, mogu se ra-
biti neinvazivni uzorci, kao urin umjesto obriska uretre, po-
stupci su standardizirani, postupak traje nekoliko sati i da-
nas je u velikoj mjeri automatiziran, moguce je obraditi ve-
lik broj uzoraka u kratkom vremenu.

U pocetku su veliki nedostatci ovih testova bili moguénost
kontaminacije uzoraka i osjetljivost na inhibitore PCR-a ko-
ji se Cesto nalaze u uzorcima (krv, sluz, vitamini, minera-
li). Automatizacijom procesa izolacije, ali i amplifikacije i
detekcije, moguénost kontaminacije je uklonjena, a nove
generacije testova smanjeno su osjetljive na inhibitore u
uzorcima (7, 8).

Veéina ovih testova istodobno detektira oba gore spo-
menuta najceS€a uzrocnika spolno prenosivih infekcija —
Chlamydia trachomatis i Neisseria gonorrhoeae (9, 10).

Od hibridizacijskih testova za dijagnostiku Chlamydiae tra-
chomatis i/ili Neisseriae gonorrhoeae najceSée se rabi
Hybrid Capture 2 (Digene, SAD). Test se bazira na tekuéin-
skoj hibridizaciji i amplifikaciji signala (11).

Od testova baziranih na amplifikaciji nukleinskih kiselina
(NAATs) najceSce se izvode razliciti PCR-testovi. Najcesci
komercijalni testovi bazirani na PCR-tehnologiji su COBAS
AMPLICOR™ Chlamydia trachomatis test i COBAS AMPLI-
COR™ Neisseria gonorrhoeae test (Roche Diagnostics,
SAD) (12-14).

Nova generacija testova bazirana na PCR-tehnologiji jesu
PCR-testovi u realnom vremenu (real-time PCR). Osnovni
princip ovih testova je da se istodobno zbivaju i amplifika-
cija i detekcija. Komercijalni testovi bazirani na PCR-me-
todi u realnom vremenu su COBAS Tagman RealTime CT
test (Roche Diagnostics, SAD) i Abbott RealTime™ CT test,
Abbott RealTime™ CT/NG test (Abbott Diagnostics, SAD),
RealArt™ C. trachomatis PCR test (Qiagen, Njemacka) (15,
16).

Osim amplifikacijskih testova baziranih na PCR-tehnologi-
ji postoje i testovi koji se temelje na amplifikaciji potaknu-
toj transkripcijom (TMA) i tehnologiji izmjene lanaca (SDA).
NajceSce upotrebljavani testovi bazirani na ovoj tehnolo-
giji su APTIMA Combo 2 test (AC2) (Gen-Probe Inc., SAD),
odnosno ProbeTec Strand Displacement Assay (SDA) (Bec-
ton Dickinson, SAD), koji je takoder u realnom vremenu
(17-19).

Svi serovari Chlamydiae trachomatis sadrzavaju velik broj
kopija kriptiCkog plazmida te se on zbog toga rabi kao ciljna
sekvenca vecine komercijalnih dijagnostickih testova (12-
14). Medutim, 20086. godine u Svedskoj je otkrivena nova
varijanta Chlamydiae trachomatis (nvCT) koja ima deleci-
ju 377 bp u ORF-1 dijelu plazmida koji je ciljna regija slje-
decih testova baziranih na amplifikaciji nukleinskih kiseli-
na (NAATs): Cobas Amplicor, Cobas Tagman48 (Roche Dia-
gnostics, SAD) i Abbott m2000 (Abbott Diagnostics, SAD)
(20-23). Kao posljedica toga ovi testovi daju lazno negativ-
ne razultate u populaciji koja je zarazena nvCT-om. Testo-
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vi koji kao ciljnu sekvencu rabe druge dijelove genoma C.
trachomatis detektiraju i nvCT. To su sljedeéi testovi: AP-
TIMA Combo 2 (AC2) (ciljna sekvenca rRNA), zatim RealArt
CT Test (cilina sekvenca omp-gen i kripticki plazmid) i SDA
(ciljna sekvenca druga regija kriptickog plazmida).

