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SAZETAK. Cilj rada. Opéa pojavnost infekcije HPV nije poznata, ali je kao najces¢a spolno prenosiva bolest nazo¢na u
20 do 40% spolno aktivnih zena. Poznato je da se HPV za sada ne moze posve iskorijeniti niti jednim poznatim lijecenjem.
Sukladno brojnim literaturnim izvje$¢ima, ocevidna je povezanost HPV (human papilloma virus) s razvojem raka vrata
maternice. Uzevsi u obzir te ¢injenice, neupitna je vaznost sprjecavanja, odnosno ucinkovitog lijecenja genitalnih infekcija
u zena. Metode. U razdoblju od svibnja 2001. do svibnja 2002. u Ginekoloskoj poliklinici Op¢e zupanijske bolnice Pozega
lije¢eno je ukupno 66 bolesnica s HPV povezanim promjenama u citoloskom obrisku vrata maternice i/ili kroni¢cnom
upalom donjeg genitalnog trakta. U svih bolesnica uzet je endocervikalni obrisak za mikrobiolosku pretragu te identifika-
ciju, odnosno tipizaciju HPV metodom PCR. Rezultati. Od ukupno 66 bolesnica 37 (56,06%) ih je bilo HPV pozitivno.
Medu tim bolesnicama u 19 njih (51,35%) naden je HPV-16, u 15 (40,54%) HPV neodredenog tipa, u 2 (5,41%) HPV-33,
au 1(2,70%) bolesnice HPV-6, -11. Od svih 66 bolesnica, samo ih je 15 (22,73%) imalo sterilan mikrobioloski endocer-
vikalni obrisak, od ¢ega ih je 11 (73,33%) bilo HPV pozitivno. Sve ostale bolesnice imale su mikrobioloski potvrdenu
kolonizaciju te su ciljano lije¢ene antibioticima. U 3 (5,88%) bolesnice nadena je ponovna infekcija, te je lijecenje ponovljeno
prikladnijim antibiotikom. Bile su 24 (36,36%) nulipare, od kojih je 16 (66,67%) bilo HPV pozitivno. Najmlada bolesnica
imala je 19 godina, a najstarija 75. U skupini do 19 godina bile su 2 bolesnice, od kojih je 1 (50,00%) bila HPV pozitivna.
U skupini od 20-29 godina bilo je 26 bolesnica od kojih 15 (57,69%) HPV pozitivno. U skupini od 30-39 godina bile su
22 bolesnice, od kojih je 13 (59,09%) bilo HPV pozitivnih. U skupini od 4049 godina bilo je 10 bolesnica, od kojih je 5
(50,00%) bilo HPV pozitivno. U skupini od 50 i vise godina bilo je 6 bolesnica od kojih je 3 (50,00%) HPV pozitivno.
Zakljucak. Otkrivanje i lijecenje cerviko-vaginalnih infekcija, posebice one HPV-om, moze sprijeciti razvoj neoplazija
vrata maternice.
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SUMMARY. Objective. The prevalence of HPV infection is unknown, but HPV infection, as most common sexually
transmitted disease, occurs in 20-40% sexually active women. It is the fact that HPV, up to now, cannot be completely
eradicated by any known therapy. According to recent literature reports, the HPV infection obviously correlates with
developing of cervical cancer. Knowing these facts, the importance of the prevention of infections of lower genital tract is
easily understandable as well as proper treatment. Methods. Between May 2001 and May 2002 at Gynecological Polyclinic
of Pozega County General Hospital 66 women with HPV suspect Pap smear or with chronic and peristent inflammation of
lower genital tract were treated. In all of them endocervical smear for microbiological analysis was taken, as well as
endocervical cyto-brush for HPV DNA identification by PCR method. Results. From all 66 patients, 37 (56.06%) were
HPV positive. In 19 (51.35%) of them HPV-16 was found, in 15 (40.54%) there was HPV of undetermined type, in 2
(5.41%) HPV-33, and in 1 (2.70%) HPV-6. Among all patients, only in 15 (22.73%) of them no microbiological agent was
isolated; out of these, 11 (73.33%) were HPV positive. All other patients with proven infection of lower genital tract were
specifically treated with antibiotics. Recurrent infection occurred in 3 (5.88%) patients, and treatment was repeated with
other suitable antibiotics. Nulliparae were 24 (36.36%), out of which 16 (66.67%) were HPV positive. The youngest
patient was 19, and the oldest 75 years old. In the group to 19 years old there were 2 patients and 1 (50.00%) was HPV
positive. In the 20-29 years old group there were 26 patients, out of them 15 (57.69%) were HPV positive. In the 30-39
years old group there were 22 patients, out of them 13 (59.09%) were HPV positive. In the 40-49 years old group there
were 10 patients, out of them 5 (50.00%) were HPV positive. In the group 50 and older, there were 6 patients, out of them
3 (50.00%) were HPV positive. Conclusion. The detection and a treatment of cervico-vaginal infections, especially of
those with HPV, may prevent the development of the neoplasia of uterine cervix.

Epidemiologija ta, a po ucestalosti ga nadmasuje samo rak dojke. Naime,
raka vrata maternice svjetske statistike biljeze oko 60 bolesnica s rakom dojke

te oko 50 bolesnica s rakom vrata maternice na 100.000

Rak vrata maternice danas je drugi najéesci zloudni ~ Zena; od njih ¢e polovica umrijeti usprkos najsuvreme-
tumor zenske populacije u gotovo svim dijelovima svije-  nijeg lije¢enja. Primjerice, iako je danas moguce lijeciti
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vise od 95% bolesnica s rakom vrata maternice, u Sjedi-
njenim Drzavama godi$nje umire njih oko 80.000. Pro-
sjecna pojavnost raka vrata maternice u svijetu krece se
6—-12%, $to ¢ini 35-75% svih zlo¢udnih tumora Zensko-
ga spolnog sustava, a godi$nje se na 100.000 zena biljezi
30-35 novootkrivenih bolesnica. Tijekom zivota od raka
vrata maternice obolijeva oko 4% zena, najc¢esce u dobi
izmedu 30—49 godina. Vec¢inom se javlja nakon 25 go-
dina, s vrhuncem pojavnosti izmedu 48 i 55 godina, a
medijan dobi u vrijeme dijagnoze je oko 51,5 godina.
Kod CIS-a je dob bolesnica u vrijeme dijagnoze znatno
niza, te se javlja ve¢ nakon 20 godina zivota, a najcesce
izmedu 25. 1 39. godine.'*

