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Predgovor

Leto3nje dvodnevno strokovno srecanje Sekcije za klini¢no mikrobiologijo in bolnisni-
¢ne okuzbe je Ze 6. po vrsti poimenovano po prof. dr. Stanku Banicu, enem od utemeljitev
moderne slovenske medicinske mikrobiologije, neutrudnem raziskovalcu in ucitelju
Stevilnih generacij slovenskih zdravnikov in mikrobiologov. Tokratno sre¢anje smo po-
svetili obravnavi okuZzb spolovil in okuZb, ki se prenasajo s spolnimi odnosi. Ker slednje
v Sloveniji predstavljajo veliko breme, smo uvodna predavanja posvetili epidemiolo8ki
situaciji spolno prenosljivih okuZb v Sloveniji. Za ustrezno zdravljenje in prepreceva-
nje zapletov je bistvena pravocasna spoznava in zdravljenje spolno prenosljivih okuZzb.
Pomemben del naSih predavanj smo tako namenili seznanjanju s sodobno diagnostiko
spolno prenosljivih okuZb in okuZb spolovil.

Posebej smo predstavili redke oz. spregledane okuZbe, kot so okuZbe z bakterijo Tre-
ponema pallidum in parazitom Trichomonas vaginalis. Zanimiv sklop prispevkov obrav-
nava okuZbe spolovil, za katere menimo, da se ne prenaSajo spolno. Pogosto gre tukaj za
teZave, ki so povezane s spremembo normalne bakterijske flore noZnice in predstavlja-
jo pomemben dejavnik obolevnosti pri Zenskah.

Med virusnimi spolno prenosljivimi okuZbami bomo obravnavali okuZbe z virusi iz
skupine ¢loveskih papilomavirusov, herpesvirusov in okuZbe z virusom HIV. Sir$i sklop
predavanj smo namenili najpogostejsi spolno prenosljivi okuZbi, to je okuZbi s ¢love-
Skimi papilomavirusi. Te okuZbe so pogosto povezane z nastankom benignih in mali-
gnih novotvorb. Kot pri nekaterih drugih spolno prenosljivih okuZbah so tudi tu znani
ukrepi, s katerimi lahko okuZbo zgodaj prepoznamo in z ustreznim ukrepanjem prepre-
¢imo nastanek zapletov. To smo prikazali na primeru drZavnega presejalnega programa
za raka materni¢nega vratu ZORA.

Organizatorji 6. Bani¢evih dnevov upamo in Zelimo, da bodo na srecanju predsta-
vljeni prispevki udeleZencem v spodbudo za razpravo, bralcu, ki se srecuje s problema-
tiko okuZb spolovil in spolno prenosljivih bolezni, pa koristen vir informacij.

Osebno in v imenu organizatorjev srecanja — Sekcije za klini¢no mikrobiologijo in
bolniSni¢ne okuZbe Slovenskega zdravniSkega druStva in Nacionalnega laboratorija za
zdravje, okolje in hrano - se zahvaljujem avtorjem strokovnih prispevkov za sodelova-
nje, recenzentom za njihovo strokovno in natanéno delo ter sodelavcem Medicinskih
razgledov za pripravo zbornika. Zahvaljujem se tudi vsem sponzorjem, ki so finan¢no
podprli izvedbo srecanja in izdajo zbornika.

Andrej Golle
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Epidemiologija spolno prenesenih okuzb

v Sloveniji

Epidemiology of Sexually Transmitted Infections in Slovenia

Financiranje:

Epidemiolo$ko spremljanje okuZbe s HIV in drugih spolno prenesenih okuzb v Sloveni-
ji koordinira Nacionalni in§titut za javno zdravje (NIJZ), ki ga financira Ministrstvo za
zdravje (MZ) in Zavod za zdravstveno zavarovanje Slovenije (ZZZS). Nacionalna raziska-
va »Zivljenjski slog, stali$¢a, zdravje in spolnost« je bila izvedena s sredstvi NIJZ ob sofi-
nanciranju MZ, Ministrstva za visoko Solstvo, znanost in tehnologijo, Slovenske agencije
za raziskovanje in razvoj, Mestne ob¢ine Ljubljana, ZZZS, Merc & Dohme Idea Inc., Ro-
che Diagnostics, Krke in Leka. Merc & Dohme Idea Inc., Roche Diagnostics, Krka in Lek
niso imeli nobenega vpliva na pripravo protokola raziskave, analize zbranih podatkov
in pripravo objav. Nacionalna raziskava »Opozorilno epidemiolosko spremljanje okuZb s
humanimi virusi papiloma (HPV) med Zenskami, vklju¢enimi v DrZavni program ZORA«
je bila izvedena s sredstvi NIJZ in InStituta za mikrobiologijo in imunologijo Medicinske
fakultete Univerze v Ljubljani ob sofinanciranju Abbott Molecular, Swedish Cancer Soci-
ety in Swedish Research Council. Abbott Molecular ni sodeloval pri na¢rtovanju in izved-
bi raziskave niti pri analizah in interpretaciji rezultatov ter pripravi ¢lankov.

1ZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: HIV, spolno prenesene okuzbe, epidemiolo$ko spremljanje, spolno vedenje, preseéna

raziskava, Slovenija

IZHODISCA. Zeleli smo predstaviti rezultate epidemioloskega spremljanja okuZbe s
HIV in drugih spolno prenesenih okuZzb (SPO) in povzeti rezultate dveh nacionalnih
raziskav. METODE. EpidemioloSko spremljanje okuZbe s HIV in drugih SPO temelji
na prijavi prepoznanih primerov in spremljanju spreminjanja prevalence okuZzbe s HIV
ter izbranih vedenjskih kazalnikov v nekaterih skupinah. V verjetnostnem vzorcu pre-
bivalcev smo zbrali podatke o spolnem vedenju in vzorce urina za dolocitev pogosto-
sti klamidijske okuZbe. V priloZnostnem vzorcu Zensk smo zbrali brise materni¢nega
vratu in vzorce krvi za dolocitev pogostosti okuZbe s humanimi papilomskimi virusi
(HPV). REZULTATI. V obdobju zadnjih desetih let (2004-2013) so se letne prijavne inci-
dence (/100.000 prebivalcev) diagnoz okuZbe s HIV, klamidijske okuZbe, gonoreje, zgo-
dnjega sifilisa in genitalnih bradavic gibale med 1,2 in 2,7; 6,6 in 26,8; 1,2 in 3,0; 0,7 in
3,8 ter 6,0 in 22,6. S HIV je predvidoma okuZena manj kot 1 oseba/1.000 prebivalcev.

Tlzr. prof. dr. Irena Klavs, dr. med., Center za nalezljive bolezni, Nacionalni institut za javno zdravje, Trubarjeva ulica 2,
1000 Ljubljana; irena.klavs@nijz.si

2 Tanja Kustec, uni. dipl. soc., Center za nalezljive bolezni, Nacionalni institut za javno zdravje, Trubarjeva ulica 2, 1000
Ljubljana
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S klamidijsko okuZbo je bilo leta 2001 okuZenih 1,6 % Zensk in 3,0 % moS8kih. S HPV je
bila v Zivljenju okuZena vec¢ kot polovica Zensk. Moski, ki imajo spolne odnose z moski-
mi (MSM), imajo nesorazmerno visoko breme okuZb s HIV, gonoreje in sifilisa. Spol-
no vedenje Slovencev je relativno nizko tvegano. V obdobju zadnjih desetih let ni pri-
$lo do izrazitega povec€anja tveganega vedenja med MSM in injicirajo¢imi uZivalci drog.
ZAKLJUCKI. Oku¥ba s HIV in druge SPO v Sloveniji predstavljajo relativno veliko bre-
me. Epidemiolosko spremljanje bi lahko izboljSali z laboratorijskim epidemioloS8kim
spremljanjem in dopolnili s pogostejSimi nacionalnimi prese¢nimi raziskavami. Pouce-
no preprecevanje in obvladovanje okuZzbe s HIV in drugih SPO v okviru promocije spol-
nega in reproduktivnega zdravja je pomembna javnozdravstvena prednost.

ABSTRACT

KEY WORDS: HIV, sexually transmitted infections, surveillance, sexual behaviour, cross-sectional study,

Slovenia

BACKGROUND. Our objective was to present HIV and other sexually transmitted in-
fections (STI) surveillance results as well as the results of two national surveys.
METHODS. HIV and other STI surveillance is based on notification of diagnosed ca-
ses and monitoring of changes of HIV prevalence and selected behavioural indicators
in certain groups. In a probability sample of the general population, we collected data
on sexual behaviour and urine specimens to estimate the prevalence of chlamydial in-
fection. In a convenience sample of women, we collected cervical smear specimens
and blood specimens to estimate the prevalence of infections with human papilloma-
viruses (HPV). RESULTS. During the last ten years (2004-2013), annually reported in-
cidence rates (/100.000 population) of diagnosed cases of HIV, chlamydia, gonorrhoea,
early syphilis and genital warts ranged between 1.2-2.7, 6.6-26.8, 1.2-3.0, 0.7-3.8 and
6.0-22.6, respectively. There is less than one HIV infected individual/1,000 populati-
on. In 2001, chlamydial infection was present in 1.6 % of women and 3.0 % of men.
More than half of women were already infected with HPV. Men who have sex with men
(MSM) have a disproportionally high burden of HIV, gonorrhoea and syphilis infecti-
on. Sexual behaviour of Slovenians is of a relatively low risk. During the last ten years,
there was no drastic increase in high-risk sexual behaviour among MSM and injecting
drug users. CONCLUSIONS. HIV and other STI represent a relatively high burden. Sur-
veillance could be improved with laboratory surveillance and supplemented with more
frequent national surveys. Informed prevention and control of HIV and STI within sexu-
al and reproductive health promotion is an important public health priority.

IZHODISCA

Zanesljivi podatki o pogostosti okuZbe s
HIV in drugih spolno prenesenih okuZb
(SPO), spreminjanju njihove pogostosti in
dejavnikih tveganja so pomembni za po-
uCeno oblikovanje slovenske politike in
strategije promocije spolnega in repro-

duktivnega zdravja. Na Nacionalnem in-
§titutu za javno zdravje (NIJZ) koordini-
ramo epidemioloSko spremljanje okuZbe
s HIV in drugih SPO. Za dober vpogled
v spolno vedenje prebivalcev Slovenije
in resni¢no pogostost dveh SPO, okuZbe
z bakterijo Chlamydia trachomatis (klami-
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dijske okuZbe) in okuZbe s humanimi pa-
pilomskimi virusi (HPV) smo izvedli dve
nacionalni presecni raziskavi.

Rezultate epidemioloSkega spremlja-
nja okuZbe s HIV in nekaterih SPO (okuz-
ba z bakterijo C. trachomatis, gonoreja,
sifilis, genitalne bradavice) redno obja-
vljamo na spletnih straneh NIJZ v obli-
ki letnih porocil in ob¢asno tudi v medi-
cinskih revijah (1-4). Stevilne rezultate iz
obeh nacionalnih presec¢nih raziskav smo
objavili v medicinskih revijah (5-14).

V prispevku so na kratko povzete me-
tode epidemioloSkega spremljanja okuZ-
be s HIV in izbranih SPO v Sloveniji in
najpomembne;jsi rezultati. Povzeti so tudi
najpomembnej$i rezultati obeh omenje-
nih nacionalnih presec¢nih raziskav.

METODE

Epidemiolosko spremljanje

EpidemioloSko spremljanje okuzbe s HIV

in SPO poteka v skladu z Zakonom o na-

lezljivih boleznih, Zakonom o podatkov-
nih zbirkah v zdravstvu, s predpisi Evrop-
ske skupnosti (angl. European Union, EU)
ter strokovnimi smernicami mednarodnih
organizacij, predvsem Evropskega centra
za preprecevanje in obvladovanje bolezni

(angl. European Centre for Disease Preven-

tion and Control, ECDC) in Svetovne zdra-

vstvene organizacije (angl. World Health

Organisation, WHO) (15-21). Temelji na

(1-3, 22-20):

- rednem zbiranju, analiziranju in inter-
pretiranju podatkov o prepoznanih pri-
merih okuZbe s HIV in drugih SPO,
zbiranju podatkov o obsegu diagno-
sti€nega testiranja na okuzbo s HIV in
bakterijo C. trachomatis,
spremljanju spreminjanja deleZa oku-
Zenih s HIV s ponavljanjem prese¢nih
raziskav in nevezanim anonimnim te-
stiranjem v priloZnostnih vzorcih Sti-
rih skupin (moS8kih, ki imajo spolne
odnose z mo8kimi (MSM), bolnikov s
SPO, injicirajo¢ih uZivalcev prepoveda-

nih drog (IUD) in nose¢nic) in

+ spremljanju kazalnikov tveganih ve-
denj s ponavljanjem presecnih razi-
skav v majhnih priloZnostnih vzorcih
dveh skupin z visoko tveganim vede-
njem (MSM in IUD).

Podatke o prijavljenih primerih okuZbe s
HIV in drugih SPO posredujemo ECDC,
WHO in drugim mednarodnim deleZni-
kom (24-20).

Nacionalni raziskavi

Objavili smo podrobne metode obeh na-
cionalnih prese¢nih raziskav »Zivljenj-
ski slog, staliSca, zdravje in spolnost« in
»Opozorilno epidemioloS8ko spremlja-
nje okuzb s humanimi virusi papiloma
(HPV) med Zenskami, vkljucenimi v Dr-
Zavni program ZORA« (12-14, 27-31). Na
kratko, v prvi smo v verjetnostnem vzor-
cu slovenskega prebivalstva v starosti 18-
49 let zbirali podatke o spolnem vedenju
s kombinacijo anketiranja in anonimnega
samoizpolnjevanja vpraSalnikov z bolj ob-
cutljivimi vpraSanji. Vse sodelujote smo
tudi prosili za prvi curek urina za testira-
nje na klamidijsko okuZzbo. V drugi smo v
velikem priloZnostnem vzorcu Zensk, pre-
sejanih na raka materni¢nega vratu, zbi-
rali brise materni¢nega vratu za testira-
nje na okuZbo z nekaterimi genotipi HPV
in vzorce krvi za testiranje na protitelesa
proti nekaterim genotipom HPV. Za izved-
bo obeh raziskav smo pridobili soglasje
Komisije za medicinsko etiko pri Ministr-
stvu za zdravije.