Ova varijanta C. trachomatis proSirena je u Svedskoj; pro-
cjenjuje se da se prevalencija krece izmedu 10% i 66%,
ovisno o regiji (20, 21). Medutim, nvCT je u drugim zemlja-
ma naden vrlo rijetko (24-26). Preliminarna istrazivanja po-
kazala su da se radi o identicnom genotipu. Smatra se da
je visoka proSirenost ovog soja u évedskoj nastala pod pri-
tiskom selekcije, s obzirom na to da je Amplicor (Roche)
bio gotovo jedini test koji se rabi diljem Svedske.

Neisseria gonorrboeae

Neisseria (N.) gonorrhoeae bila je jedan od najéeSéih bak-
terijskih uzroénika spolno prenosivih bolesti, no, uvode-
njem antibiotika te, poglavito u razvijenijim zemljama, uce-
stalost gonoreje snizena je u usporedbi s prvom polovicom
20. stoljeca, odnosno u uporedbi s nerazvijenim zemlja-
ma niZega socijalnog i ekonomskog standarda (v. ¢lanak
0 gonoreji).

MikrobioloSka dijagnostika je obvezna za dijagnostiku go-
noreje. S obzirom na to da je inkubacijski period kratak,
a infektivnost uzro¢nika visoka, u kontroli Sirenja infekci-
je i spreCavanja komplikacija vazna je brza dijagnostika te
adekvatno lijecenje.

Kod muskaraca sa simptomima uretritisa (dizuricne smet-
nje, iscjedak iz uretre), direktni mikroskopski preparat bo-
jen po Gramu ili metilenskim plavilom omogucuje postav-
ljanje presumptivne dijagnoze u istom danu. Osjetljivost
ove metode u simptomatskih muskaraca kre¢e se od 83
do 96%, a specificnost od 95 do 99%. Medutim, osjetlji-
vost preparata iz obriska cerviksa mnogo je niza i krece se
od 23 do 65%, a specificnost od 88 do 100% (27).

Klasi¢na laboratorijska dijagnostika Neisseriae gonorrho-
eae predstavlja izazov jer je ova bakterija vrlo osjetljiv i za-
htjevan mikroorganizam te je potrebno zadovoljiti stroge
uvjete transporta i obrade uzorka. Najbolje je uzorak uzi-
mati u laboratoriju tako da se odmah nakon uzimanja mo-
Ze nasaditi na selektivne hranjive podloge. Ako to nije mo-
guce, uzorak treba staviti u jednu od transportnih podloga,
medutim, vrijeme transporta ne bi smjelo biti duze od 6 sa-
ti. Metoda kultivacije traje od 48 do 72 sata (28, 29).

Svi molekularni testovi opisani kod dijagnostike Chlamy-
diae trachomatis, osim odvojenog testiranja Chlamydiae
trachomatis ili Neisseriae gonorrhoeae, nude moguénost
istodobne detekcije obaju uzro€nika (9-12). Zbog visoke
osjetljivosti ovih metoda njima se kod diseminirane gono-
kokne infekcije mogu dijagnosticirati gonokoki iz koznih le-
zija i zglobne tekuéine. Naime, zbog malog broja uzro¢nika
u ovim uzorcima, direktni preparat i kultura nisu dovoljno
osjetljivi. Iz istog razloga molekularne metode rabe se za
dijagnostiku infekcija u asimptomatskih osoba te iz nein-
vazivnih uzoraka koji sadrzavaju nizu koncentraciju uzroc-
nika (npr. urin) (30).

Kultura ostaje i dalje nezaobilazna metoda u laboratoriji-
ma koji nemaju molekularnu dijagnostiku, kao i za odredi-
vanje osjetljivosti na antibiotike (posebno u podrucjima ko-
ja imaju visoku rezistenciju).

Genitalne mikoplazme

0d velikog broja razli¢itih mikoplazma, u genitalnom i res-
piratornom traktu nalazimo 16 razlicitih vrsta. Kao genital-
ne mikoplazme najcesSce se navode Mycoplasma (M.) ho-
minis, Mycoplasma genitalium, Ureaplasma (U.) urealyti-
cum i Ureaplasma parvum (31).

Smatra se da su genitalne mikoplazme povezane s razli-
¢itim infekcijama genitourinarnog trakta, poremecajima
funkcije reproduktivnog trakta, kao i s morbiditetom i mor-
talitetom u novorodencadi.