Godisnje se u Hrvatskoj biljezi oko 960 novih bole-
snica od raka vrata maternice, od ¢ega se u polovice radi
o preinvazivnom obliku. Prema novijim podacima, rak
vrata maternice u Hrvatskoj ¢ini 6% svih novootkrive-
nih zlo¢udnih tumora u Zena, odnosno gotovo 1/3 svih
ginekoloskih karcinoma, $to godisnje iznosi 15,3 novih
sluc¢ajeva na 100.000 zena. Pojavnost invazivnog raka
vrata maternice u Hrvatskoj neprekidno se smanjuje od
1970-tih godina uz postupno snizenje mortaliteta, dok je
pojavnost preinvazivnog raka tijekom istog razdoblja u
znatnom porastu, razmjerno brzem od smanjenja pojav-
nosti invazivnog raka. Specifi¢ni mortalitet od raka vrata
maternice u Hrvatskoj iznosi 4,3 §to je oko 6 puta manje
od raka dojke, odnosno 3 puta manje od raka bronha, a
najvisi je u zena dobi 60 i vise godina.'™*

Nastanku invazivnog raka vrata maternice prethode
cervikalne intraepitelne neoplazije (CIN 1-3), odnosno
skvamozne intraepitelne lezije te preinvazivni oblik kar-
cinom in situ (CIS). Kod CIS je dob bolesnica u vrijeme
dijagnoze znatno niza, te se javlja ve¢ nakon 20 godina
zivota, a najcesce izmedu 25. 1 39. godine kao posljedica
sve ranijeg pocetka spolne aktivnosti (seksarhe). Napre-
dovanje displazije do CIS traje kod lakih displazija oko
7 godina, kod srednje teskih displazija oko 3 godine, a
kod teskih displazija oko 1 godinu; napredovanje CIS u
invazivni rak vrata maternice traje 5-10 godina, iako to
razdoblje moze biti dulje ili krace.>®

Zahvaljujuci jednostavnosti i pouzdanosti probira Papa-
testom rak vrata maternice moguce je otkriti u pretkli-
nickom stadiju (CIS) kada jo§ nema izrazenih simptoma
bolesti, a 100%-tno izlje¢enje moguce je jednostavnim i
postednim kirur§kim zahvatom, konizacijom. Nasuprot
tome, uznapredovali rak vrata maternice iziskuje radikal-
no kirursko lije¢enje (Wertheimova operacija, zdjeli¢éna
eksenteracija), te radio- i kemoterapiju sa svim neugodnim
nuspojavama i kasnijim posljedicama. Stoga, otkrivanje
raka vrata maternice u pocetnoj fazi bolesti znaci ne samo
potpuno izljecenje i spasen zivot, nego i potpuno o¢uvanje
tjelesnog integriteta bolesnice uz normalan nastavak spol-
nog zivota, te ocuvanje njezine reprodukcijske sposob-
nosti.

Iako tocan mehanizam nastanka raka vrata maternice
do danas nije posve razjasnjen, jasno su utvrdene rizicne
skupine pucanstva i pospjesujuci ucinci, primjerice pro-
miskuitet, virusne infekcije, pusenje i sl. Brojna epide-
mioloska istrazivanja pokazala su, primjerice, da je rak

vrata maternice naj¢es¢i u zena niskoga socijalnoeko-
nomskog statusa, zatim onih koje su rano stupile u spol-
ne odnose, imale velik broj spolnih partnera, rano zacele,
te imale ve¢i broj poroda i/ili pobacaja. Prostitutke su se
pokazale osobito vaznim izvorom papilomavirusa covje-
ka (HPV) visokog rizika, a takoder je potvrdena uloga
muskaraca kao vektora HPV odgovornih za nastanak raka
vrata maternice. Naime, utvrdeno je da broj spolnih part-
nerica tijekom zivota, posebice prostitutki i detekcija
HPV u penisu muskaraca nose rizik za izlozenost njiho-
vih supruga infekciji HPV iraku vrata maternice. Muskar-
ci koji su naveli velik broj spolnih partnerica uvelike su
dokazani vektori HPV visoka rizika, ¢ime svoje supruge
stavljaju u skupinu visoka rizika za nastanak raka vrata
maternice. Rizik razvoja raka vrata maternice takoder je
malo veéi u zena koje zive s muzevima ¢ije su bivse
supruge imale rak vrata maternice.”"!

Uloga HPV u nastanku
i razvoju raka vrata maternice

Danas je nedvojbeno utvrdena vaznost HPV kao glav-
nog ¢imbenika i promotora u razvoju neoplazija vrata
maternice. Od kako je Zur Hausen prvi put 1976. godine
ustanovio mogucu ulogu HPV u etiologiji plocastog kar-
cinoma vrata maternice, te objavio hipotezu o HPV kao
jednom od uzroc¢nih ¢initelja raka vrata maternice, u Re-
publici Hrvatskoj takoder poc¢inje zanimanje za prouca-
vanje utjecaja HPV na cervikalnu intraepitelnu neopla-
ziju.”"2¢ Do danas je u svijetu brojnim epidemioloskim
istrazivanjima potvrdeno kako su odredeni tipovi HPV
Cinitelji raka vrata maternice. Naime, nazocnost DNA
HPV u bioptickom materijalu raka vrata maternice u
preko 90%, kao i rezultati brojnih eksperimentalnih istra-
zivanja, uvelike doprinose potvrdi Zur Hausenove hipo-
teze. 3

Infekcija HPV je spolno prenosiva bolest nazo¢na u
20 do 40% spolno aktivnih zena. Tako je, primjerice,
najvecéa ucestalost HPV infekcija u zena u dobi od 20 do
25 godina, te se krece od 10 do 20%, dok se ucestalost
znatno smanjuje nakon dobi od 35 godina, na 1,5 do
3,5%.2514153132 Osim toga, u gotovo 50% intraepitelnih
neoplazija vrata maternice moze se dokazati infekcija
HPYV, iako oko 60% zena s infekcijom HPV ima norma-
lan citoloski nalaz i nema klinicke znakove upale.