REZULTATI

Epidemiolosko spremljanje
Podrobni rezultati epidemioloSkega spre-
mljanja okuZbe s HIV so objavljeni (1). V
obdobju zadnjih desetih let (2004-2013) se
je letna prijavna incidenca novih diagnoz
okuZbe s HIV gibala med 12,0/1.000.000
prebivalcev in 26,8/1.000.000 prebivalcev
(slika 1).
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Slika 1. Diagnosticirani primeri okuzbe s HIV, aidsa in smrti po diagnozi aidsa, Slovenija, 2004-2013.

Povecano Stevilo prijavljenih diagnoz
okuZbe s HIV po letu 2004 je bilo pred-
vsem posledica porasta primerov med
MSM (slika 2).

V obdobju zadnjih desetih let (2004-
2013) se je Stevilo diagnosti¢nih testiranj
na okuzbo s HIV gibalo med 1,1/100 pre-
bivalcev in 1,9/100 prebivalcev, kar so re-
lativno nizke stopnje diagnosti¢nega te-
stiranja. Zaradi visokega deleZa (preko
50 %) poznih diagnoz okuZbe s HIV (ko
bi okuZeni Ze morali biti zdravljeni), pred-
vsem med MSM, zamujamo Stevilne pri-
loZnosti za uspe$nejSe zgodnje zdravlje-
nje in preprecevanje novih okuZzb.

Tabela 1 prikazuje podatke iz leta
2013, zbrane zbrane z nevezanim anonim-
nim testiranjem za namene epidemiolo-
Skega spremljanja okuZbe s HIV. Ceprav
Stevilo okuZenih s HIV nara$¢a, je pred-
vidoma okuZena Se vedno manj kot ena
oseba na 1.000 prebivalcev, saj deleZ oku-
Zenih nosecnic, ki v grobem odraZa deleZ
okuZenega sploSnega prebivalstva v ro-
dni starosti, ostaja relativno nizek. MSM
so najbolj prizadeta skupina. DeleZ okuZe-
nih je relativno visok tudi med bolniki s
SPO, med katerimi je visok deleZz MSM.
Med IUD se intenzivno Sirjenje okuZbe s
HIV 3e ni zacelo.
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== Moski, ki imajo spolne odnose z moskimi

== Ostali/neuvrsceni

—#— Heteroseksualno pridobljene

=== Otroci mater, okuzenih s HIV

B

Slika 2. Diagnosticirani primeri okuzbe s HIV glede kategorij izpostavljenosti po letih, Slovenija, 2004-

2013.
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Tabela 1. Delez okuZenih med injicirajogimi uZivalci nedovoljenih drog, moskimi, ki imajo spolne odnose z
moskimi, pacienti s spolno prenesenimi okuZbami in nose¢nicami, Slovenija, 2004-2013. IUD - injicirajoci uzi-
valci drog, MSM - moski, ki imajo spolne odnose z moskimi, SPO - pacienti s spolno prenesenimi okuzbami.

Leto Stevilo Stevilo Stevilo Odstotek
mest testiranih okuzenih s HIV okuzenih s HIV

Moskih Zensk Moskih Zensk Moskih Zensk

1UD 2004 3 173 59 0 0 0% 0%
2005 3 137 57 0 0 0% 0%
2006 3 125 35 0 0 0% 0%
2007 3 130 44 0 0 0% 0%
2008 3 142 34 0 0 0% 0%
2009 3 127 32 0 0 0% 0%
2010 4 179 74 1 0 0,6 % 0%
20M 4 136 50 1 0 0,7 % 0%
2012 4 132 41 1 0 0,8 % 0%
2013 3 84 30 0 0 0% 0%
MSM 2004 1 79 - 2 25% -
2005 1 82 = 3 = 3,7% °
2006 1 94 - 2 - 21% -
2007 1 124 - 3 - 24% -
2008 1 137 - 3 - 2,2% -
2009 1 17 = 1 = 0,9 % =
2010 1 na - 3 - 2,6 % -
20M 1 105 @ 8 S 7.6 % ®
2012 1 106 - 4 - 3,8 % -
2013 1 m - 5 - 4,5 % -
Bolniki 2004 7 328 148 5 0 1,5 % 0%
sSPO 2005 7 403 170 1 1 0,2 % 0,6 %
2006 7 420 21 10 0 24% 0%
2007 7 484 257 1 0 23% 0%
2008 7 677 264 23 2 34 % 0,8 %
2009 6 422 185 13 0 31% 0%
2010 7 525 199 9 0 1,7 % 0%
201 7 434 198 9 0 21 % 0%
2012 8 646 300 7 0 11 % 0%
2013 7 538 219 6 0 1,0 % 0%
Nosecnice 2005 8 - 8.008 - 1 - 0,01 %
2007 8 - 8.963 - 0 - 0%
2009 6 - 8.072 - 1 - 0,01 %
201 7 - 7.231 - 2 = 0,03 %
2013 7 - 9.574 - 0 - 0%
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Podrobni rezultati epidemioloSkega
spremljanja okuZb z bakterijo C. trahoma-
tis, gonoreje, sifilisa in genitalnih brada-
vic so objavljeni (2). Iz poro¢il laboratori-
jev o Stevilu opravljenih testiranj in prijav
SPO lahko razberemo, da se je v obdobju
zadnjih desetih let (2004-2013) letna pri-
javna incidenca (/100.000 prebivalcev) di-
agnoz klamidijskih okuZb gibala med 6,6
in 12,1, gonoreje med 1,2 in 3,0, zgodnje-
ga sifilisa med 0,7 in 3,8 in genitalnih
bradavic med 6,0 in 22,6 (slika 3). Prijav-
ne incidence vseh teh okuZb in genitalnih
bradavic podcenjujejo njihovo pogostost,
kar je predvsem posledica majhnega ob-
sega diagnosti¢nega testiranja in nedosle-
dnosti pri prijavljanju.

Najpogosteje prijavljena spolno pre-
nesena bakterijska okuZba je klamidijska
okuZba. V Sloveniji naredimo zelo malo
laboratorijskih preiskav na klamidijske
okuZbe. Stopnja testiranja se je v obdobju

2003-2012 gibala med 151 in 416/100.000
prebivalcev. Stevilne klamidijske okuZbe
zato niso prepoznane in tako zamujamo
priloZnosti za zdravljenje in prepre€evanje
poznih posledic, predvsem posledic za re-
produktivno zdravje Zensk (2).

Breme gonoreje in sifilisa je nesoraz-
merno visoko med MSM. V obdobju za-
dnjih desetih let (2004-2013) sta se dele-
Za primerov gonoreje in zgodnjega sifilisa
med MSM med vsemi prijavljenimi pri-
meri pri moSkih gibala med eno petino in
dvema tretjinama.

Najpogosteje prijavljena spolno pre-
nesena virusna okuZba so genitalne bra-
davice, ki jih povzroc¢ajo okuZbe z neon-
kogenimi (nizkorizi¢nimi) HPV, predvsem
genotipa HPVG6 in HPV11. Porast prija-
vljenih primerov genitalnih bradavic po
letu 2009 je bil verjetno posledica vecje
ozaveScenosti lai¢ne in strokovne javno-
sti ob uvedbi cepljenja proti HPV.

30

25

20

Stevilo na 100.000
v

0 A

Leto

2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013

—#— klamidijska okuzba -
genitalna
—— gonoreja

~e— zgodniji sifilis

== genitalne bradavice

Slika 3. Prijavne incidence spolno prenesene klamidijske okuzbe, genitalnih bradavic, gonoreje in zgo-

dnjega sifilisa, Slovenija, 2004-2013.

Rezultati spremljanja izbranih kazal-
nikov tveganega vedenja v dveh skupi-
nah z vi§je tveganim vedenjem za okuZbo
s HIV in druge SPO, MSM in IUD, so ob-
javljeni (1, 2). V obdobju zadnjih desetih

let (2004-2013) ni prislo do izrazitega po-
vecanja tveganega spolnega vedenja med
MSM (slika 4). Tvegano vedenje v zvezi z
injiciranjem prepovedanih drog je relativ-
no omejeno (slika 5).
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Slika 4. Uporaba kondoma med moskimi, ki imajo spolne odnose z mo3kimi, pri analnih spolnih odnosih
v preteklem letu, priloZnostni vzorec, Ljubljana, Slovenija, 2004-2013. Stevilo MSM - tevilo moskih, ki
so v preteklem letu imeli analne spolne odnose z moskimi in so odgovorili na vprasanja o uporabi kon-

doma.
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[
© 254 . . .
a —#— Uporabil(a) kondom pri zadnjem spolnem odnosu
© 20 A
o
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10 -
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0
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235 (149 | 110 | 83 | 96 | 93 | 87 | 57 | 29 | 19 Souporaba igel/brizg oz. pribora
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Slika 5. Izbrani kazalniki tveganega vedenja med injicirajo€imi uZivalci drog, ki so prvit zaprosili za pomot
v mreZi centrov za prepre€evanje in zdravljenje odvisnosti od prepovedanih drog, Slovenija, 2004-2013.

Rezultati raziskave »Zivljenjski
slog, stalisca, zdravje in spolnost«
Zanesljive ocene o pogostosti klamidijske
okuZbe smo dobili z raziskavo »Zivljenj-
ski slog, stali§¢a, zdravje in spolnost, ki
je bila izvedena leta 2000 (5). OkuZenih je
bilo 1,6 % Zensk in 3,0 % moskih, najve¢ v
starostni skupini 20-24 let (tabela 2).

Med 18-24 let starimi osebami je bil
deleZ okuZenih s spolno preneseno klami-
dijsko okuZbo vi§ji med tistimi, ki so ime-
li prvi heteroseksualni spolni odnos pred
16. letom starosti, v preteklem letu neza-
§Citene spolne odnose vsaj z enim hete-
roseksualnim partnerjem ali vsaj eno so-
¢asno heteroseksualno spolno razmerje
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Tabela 2. DeleZ okuZenih s spolno preneseno okuzbo z bakterijo Chlamydia trachomatis med 18-49 let
starimi prebivalci, Slovenija, 2000. I1Z - interval zaupanja, NUS - neuteZeno &tevilo, US - uteZeno tevilo.

Starost Zenske Moski
Prevalenca Baze Prevalenca Baze

(p vrednost?) (p vrednost?)
% - - % — -
95 % 1Z NUS us 95 % 1Z NUS us

(0,29) (<0,01)
18-19 15 0,2-10,0 65 43 2,8 0,7-10,8 75 45
20-24 51 2,7-94 200 110 4,6 2,3-9,0 177 115
25-29 1,0 01-6,7 97 105 4,6 1,7-1,8 90 109
30-49 0,9 03-24 402 459 2,2 11-45 341 462
Skupaj 1,6 1,0-2,7 764 718 3,0 1,9-4,6 683 730

2 Test statisti¢no znatilne povezanosti.

(vsaj dva partnerja sofasno) in najmanj
pet heteroseksualnih spolnih partnerjev v
Zivljenju. Vendar je bila povezanost stati-
sti¢no znacilna le za najmanj pet hetero-
seksualnih spolnih partnerjev v Zivljenju
(razmerje obetov, prilagojeno na starost in
spol 3,0 (p = 0,01)) (tabela 3).

Z raziskavo smo pridobili tudi prve za-
nesljive ocene o spolnem vedenju prebi-
valcev Slovenije starih od 18 do 49 let (6,
8, 11, 32). Med mos8kimi, rojenimi po zgo-
dnjih 1960-tih letih in Zenskami, rojenimi
po zgodnjih 1970-tih letih je bila media-
na starosti ob prvem heteroseksualnem

Tabela 3. Povezanost spolno prenesene okuZzbe z bakterijo Chlamydia trachomatis med 18-24 let starimi
prebivalci z izbranimi dejavniki tveganja, Slovenija, 2000. I1Z - interval zaupanja. NUS - neuteZeno &tevi-
lo. US - uteZeno tevilo. RO - razmerje obetov.

. i CT prevalenca® Baze RO (pvrednost) Prilagojenc® (p vrednost)
Dejavniki tveganja -
% 95%IZ NUS US 95% 12 RO 95% 12

Prvi heteroseksualni Ne 3,6 21-6,2 436 263 1 (0,28) 1 (0,69)
spolni odnos pred
16. letomn starosti Da 64 27144 8 50 18  06-53 13 0,4-4,0
1+ heteroseksualnih Ne 2,7 0,7-10,1 77 48 1 (0,27) 1 (0,43)
spolnih partnerjev
brez 100 % uporabe
kondomavzadnjem Da 59 37-95 321 193 23  05-105 1,9 0,4-10,1
letu®
Socasno spolno Ne 3,8 2,3-6,3 467 282 1 (0.28) 1 (0,84)
razmerje v zadnjih
letih Da 75 24-213 40 25 2.0 0,6-7,5 1,2 0,3-5,1
5+ heteroseksualnih Ne 2,8 15-50 374 225 1 (0,01) 1 (0,01)
spolnih partnerjev

Da 78 4,2-13,9 137 84 3,0 1,3-7,0 3,0 1,3-6,9

v Zivljenju

2 Prevalenca spolno prenesene okuzbe z bakterijo Chlamydia trachomatis.
® Prilagojeno na 5+ heteroseksualnih spolnih partnerjev v Zivljenju, starost (18-19, 20-24 let) in spol.
¢ Najmanj en heteroseksualni spolni partner, s katerim ni bil uporabljen kondom v 100 % vaginalnih in/ali

analnih spolnih odnosih.
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spolnem odnosu 17 let. Uporabo kondo-
ma ob prvem heteroseksualnem spolnem
odnosu je navedlo 23,6 % vseh moSkih
in 21,3 % Zensk, med tistimi, ki so ime-
li prvi heteroseksualni spolni odnos v ob-
dobju 1995-1999, pa Ze 71,7 % moskih in
63,8 % Zensk. Za obdobje zadnjih petih let
so moski in Zenske najpogosteje porocali
o enem heteroseksualnem partnerju (Me-
diana in aritmeti¢na sredina znaSata 3,2
in 1,5). O vzporednih partnerskih zvezah
je porocalo 24,4 % moskih in 8,2 % Zensk,
o heteroseksualnem seksu s tujci 12,6 %
moskih in 12,2 % Zensk, 4,8 % Zensk je
porocalo, da jih je moski prisilil v spolni
odnos, 2,6 % moskih, da so placali Zenski
za seks in 0,6 % moskih, da so imeli spol-
ne odnose z moskimi. V zadnjem letu je
22,7 % moskih in 9,5 % Zensk porocalo o
vsaj enem novem heteroseksualnem par-
tnerju. Povprecno Stevilo spolnih odnosov
v preteklih Stirih tednih je bilo 6,1 za mo-
Ske in 6,0 za Zenske. Dosledna in ob¢asna
uporaba kondoma je bila bolj pogosta pri
moSkih z ve¢ spolnimi partnerkami in ti-
stih, ki niso bili poro€eni oziroma niso Zi-
veli skupaj s partnerko. Rezultati kaZejo
na relativno manj tvegano spolno vede-
nje Slovencev.