Zahvaljujuéi velikoj ucestalosti genitalnih mikoplazma u
zdravih osoba, tesko je dokazati njihovu ulogu u etiologi-
ji mnogih bolesti. Osim toga, izolacija M. genitalium vrlo je
zahtjevna i dugotrajna te je tek pojava molekularnih tehni-
ka omogucila detekciju ove bakterije u dijagnostici infekci-
ja, kao i u istrazivacke svrhe.

M. hominis, U. urealyticum i U. parvum mogu se uzgaja-
ti u tekuéim i na krutim hranjivim podlogama koje mora-
ju biti obogacene svjezim ekstraktom kvasca i konjskim
serumom (32). Medutim, optimalna izolacija mikoplazma,
kao i C. trachomatis, zahtijeva stroge uvjete transporta i
pohrane. Danas postoje molekularni testovi koji osim M.
genitalium detektiraju i ove mikoplazme; medu njima i te-
stovi koji detektiraju razlicite mikoplazme u jednoj reakci-
ji (multiplex PCR) (33). Zbog teskoca u izolaciji M. genita-
lium, molekularni testovi su glavni nacin dijagnostike ove
bakterije. U ovom trenutku postoje razli¢iti in house PCR-
-testovi (konvencionalni i PCR-testovi u realnom vremenu)
za dijagnostiku M. genitalium. Ovi PCR-testovi razlikuju se
u ciljnim sekvencama, izolacijskim tehnikama, detekcij-
skim metodama nakon amplifikacije, provodenju interne
kontrole te stoga imaju razlicitu osjetljivost i specificnost
(34-38). Stoga se podaci dobiveni u razliitim istrazivaniji-
ma tesko mogu usporedivati. Nedavno su razvijeni mole-
kularni testovi za detekciju genitalnih mikoplazma iz uri-
na koji se baziraju na kombinaciji PCR-metode i hibridiza-
cije u mikrotitarskoj plocici (39). Kao alternativnu metodu
PCR-u, Gene-Probe Inc. (San Diego, CA) razvio je TMA-test
za detekciju M. genitalium. Ciljna sekvenca u ovom testu
je rRNA, molekula koja ima multiple kopije u svakoj stani-
ci. Na taj nacin povecana je osjetljivost ovog testa u odno-
su na PCR (37, 38).

TagMan PCR-test koji omogucuje detekciju i kvantifikaci-
ju, evaluiran je osim za M. genitalium i za ostale genitalne
mikoplazme (40).

Izbor optimalnog uzorka moze varirati ovisno o metodi izo-
lacije (sample preparation method) koja se rabe u pojedi-
nom laboratoriju. U jednom velikom istrazivanju prvi mlaz
urina, kao i kod C. trachomatis, pokazao se boljim uzor-
kom od obriska uretre. Medutim, ovaj nalaz moze biti sa-
mo odraz veée koli¢ine uzorka koji se rabio za izolaciju.
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Kod Zena, uzimanje viSe uzoraka odjednom (npr. cervikal-
nog obriska i urina) mozZe povecati osjetljivost testa.

Za sada ne postoje komercijalni testovi koji imaju odobre-
nje Americke uprave za hranu i lijekove (FDA) ili koji zado-
voljavaju europske standarde kvalitete (CE), iako su testo-
vima za istraZivanje postignuti obec¢avajuéi rezultati. Vjero-
jatno Ce se uskoro ovakvi testovi pojaviti na trzistu, a do ta-
da je vazno da rutinski dijagnosticki laboratoriji aktivno su-
djeluju u programima vanjske kontrole kvalitete rada, ra-
beci klinicke uzorke, prije nego molekularne metode poc-
nu rabiti za rutinsku dijagnostiku.

Trichomonas vaginalis

Trichomonas vaginalis jedan je od najéeSéih uzrocnika va-
ginitisa (uz Candidu spp. i bakterije koje dovode do bak-
terijske vaginoze). Trihomonijaza je najcesc¢a parazitarna
spolno prenosiva bolest u svijetu. Osim vaginitisa u zena
uzrokuje cervicitis i uretritis te moze dovesti do preranog
poroda. U muskaraca uzrokuje uretritis, prostatitis, medu-
tim, infekcija je najceSée asimptomatska (40-42) (v. Cla-
nak o trihomonijazi u ovom broju).