Prema riziku nastanka preinvazivnih promjena i raka
vrata maternice, odnosno prema onkogenom djelovanju,
HPV se dijele na tipove niskog rizika (6, 11 i ostali), te
visokog rizika (16, 18 i ostali). Pri tome su HPV-61 -11
¢esti kod neneoplasti¢nih condylomata accuminata i sla-
bog su onkogena potencijala, ako se ne promijene ili ne
povezu s jakim suciniteljima, dok su HPV-16 1 -18 (a
rjede -31, -34, -35) cesti kod CIN, te invazivnog raka
vrata maternice.”'**

Poznato je, nadalje, da su bolesnice s HPV visokog
rizika sklone brzem razvoju raka vrata maternice.?'***
Primjerice, iako prosje¢no vrijeme prijelaza displazije
vrata maternice u invazivni rak iznosi 5 do 7 godina,
Syrjanen i sur.*® iznose primjer visestruke infekcije HPV
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16/18 vrata maternice, u kojeg je CIN 1 progredirao u
invazivni rak vrata maternice za manje od 3 godine.

Trajna nazoc¢nost virusne DNA u vecéine bolesnica s
rakom vrata maternice, te ¢ak 1 u metastazama limfnih
¢vorova, pokazuje znacajnu ulogu HPV u odrzavanju
zlo¢udnog procesa.'*" Izuzetak je, medutim, rak svijetlih
stanica (»clear cell«) vrata maternice koji moze biti uzro-
kovan intrauterinom izlozenosc¢u dietilstrilbestrolu (DES),
ali moze nastati i bez njegovog utjecaja, te se javlja veé
u djecjoj dobi, kao i u spolno inaktivnih bolesnica (dje-
vice). Stoga je danas gotovo opce prihvaceno stajaliste
da HPV uzrokuje plocasti rak vrata maternice, vjerojatno
nema ploc¢astog raka vrata maternice bez HPV infekcije.
Prema nekim izvjes¢ima, HPV je nazoc¢an u 100% inva-
zivnih oblika raka vrata maternice, a eventualna manja
zastupljenost pripisuje se nedovoljno osjetljivoj tehnici
otkrivanja ili losoj kvaliteti uzorka.

Klini¢ka iskustva pokazuju da je vrat maternice sijelo
gdje nakon infekcije HPV nastaju zlocudne promjene
¢esée nego na stidnici, rodnici ili ¢émaru, moguce stoga
§to je na vratu maternice posebno ucestala infekcija HPV
visokog rizika, posebice tipa HPV-16. Takoder je usta-
novljeno'>**** da zbog infekcije HPV 2 do 3% mladih
nost epitela vrata maternice, Sto u Hrvatskoj iznosi njih
nekoliko desetaka tisuéa.

U Republici Hrvatskoj infekcija HPV je najzastuplje-
nija kod mladih zena, s vchuncem ucestalosti u 22. godi-
ni zivota, a u vecini slucajeva dolazi do spontanog samo-
izljecenja.!*1%173 Samo mali broj inficiranih Zena postaje
kroni¢ni nositelj virusa i upravo su one pod najveéim
rizikom od nastanka raka vrata maternice. Relativni rizik
od nastanka raka vrata maternice je oko 65 puta veéi u
HPV-pozitivnih zena u odnosu na HPV-negativne, a tako-
der je ustanovljeno da u zena s kronicnom HPV infek-
cijom postoji 200 puta veci rizik od progresije normal-
nog Papa-nalaza kod CIN 2 i/ili 3 u dvogodisnjem raz-
doblju u odnosu na HPV negativne zene.*!

Onkogeno djelovanje HPV

Prije gotovo ¢Eetvrt stoljeca nista se nije znalo o HPV,
jer se ti virusi tesko uzgajaju na stani¢nim kulturama ili
zivotinjama. Te poteskoce su prevladane kada je kloniran
virusni genom. Danas je molekularno klonirano i sekven-
cionirano preko 85 razlicitih, od kojih je preko 40 pove-
zano s promjenama u spolnome sustavu.®* Siroka primje-
na genoma HPV u eksperimentalnim i epidemioloskim
istrazivanjima omogucila je upoznavanje njihove bio-
loske naravi. HPV pripadaju porodici Papovaviridae ¢iji
se genom sastoji od dvoc¢lane molekule DNA veli¢ine
oko 8.000 parova baza (ili 8 kb). Infekcija HPV klinicki
se moze manifestirati kao latentna minimalno izrazena
infekcija (prisutna DNA HPV), te kao aktivna bolest, §to
ukljucuje genitalne kondilome, cervikalnu displaziju,
odnosno rak vrata maternice.

Glavna karakteristika HPV visokog rizika jest ugradnja
njihova genoma u genom stanice domacina, za razliku
od HPV niskog rizika ¢iji genom ostaje u episomalnoj
formi. Nakon ugradnje virusne DNA u genom stanice
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domacina, pojacana je ekspresija virusnih onkogena ES5,
E6 1 E7, te sinteza odgovarajucih proteina. Transfekcija
onkogenima E6 i E7 HPV visokog rizika moze humane
keratinocite u stani¢noj kulturi u¢initi »besmrtnima, a
njihov daljnji rast na masi kolagena ili u misje mladun-
¢adi moze proizvesti histoloske oblike gotovo identi¢ne
CIN-u 3.7

Proteini ES, E6 1 E7 na razlic¢ite nacine interferiraju s
normalnim mehanizmima kontrole stani¢ne diobe. Tako
E7 protein disocira kompleks proteina pRB tumor supre-
sora i faktora transkripcije E2F koji je aktivan u GO i G1
fazi stani¢nog ciklusa. Oslobodeni E2F aktivira ekspre-
siju gena regulatora stani¢nog ciklusa kao §to su c-myc,
timidin kinaza, te DNA polimeraza, a koji su potrebni za
ulazak u S fazu stani¢nog ciklusa. E7 protein nadalje
sprecava vezanje pRB za DNA, §to onemogucuje inhi-
biciju stani¢nog rasta preko pRB. Proteini E7 niskorizi¢-
nih HPV-61 -11 vezu se manjom prijemc¢ivoséu za pRB
od proteina E7 visokorizi¢nih HPV-16 i -18.34404!