Rezultati raziskave »Opozorilno
epidemiolosko spremljanje okuzb
s HPV med Zenskami, vklju¢enimi
v Drzavni program ZORA«

Zanesljive ocene o bremenu okuZb s HPV
med Slovenkami smo dobili z nacional-
no presecno raziskavo »Opozorilno epi-
demiolosko spremljanje okuZb s humani-
mi virusi papiloma (HPV) med Zenskami,
vkljuenimi v DrZavni program ZORA«.
Prevalenca okuZb materni¢nega vratu z
vsaj enim od 12 onkogenih oziroma vi-
sokorizi¢nih HPV (vr-HPV) je bila 12,2 %,
najvidja med starimi 20-24 let (25,0 %).
Glede na izvid citoloSke preiskave brisa
materni¢nega vratu pa je bila prevalen-
ca okuZb najniZja med Zenskami z nor-

malnim izvidom citoloSke preiskave bri-
sa materni¢nega vratu (10,0 %) in najvisja
med Zenskami s ploS¢atoceli¢no intraepi-
telijsko lezijo visoke stopnje (83,7 %) (12).
OkuZbo materni¢nega vratu z vsaj enim
izmed obeh cepilnih vr-HPV genotipov
(HPV16, HPV18) je imelo 4,4 % in z vsaj
enim izmed 25 ne-visokorizicnih HPV
(ne-vr-HPV) 10,0 % Zensk (12, 14). Proti-
telesa proti vsaj enemu od 11 vr-HPV je
imelo 59,2 % in vsaj enemu izmed 4 ne-
-vr-HPV 33,1 % Zensk (13). Okuzbo mater-
nicnega vratu (prisotnost DNK) in/ali pro-
titelesa proti vsaj enemu od 4 cepilnih
genotipov HPV (HPV6, HPV11, HPV16 in
HPV18) je imelo 44,7 % Zensk.

RAZPRAVA
OkuZba s HIV in druge SPO v Sloveniji
predstavljajo relativno veliko breme.
Preprecevanje in obvladovanje okuZ-
be s HIV in drugih SPO v okviru promo-
cije spolnega in reproduktivnega zdravja
je pomembna javnozdravstvena prednost.
S programi promocije spolnega in repro-
duktivnega zdravja moramo doseci vse
prebivalce, predvsem pa mlade. Za pre-
precevanje spolnega prenosa je predvsem
pomembno spodbujati odgovorno in var-
no spolno vedenje, vklju¢no s promocijo
uporabe kondoma. Ker je breme okuZbe s
HIV in nekaterih drugih SPO, predvsem
gonoreje in sifilisa, v Sloveniji najvecje
med MSM, je promocija odgovorne in
varne spolnosti s promocijo uporabe kon-
doma med MSM zelo pomembna.
Javnozdravstveni pristop k obvlado-
vanju SPO vklju€uje tudi promocijo ta-
kojSnjega iskanja zdravstvene pomoci.
Bolnikom z znaki SPO in teZavami zara-
di njih bi morali poleg oskrbe v primar-
nem zdravstvenem varstvu omogociti
tudi moZnost dostopa do specialisti¢nega
zdravljenja na sekundarni ravni brez na-
potitve. Za MSM bi bilo smiselno orga-
nizirati posebno specialisti¢cno obravna-
vo SPO.
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Podatki o okuZzbi s HIV in drugih SPO,
ki jih zbiramo na NIJZ na podlagi zakon-
sko obvezne prijave, podcenjujejo nji-
hovo pogostost. To je posledica tega, da
del okuZb s HIV in SPO (npr. klamidijska
okuzba) poteka brez bolezenskih znakov in
teZav in tako okuZeni ne iSc¢e zdravstvene
oskrbe, da del okuZb, ki je prepoznan, ni
etiolo$ko razjasnjen (npr. izcedek iz secni-
ce pri moSkem) in da zdravniki Stevilnih
prepoznanih SPO ne prijavijo. Na primer,
samo 35,8 % primerov klamidijskih okuZb,
ki so jih v obdobju od 2007 do 2010 pre-
poznali na InStitutu za mikrobiologijo in
imunologijo Medicinske fakultete Univer-
ze v Ljubljani, je bilo prijavljenih NIJZ.

Tudi sledenje spreminjanja prijavne in-
cidence nekaterih SPO v ¢asu je relativno
nezanesljivo, saj lahko Ze sprememba pra-
kse nekaj zdravnikov glede obsega testira-
nja pomembno vpliva na spremembo naci-
onalnih trendov v prijavni incidenci. Slika
6 prikazuje spreminjanje stopnje testiranja
na klamidijsko okuZbo in prijavne inciden-
ce spolno prenesene klamidijske okuZbe v
Sloveniji in v zdravstveni regiji Nova Go-
rica za obdobje zadnjih deset let, podatke
smo ¢rpali iz poro¢il laboratorijev o Stevilu
opravljenih testiranj in prijav SPO.

Izrazit porast stopnje testiranja in Ste-
vila prepoznanih okuZb v goriSki regiji ter

posledi¢en porast v Sloveniji v letu 2005
je bil posledica projekta »Varovanje ro-
dnega zdravja mladih Zensk« v goriski re-
giji, kjer so od aprila do septembra 2005
rutinsko ponujali prostovoljno zaupno te-
stiranje na spolno preneseno klamidijsko
okuZbo vsem ginekoloSkim pacientkam,
starim 18-30 let.

Obcutljivost epidemioloSkega spre-
mljanja okuZbe s HIV in SPO bi lahko del-
no izboljSali z vzpostavitvijo laboratorij-
skega epidemioloSkega spremljanja, ki bi
vklju€evalo prijavljanje vseh diagnosti-
ciranih okuZb. Smiselno bi bilo tudi sis-
temati¢no zbirati podatke o obsegu te-
stiranja na okuZzbo s HIV in druge SPO
ter deleZu pozitivnih rezultatov v skupi-
nah ljudi z razli¢nimi tveganimi vedenji,
v skupinah bolnikov z razli¢nimi bole-
zenskimi teZavami in znaki, ki so znacilni
za okuZbo s HIV, med razli¢nimi special-
nostmi zdravnikov, med razli¢nimi izva-
jalci zdravstvene dejavnosti in tudi v sku-
pnosti MSM.

Zelo enostavno spremljanje nekaterih
kazalnikov tveganega vedenja v majhnih
priloZnostnih vzorcih MSM in IUD bi mo-
rali dopolniti z ve¢jimi in bolj pogloblje-
nimi ponavljajo¢imi se presecnimi razi-
skavami tveganih vedenj, okuZbe s HIV
in drugih SPO ter njihovih potreb v zve-
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Slika 6. Stopnja testiranja na spolno preneseno klamidijsko okuZbo in prijavne incidence spolno prenese-
ne klamidijske okuzbe, Slovenija, Nova Gorica, 2004-2013.

zi s preprecevanjem in obvladovanjem teh
okuZb ter oskrbe okuZenih.

Rezultate epidemiolo$kega spremlja-
nja okuZzbe s HIV in SPO bi morali dopolni-
ti z bolj zanesljivimi ocenami njihove po-
gostosti z javnozdravstvenimi prese¢nimi
raziskavami v verjetnostnih vzorcih prebi-
valcev, ki bi dale tudi zanesljive podatke o
dejavnikih tveganja in spolnem vedenju.

ZAKLJUCKI
Okuzba s HIV in druge SPO v Sloveni-
ji predstavljajo relativno veliko breme.

Njihovo preprecevanje in obvladovanje v
okviru promocije spolnega in reproduk-
tivnega zdravja je pomembna javnozdra-
vstvena prednost.

EpidemioloSko spremljanje okuZbe s
HIV in drugih SPO bi lahko izboljsali z
vzpostavitvijo laboratorijskega epidemi-
oloSkega spremljanja. Rezultate bi mora-
li dopolniti z javnozdravstvenimi presec-
nimi raziskavami v verjetnostnih vzorcih
prebivalcev, ki bi dale zanesljive podatke
o pogostosti SPO, dejavnikih tveganja ter
spolnem vedenju prebivalstva.
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1ZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: spolno vedenje, presetna raziskava, splosno prebivalstvo, Slovenija

IZHODISCA. Zeleli smo opisati spolno vedenje Slovencev. METODE. V letu 2000 smo
izvedli nacionalno presecno raziskavo v verjetnostnem vzorcu 18-49 let starih prebival-
cev. Podatke smo zbrali z anketiranjem in anonimnim samoizpolnjevanjem vpraSalni-
kov z bolj obcutljivimi vpraSanji. Uporabili smo statisti¢cne metode za kompleksne pre-
secne raziskave. REZULTATI. Sodelovalo je 849 moskih in 903 Zenske. Med mos$kimi,
rojenimi po zgodnjih 1960-ih letih in Zenskami, rojenimi po zgodnjih 1970-ih letih, je
bila mediana starosti ob prvem heteroseksualnem spolnem odnosu 17 let. Med rojeni-
mi v obdobju 1975-1982 je o prvem heteroseksualnem spolnem odnosu pred starostjo
16 let porocalo 16,9 % moskih in 14,4 % Zensk. Uporabo kondoma ob prvem heterose-
ksualnem spolnem odnosu je navedlo 23,6 % vseh mog8kih in 21,3 % Zensk, med tistimi,
ki so imeli prvi heteroseksualni spolni odnos v obdobju 1995-1999 pa Ze 71,7 % mo-
§kih in 63,8 % Zensk. Za obdobje zadnjih petih let so moski in Zenske najpogosteje poro-
cali o enem heteroseksualnem partnerju (mediana in aritmeti¢na sredina znaSata 3,2 in
1,5). O vzporednih partnerskih zvezah je porocalo 24,4 % moskih in 8,2 % Zensk, o he-
teroseksualnem seksu s tujci 12,6 % moskih in 12,2 % Zensk, 4,8 % Zensk je navedlo, da
jih je moski prisilil v spolni odnos, 2,6 % moSskih, da so placali Zenski za seks, in 0,6 %
moskih, da so imeli spolne odnose z mo8kimi. V zadnjem letu je 22,7 % moskih in 9,5 %
Zensk porocalo o vsaj enem novem heteroseksualnem partnerju. Povpre¢no Stevilo spol-
nih odnosov v preteklih §tirih tednih je bilo 6,1 za mo8ke in 6,0 za Zenske. Dosledna in
obcasna uporaba kondoma je bila bolj pogosta pri moskih z ve¢ spolnimi partnerkami in
tistih, ki niso bili poro€eni oziroma niso Ziveli skupaj s partnerko. ZAKLJUCKI. Rezultati
kaZejo na v povprecju relativno nizko tvegano spolno vedenje Slovencev.

"lzr. prof. dr. Irena Klavs, dr. med., Center za nalezljive bolezni, Nacionalni institut za javno zdravje, Trubarjeva ulica 2,
1000 Ljubljana; irena.klavs@nijz.si
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ABSTRACT

KEY WORDS: sexual behaviour, cross-sectional study, general population, Slovenia

BACKGROUND. We aimed to describe sexual behaviour of Slovenians. METHODS. In
2000, we conducted a national cross-sectional study in a probability sample of the ge-
neral population 18-49 years old. The data were collected by conducting face-to-fa-
ce interviews and via anonymous self-administered questionnaires with more sensiti-
ve questions. Statistical methods for complex survey data were used. RESULTS. There
were 849 men and 903 women participating. Among men born after early 1960s and
women born after early 1970s the median age for first heterosexual intercourse was 17
years. First heterosexual intercourse before the age of 16 was reported by 16.9 % of men
and 14.4 % of women born during 1975-1982. Among all men and women, 23.6 % and
21.3 % reported condom use during the first heterosexual intercourse, whereas among
those who had their first heterosexual intercourse during 1995-1999, the percenta-
ge increased to 71.7 % for men and 63.8 % for women. In the past 5 years, both men
and women reported a median of one heterosexual partner (means: 3.2, 1.5 respective-
ly). Concurrent heterosexual partnerships were reported by 24.4 % of men and 8.2 % of
women, heterosexual sex with non-Slovenian partners by 12.6 % of men and 12.2 % of
women, forced sex by 4.8 % of women, paid heterosexual sex by 2.6 % of men and sex
with another man by 0.6 % of men. In the past year, 22.7 % of men and 9.5 % of women
reported forming at least one new heterosexual partnership. On average, the number
of episodes of heterosexual sex in the previous four weeks was 6.1 for men and 6.0 for
women. Consistent and inconsistent condom use was reported more frequently among
men reporting multiple female partners and those not married or cohabiting. CONCLU-
SIONS. Our results indicate relatively low risk sexual behaviour of the general popu-
lation in Slovenia.