Tradicionalne metode dijagnostike Trichomonasa vaginali-
sa baziraju se na dokazivanju uzro€nika u sekretima iz ge-
nitalnog trakta nativnim mikroskopskim preparatom ili kul-
turom. Za obje metode potreban je vijabilan mikroorgani-
zam, S§to zahtijeva mikroskopiranje, odnosno nasadivanje
uzorka neposredno nakon uzimanja ili stroge uvjete tran-
sporta u nekom od transportnih medija (43). Uz sve to obje
metode imaju nisku osjetljivost, posebno nativni preparat
(~30%) (44-46).

Danas postoje razliciti in house i komercijalni testovi bazi-
rani na amplifikaciji nukleinskih kiselina koji su se u klini¢-
(APTIMA Trichomonas vaginalis ASR, Gen-Probe Inc., SAD),
metoda amplifikacije potaknute transkripcijom (46-48).
Ocekuje se da ¢e uskoro dobiti odobrenje Americke upra-
ve za hranu i lijekove (FDA) za uporabu u rutinskoj dijagno-
stici. Postoje i testovi koji se u ovom trenutku rabe u istra-
Zivanjima. To su PCR-testovi u realnom vremenu (BTUB
PCR, Roche Diagnostics, SAD i Trichomonas vaginalis Re-
al-TM, Sacace Biotechnologies, Italija) (49).

Humani papilomavivusi

Infekcija humanim papilomavirusima (HPV) najceSca je
spolno prenosiva infekcija (50, 51). To su DNK-virusi ko-
ji pokazuju afinitet za plocasti epitel. Prirodni tijek infek-
cije najcesScée je supklinicki s rijetkim, ali ozbiljnim poslje-
dicama.

Najvaznija posljedica infekcije HPV-om je karcinom vrata
maternice, kojemu prethode premaligne lezije, po Richar-
dovoj klasifikaciji nazvane cervikalna intraepitelna neopla-
zija (CIN) (52-55).

Probir (screening) za karcinom vrata maternice tradicional-
no je baziran na citoloskoj detekciji premalignih promjena,

koje se relativno lako lijeCe, bez ozbiljnijih posljedica na re-
produktivno zdravlje. S obzirom na uzro¢nu vezu perzisten-
tnih infekcija genotipovima visokog rizika HPV-a (hrHPV) i
karcinoma vrata maternice, zaklju¢eno je da uvodenje te-
stova za detekciju hrHPV-a moze poboljsati algoritam za
screening karcinoma vrata maternice (56-58).

U ovom trenutku indikacije za primjenu ovog testa su ove:

1. kao primarni screening uz dodatak citologiji za Zene
iznad 30 godina;

2. za pracenje Zena svih dobnih skupina Cija je citoloSka
dijagnoza ASC-US (Atypical Squamous Cells of Undeter-
mined Significance);

3. te za pracenje Zena nakon konizacije, odnosno kirurskog
lijeCenja zbog CIN-a ili invazivnog karcinoma. U praéenju
ovih Zena testiranje hrHPV-a pokazalo se osjetljivijom
metodom nego citologija (59, 60).

HPV se razmnoZavaju u terminalno diferenciranim epitel-
nim stanicama i zato se ne mogu uzgajati u stani¢noj kul-
turi (61). Zbog toga se danas svi testovi za dijagnostiku
HPV-a baziraju na detekciji virusne nukleinske kiseline
(62). Razvijeni su brojni testovi za dijagnostiku HPV-a koji
rabe razlicite molekularne metode. Svaki od njih ima pred-
nosti i nedostatke te indikacije za koje je namijenjen. Mo-
gu se podijeliti na razlicite nacine:

1. ovisno o metodi: na amplifikacijske i hibridizacijske;

2. ovisno o tome da li samo detektiraju prisutnost hrHPV-
-a ili se njima odreduje pojedini genotip: na detekcijske
i genotipizacijske;

3. ovisno o tome da li samo detektiraju prisutnost virusa
ili se njima odreduje i koli¢ina virusa: na kvalitativne i
kvantitativne;

4. te jesu li testovi komercijalni ili in house.