Protein E6 HPV-16 i -18 stvara kompleks sa tumor
supresorom p53, te na taj nacin zapocinje njegovu raz-
gradnju. Inace, uloga proteina p53 jest odrzavanje integri-
teta stani¢nog genoma. Inaktivacija p53 putem E6 do-
vodi do nakupljanja genskih oSte¢enja i na taj nacin dopri-
nosi napredovanju tumora.*

Protein E5 stvara kompleks s p16 komponentom va-
kuolarne ATP-aze koja sudjeluje u unutarstanicnom zaki-
seljenju. Osim toga, on pojacava djelovanje epidermal-
nog faktora rasta (EGFR, engl. epidermal growth factor)
unutar stanice putem hiperfosforilacije njegovih recep-
tora ¢ime inhibira njihovu razgradnju. Smatra se da ES
takoder pridonosi inhibiciji lizosomske razgradnje EGFR
receptora.’!#

Dijagnostika HPV

HPV visokog rizika ima izraziti citopatogeni ucinak,
koji se citoloski i histoloski oc¢ituje nazo¢noscu koilocita
tj. epitelnih stanica s perinuklearnom citoplazmatskom
vakuolizacijom i pove¢anom jezgrom. Koilocitoza je zna-
¢ajno ucestalija u bolesnica s cervikalnom atipijom, a
kolilociti se danas, zbog promjena seksualnog ponasanja,
javljaju u sve mladih dobnih skupina zena.**

Ovisno o dobi inficirane bolesnice, sijelu i naravi in-
fekcije HPV, osjetljivost citologije kre¢e se 30 do 90%,
a kako bi se povecala dijagnosticka osjetljivost i poseb-
nost, uvedene su neke nove tehnike. Tako se, primjerice,
antigen povrsine virusa moze dokazati enzimskim imu-
noesejem (EIA, engl. enzyme-linked immunoassay); ovaj
antigen nazocan je u oko 50% HPV promjena, no rjede
ako je infekcija uzrokovana visokorizicnim HPV-16 i
-18. U novije vrijeme uvedena je i seroloska pretraga u
dijagnostici infekcija HPV (ELISA, engl. enzyme-linked
immunosorbent assay), a kao antigen rabi se kapsida pro-
teina L1234

Nadalje, kao $to je poznato, postoje mnoge metode
identifikacije 1 genotipizacije HPV, ve¢inom na temelju
detekcije virusnog genoma (DNA) ili produkata virusne
transkripcije (RNA). Te su metode temeljene na postup-
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cima hibridizacije koje ukljuc¢uju Southern blot, Northern
blot, tockastu hibridizaciju, Filter in situ hibridizaciju,
in situ hibridizaciju (ISH), Hybride Capture 11 (HC
IT).8134751 Razlicitost raspolozivih postupaka detekcije
omogucuje daljnji porast osjetljivosti tih metoda. Nada-
lje, virusna DNA 1 RNA takoder se moze otkriti metodom
lan¢ane reakcije polimerazom (PCR, engl. polymerase
chain reaction), u serijama selektivne i eksponencijalne
amplifikacije nukleinskih kiselina nazo¢nih u bioloskim
uzorcima.!6-19.20:52

Osjetljivost i posebnost ranije spomenutih metoda siro-
ko varira, te je stoga vrlo vazno razmotriti koja ¢e se
metoda primijeniti. Za analizu virusnog genoma, South-
ern blot hibridizacija odli¢na je metoda koja moze pruziti
kvalitetne podatke, koli¢inu i tip virusa, ali je skupa,
dugotrajna, te iziskuje obilne koli¢ine visoko proc¢is¢ene
DNA. Provedba detekcije HPV u programima probira
raka vrata maternice zahtijeva postupke visoke osjetljivo-
sti 1 posebnosti. Idealni testovi trebali bi biti jednostavni
za primjenu, ekonomski isplativi, te pouzdani u detekciji
klinicki suspektnih osoba.'*!®

Danas se siroko primjenjuju dvije metode podjednake
osjetljivosti i posebnosti; HC 2 te PCR. Dok HC 2 otkriva
18 najcescih 1 klinicki znacajnih tipova HPV jednostav-
nijim postupkom, PCR je potencijalno sposobniji u detek-
ciji svih mukoznih HPV.!#?3 Osim toga, PCR omogu-
¢uje tipizaciju pojedinih tipova HPV.!61720 [dentifikacija
preko 40 tipova HPV moze se takoder posti¢i tockastom
hibridizacijom primjenom multiplih, tipski specifi¢nih
podloga.?®

S obzirom na navedeno pri sumnji na infekciju HPV
vrlo je korisno radi procjene rizi¢nosti virusa i primjene
ucinkovitog lijecenja uciniti detekciju i/ili genotipizaciju
HPV (u daljnjem tekstu tipizaciju) metodama hibridiza-
cije ili PCR.»3*%7

Smatra se, nadalje, da se kombinacijom Papa-testa i
pretraga DNA HPV postize novcana usteda, jer negativ-
nost oba testa smanjuje potrebu za ¢es¢om kontrolom, te
se razmaci izmedu dvije kontrole mogu produziti i na
pet godina. Takoder se smanjuje potreba za dodatnom
ginekoloskom obradom (kolposkopija) u zena s blagim
citoloskim nenormalnostima, jer se one s HPV-negativ-
nim nalazom mogu uzeti u obzir kao niskorizicne, te je u
njih dovoljno ponoviti Papa-test nakon godinu dana. U
zena s ASCUS ili CIN 1, ako su HPV-pozitivne, valja
uciniti kolposkopiju i sukladno nalazu odabrati primjeren
nacin lijecenja.>3>%8