IZHODISCA

Zanesljivi podatki o spolnem vedenju pre-
bivalstva so pomembni za razumevanje
nacionalne epidemiologije okuZzbe s HIV
in drugih spolno prenosljivih okuzb (SPO)
ter nacrtovanje promocije spolnega in re-
produktivnega zdravja, vkljuno s pre-
precevanjem in obvladovanjem okuZbe s
HIV in drugih SPO. Vec¢ina zahodnoevrop-
skih drZav je zato Ze v poznih 1980-ih in
zgodnjih 1990-ih letih izvedla nacional-
ne raziskave spolnega vedenja v verjetno-
stnih vzorcih splo$nega prebivalstva. V
letih 1999-2001 je tudi InStitut za varova-
nje zdravja (IVZ) izvedel prvo in do sedaj
edino slovensko nacionalno prese¢no raz-
iskavo z naslovom »Zivljenjski slog, sta-
li§¢a, zdravje in spolnost« (ZSSZS) o tve-

ganih vedenjih za okuZbo s HIV in druge

SPO v verjetnostnem vzorcu slovenskih

prebivalcev. Zeleli smo:

+ opisati spolno vedenje Slovencev sta-
rih 18-49 let,

+ opredeliti demografske, socialne in ve-
denjske dejavnike tveganja za visoko
tvegane vedenjske vzorce za okuZbo s
HIV in druge SPO in

« oceniti prevalenco ter opredeliti de-
javnike tveganja za genitalne okuZbe z
bakterijo Chlamydia trachomatis.

Rezultati so bili objavljeni v mednaro-
dnih medicinskih revijah in v knjigi (1-8).
V prispevku povzemam metode in nekaj
najpomembnejSih rezultatov glede spol-
nega vedenja in uporabe kondoma.
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METODE
Uporabljene metode zbiranja podatkov, ki
smo jih priredili po podobni britanski ra-
ziskavi iz leta 1990, smo podrobno opisa-
li (9-12). Podatke smo zbrali v letih 1999-
2001, skoraj vse v letu 2000. Osebe, ki so
bile izbrane v dvostopenjski stratificiran
verjetnostni vzorec iz Centralnega regi-
stra prebivalcev, so prejele napovedno pi-
smo. Podatki so bili zbrani na domovih
sodelujoc¢ih s kombinacijo anketiranja v
osebnem stiku in anonimnega samoizpol-
njevanja vpraSalnikov (svin¢nik in papir).
Sodelujo¢i so bili vnaprej obve$Ceni, da
bodo knjiZice z odgovori na bolj ob¢utlji-
va vpraSanja sami zalepili v kuverte in da
njihovih odgovorov anketarke ne bodo vi-
dele. Vsi sodelujoci so bili tudi povablje-
ni, da prispevajo prvi curek urina za testi-
ranje na okuZzbo z bakterijo C. trachomatis.

Zbrane podatke smo analizirali v stati-
sti¢nem paketu STATA. Uporabili smo me-
tode, ki so primerne za kompleksne podat-
ke iz prese¢nih raziskav z upoStevanjem
stratifikacije, kopic¢enja vzorca in uteZeva-
nja. Z uteZevanjem smo ocene prilagodi-
li za nadvzoréenje mladih in razlike v od-
govoru med razli¢nimi tipi in velikostmi
skupnosti ter glede znanih znacilnosti pre-
bivalstva glede statisti¢nih regij, spola in
starosti v Centralnem registru prebivalcev
za leto 2000. V prispevku ne prikazujem
95 % intervalov zaupanja ocen deleZev lju-
di z razliénimi vedenji, ki so objavljeni v
prej omenjenih ¢lankih.

Pred zbiranjem podatkov smo pridobi-
li soglasje Komisije za medicinsko etiko
pri Ministrstvu za zdravije.

REZULTATI

V raziskavo smo vkljucili 1752 oseb, 849
moskih in 903 Zenske. Odgovor je bil
67,0 %.

Mediana starosti ob prvem heterose-
ksualnem spolnem odnosu je bila 17 let
pri moskih in 18 let pri Zenskah ter je pa-
dla z 18 na 17 let med moSkimi, rojenimi

po zgodnjih 1960-ih letih in med Zenska-
mi, rojenimi po zgodnjih 1970-ih letih. O
zgodnjem prvem heteroseksualnem spol-
nem odnosu (pred starostjo 16 let) je po-
rocalo 15,2 % vseh moskih in 7,4 % vseh
Zensk, medtem ko sta bila ustrezna deleZa
med rojenimi v obdobju 1975-1982 zelo
podobna (16,9 % in 14,4 %). Zenske z visjo
izobrazbo in tiste, ki so jih o spolnosti po-
ucili starsi ali v Soli, so s spolnimi odno-
si zacele kasneje kot njihove vrstnice. Med
Zenskami z zgodnjim prvim spolnim odno-
som z moskim jih je polovica ocenila, da se
je zgodilo prezgodaj in 4,2 % jih je poroca-
lo, da so bile v prvi spolni odnos prisiljene,
medtem ko je o prisili v prvi spolni odnos
z moSkim porocalo 0,9 % vseh Zensk. Ose-
be z zgodnjim spolnim odnosom so pogo-
steje porocale o vi§je tveganem spolnem
vedenju v Zivljenju, Zenske o pogostejSih
najstniskih nosec¢nostih in mosSki o manj
pogosti uporabi kondomov in bolj pogo-
stih SPO. Tri od Stirih oseb z zgodnjim he-
teroseksualnim spolnim odnosom so po-
rocale, da takrat niso imele ustreznega
znanja o spolnosti in veliko jih je Zelelo,
da bi jih o spolnosti poucili starsi ali v Soli.
Da so ob prvem heteroseksualnem
spolnem odnosu uporabili kondom, je po-
roc¢alo 23,6 % moskih in 21,3 % Zensk.
Med tistimi, ki so imeli prvi heteroseksu-
alni spolni odnos v obdobju 1995-1999,
je kondom uporabilo Ze 71,7 % mo8kih in
63,8 % Zensk. V primerjavi z vrstniki so
kondom bolj verjetno uporabili mo8ki, ki
so bili ob prvem spolnem odnosu z Zensko
stari najmanj 18 let in so si v Zivljenju pri-
dobili viSjo izobrazbo in manj verjetno ti-
sti, ki so bili ob prvem spolnem odnosu z
Zensko pijani ali so jih »odnesli ob¢utki«.
Tabela 1 za moSke in Zenske prikazu-
je razporeditev Stevila heteroseksualnih
partnerjev v vsem Zivljenju, v zadnjih pe-
tih letih in v zadnjem letu glede starosti
oziroma rojstne kohorte. Ve¢ina moSkih
(79,5 %) je porocala o vec kot eni partner-
ki v Zivljenju in 27,7 % o najmanj dese-
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Tabela 1. Stevilo heteroseksualnih partnerjev v vsem Zivljenju, v zadnjih 5 letih in v zadnjem letu za
moske in Zenske glede starosti (rojstnih kohort), Z55ZS 2000, Slovenija. ZSSZS - raziskava Zivljenjski
slog, stalis¢a, zdravje in spolnost, SD - standardna deviacija, U - uteZeno Stevilo ljudi, NU - neutezeno
Stevilo ljudi.

Moski Zenske
Starost v letih Starost v letih
(rojstna kohorta) (rojstna kohorta)
18-24 25-34 35-49 Vsi 18-24 25-34 35-49 Vse
Stevilo partnerjev (1975-82) (1965-74) (1950-64) (1975-82) (1965-74) (1950-64)
V vsem zivljenju
0 15,3 % 3,0 % 1,0 % 4,9 % 14,6 % 14 % 0,2% 3,7%
1 16,5 % 13,6 % 16,5 % 15,6 % 31,1,% 334% 449% 385%
2 9,6 % 8,9 % 10,3 % 9,7 % 16,2 % 18,1% 14,3 % 15,9 %
3-4 21,8 % 22,3 % 19,7 % 21,0 % 20,1 % 234% 205% 21,3 %
5-9 17,5 % 24,6 % 20,8 % 21,2 % 130% 189% 13,3 % 15,2 %
10+ 19,4 % 27,7 % 31,8 % 27,7 % 51% 4,8 % 6,3 % 5,6 %
Povpretje® (SD) 6,5(14,3) 79(,6) 9,5(13,0) 83(12,9) 29(3,9) 34(35 31(36) 3,2(3,6)

Mediana (99. percentil) 3 (45) 5(58) 5 (60) 4 (58) 2(22) 2 (15) 2 (20) 2 (20)
Stevilo ljudi: U (NU) 193 (323) 250 (186) 394 (303) 837(812) 181(313) 255(214) 408 (352) 844 (879)

V zadnjih 5 letih

0 159% 48%  30% 65% 147% 28% 26% 52%
1 184% 527% 689% 526% 338% 760% 893% 735%
2 104% 101% 8,4 % 94% 197% 97% 56% 98%
3-4 234% 131% 99% 140% 174% 70% 26% 70%
5-9 179% 126% 56% 105% 105% 45% 00% 36%
10+ 136% 66% 42% 72% 39% 00% 00% 08%
Povprecje® (SD) 55(13,3) 31(47) 2130 32(73) 25(34) 1401 11(0,5 15(18)
Mediana (99. percentil) 3 (40) 1(30) 1(15) 1(30) 2 (16) 1(5) 1(4) 1(8)

Stevilo ljudi: U (NU) 193 (322) 249 (186) 400 (307) 842 (815) 180 (311) 258 (216) 414 (357) 851(884)

V zadnjem letu

0 23,3 % 9,3 % 4,4 % 10,2 % 19,7 % 53% 5,9 % 8,6 %

1 44,5 % 70,2 % 781% 68,1 % 61,2 % 898% 92,0% 84,8%
2 121% 10,9 % 1,3% 1,3% 1,9 % 41% 1,5 % 4,5 %

3-4 12,9 % 73 % 5,6 % 7,8 % 51% 0,9 % 0,6 % 1,7%

5-9 5,8 % 1,8 % 0,3% 2,0% 2,2% 0,0 % 0,0 % 0,5%

10+ 1,5 % 0,5% 0,3% 0,6 % 0,0 % 0,0 % 0,0 % 0,0 %

Povprecje? (SD) 1,8(3,7) 1,3(1,3) 12(0,8 14(,0 1100 10(04) 10(0,3) 10(0,6)
Mediana (99. percentil)  1(10) 1(7) 1(4) 1(8) 1(5) 1(2) 1(2) 1(3)

Stevilo ljudi: U (NU) 192(321) 248 (185) 399 (306) 840 (812) 182(315) 259 (217) 414 (357) 855 (889)

2 Povprecje ni najboljsa mera, ker je razporeditev nesimetri¢na. Stevilo ljudi, vkljugenih v razliéne analize, je
razliéno, kar je odvisno od $tevila manjkajotih vrednosti za posamezne spremenljivke.
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tih. Po drugi strani pa je ve¢ kot o enem
partnerju v Zivljenju porocalo precej manj
Zensk (57,9 %) in o najmanj desetih samo
5,6 %. Na povprecno Stevilo heteroseksu-
alnih partnerjev v Zivljenju (8,3 za mo-
Ske in 3,2 za Zenske; p < 0,001) so vplivali
predvsem tisti z visokim Stevilom. Starej-
§i mos8ki so porocali o viSjem Stevilu par-
tnerk kot mlajSi (povprecja: v starostni
skupini 18-24 let: 6,5; 25-34 let: 7,9; 35—
49 let: 9,5 p < 0,001). Za razliko od tega
so Zenske, stare 25-34 let porocale o vis-
jem povprecnem Stevilu partnerjev v Zi-
vljenju kot tiste, stare 35-49 let (povpre-
¢ji: 3,4 in 3,1; p < 0,001). Za vse Zivljenje,
zadnjih 5 let in zadnje leto ter tudi v vseh
starostnih skupinah so moski v povprecju
porocali o vi§jem Stevilu partnerk, kot je
bilo povprecno Stevilo partnerjev, o kate-
rih so porocale Zenske (vsi p < 0,001).

Tabela 2 za moSke in Zenske prikazu-
je razporeditev razli¢nih porocanih spol-
nih vedenj glede starosti oziroma rojstne
kohorte. O vsaj enem novem heteroseksu-
alnem spolnem partnerju v zadnjem letu
je porocalo 22,7 % moskih in 9,5 % Zensk,
med porocenimi ali Zive¢imi v skupnem
gospodinjstvu sta bila ustrezna deleZa
8,9 % in 1,5 % in med porocenimi v pre-
teklosti (razvezanimi, lo€enimi in ovdove-
limi) ali samskimi 43,1 % in 29,6 %. Med
vsemi moskimi z novimi heteroseksual-
nimi partnerstvi v zadnjem letu je bilo
83,7 % samskih ali prej poroenih mo-
8kih, Ceprav so ti predstavljali le 40,4 %
vseh mo8kih. Ustrezni deleZi za Zenske so
bili 88,3 % in 29,0 %. Povpre¢no Stevilo
novih heteroseksualnih partnerjev v za-
dnjem letu je bilo 0,4 za moSke in 0,1 za
Zenske (p < 0,001). Najpogosteje so nova
partnerstva oblikovali mladi.

O vsaj enem vzporednem heteroseksu-
alnem partnerju (varanju) v Zivljenju je po-
rocalo 35,3 % moskih in 15,3 % Zensk in da
se je to zgodilo v zadnjih petih letih 24,4 %
moskih in 8,2 % Zensk. V vseh obdobjih in
v vseh starostnih skupinah je ve¢ moskih

kot Zensk poro¢alo o vzporednih heterose-
ksualnih partnerjih (vsi p < 0,05), z izjemo
18-24 let starih za obdobje preteklega leta
(p = 0,07). Ker naj bi deleZ oseb z vzpore-
dnimi heteroseksualnimi partnerji v Zivlje-
nju nara$cal s Stevilom spolno aktivnih let,
so bili porocani deleZi viSji med starejSi-
mi kot mlaj$§imi moS8kimi. Nasprotno pa so
Zenske stare 18-24 let porocale o podob-
nem Stevilu vzporednih moskih partnerjev
(17,4 %) kot Zenske stare 25-34 in 35-49
let (15,5 %, 14,2 %).

Zenske smo vprasali »Kdaj, &e sploh
kdaj, je bilo zadnjikrat, ko vas je kakSen
moski prisilil v spolni odnos?«, na kar jih
je 12,0 % odgovorilo, da se jim je to Ze
zgodilo in 4,8 %, da se jim je to zgodilo
v zadnjih petih letih. DeleZi se niso razli-
kovali glede na starost ali zakonski stan.