Za screening u klinickim laboratorijima najceSce se rabe
komercijalni kvalitativni testovi namijenjeni za detekciju
genotipova visokog rizika:

a) hibridizacijski testovi s amplifikacijom signala (Digene
Hybrid Capture Test, Digene, SAD);

b) testovi bazirani na amplifikaciji nukleinskih kiselina
(Amplicor HPV Test, Roche Diagnostics, SAD).

Digene Hybrid Capture Test temelji se na metodi tekucin-
ske hibridizacije. To je trenutacno jedini test za dijagno-
stiku infekcije HPV-om koji uz zadovoljavanje europskih
standarda kvalitete (CE) ima odobrenje Americke uprave
za hranu i lijekove (FDA) za uporabu u rutinskoj dijagnosti-
ci. Tim testom obuhvaéeno je 13 genotipova visokog rizika
(16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68) i 5 ge-
notipova niskog rizika (6, 11, 42, 43, 44). |dentifikacija po-
jedinoga genotipa nije moguca. Ovim testom detektira se
¢ak 1 pg HPV DNK/ml; njegova osjetljivost i specificnost
gotovo se mogu usporedivati s PCR-om. Prednost ovog te-
sta je relativno jednostavna izvedba i dobra reproducibil-
nost rezultata (63).

Amplicor HPV Test baziran je na kombinaciji amplifikacije
nukleinskih kiselina (PCR) i hibridizacije. Ciljna sekvenca
je dio gena L1 koji omoguéuje umnoZavanje Sirokog spek-
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tra genotipova u jednoj reakciji, a nakon toga slijedi hibridi-
zacija. To je prvi komercijalno dostupan PCR-test za detek-
ciju HPV-a koji detektira istih 13 genotipova visokog rizika
kao i Digene. Takoder ima CE certifikat kvalitete za upora-
bu u rutinskoj dijagnostici (64).

Genotipizacija HPV-a omogucuje to¢nu identifikaciju jed-
nog ili viSe genotipova prisutnih u uzorku. Uglavnhom se ra-
bi za razli¢ita istrazivanja, npr. za epidemioloska istrazi-
vanja zastupljenosti pojedinih genotipova u odredenoj po-
pulaciji. U klinickoj primjeni mogli bi se rabiti za dokaziva-
nje perzistencije. Za genotipizaciju se uglavnom rabe ra-
zli¢iti in house testovi koji se baziraju na amplifikaciji ra-
zli¢itim grupno specificnim primerima (65-67). Nakon to-
ga slijedi analiza produkta amplifikacije razli¢itim metoda-
ma: hibridizacijom sa specijes-specificnim probama, meto-
dom polimorfizma restrikcijskih fragmenata (RFLP-analiza)
te sekvencioniranje (68-70). NajceS¢e upotrebljavani ko-
mercijalni genotipizacijski testovi su Inno-Lipa Array HPV
Genotyping Test (Innogenetics, Belgija) koji omoguéuje ge-
notipizaciju 16 razli¢itih genotipova i Linear Array HPV Ge-
notyping Test (Roche Diagnostics, SAD) koji omogucéava di-
jagnostiku ¢ak 37 genotipova.

Litevatura

Takoder je moguce tipizirati istodobno za vrijeme amplifi-
kacije, npr. testovi prilagodeni za aparate Tagman i Light-
Cycler, Roche Diagnostics.

Nedavno su razvijene kvantitativhe metode za detekciju
HPV-a bazirane na Luminex suspension array tehnologjji.
Detekcija produkta nakon PCR-reakcije sa grupno speci-
ficnim primerima (GP5+/6+) zbiva se hibridizacijom s tipno
specificnim probama koje su vezane na polistirenske kugli-
ce obiljeZzene fluoresceinom. Ovim testom moguca je isto-
dobna detekcija vise od 100 razliCitih genotipova (71, 72).

Zakliucak

Danas se dijagnostika spolno prenosivih infekcija sve vi-
Se temelji na metodama molekularne biologije koje u od-
nosu na klasi¢ne metode imaju znacajno vecu osjetljivost
i specificnost te postaju “zlatni standard” za vecinu ovih
infekcija. Primjena suvremene dijagnosticke metodologije
osnovni je “imperativ” zdravstvenog sustava drustva koje
tezi napretku!
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