S obzirom na visoki udio mladih zena s HPV infek-
cijom, vazna je edukacija tih zena, kao i njihovih spolnih
partnera. Promicanje barijernih sredstava zastite (»safe
sex«), te pojacan zdravstveni nadzor ugrozenih skupina
(prostitutke, ovisnici o heroinu, HIV-pozitivne osobe),
trebaju doprinijeti dugoro¢nom programu suzbijanju in-
fekcija HPV, a time i raka vrata maternice. Sukladno
tome, detekcija virusa treba biti sastavnicom dijagno-
stickog postupka intraepitelnih neoplazija svih stupnjeva,
posebice u mladih Zena i nulipara, iako za sada ne i me-
toda Sirokog probira u opéoj populaciji zena. Prakti¢nu
ulogu tipizacije HPV metodom PCR u sekundarnoj pre-

venciji raka vrata maternice, kao i njezin »cost-benefit«
valja nepristrano razmotriti, te prospektivno ispitati tije-
kom razumnog vremenskog razdoblja.>8155859

Ispitanice i nacin rada

U istrazivanje je prospektivno ukljué¢eno 66 bolesnica
s promjenama u citoloskom obrisku vrata maternice su-
spektnih na HPV. U svih bolesnica iz te skupine ispitana
jeuobriscima vrata maternice prisutnost HPV, klamidija,
mikoplazmi, ureaplazmi, trihomonas vaginalisa, aecroba
ianaeroba. Sukladno nalazu, u svih je provedeno kombi-
nirano peroralno i lokalno lije¢enje. Uporabljeni su prepa-
rati »Plive«: azitromicin (Sumamed), doksiciklin (Hira-
micin), oksitetraciklin (Geomycin), klotrimazol (Plimy-
col), amoksicilin (Amoxil), cefaleksin (Ceporex), nista-
tin (Nistatin), nistatin + oksitetraciklin (Geonistin).

Prilikom redovitih kontrolnih pregleda ponavljan je
Papa-test, tipizacija HPV, te mikrobioloske analize radi
objektivnog pracenja i procjena ucinkovitosti provede-
nog lijecenja. Klinicka, citoloska i mikrobioloska obrada
bolesnica provedena je u Odjelu za ginekologiju, te Cito-
loskom i Mikrobioloskom laboratoriju Opée zupanijske
bolnice Pozega.

Citoloski obrisak uziman je standardnim postupkom
VCE razmaza (rodnice, porcije i endocerviksa), a nalaz
je klasificiran prema Jedinstvenoj klasifikaciji citoloskih
nalaza vrata maternice u Hrvatskoj.*®

Identifikacija Chlamydiae trachomatis provedena je
Chlamydia Direct [F-testom (BioMerieux), putem direkt-
ne imunofluorescencije pomocu dvaju fluorescein-konju-
giranih monoklonskih protutijela protiv razli¢itih antigen-
skih struktura (I. prepoznaje epitop veceg proteina vanj-
ske membrane, izvorno nadenog u vanstani¢nim elemen-
tarnim tjeleScima; II. usmjereno protiv grupno-specific-
nog antigena, prepoznaje lipopolisaharidne strukture na-
zo¢ne u svim stadijima razvojnog ciklusa: elementarnim
tjelescima, retikularnim tjelescima i inkluzijama).

Izolacija Mycoplasmae hominis 1 Ureaplasmae urealy-
ticum provedena je pomocu Mycoplasma-Lyo-testa (Bio-
Merieux), inokulacijom na urea-argininskom bujonu i
krvnom agaru, te inkubacijom od 24 do 48 sata na tem-
peraturi od 37°C.

Trichomona® vaginalis izoliran je na dvofaznoj hranji-
voj podlozi po Diamondu (hranjivi bujon, konjski serum,
vitamini, mikostatik), koja se sastoji od krutog ukosenog
i tekuceg dijela. Inokulum se unosi u teku¢i dio uz isto-
dobno dodavanje penicilina radi prigusenja bujnog rasta
bakterija. Podloga se inkubira na temperaturi od 37°C,
te prenoSenjem subkultivira svakih 48 sati.

Aerobne bakterije izolirane su na krvnom agaru i bujo-
nu inkubacijom od 24 sata na temperaturi od 37°C, a
anaerobne bakterije pomocu »Generbox« anaerobindika-
tora na Columbia-podlozi inkubacijom od 48 sati na tem-
peraturi od 37°C.

Pretrazivanje i tipizacija HPV obavljena je metodom
PCR u Zavodu za molekularnu medicinu Instituta »Ruder
Boskovi¢« u Zagrebu.
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Statisticka, graficka i tekstualna obrada ucinjena je
softverskim paketom »Microsoft Windows 98«.

Rezultati

Od ukupno 66 bolesnica 37 (56,06%) ih je bilo HPV
pozitivno (tablica 1.). Medu tim 37 bolesnicama, u 19
njih (51,35%) naden je HPV-16, u 15 (40,54%) HPV

Tablica 1. Bolesnice prema nalazu HPV
Table 1. The patients according to HPV positivity

N %
HPYV pozitivne 37 56,06
HPV negativne 29 43,94
Ukupno — Total 66 100,00

neodredenog tipa, u 2 (5,41%) HPV-33, au 1 (2,70%)
bolesnice HPV-6, -11 (tablica 2.). Bilo je 24 (36,36%)
nulipare, od kojih je 16 (66,67%) bilo HPV pozitivno
(tablica 3.).