Da so Zenski Ze placali za seks, je po-
rocalo 4,4 % moskih, 2,1 % samo enkrat in
0,9 % najmanj desetkrat. Povprecno Stevi-
lo dogodkov placanega seksa se je od 0,1
med 18-24 starimi zviSalo na 0,4 in 0,3
med moskimi starimi 25-34 in 35-49 (p =
0,03). Tujkam je Ze placalo za seks 3,4 %
mos8kih. MoSke in Zenske smo tudi vpra-
Sali, ali so Ze prejeli placilo za heterose-
ksualen seks, pri ¢emer je 0,9 % mo8kih in
0,6 % Zensk porocalo, da so ga Ze prejeli.
Ustrezen deleZ je bil relativno visok med
najmlajSimi Zenskami, starimi 18-24 let
in sicer 1,6 %, kar nakazuje, da prodajanje
seksa postaja bolj pogosto, kot je bilo med
njihovimi starej§imi vrstnicami (p = 0,05).

O heteroseksualnem seksu s tujci v za-
dnjih petih letih je porocalo 12,6 % moskih
in 12,2 % Zensk. Pri zadnjem spolnem od-
nosu moskih in Zensk s tujcem najpogoste-
je ni 8lo za stalnega heteroseksualnega par-
tnerja (63,6 % in 38,8 %), sledili so zakonci
(22,1 % in 36,2 %), stalni partnerji (8,1 %
in 25,0 %) in za moske prostitutke (6,2 %).
Da so imeli zadnji heteroseksualni spolni
odnos s tujcem v tujini je porocalo 48,7 %
moskih in 25,9 % Zensk in sicer samo v 5 %
primerov v drZavi izven Evrope.
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Tabela 2. Spolno vedenje moskih in Zensk glede starosti (rojstnih kohort), Z55ZS 2000, Slovenija. Z55ZS
- raziskava Zivljenjski slog, stalis¢a, zdravje in spolnost, U - utezeno &tevilo ljudi, NU - neutezeno &tevilo
ljudi, SD - standardna deviacija.

Vedenje Moski Zenske
Starost v letih (rojstna kohorta) Starost v letih (rojstna kohorta)
18-24 25-34 35-49 Vsi 18-24 25-34 35-49 Vsi
(1975-82) (1965-74) (1950-64) (1975-82) (1965-74) (1950-64)

Nov heteroseksualni® partner vzadnjem letu

44,7 % 21,2 % 131% 22,7 % 31,4 % 5,0 % 2,6% 9,5%
Baze U (NU) 192 (321) 250(187) 404 (310) 846 (818) 181(313) 257(216) 411(354) 849 (883)

Stevilo novih heteroseksualnih? partnerjev v zadnjem letu glede zakonskega stanu

Poroceni: povpretje 0(0) 0,13(0,5) 0,08(0,3) 0,09(0,3) 0(0) 0(0) 0,02(0,2) 0,01(0,)
(SD)

Stevilo ljudi: U (NU) 3(4) 95(68) 300 (233) 398(305) 10(18) 154 (130) 340 (296) 505 (444)

Kohabit.: 0,51(1,7) 010(0,4) 015(04) 017(0,7) 0,07(0,3) 0,07(0,4) 0,04(0,2) 0,06(0,4)
povprecje (SD)

Stevilo ljudi: U(NU)  13(21)  51(39) 39(28) 103(88) 25(45) 51(42) 26(22) 102 (109)

Bili por.>: 1) 137@1) 1,32(2,0) 5 0,75(1,2) 012(0,3) 0,20 (0,5)
povprecje (SD) -

Stevilo ljudi U (NU) 0(0) 1(1) 10 (7) 1(8) 0(0) 4(3) 28 (22) 32 (25)
Samski: 116 (3,8) 0,62(1,2) 0,26 (0,6) 0,87(2,9) 0,54 (1,00 0,23(0,5) 0,09 (0,3) 0,43 (0,9)
povprecje (SD)

Baze: U (NU) 163 (273)  92(7) 41(31) 296(375) 138(239) 47(40) 17 (14) 202 (293)

Vsi: povprecje (SD)  110(3,7) 0,32(0,9) 0,4(0,5 0/40(1,9) 044 (0,9) 0,07(0,3) 0,03(0,2) 0,13(0,5)
Stevilo ljudi: U (NU) 179 (298) 239 (179) 391(300) 809(777) 174 (303) 256 (215) 411(354) 841(872)

Vzporedni heteroseksualni? partnerji (varanje)

V Zivljenju 25,7 % 30,2 % 431% 353 % 174 % 15,5 % 14,2 % 15,3 %
Stevilo ljudi: U (NU) 182 (304) 228 (170) 378 (290) 788 (764) 176 (305) 243 (205) 397 (343) 816 (853)
V zadnjih 5 letih 256% 226% 250% 244 % 16,4 % 10,3 % 3,4 % 8,2%
Stevilo ljudi U (NU) 185 (309) 241(181) 401(307) 827(797) 177(307) 255(214) 409 (353) 841(874)
V zadnjem letu 10,7 % 10,9 % 16,5 % 13,5 % 6,4 % 2,6 % 14 % 2,8%
Stevilo ljudi: U (NU) 189 (317) 248 (186) 403 (309) 841(812) 181(313) 257(216) 414 (357) 852 (886)

Placali za seks Zenski

V zivljenju 32% 54%  45%  44% - - - -
Stevilo ljudi: U (NU) 193 (323) 250 (187) 392 (300) 836 (810) - - - -
V zadnijih 5 letih 29% 38% 17%  26% - - - -
Stevilo ljudi: U (NU) 193 (323) 253 (189) 392 (300) 839 (812) - - - -

Imeli heteroseksualnega® partnerja tujca

V zivljenju 189% 220% 277% 240% 179%  191%  241%  213%
Stevilo ljudi: U (NU) 193 (323) 254 (190) 401(307) 848 (820) 182 (315) 256 (215) 412 (356) 850 (886)
V zadnijih 5 letih 170% 104% 1,8% 126% 166% 109% 11%  122%
Stevilo ljudi: U (NU) 191(320) 252 (188) 403 (309) 846 (817) 182 (315) 256 (215) 410 (354) 848 (884)
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Stevilo heteroseksualnih? spolnih odnosov (dogodkov) v zadnjih 4 tednih
0 46,7 % 21,7 % 144% 245% 360% 130% 140% 186%
1-4 172 % 247% 283% 245% 200% 283 % 34,1% 291%
5-9 12,9 % 21,5 % 281% 22,4 % 20,1% 251% 304 % 26,4 %
10-29 21,3 % 32,2% 29,2 % 28,2% 229 % 33,2% 21,6 % 25,5%
30+ 1,9 % 0% 0% 0,5% 1,0 % 0,5% 0% 04 %
Povpretje (SD) 52(8,8) 6,3(56) 65(53) 61(5) 55(76) 70(58) 56(46) 6,0(58)
Mediana 2 (50) 5(20) 5(25) 5 (25) 3(25) 6 (20) 5 (20) 5 (20)
(99. percentil)
Stevilo ljudi: U (NU) 190 (317) 243 (182) 350 (269) 783 (768) 176 (304) 242(203) 365 (315) 783 (822)
Stevilo heteroseksualnih® spolnih odnosov (dogodkov) v zadnjih 4 tednih glede zakonskega stanu
Porogen/koht: 144(19) 76(53) 73(52) 76(3) 87(65 77(58) 6145 68(52)
pov. (SD)
Stevilo ljudi: U (NU) 15(25) 141(104) 287(222) 443(351) 32(57) 190(159) 323(281) 545 (497)
Bili por.: povpr. (SD) = 10 (-) 2,5(4,00 31(44) = 58(53) 3,0(52 34(51
Stevilo ljudi: U (NU) 0(0) 1(1) 15 (11) 17 (12) 0(0) 4(3) 26 (20) 29(23)
Samski: povpretje 44(6,8) 44(56) 29(46) 42062 48(76) 4249 1,0(24) 43(6)9)
(SD)
Stevilo ljudi: U (NU) 175(292) 100(77) 48(36) 323(405) 143 (246) 48 (41) 17 (14) 208 (301)
Vsi: povpretje (SD) 52(8,8) 63(56) 65(53) 61(5 55(76) 70(58) 56(46) 60(58)
Stevilo ljudi:U (NU) 190 (317) 243 (182) 350 (269) 783 (768) 176 (304) 242 (203) 365 (315) 783 (822)

2 Partnerjev drugega spola
® Bili poroceni v preteklosti (logeni, razvezani, vdovci)
¢ Poroteni ali Zivijo skupaj

Stevilo ljudi vkljugenih v razliéne analize je razli¢no, kar je odvisno od stevila manjkajotih vrednosti za

posamezne spremenljivke.

Med moskimi in Zenskami ni bilo razlik
v pogostosti heteroseksualnih spolnih od-
nosov v zadnjih §tirih tednih (mediana: 5),
a so imeli stari 18-24 let v povprecju manj
spolnih odnosov kot starejsi (p < 0,001). Ker
je seks »bolj dosegljiv« poro€enim in tistim,
ki Zivijo s partnerjem, so ti imeli viSje pov-
precno Stevilo spolnih odnosov v primerja-
vi z ostalimi (p < 0,001 za oba spola).

Skoraj vsi ljudje so porocali, da so Ze
imeli vaginalni spolni odnos (tabela 3).
Oralni heteroseksualni seks je bil tudi
precej pogost (felacija: 79,3 % moskih,
72,7 % Zensk in kunilingus: 78,1 % mo-
8kih in 77,3 % Zensk). Da so Ze imeli hete-
roseksualni analni spolni odnos je poroca-
lo 31,6 % moskih in 22,3 % Zensk.

O homoseksualnih izkuSnjah (npr. po-
ljubljanje, ljubkovanje) je porocal majhen
deleZ moskih (3,3 %) in Zensk (3,6 %) in
Se manjsi deleZ je porocal o homoseksual-
nih spolnih odnosih (oralni in analni seks
med moskimi (1,0 %) in oralni med Zen-
skami (0,9 %)). Ve¢ina moskih, ki je po-
ro¢ala o homoseksualnih spolnih odno-
sih, je bila v ¢asu raziskave porocena ali
so bivali s partnerko v skupnem gospo-
dinjstvu.

O dosledni uporabi kondomov pri va-
ginalnih ali analnih spolnih odnosih v za-
dnjih Stirih tednih je porocalo 11,6 % mo-
8kih in 9,1 % Zensk in dodatnih 14,7 %
moskih in 9,9 % Zensk o nedosledni upo-
rabi. Dosledna in nedosledna uporaba
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Tabela 3. Heteroseksualne prakse moskih in Zensk glede starosti (rojstnih kohort), Z55ZS, 2000, Slove-
nija. ZSSZS - raziskava Zivljenjski slog, stalisa, zdravje in spolnost, U - uteZeno &tevilo ljudi, NU - neu-
teZzeno Stevilo ljudi, SD - standardna deviacija.

Vedenje

Moski

Zenske

Starost v letih (rojstna kohorta)

Starost v letih (rojstna kohorta)

18-24 25-34 35-49 Vsi 18-24 25-34 35-49 Vse

(1975-82) (1965-74) (1950-64) (1975-82) (1965-74) (1950-64)
Heteroseksualne prakse v Zivljenju
Vaginalni spolni odnos 84,2 % 971 % 991% 952% 850% 991% 998% 96,3%
Stevilo ljudi: U (NU) 192 (321) 257(192) 408 (312) 857(825) 183(317) 256 (215) 403 (348) 842 (880)
Oralni spolni odnos® 71,6 % 881% 859% 833% 743% 91,0% 762% 80,2%
Stevilo ljudi: U (NU) ~ 191(319) 250 (187) 388 (297) 829 (803) 181(314) 251(210) 397 (343) 829 (867)
Analni spolni odnos 252% 424% 279% 316% 196% 306% 183% 223%
Stevilo ljudi: U (N) 191(319) 246 (184) 383 (294) 821(797) 180 (312) 254 (213) 392 (339) 826 (864)
Ne-penetrantni seks® 750% 852% 732% 773% 69,8% 772 % 634% 69,0%
Stevilo ljudi: U (NU) 193 (323) 253 (189) 386 (296) 832 (808) 183 (317) 250 (210) 395 (341) 828 (868)
Heteroseksualne prakse v zadnjem letu
Vaginalni spolni odnos 774 % 905% 960% 90,2% 793% 95,1% 936% 91,0%
Stevilo ljudi: U (NU) 192 (321) 257(192) 408 (312) 857(825) 183 (314) 251(210) 497 (343) 829 (880)
Oralni spolniodnoss®  62,9%  821% 769% 753% 684% 815% 634% 70,0%
Stevilo ljudi: U (NU) ~ 191(319) 250 (187) 388 (297) 829 (803) 181(314) 251(210) 397 (343) 829 (867)
Analni spolni odnos 18,1% 24,7 % 16,2 % 19,2 % 14,6 % 16,7 % 10,9 % 13,5 %
Stevilo ljudi: U (NU) ~ 191(319) 246 (184) 383 (294) 821(797) 180(312) 254 (213) 392 (339) 826 (864)
Ne-penetrantni seks® 63,8 % 731% 585% 642% 631% 612% 460% 544%
Stevilo ljudi: U (NU) 193 (323) 253 (189) 386 (296) 832 (808) 183 (317) 250 (210) 395 (341) 828 (868)

2 Kunilingus ali felacijo
®Genitalni stik brez spolnega odnosa (penetracije)

Stevilo ljudi vkljugenih v razliéne analize je razli¢no, kar je odvisno od stevila manjkajotih vrednosti za

posamezne spremenljivke.

kondomov je bila bolj pogosta med sam-
skimi ali prej porocenimi moskimi in Zen-
skami v primerjavi s porocenimi in Zive-
¢imi skupaj s partnerjem (p < 0,05). Poleg
tega je bila dosledna uporaba kondomov
v zadnjem letu bolj pogosta med tistimi z
vsaj dvema heteroseksualnima partnerje-
ma v primerjavi s tistimi, ki so v zadnjem
letu imeli enega samega heteroseksual-
nega partnerja (p < 0,05), in nedosledna
uporaba med tistimi s Stevilnimi hete-
roseksualnimi partnerji (moski: p < 0,05,
Zenske: p = 0,09).

RAZPRAVA

Nasi rezultati predstavljajo prve zane-
sljive ocene pogostosti razli¢nih vzorcev
spolnega vedenja med 18-49 let starimi
prebivalci Sloveniji. KaZejo veliko razno-
likost spolnega vedenja med posamezni-
ki razli¢nih starosti, moskimi in Zenska-
mi in med osebami z razli¢nim zakonskim
stanom.