Najmlada bolesnica imala je 19 godina, a najstarija
75. U skupini do 19 godina bile su 2 bolesnice, od kojih
je 1(50,00%) bila HPV pozitivna. U skupini od 20-29

Tablica 2. Bolesnice prema tipu HPV
Table 2. The patients to the HPV type

HPV type N %
-16 19 51,35
-33 2 5,41
-6, -11 1 2,70
Neutvrdeno

Non-established 15 40,54
Ukupno — Total 37 100,00

Tablica 3. Bolesnice prema paritetu
Table 3. The patients according to parity

Nulipare Pluripare
N % N %
HPYV pozitivne 16 66,67 21 50,00
HPV negativne 8 33,33 21 50,00
Ukupno — Total 24 100,00 42 100,00

godina bilo je 26 bolesnica od kojih je 15 (57,69%) HPV
pozitivno. U skupini od 30-39 godina bile su 22 bolesni-
ce, od kojih je 13 (59,09%) bilo HPV pozitivnih. U sku-
pini od 40—49 godina bilo je 10 bolesnica, od kojih je 5
(50,00%) bilo HPV pozitivno. U skupini od 50 i vise

Tablica — Table 4. Bolesnice prema zivotnoj dobi i tipu HPV — The patients according to the age and HPV type

HPV neg. HPV16 HPV 33 HPV neut. HPV 6, 11

Dob - Age N % N % N % N % N %
<20 1 345 ] 526 0 0 0 0,00 0 0
20-29 1 37.93 9 4737 1 50,00 5 3333 0 0
30-39 9 31.03 5 2632 ! 50,00 7 46,67 0 0
40-49 5 17.24 3 15.79 0 0 ! 6.67 | 100,00
49 3 1034 1 526 0 0 2 13.33 0 0
Ukupno — Total 20 100,00 19 100,00 2 100,00 15 100,00 | 100,00

Tablica 5. HPV pozitivne i negativne bolesnice u odnosu na mikrobioloski

nalaz

Table 5. HPV positive and negative patients in relation to microbiological

finding

Sterilan Pozitivan

N % N %

HPV pozitivne 11 73,33 26 50,98
HPV negativne 4 26,67 25 49,02
Ukupno — Total 15 100,00 51 100,00

godina bilo je 6 bolesnica od kojih je 3 (50,00%) HPV
pozitivno (tablica 4.).

Od svih bolesnica, samo ih je 15 (22,73%) imalo
mikrobioloski sterilan endocervikalni obrisak, od ¢ega
ih je 11 (73,33%) bilo HPV pozitivno (tablica 5.). Sve
ostale bolesnice imale su mikrobioloski potvrdenu geni-
talnu infekciju, koja je ciljano lije¢ena antibioticima. U
3 (5,88%) bolesnice nadena je ponovna infekcija, te je
lijecenje ponovljeno prikladnijim antibiotikom.

Od ukupno 67 razli¢itih mikrobioloskih agensa iz en-
docervikalnog obriska u 51 bolesnice, najcesce je izoli-
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ran stafilokok (20; 29,85%), trihomonas (17; 25,37%),
te klamidija (7; 10,45%), dok su ostali mikrobioloski
uzroc¢nici nadeni u pojedina¢nom udjelu ispod 10,0%
(tablica 6.). S obzirom na nalaz HPV, mikrobioloski uz-
ro¢nici bili su gotovo podjednako rasporedeni u obje pro-
matrane skupine bolesnica, osim stafilokoka, koji su

Tablica 6. Ucestalost pojedinih uzro¢nika izoliranih iz
endocervikalnog obriska
Table 6. The frequency of single agents isolated from
endocervical smear

Uzro¢nik N %

Chlamydia 7 10,45
Mycoplasma 2 2,99
Ureaplasma 4 5,97
Trichomonas vag. 17 25,37
Candida alb. 6 8,95
E. coli 6 8,95
Staphylococcus 20 29,85
Enterococcus 3 4,48
Ostalo — The rest 2 2,99
Ukupno — Total 67 100,00
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Tablica 7. Odnos HPV i pojedinih uzro¢nika izoliranih iz endocervikal-
nog obriska
Table 7. The relation of HPV to single agents isolated from cervical smear

HPV pozitivne ~ HPV negativne

Uzrocnik N % N % X p

Chlamydia 4 11,43 3 9,38 0,08 n.s.
Mycoplasma 0 0 2 6,25 2,26 n.s.
Ureaplasma 2 5,71 2 6,25 0,18 n.s.
Trichomonas vag. 8 22,86 9 28,12 0,25 n.s.
Candida alb. 3 8,57 3 9,38 0,10 n.s.
E. coli 3 8,57 3 9,38 0,10 n.s.
Staphylococcus 13 37,14 7 21,87 1,86 n.s.
Enterococcus 1 2,86 2 6,25 0,45 n.s.
Ostalo 1 2,86 1 3,12 0,43 n.s.
Ukupno — Total 35 100,00 32 100,00 4,21 n.s.

¢esée nadeni medu HPV pozitivnim bolesnicama: 13/35
(37,14%) naspram 7/32 (21,87%) u HPV negativnih bole-
snica (y*=1,86, p=n.s.), te mikoplazmi koje su nadene
samo u 2/32 (6,25%) HPV negativnih bolesnica ()=
2,26, p=n.s.) (tablica 7.).

Rasprava

Zakljucci velikog broja pretklinickih, klinickih i epide-
mioloskih istrazivanja diljem svijeta pokazuju da je rizik
razvoja ginekoloskih novotvorina, posebice raka vrata
maternice, u sprezi s ucestalo$cu spolno prenosivih bole-
sti (SPB) u zena, posebice infekcijama HPV. Prema po-
dacima Svjetske zdravstvene organizacije godisnje se u
svijetu zabiljezi oko 250.000.000 novih slu¢ajeva spolno
prenosivih genitalnih infekcija, od ¢ega gotovo 50% ¢ine
infekceije trihomonasom (TV), 20% klamidijske infekcije,
8% infekcije herpes simpleks virusom (HSV), te 3% in-
fekcije virusom humane imunodeficijencije (HIV).!2%

Spolno prenosive bolesti zbog svoje rasprostranjeno-
sti 1 komplikacija predstavljaju svjetski javnozdravstve-
ni problem, a sa stajalista ginekoloske struke njihovo je
znacenje u povezanosti s neplodnoscu te premalignim i
zlo¢udnim promjenama zenskog spolnog sustava. U
novije vrijeme uocena je stopa porasta pretklinickih obli-
ka raka vrata maternice u adolescentica i mladih Zena.
Danas je pojavnost CIS-a u mladih zena gotovo 5 puta
vecéa nego unatrag 20-30 godina, $to se dovodi u svezu
sa sve poznatijim bioloskim karcinogenima koji se preno-
se spolnim putem, ¢emu vjerojatno pogoduje i veéa spol-
na sloboda, te primjena kontracepcije.>*!261-62

Niz epidemioloskih studija pokazuje da je kroni¢na
infekcija specificnim HPV, narocito visoko onkogenim
tipovima HPV-16 i -18, neovisan ¢initelj rizika za nasta-
nak CIN i raka vrata maternice.'****¢%° Vise od 90% cer-
vikalnih kondiloma, svi stupnjevi CIN i invazivni karci-
nomi sadrze HPV DNA. Povezanost je jaka i tipski spe-
cifiéna, pri ¢emu su razliciti tipovi HPV povezani s bitno
razli¢itim patoloskim promjenama.

Najcesci je HPV-16 (50%), HPV-18 (14%), -45 (8%),
-31 (5%), a zatim slijede HPV-6, -11, -26, -33, -35, -51,
-52,-55,-56, -58, -64 1 -68. Infekcija s HPV-18 karakte-
risti¢na je za adenokarcinome i adenoskvamozne tumo-

re. Tipovi HPV-6, -11, -42, -43 i -44 rijetko se nalaze u
pravim novotvorinama, dok se tipovi -16, -18, -31, -33,
-35, -45, -51, -52, -56 1 -58 najcesce nalaze kod raka
i neupitno premalignih promjena. Lezije su uglavnom
odredene tipom HPV i zivotnom dobi. CIN 1 i CIN
2 promjene javljaju se najcesce u bolesnica u ranim
20-tim godinama, CIN 3 i CIS u kasnim 20-tim i ranim
30-tim, dok se invazivni rak najcesée javlja u dobi izmedu
40 do 49 godina.12,34,37,44,6l,62

Sukladno tome, u skupini od 250 ispitanica citoloski i
kolposkopski sumnjivih na infekciju HPV, Singer i sur.??
biljeze njih 33,6% s HPV DNA, od ¢ega je 9,5% ispita-
nica bilo s tipovima HPV niskog rizika (6/11), 47,9% s
tipovima HPV visokog rizika (6/11), 35,7% s tipovima
HPV srednjeg rizika (31/33/35) dok su njih 11,9% bile s
raznim kombinacijama navedenih tipova HPV.

Primjenom metode tockaste hibridizacije, Sori¢ i sur.?
nasli su medu 30 ispitanica njih 40% pozitivnih na HPV
DNA, od ¢ega je u polovice njih naden HPV 16/18; tako-
der je potvrdena povezanost HPV 16/18 s visim stupnje-
vima cervikalne displazije.

Istrazivanjem povezanosti HPV infekcije i atipije vrata
maternice, Dexeus i sur.®® utvrdili su na velikom uzorku
da je od infekcije do pojave CIN potrebno 3—18 mjeseci,
spontana regresija javlja se u 40% bolesnica, nalaz perzi-
stira u njih 45%, a progredira u 15% bolesnica.

Prema istrazivanju Audy-Jurkovi¢*#® i Ovanin-Raki¢,”
s obzirom na tezinu promjena plo¢astog epitela, ukupna
pozitivnost infekcije HPV raste od Papa-nalaza bez ati-
pije (42,8%) i blazih displazija (69,2%), preko teskih dis-
plazija (81,2%) i CIS (74,2%) do mikroinvazivnog kar-
cinoma (100%). Tipovi HPV visokog rizika (16/18) bili
su najcesce zastupljeni kod CIS (82,6%), potom kod tes-
kih displazija (69,2%), te kod blazih displazija (44,5%).
Tipovi HPV niskog rizika (6/11) najcesce su nadeni kod
HPV infekcije bez atipije (66,6%), potom kod blazih dis-
plazija (33,3%), teskih displazija (15,4%), te CIS (4,3%).
Tipovi HPV srednjeg rizika (31/33/51) bili su podjed-
nako zastupljeni u intraepitelnim promjenama stupnja 1
12 (22;33,3%), dok su kod mikroinvazivnog karcinoma
bili podjednako zastupljeni tipovi HPV srednjeg rizika
(31/33/51) 1 visokog rizika (16/18).

Prema podacima Hellberga i sur.** tipovi HPV viso-
kog rizika (16/18) naj¢esce se nalaze kod CIN 3 (78,3%),
potom kod CIN 2 (63%) i CIN 1 (15,7%), a tipovi HPV
niskog rizika najéesce se nalaze kod Papa-nalaza bez ati-
pije (37,5%), te CIN 1 (25,5%), CIN 2 (18,7%) i CIN 3
(21,7%). Takoder je potvrden visok udio regresija ploca-
stih lezija povezanih s infekcijom HPV (56% slucajeva
CIN 1, 53% CIN 2, te 14% CIN 3). Stovise, udio regresije
povecava se nakon dvije, Cetiri i sedam godina prac¢enja
u 28%, 56% 1 63,8% slucajeva, §to pokazuje da su neke
infekcije HPV vjerojatno prolazne zbog uspjesnog imu-
noloskog odgovora.*

Sukladno tome, Singer i S00s% izvijestili su o povolj-
nim rezultatima lokalnog lijecenja humanim leukocitnim
interferonom, posebice u bolesnica sa SIL-om nizeg stup-
nja. Od 176 bolesnica s displazijama vrata maternice,
eradikacija nalaza zabiljezena je u njih 41,5%, regresija
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u nizi stupanj CIN-a u 31,3%, a perzistencija nalaza u
27,3%, sto se pokazalo znac¢ajno povoljnijim nego u po-
redbenoj skupini od 240 bolesnica koje nisu lije¢ene in-
terfernom. U bolesnica lijecenih interferonom, za razliku
od poredbene skupine nelijecenih, nije bolest progredi-
rala. Navedene rezultate, medutim, valja razmotriti objek-
tivno 1 kriticki, te ih ispitati prospektivnim kontroliranim
randomiziranim studijama.