Nasi rezultati so najbolje primerljivi z
rezultati britanske raziskave iz leta 2000
(NATSAL 2000), ker smo uporabili podob-
ne metode zbiranja podatkov, smo podatke
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zbirali so¢asno in smo imeli verjetnostne
vzorce sploSnega prebivalstva, ceprav
smo Vv raziskavo vkljucili ljudi malo dru-
gacnih starosti (slovenska raziskava: 18-
49 let, britanska raziskava: 16-44 let) (13).
Na primer, Britanci so porocali o viSjem
Stevilu heteroseksualnih partnerjev v Zi-
vljenju (povprecje za moSke in Zenske:
Britanci: 12,7 in 6,5; Slovenci: 8,3 in 3,2);
ve¢ moskih je porocalo o spolnih odnosih
z moSkimi v zadnjih petih letih (Britanci:
2,6 %; Slovenci: 0,6 %) in da so v zadnjih
petih letih Zenski placali seks (Britanci:
4,2 %; Slovenci: 2,6%). V zadnjem letu je
tudi ve¢ mos8kih in Zensk porocalo o no-
vih heteroseksualnih partnerjih (povpre-
¢je: Britanci: 0,8 in 0,4; Slovenci: 04 in
0,1) in ve¢ Zensk o vzporednih heterose-
ksualnih partnerjih (Britanke: 9,0 %; Slo-
venke: 2,8 %). Edino vi§je tvegano spolno
vedenje za okuZbo s HIV, ki je bilo v Slo-
veniji porofano pogosteje kot v Britaniji,
so bili heteroseksualni analni spolni od-
nosi (britanski moski in Zenske: 12,2 % in
11,3 %; slovenski moski in Zenske: 31,6 %
in 22,3 %).

Metodoloske jakosti naSe raziskave so
bile odli¢en vzorc¢ni okvir (Centralni re-
gister prebivalstva), verjetnostno vzor-
Cenje, uporaba temeljito pretestiranih in
pilotiranih metod zbiranja podatkov in
uporaba ustreznih statisti¢nih metod za
analize kompleksnih podatkov iz presec-
nih raziskav z upoS$tevanjem stratifika-
cije, kopi€enja vzorca in uteZevanja (10-
11). Anonimno samoizpolnjevanje knjiZic
z obcutljivejS§imi vpraSanji je verjetno
doprineslo k resni¢nosti porocanih po-

datkov. MoZne slabosti bi lahko bile pri-
stranost vzorca zaradi nesodelovanja ne-
katerih povabljenih k sodelovanju in
vedno delno vpraSljiva verodostojnost po-
datkov zbranih z anketiranjem. Zelo ver-
jetno smo podcenili nekatere vzorce viso-
ko tveganega spolnega vedenja, ki so zelo
stigmatizirani, na primer deleZ moSskih, ki
imajo spolne odnose z moSkimi.
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med drZav srednje Evrope (14).
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Sodoben pristop k diagnosti¢ni obravnavi
bolnikov s spolno prenosljivo okuzbo

v vsakodnevni klini¢ni praksi:

smo v Sloveniji na pravi poti?

A Modern Approach to Diagnostic Management of Sexually

Transmitted Infections under Daily Clinical Conditions:
Experiences from Slovenia

1ZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: spolno prenosljive okuZbe, Slovenija, nacionalne usmeritve, MSM

Spolno prenosljive okuZbe so globalno raz§irjene in predstavljajo veliko javno zdra-
vstveno breme. Pogosto potekajo brez bolezenskih znakov in so povezane s stigmo, kar
oteZuje pravocasno odkritje in omogoca nemi prenos s tveganim spolnim vedenjem. Pri
okuZenem lahko pripeljejo celo do Zivljenje ogroZajocih posledic, prenasajo se lahko z
okuZene matere na plod oz. novorojenca. Temeljni ukrepi sodobne diagnosti¢ne obrav-
nave spolno prenosljivih okuZzb vkljucujejo: zavedanje o problematiki, zgodnje odkriva-
nje, razpoloZljivost ustreznih laboratorijskih zmoZnosti in izvajanje potrebnih raziskav
ter epidemiolo8ki nadzor in nadzor nad odpornostjo spolno prenosljivih mikrobov. Pri-
spevek prikazuje epidemioloSke znacilnosti spolno prenosljivih okuZb v Sloveniji - Se
posebej stanje v skupinah z velikim tveganjem za okuZbo, sodoben pristop k diagnostic¢-
ni obravnavi spolno prenosljivih okuZzb v vsakodnevni praksi in izvajanje diagnostic-
ne obravnave spolno prenosljivih okuzb na nacionalni ravni. V zadnjem delu predstav-
ljamo usmeritve za prihodnost, s katerimi bi lahko obvladovanje spolno prenosljivih
okuZb v Sloveniji pripeljali na zavidljivo raven.

ABSTRACT
KEY WORDS: sexually transmitted infections, Slovenia, national guidelines, MSM

Sexually transmitted infections are widely spread and represent a huge public health
burden. They are often asymptomatic and stigmatized, which prevents them from be-
ing promptly recognised. This in turn leads to further spread of infection through risky
sexual behaviour, life threatening complications in an infected person and to transmis-
sion of infection from infected mother to foetus or newborn. The key points for dia-
gnostic management of sexually transmitted infections include: awareness of the pro-

"lzr. prof. dr. Mojca Matiti¢, dr. med, Klinika za infekcijske bolezni in vro€inska stanja, Univerziteteni klini¢ni center
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blem; early detection; laboratory infrastructure capacities with the necessary testing
methods; epidemiological surveillance and microbiological surveillance of resistant
sexually transmitted microbes. This review presents epidemiological characteristics of
sexually transmitted infections in Slovenia with the focus on high risk populations. We
emphasize modern approach to diagnostic management of sexually transmitted infecti-
ons and its applications in daily life situations in Slovenia. We conclude the review by
outlining future directions to improve the management of sexually transmitted infecti-

ons on the national level in Slovenia.

uvoD

Svetovna zdravstvena organizacija (SZO)
je leta 2001 ocenila, da se spolno preno-
sljive okuZbe (SPO) pojavljajo v pande-
micni obliki (1). Gre za ene najpogosteje
zaznanih okuZb v svetu, saj je leta 1990
za t. i. ozdravljivimi SPO (sifilis, gonoreja,
klamidijska okuZba in trihimonoza) zbole-
lo nad 250 milijonov ljudi, leta 2005 pa je
letna incidenca narasla na 448 milijonov
v starosti 15-49 let (1-4). Ce tovrstnim
SPO pridruZimo Se virusne, kot je okuZ-
ba s humanim virusom papiloma (angl.
human papilloma virus, HPV), ki je najpo-
gostej$a SPO, virusom herpesa simpleksa
(angl. herpes simplex virus, HSV), HIV, ki je
v pomembnem soodnosu z epidemiologi-
jo ostalih SPO in s katerim je v svetu oku-
Zenih skoraj 35 milijonov ljudi, ter spolno
pridobljeno okuZbo z virusom hepatitisa B
(angl. hepatitis B virus, HBV) s Se dodatnih
350 milijoni okuZenih, ter redko, a moZno
spolno prenosljivim virusom hepatitis C
(angl. hepatitis C virus, HCV) s 170 milijoni
okuZenih, postane danasnji »bazen« oku-
Zenih, ki so vir prenosa mikrobov s tvega-
nim spolnim stikom, ogromen (5-7). V no-
vem tiso€letju pa tudi znotraj samih SPO
beleZimo Stevilne spremembe, tako zaradi
razvoja specifi¢nih diagnosti¢nih in pre-
ventivnih metod (cepivo), pojava in na-
raS¢anja odpornosti spolno prenosljivih
mikrobov na priporo¢ene protimikrobne
ucinkovine kot tudi zaradi sprememb v
nacinu spolnega vedenja. Ce je imela npr.
konec prejSnega tisocletja vodilno vlogo

med bakterijskimi SPO Chlamydia tracho-
matis, ji SZO danes povsem enakovredno
ob bok postavlja bakterijo Neisseria gonor-
rhoeae, s katero se je v svetu samo leta
2008 na novo okuZilo 106 milijonov ljudi
(4). Ce smo konec prejsnjega tiso¢letja be-
leZili upad incidence sifilisa, v novem ti-
so€letju spremljamo njegov porast, Se po-
sebej v dolocenih skupinah s tveganim
spolnim vedenjem (5).

Zaradi Stevilnih izjemnosti diagno-
sti¢na obravnava SPO v vsakodnevni kli-
ni¢ni praksi zavzema posebno mesto in
jo je tako potrebno tudi obravnavati (5).
Ze zaradi samega nacina prenosa Stevilni
socialni, antropoloSki, religiozni in drugi
vzroki predstavljajo veliko oviro pri odkri-
vanju SPO, saj Se vedno nosijo pecat sti-
gmatizacije:

-+ so prenosljive, bodisi s heteroseksual-
nim bodisi z istospolnim stikom z oku-
Zeno osebo,

prenaSajo se lahko z okuZene matere
na novorojencka,

- nekatere trajajo doZivljenjsko,

+ zanekatere ne poznamo zdravila in

+ lahko so tudi smrtne.

Nepoznavanje ali napacne in nasprotujo-
¢e si informacije o SPO lahko vodijo do
strahu pred diagnosti¢no obravnavo v po-
vezavi z na¢inom njihovega odkrivanja in
zdravljenjem, Se posebej Ce gre za soci-
alno ali geografsko majhna podrocja (3).
Pomembno oviro pri diagnosti¢ni obrav-
navi oz. odkrivanju SPO predstavlja tudi
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dejstvo, da jih vecina lahko poteka brez-
simptomno in bolnika k zdravniku prive-
dejo Sele posledice nezdravljenih ali ne-
pravilno zdravljenih SPO, ki so lahko
kroni¢ne narave, lahko celo ogrozijo Zi-
vljenje zbolelega, okuZba pa se lahko pre-
nese na spolnega partnerja ali plod oz. no-
vorojenca.

Po kriterijih SZO in Evropskega Cen-
tra za nadzor nad boleznimi (angl. Europe-
an Center for Disease Control, ECDC) temelj-
ni ukrepi sodobne diagnosti¢ne obravnave
bolnikov s sumom na SPO vkljucujejo (8, 9):

zavedanje o problematiki,

zgodnje odkrivanje,

razpoloZljivost ustreznih laboratorij-
skih zmoZnosti in izvajanje potrebnih
raziskav ter

epidemiolo8ki nadzor in nadzor nad
odpornostjo spolno prenosljivih mi-
krobov.

Za uspesno izvajanje diagnosti¢ne obrav-
nave SPO v vsakodnevni klini¢ni praksi
tako na nivoju posameznika kot na nivo-
ju epidemioloSkega Sirjenja okuZbe so to-
rej v posamezni drZavi klju¢nega pome-
na: ustrezna strokovna raven medicinske
stroke, organizacija zdravstvene sluZzbe za
obvladovanje SPO na nacionalnem nivo-
ju ter sodoben pristop k diagnostiki SPO
v vsakodnevni klini¢ni praksi upoStevajo¢
svetovne trende in nacionalne posebnosti.

EPIDEMIOLOSKE ZNACILNOSTI
SPOLNO PRENOSL]JIVIH OKUZB

V SLOVENIJI

Gibanje SPO v Sloveniji v grobem ne od-
stopa od tistega v drugih evropskih drZa-
vah, z nekaj izjemami (5). Po podatkih Na-
cionalnega inStituta za javno zdravje RS
(NIJZ) je bilo leta 2013 prijavljenih 1189
primerov SPO, po pogostosti: genitalne
bradavice (n = 4606), klamidijske okuZbe (n
= 248), nespecifi¢ni uretritis (n = 234), ge-
nitalni herpes (n = 113), sifilis (n = 65; 35
primerov zgodnjega sifilisa) in gonoreja

(n = 62) (10). Leto poprej je bilo zabeleZe-
nih precej manj primerov genitalnih bra-
davic (n = 249), skoraj tretjino manj pri-
merov gonoreje (n = 45) in za 56 % vec
primerov primarnega sifilisa (n = 63) (11).
Realnega podatka o bremenu tovrstnih
SPO zagotovo nimamo, o ¢emer zgovorno
pric¢a tudi podatek, da je bilo v obdobju od
2007 do 2010 epidemioloski sluZbi prija-
vljenih le 35,8 % klamidijskih okuZb, ki so
bile prepoznane z ustreznimi mikrobiolo-
Skimi diagnosti¢nimi preiskavami na In-
Stitutu za mikrobiologijo in imunologijo
Medicinske fakultete Univerze v Ljublja-
ni (10). Slovenija se z oceno prevalence
HBsAg pod 1 % uvr$¢a med drZave z niz-
ko prevalenco okuZbe s HBV. V letu 2012
je bilo v Sloveniji 45 novo odkritih okuZb
s HIV (21,9/1.000.000 prebivalcev), glav-
nina primerov med mos8kimi, ki imajo od-
nose z moskimi (angl. men who have sex
with men, MSM) (11). Ker je veliko okuZe-
nih s HIV diagnosticiranih relativno po-
zno, podatki o prijavljenih novih diagno-
zah okuZbe s HIV podcenjujejo dejansko
breme.

Vzrokov za tako stanje je ve€ in ticijo
v nedoslednem prijavljanju SPO epidemi-
olo8ki sluZbi s strani razli¢nih zdravnikov
specialistov, predvsem pa v odsotnosti di-
agnostike SPO, saj se jih zaradi brezsimp-
tomnega poteka okuZeni ne zaveda, zato
tudi ne iS€e ustrezne zdravniSke pomo-
¢i. Po drugi strani pa nam aktivno iska-
nje okuZenih, ki so brez simptomov, Se
posebej v skupinah z velikim tveganjem
za okuZbo (npr. MSM), z ustreznimi dia-
gnosti¢nimi preiskavami lahko prikaZe
povsem drugacno podobo bremena SPO
v Sloveniji. Raziskave so pokazale, da se
stopnje tveganja za prenos razli¢nih SPO
med seboj razlikujejo (3). Stopnja tvega-
nja za prenos SPO pri enkratni izposta-
vitvi ob nezaS¢itenem heteroseksualnem
spolnem stiku je za gonorejo ocenjena na
20-50 %, za sifilis do 60 % in za HIV v
povprecju pod 0,5 % , v populaciji MSM
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pa kar 1-3 % (12, 13). Prisotnost genital-
nih razjed lahko dramati¢no zveca tvega-
nje za okuzbo s HIV in najverjetneje tudi
z drugim SPO. Prenos gonoreje in klami-
dijske okuZbe je enako ucinkovit tako pri
heteroseksualnem spolnem stiku kot pri
MSM in je ocenjen med 20 % in 90 % (14).
Ker vse SPO lahko potekajo brezsimpto-
mno, je edini nacin za njihovo razkritje za-
vedanje o tveganju za okuZzbo in ustrezna
mikrobiolo8ka diagnostika.