Povezanost vaginalne trihomonijaze 1 razvitka cervi-
kalne neoplazije istrazuje se ve¢ 30-tak godina. U zena
inficiranih s trichomonas vaginalisom (TV) tako je nade-
no 10 puta vise suspektnih kolposkopskih nalaza nego u
neinficiranih zena, te ¢ak 3% suspektnih i pozitivnih cito-
loskih nalaza, $to je gotovo dvostruko ¢esée nego u nein-
ficiranih zena. S obzirom da TV izaziva upalu i ulceraciju
plocastog epitela, smatra se da se time olaksava infekcija
svim tipovima humanog papilloma virusa (HPV), pri
¢emu je infekcija specifi¢énim tipovima HPV-a dodatan
nepovoljni ¢initelj, a postoji i pozitivna korelacija izmedu
TV iPapa-nalaza i pojave cervikalne displazije. Primjera
radi, cak 30% zena s CIS-om ima trihomonozu, za razliku
od samo 7,4% bez CIS-a; ucestalost TV u zena s cervikal-
nom neoplazijom je 3,8%, odnosno 2,3% u onih s nor-
malnim citoloskim nalazom. !>’

Drazanci¢ i Ivi¢®® su u 223 Zene s trihomonasnom in-
fekcijom nasli znacajno vise kolposkopski suspektnih na-
laza (32,7%), nego u 176 zena bez trihomonasne infekcije
(3,4%). U citoloskim razmazima trihomonas pozitivnih
zena nasli su 3,1% suspektnih ili pozitivnih nalaza (Illa—
IV), a niti jedan u trihomonas negativnih zena. Pratec¢i
histoloske promjene u 75 bolesnica s atipijom vrata ma-
ternice, isti autori® zabiljezili su nakon izljecenja infek-
cije regresiju promjena u svim slucajevima lake i teske
displazije.

Od kada je klamidija trahomatis prvi put izolirana iz
cerviksa, raspravlja se o njenoj mogucéoj povezanosti s
cervikalnom neoplazijom, uglavnom na temelju citoepi-
demioloskih i seroepidemioloskih istrazivanja, izolacije
klamidije kultivacijom, te kolposkopskih i patohistolos-
kih nalaza. Pretpostavka da klamidija zapoc¢inje meta-
plasticki proces, odnosno mutagenim djelovanjem meta-
bolita u kroni¢no upaljenom tkivu djeluje kao inicijator
neoplazije do sada jo$ nije potvrdena ni »in vitro, niti
»in vivo«. StoviSe, analizom nekih klini¢kih, citoloskih,
kolposkopskih, mikrobiologkih i epidemioloskih poka-
zatelja moze se zakljuciti da klamidija sama za sebe nije
uzro¢no povezana s razvojem cervikalne neoplazije, nego
je ona samo biljeg spolnog ponasanja dijela zenske popu-
lacije, odnosno njihovih partnera, koji ima povisen rizik
za razvoj cervikalne neoplazije.'!?

Moguca povezanost bakterijske vaginoze i CIN-a
uglavnom se temelji na pretpostavci da anaerobne bak-
terije iz bakterijske vaginoze proizvode nitrozamine koji
mogu djelovati kao kancerogeni, bilo samostalno, bilo
u sinergistickoj interreakciji s HPV. Tako se, primjeri-
ce, Gardnerella vaginalis moze izolirati u 47% zena s
CIN-om i 33% kontrola, dok se klinicki znaci bakterijske
vaginoze javljaju u 45% zena s CIN-om i 29% kontrola.
Stoga je za razmotriti postoji li moguénost sinergisticke
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reakcije abnormalne cervikovaginalne mikroflore i HPV
u razvitku cervikalne neoplazije, posebice stoga §to Zene
s neoplazijom imaju veéu povrsinu prijelazne zone —
metaplazije kao i ¢este koegzistirajué¢e spolno prenosive
infekcije.

Povezanost bakterijske vaginoze i promiskuitetnog po-
nasanja statisti¢ki je znacajna, kao i pozitivna korelacija
izmedu bakterijske vaginoze i cervikalne neoplazije, sto
podupire pretpostavku da metaboliti u kroni¢no upalje-
nom tkivu mogu imati ulogu inicijatora u razvitku cer-
vikalne neoplazije. Kako, medutim, nije razjasnjeno jesu
li bakterijska vaginoza i cervikalna neoplazija povezane
uzroc¢no ili samo epidemioloski, a u ve¢ine spolno aktiv-
nih Zena rijetko se dobiva sterilan mikrobioloski nalaz
endocervikalnog brisa, valja objektivno procijeniti moze
li se dijagnostikom bakterijskih vaginoza barem prepo-
znati subpopulacija zena s povisenim rizikom za cervikal-
ne neoplazije. Tu, naime, skupinu valja kontinuirano kon-
trolirati klinicki i citoloski, jer imaju 2 puta veci rizik za
razvoj cervikalne neoplazije od onih bez vaginoze.>®!04457

Zakljuéak

Infekcija HPV, posebice onkogenim tipovima, pove-
zana je s izrazito visokim rizikom razvoja neoplazije vrata
maternice. U novije vrijeme biljezi se porast pojavnosti
HPV infekcija u sve mladih dobnih skupina, te drugih
pridruzenih genitalnih infekcija u zena, posebice Chlamy-
diom trachomatis 1 Trichomonasom vaginalis.

HPYV se ne moze posve iskorijeniti niti jednim pozna-
tim lije¢enjem, ali se redovitim nadzorom tih bolesnica,
lijecenjem pridruzenih infekcija, te eventualnom lokal-
nom primjenom antivirusnih agensa (humani leukocitni
interferon) moze smanjiti pojavnost neoplazije vrata ma-
ternice.

Tipizacija HPV u probiru raka vrata maternice je kori-
sna kao:

1. nadopuna Papa-testu u primarnom probiru — pove-
¢anje osjetljivosti,

2. probir zena s grani¢nim nalazima Papa testa (CIN 1
1 ASCUS): HPV-negativne zene s CIN 1 i ASCUS
su pod minimalnim rizikom od progresije u invaziv-
ni oblik bolesti,

3. pracenje zena nakon terapije CIN-a: nalaz onkoge-
nih HPV-a upuéuje na nepotpuno odstranjenje dis-
plasti¢nih promjena, narocito u slucajevima kad je
rezidua smjestena visoko u cerviksu, te je na taj na-
¢in teze dostupna otkrivanju Papa testom.
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