SKUPINE Z VECJIM TVEGANJEM

ZA SPOLNO PRENOSLJIVE OKUZBE

V SLOVENIJI

Tvegano spolno vedenje vkljuCuje zgo-

den vstop v spolno Zivljenje, nezascitene

oralne, vaginalne ali analne spolne odno-
se, veliko Stevilo in pogosto menjavanje

spolnih partnerjev ter spolne odnose z

osebo iz skupine z vedjim tveganjem ali

znano okuzbo. PogostejSe je znotraj dolo-
¢enih skupin, kot so MSM, spolni delavci
in delavke ter uZivalci in uZivalke nedo-
voljenih drog. Posebno okoli§¢ino pred-
stavljajo potovanja, saj je znano, da je tve-
ganje za SPO med potovanjem do trikrat
vecje kot v domacem okolju; kar 5-51 %
potnikov se namre¢ na kratkotrajnih poto-
vanjih predaja priloZnostnim spolnim od-
nosom, deleZ pa je e mnogo ve¢ji pri dalj
¢asa trajajoCih potovanjih (15). Izvajanje
ustreznih diagnosti¢nih postopkov za ak-
tivno odkrivanje SPO v teh populacijah je

v Sloveniji dokaj skopo.

V zadnjih letih imamo na voljo Se naj-
ve¢ podatkov o SPO v skupini MSM, ki je
v Sloveniji najpogosteje okuZena s HIV,
zelo pa je izpostavljena tudi ostalim SPO:
+ porastu sifilisa (z nebole¢o primarno

lezijo ve€inoma v ustni votlini ali za-
dnjiku),

+ porastu odpornih sevov N. gonorrhoe-
ae in hitro napredujoem spolno pri-
dobljenem hepatitisu C, katerega prvi
primer, prineSen iz tujine, smo Ze za-
belezili, in

+ okuzbi s HPV, povezani z rakom zadnji-
ka in spolovila (10, 11).

Raziskave so pokazale, da se v Sloveniji
MSM vedejo precej tvegano, saj jih le do-
bra polovica redno uporablja kondom, sla-
ba petina pa sploh nikoli (10). Leta 2011
je imelo od 342 HIV-pozitivnih, med kate-
rimi je ve€ina MSM (76 %), kar 30 % Kkli-
ni¢no sliko in/ali seroloSke oznacevalce
sifilisa; pri polovici je bila diagnoza sifili-
sa ugotovljena hkrati z okuZbo s HIV (10).
Leta 2012 je bila polovica vseh prijavlje-
nih primerov gonoreje diagnosticirana pri
MSM (11). Aktivno iskanje gonoreje v tej
skupini je v raziskavi, izvedeni istega leta
pri 306 brezsimptomnih MSM, razkri-
lo prisotnost N. gonorrhoeae kar pri 4,2 %
MSM, od tega pri 2,3 % v Zrelu; v manj-
8i skupini 67 MSM je bila brezsimptomna
gonoreja prisotna v zadnjiku pri 9,2 %
(17). NajnovejSa raziskava je razkrila, da
je imelo kar 88 od 135 MSM, vkljucenih v
raziskavo, v analnem kanalu prisoten beta
humani virus papiloma, znacilno pogo-
steje pa tisti, ki so okuZeni s HIV (18).

Za ostale skupine z zvecanim tvega-
njem za SPO Zal ve¢inoma nimamo tovr-
stnih podatkov, opravljenih pa je bilo ne-
kaj raziskav, ki posredno nakazujejo na
stanje okuZzb v dolo¢enih populacijah.

V manjsi raziskavi populacije oseb, ki
so obiskale ambulanto za SPO, je bila sero-
prevalenca genitalnega herpesa 24,11 %,
medtem ko je v splo$ni populaciji znaSa-
la le 8,6 % (19). Prevalenca C. trachomatis
v teh ambulantah je bila med leti 1999 in
2003 pri heteroseksualnih moskih 19,5 %
(334/1714) in pri Zenskah 10,7 % (96/892);
najvisja je bila v starostni skupini 15-30
let (20).

Med mladimi vojasSkimi rekruti celj-
ske regije je bila v letih 1999-2001 ugoto-
vljena prevalenca brezsimptomnega kla-
midijskega uretritisa pri 2,6 % (21).

V obseZni raziskavi o prisotnosti brez-
simptomne klamidijske okuZbe v splo$ni
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populaciji, stari med 18-49 let, ki jo je leta
2000 izvedel InStitut za varovanje zdrav-
ja Republike Slovenije (IVZ RS), je bila od-
krita visoka prevalenca klamidijske okuZz-
be moskih in Zensk, starih med 18-24 let
(4,1 % v obeh skupinah), od tega v staro-
sti 20-24 let kar 5,1 % za Zenske in 4,6 %
za moske (22).

V nacionalni presecni raziskavi splo-
$ne populacije Zensk na obisku pri gine-
kologu, starih med 20-64 let, je bilo leta
2010 ugotovljeno, da jih je bilo skoraj
60 % seropozitivnih na vsaj en visoko ri-
zi¢en genotip HPV, 12 % pa je aktualno
imelo prisoten virus v materni¢nem vra-
tu (10).

SODOBEN PRISTOP

K DIAGNOSTICNI OBRAVNAVI
SPOLNO PRENOSL]JIVIH OKUZB

V VSAKODNEVNI KLINICNI PRAKSI
Diagnostiko okuZbe s SPO opravljamo za-
radi razli¢nih razlogov: bolezenskih zna-
kov, zaskrbljenosti po tveganem spolnem
vedenju ali v okviru obdobnega rednega
testiranja oseb iz skupin z vedjim tvega-
njem. Problem pri odkrivanju SPO osta-
jajo brezsimptomni bolniki brez prepo-
znanih tveganj, zato je epidemioloSka
anamneza klju¢ do uspeha. Se vedno Zi-
vimo v ¢asu, ko pogovori o spolnosti niso
brez zadreg, bolezni, ki jih s sabo prinaSa-
jo tovrstna tveganja, pa Zal Se vedno moc-
no stigmatizirane. Zato je potreben ustre-
zen prostor, kjer bo pogovor o tovrstnih
tveganjih lahko stekel brez motecih de-
javnikov, pacientu pa je potrebno zagoto-
viti mol¢ecnost in si vzbuditi njegovo za-
upanje.

Pri sumu na SPO poizvemo o tem,
kdaj je bil zadnji tvegan spolni odnos, ka-
k3ni so pacientovi nacini spolne prakse, o
Stevilu spolnih partnerjev v zadnjih Sestih
mesecih, spolnih odnosih za denar, pripa-
dnosti dolo€eni skupini z velikim tvega-
njem za okuZbo ipd. Poleg tega poizvemo
seveda Se o zdravstvenih teZavah oz. ra-

zlogu za obisk v ambulanti. Ko si na pod-
lagi pacientovih teZav in anamnesti¢nih
podatkov izdelamo delovno diagnozo, ra-
zloZimo diagnosti¢ne postopke.

Ker imamo na voljo dobro dostopne,
hitre in zanesljive mikrobioloSke preiska-
ve, je v razvitem svetu zdravljene SPO
vzro¢no in ne sindromno. Opravimo testi-
ranje na SPO, prisotne v naSem epidemio-
loSkem prostoru, z obrazloZitvijo, da dokaz
SPO z enim povzrociteljem lahko pomeni
tudi hkratno okuZbo z vec¢ drugimi (tabela
1). Pacientu razloZimo nacin odvzema ku-
Znin za ustrezne preiskave (bris secnice,
noZznice, materni¢nega vratu, glede na na-
¢in tveganja pa tudi Zrela in zadnjika). Za
oceno aktivnosti vnetja pregledamo ome-
njene brise z mikroskopom pri 1.000-kra-
tni povecavi (Stevilo polimorfonuklearnih
celic v vidnem polju), za morebitno oce-
no povzrocitelja pa z barvanjem preparata
po Gramu (npr. z metilenskim modrilom).
S specifi¢nimi mikrobioloSkimi preiska-
vami v teh kuZninah dokazujemo priso-
tnost bakterij N. gonorrhae, C. trachomatis,
Trichomonas vaginalis, urogenitalnih mi-
koplazem ter morebitnih drugih patoge-
nih bakterij. Pregledamo urin, nativno in
z urinokulturo. S seroloSkimi preiskavami
testiramo kri na okuzbo s HIV, HBV, HCV
in spiroheto T. pallidum. Po potrebi odvza-
memo tudi izcedek prostate. Ob prisotno-
sti razjed odvzamemo bris sprememb za
mikrobioloSke preiskave.

Posebej se z osebo pogovorimo gle-
de testiranja na okuZbo s HIV. Pri vode-
nju pogovora pred testiranjem na okuzbo
s HIV so nam v pomoc¢ priporocila v obli-
ki desetih opornih tock. Gre za smiselno
zaporedje vpraSanj, razlag in ocen, ki sve-
tovalcu razkrijejo najpomembnejSe zna-
Cilnosti preiskovanca, testirana oseba pa
prejme vse potrebne informacije in pripo-
rocila za nadaljnje Zivljenje.

Vsak rezultat diagnosti¢ne obravna-
ve SPO zahteva ustrezno razlago tako v
primeru negativnega (inkubacijska doba,
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Tabela 1. Priporocila za odkrivanje spolno prenosljivih okuzb. VDRL - angl. venereal diseases research la-
boratory, RPR - angl. rapid plasmin reagin, TPHA - angl. Treponema pallidum hemagglutination assay,
FTA-ABS - angl. fluorescent treponemal antibody absorbed, CIA - angl. chemiluminescence immunoassay,
EIA - angl. enzyme immunoassay, HSV-1 - virus herpesa simpleksa tipa 1, HSV-2 - virus herpesa simpleksa
tipa 2, HAV - virus hepatitisa A (angl. hepatitis A virus), HBV - virus hepatitisa B (angl. hepatitis B virus),
HCV - virus hepatitisa C (angl. hepatitis C virus), HIV - €loveski virus imunske pomanijkljivosti (angl. human
immunodeficiency virus), PCR - verizna reakcija s polimerazo (angl. polymerase chain reaction).

Kliniéni sindrom
(povzroéitelji/bolezni)

Preiskave

Uretritis/cervicitis:
Neisseria gonorrhoeae,
Chlamydia trachomatis,
Mycoplasma hominis,
Mycoplasma genitalium,
Ureaplasma urealyticum,
HSV-1in HSV-2

Neisseria gonorrhoeae: bris z vseh mest penetracije:

« setnice/maternicnega vratu za direktno mikroskopiranje, osamitev ali PCR,
« Zrela/zadnjika za direktno mikroskopiranje, osamitev.

Chlamydia trachomatis: bris z vseh mest penetracije:

« sefnice/materni¢nega vratu za kulturo ali PCR,

« Zrela/zadnjika za kulturo in/ali urin za PCR.

Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealyticum?®: bris se¢nice/materni¢nega
vratu za PCR (osamitev).

Mycoplasma genitalium?®: bris se¢nice/materni¢nega vratu za PCR.
Trichomonas vaginalis:

« mikroskopiranje prvega jutranjega urina,

« bris se¢nice/materni¢nega vratu za osamitev ali PCR.

HSV-1in HSV-2%: bris se¢nice/materni¢nega vratu za PCR (osamitev, antigenski
test).

Seroloski testi na ostale SPO:

Treponema pallidum:

« seroloski testi: netreponemalni (VDRL, RPR) in treponemalni (TPHA, FTA-
ABS, CIA, EIA),

* po zelo tveganem odnosu: ponovimo ¢ez 2-4 tedne,

* po manj tveganem odnosu: ponovimo ¢ez 12 in 24 tednov.

HIV:

« anti-HIV izhodi3¢no; ponovimo 6, 12, 24 tednov po odnosu.

HBV:

« te ni cepljen: testa HBsAg, anti-HBc,

« Ce je cepljen: test anti-HBs.

HCV: ni nujno; testiramo, ¢e je bila poskodba med odnosom ali e je i. v. uZivalec

drog:

« anti-HCV izhodis¢no,

« anti-HCV in PCR 12 in 24 tednov po odnosu.

HAV: IgM, IgG anti-HAV (e analno-oralni odnos).

Razjeda na spolovilu

s povecanimi bezgavkami
ali brez povecanih
bezgavk:

sifilis, genitalni herpes,
mehki ¢ankar, klamidijski
limfogranulom, ingvinalni
granulom

Treponema pallidum:

« mikroskopiranje brisa razjede v temnem polju ali DIF,

« seroloski testi: netreponemalni (VDRL, RPR) in/ali treponemalni (TPHA, FTA-
ABS, CIA, EIA).

HSV-1/2:

« bris razjede za PCR (osamitev ali antigenski test),

« seroloski testi: IgM, 1gG HSV-1/2 (€e ni razjed ali je kuznina neprimerna).

Chlamydia trachomatis (L1-3):

« bris razjede ali gnoja iz bezgavk za PCR ali osamitev.

Haemopbhilus ducreyi:

« bris razjede ali kuznine iz obodnih bezgavk za osamitev ali PCR (redki
laboratoriji).

Calymmatobacterium granulomatis:

« mikroskopiranje tkiva razjede ali granulacijskega tkiva za Donovanova telesca,

« osamitev iz kuZnine (tezko!).

testiranje na anti-HIV in ostale SPO

2V dolocenih primerih.
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diagnosti¢no okno) kot tudi v primeru
pozitivnega izvida (navodila o zdravlje-
nju, potrebi po kontrolnem pregledu in
o potrebi testiranja zdaj$njih oz. morebi-
tnih bivsih spolnih partnerjev). ZaZeleno
je, da bolnik izvid prejme osebno, Se po-
sebej ob potrditvi dolocene diagnoze, po-
vezane s tveganim vedenjem. Interpreta-
cijo izvidov je namrec potrebno izkoristiti
tudi za svetovanje glede varnejSega spol-
nega vedenja.

Ce gre za nevirusne SPO, moramo pre-
veriti, ali je bolnik upoSteval dana pripo-
rocila in protimikrobno zdravljenje, ter
mu po potrebi svetovati kontrolni diagno-
sti¢ni pregled (obvezno pri gonoreji in si-
filisu; izjemoma pri klamidijski okuZbi). V
nasprotnem primeru je na vsak nacin po-
trebno poudariti prednosti, ki jih prinasa
tovrstni nadzor, in ustrezno ukrepati. Po-
udarimo tudi pomen hkratnega pregleda
oz. zdravljenja spolnega partnerja/ke.

V primeru genitalnega herpesa se mo-
ramo natanéno pogovoriti o razli¢nih vi-
dikih moZnosti zdravljenja, o morebitni
potrebi po uvedbi trajne kemoprofilakse,
spregovoriti moramo o potencialni nevar-
nosti prenosa okuZzbe na plod in izpostavi-
ti pomen obveScanja ginekologa/porodni-
¢arja o prebolelem genitalnem herpesu.

Zenske z genitalnimi bradavicami
je potrebno spodbujati k rednim pregle-
dom pri ginekologu zaradi povezave do-
lo€enih sevov HPV s karcinomom mater-
nicnega vratu. Pozornost glede HPV je
potrebna tudi v skupini MSM zaradi mo-
Znosti razvoja karcinoma analnega prede-
la. Pri mlajSih spregovorimo o moZnosti
za$Citnega cepljenja pred tovrstno okuz-
bo. Svetujemo jim lahko tudi glede mo-
Znih nacinov odstranjevanja estetsko in
lahko tudi funkcionalno neprijetnih tvorb.

Pacientom z ugotovljeno spolno pre-
neseno okuzbo z virusi, ki se prenaSajo
tudi s krvjo, svetujemo, da se testirajo nji-
hovi spolni partnerji, oZji druZinski ¢lani
oz. ¢lani skupnega gospodinjstva.

Pri osebah, ki so nedavno prebole-
le akutni hepatitis B, moramo izpostavi-
ti pomen varnega spolnega Zivljenja (pra-
vilno in stalno uporabo kondoma), dokler
ne vemo, da je spolni partner/ka ustrezno
cepljen/a proti hepatitisu B. Pri nosilcih
HBsAg je potrebno preveriti, ali je spolni
partner/ka ustrezno za$c¢iten/a pred okuZz-
bo. Pri Zenskah v rodnem obdobju pou-
darimo pomen obveScenosti ginekologa/
porodnicarja o trajnem nosilstvu HBsAg
zaradi ustreznega preprecevanja prenosa
okuZbe na novorojenca. Bolnikom s kro-
ni¢nim hepatitisom C svetujemo, naj par-
tner/ka opravi pregled za okuZbo s HCV
v podro¢nem epidemiolo$kem zavodu. Pri
trajnih partnerskih zvezah za$c¢iteni spol-
ni odnosi niso potrebni. Med svetovanjem
o varnejSem spolnem vedenju naj se po-
udari pomembnost za3¢ite med spolnimi
odnosi s pravilno in redno uporabo kon-
doma, poleg tega svetujemo spremembo
dotedanjega nacina spolne aktivnosti in
po moZnosti tudi spremembo drugih tve-
ganih spolnih navad.

V primeru novo odkritih okuZb s HBV,
HCV in HIV je potrebna takojs$nja napoti-
tev k infektologu.

DIAGNOSTICNA OBRAVNAVA
SPOLNO PRENOSL]JIVIH OKUZB

V SLOVENIJI

Zgodovinsko gledano so v Sloveniji po
drugi svetovni vojni glavnino SPO ob-
vladovali dermatovenerologi na celu z
Dermatolosko kliniko v Ljubljani. Orga-
nizirani so bili v mreZo devetih ambu-
lant po drZavi in so izvajali antiveneric¢-
no dejavnost predvsem klasi¢nih SPO.
Konec prejs$njega stoletja so bili bolniki s
SPO diagnosti¢no obravnavani pri razli¢-
nih specialistih, pri tistih, kamor so sodi-
li zaradi narave svojih zdravstvenih teZav:
dermatovenerologih, ginekologih, infek-
tologih, urologih in deloma tudi zdrav-
nikih druZinske medicine. V takratnem
obdobju razmaha aidsa in ostalih SPO je
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zato tako v splosni populaciji kot tudi v
skupinah z zvecanim tveganjem posta-
lo zelo pomembno, da bi vse te special-
nosti delovale po enotnih doktrinarnih
kriterijih in z enotno strategijo diagno-
sti¢nih ukrepov, zgledujo¢ se po mednaro-
dnih priporoc¢ilih, a z upoStevanjem speci-
ficnih nacionalnih razmer, diagnosti¢nih
mozZnosti, protimikrobne obcutljivosti
povzrociteljev, farmakoloSke zmogljivo-
sti in ne nazadnje tudi drZavnega proracu-
na. Ta kompleksen pristop je moral nudi-
ti ne le ustrezno diagnostiko, temve¢ tudi
zdravljenje, poenoten epidemiolo8ki nad-
zor nad pojavljanjem SPO v Sloveniji in
ukrepe za prepreCevanje Sirjenja okuZbe.
Z Zakonom o nalezljivih boleznih so vse
SPO postale obvezno prijavljive, po letu
2001 s posebnim obrazcem, ki §¢iti identi-
teto okuZenega. Interdisciplinarna skupi-
na specialistov infektologov, dermatove-
nerologov, ginekologov, mikrobiologov in
epidemiologov je pod vodstvom Klinike
za infekcijske bolezni in vrocinska stanja
Univerzetnega klini¢nega centra Ljublja-
na leta 1994 izdelala Nacionalne smer-
nice odkrivanja in zdravljenja SPO, ki jih
je leta 1994 potrdil nacionalni strokov-
ni kolegij za infektologijo (23). Smernice
vklju€ujejo sodoben in slovenskim razme-
ram ustrezen diagnostien in terapev-
tski pristop k bolniku s sumom na SPO,
ki je naravnan k usmerjenemu in ne sin-
dromnemu zdravljenju SPO ter spodbuja
k presejalnem testiranju na vse SPO. Ze
enkratno tvegano spolno vedenje namrec
pomeni moZnost za hkratno okuZzbo z raz-
licnimi spolno prenosljivimi mikrobi, ki
lahko vrsto let poteka brezsimptomno (3).

V zadnjem desetletju so SPO tudi v
Sloveniji razkrile svoje nove potenciale,
predvsem z eksplozivno §iritvijo inciden-
ce med MSM, pojavom odpornih sevov
spolno prenosljivih mikrobov ter upadom
preventivnih aktivnosti. Glede na akcijski
nacrt SZO in ECDC o diagnosti¢ni obrav-
navi SPO je v Sloveniji za doloCene zahte-

ve dobro poskrbljeno, nekatere pa bo po-
trebno izboljsati (8, 9).

Na podrocju mikrobioloSke diagnosti-
ke imamo na voljo odli¢ne laboratorijske
zmoznosti tako za vsakodnevno rutinsko
uporabo kot tudi za izvajanje zahtevnej-
Sih raziskav, z epicentrom na InStitutu za
mikrobiologijo in imunologijo Medicin-
ske fakultete v Ljubljani. V rutinski rabi
so vse bolj pogoste molekularne meto-
de zaznave povzrociteljev SPO, vendar s
pozornostjo, uprto v njihovo izolacijo za
sledenje morebitnega pojava odporno-
sti na priporo€eno protimikrobno zdra-
vljenje. Najaktualnej3i tovrstni primer je
zgodnja zaznava veckratno odpornih se-
vov N. gonorrhoeae, ki je bila zabeleZena
kot druga v Evropi, v raziskovalne name-
ne pa potekajo tudi druge raziskave (24,
25). Redno se z molekularnimi metoda-
mi dokazovanja rutinsko in raziskovalno
spremlja tudi gibanje klamidijskih okuZb
in okuZb z urogenitalnimi mikoplazma-
mi (26). Uvedena je bila sodobnejsa, mole-
kularna diagnostika za odkrivanje okuZzbe
s HSV. Najnovej$a je uvedba molekular-
ne diagnostike okuzbe s Trichomonas va-
ginalis, za katero tako kot drugod po sve-
tu menimo, da je v Sloveniji zaenkrat
podcenjena. Nedavno je bila za rutinsko
rabo uvedena tudi nova, sodobnejsa sero-
loSka metoda za dokazovanje sifilisa (ke-
miluminiscenéni imunski test, angl. che-
miluminescence immunoassay, CIA), saj se
v Stevilnih centrih po svetu za primarno
presejanje netreponemski test zamenjuje
s treponemskim, ki tudi zaradi vecje obcu-
tljivosti olajSa diagnozo zgodnjega in la-
tentnega sifilisa. Izjemno je udejstvovanje
klini¢nih virologov na podro¢ju HPV, ki je
naravnano predvsem na raziskovalno ra-
ven na svetovni ravni (27). Neprestano se
posodablja seroloska diagnostika okuZbe
s HIV, ki aZurno sledi svetovnim trendom,
prav tako diagnostika virusnih hepatiti-
sov. Vendar pa se postavlja vpraSanje, v
kolik8ni meri so vse te najnovejSe diagno-
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sti¢ne metode Ze prodrle v razli¢ne ambu-
lante za SPO in se Ze uporabljajo v praksi
Sirom po Sloveniji.

Diagnosti¢no obravnavo bolnikov s
sumom na SPO v vsakodnevni klini¢ni
praksi v Sloveniji izvajajo razli¢ni spe-
cialisti sekundarne ravni zdravstva: der-
matovenerologi, infektologi, ginekologi,
proktologi in urologi. Vendar so te speci-
alnosti po regijah zelo neenakomerno raz-
porejene; zdi se namrec, da je obravnava
SPO v dolocenih slovenskih regijah pod-
cenjena. Leta 2012 npr. ni bilo uradno za-
beleZenega nobenega primera gonoreje
v kar nekaj slovenskih regijah (goriska,
kranjska, novomes8ka, koroska) (11). Iste-
ga leta so npr. 60 % primerov gonoreje
prijavili dermatovenerologi, po nekaj pri-
merov pa infektologi, proktologi, gineko-
logi in druZinski zdravniki (11). Videti je,
da urologi tovrstno patologijo obravnava-
jo najredkeje, proktologi so Stevil¢no izra-
zito podcenjeni, ginekologi pa se rutinsko
najpogosteje osredotofajo na diagnosti-
ko klamidijske okuZbe. Vsi bolniki s HIV/
aidsom so centralizirano obravnavani na
Kliniki za infekcijske bolezni in vro¢inska
stanja Univerzitetnega klini¢nega centra
Ljubljana, tisti z virusnim hepatitisom pa
vecinoma pri infektologih v dveh klini¢-
nih centrih in treh splos$nih bolnicah.

Vsi specialisti za obravnavo SPO, ra-
zen izbranega ginekologa, so dostopni z
napotnico izbranega osebnega zdravnika.
Edina moZnost brezplacnega anonimnega
testiranja, torej brez napotnice, je prese-
jalno testiranje na okuzbo s HIV, HBV in
HCV na Kliniki za infekcijske bolezni in
vroc¢inska stanja Univerzitetnega klinic-
nega centra Ljubljana.

Veliko pomanjkanje se kaZe tudi na di-
agnosticnem podrocju aktivnega iskanja
brezsimptomno okuZenih; npr. sorazmer-
no visoka prevalenca klamidijske okuZbe
med brezsimptomnimi udeleZenci razi-
skav, posebej v doloceni starostni skupini,
kaZe, da je problem pri nas podcenjen in

da bi se stroka morala opredeliti do pre-
sejalnega testiranja. Se posebej proble-
matic¢na pa je obravnava SPO pri popula-
ciji MSM, saj je tej populaciji za »analno
zdravje« zaenkrat na voljo le zasebna am-
bulanta. V sistemu javnega zdravstva po-
pulacija MSM ni posebej opredeljena, ne
glede na to, da ji je po navodilih CDC pri-
porocljivo ponuditi rutinsko testiranje na
HIV, sifilis, gonorejo in klamidijsko okuz-
bo (po moZnosti tudi HSV-2) vsaj enkrat
letno (28). V primeru tveganih odnosov z
ve¢ nepoznanimi partnerji ali s hkratnim
uZivanjem droge pa bi bilo tako testira-
nje potrebno vsaj dva- do trikrat letno. Ob
tem bi bilo potrebno tudi izhodis¢no te-
stiranje na okuZbo s HBV in virusom he-
patitisa A (angl. hepatitis A virus, HAV) ter
v primeru negativnega izvida rutinsko ce-
pljenje proti enemu ali obema hepatitiso-
ma (28).

Glede strokovne obravnave bolnikov s
SPO je zaznati precej neenoten pristop k
uporabi razli¢nih laboratorijskih diagno-
sticnih metod in kompleksnemu testira-
nju na vec (vse) SPO, a dokaj poenoten te-
rapevtski pristop, ki sledi posodabljanju
smernic za zdravljenje SPO na podlagi la-
stnih mikrobiolo8kih dognanj. Zadnji pri-
mer je posodobitev nacionalnih smernic
za zdravljenje gonoreje v juliju 2014, ki je
sledil mednarodnim smernicam in je te-
meljil na izsledkih lastne raziskave (25,
29, 30). Nacionalne smernice za diagno-
stiko sifilisa, ki so ravno docakale spre-
membe na mednarodni ravni, so v pripra-
vi (31). Tako kot povsod po svetu se tudi
pri nas postavlja vpraSanje diagnostici-
ranja okuzb z urogenitalnimi mikoplaz-
mami (32). Ogromen klinic¢en zalogaj, ki
Se ne pozna dokoncne reS§itve na diagno-
stiénem podrodju, pa je obravnava spolno
prenesenega prostatitisa.

Zavedanje o SPO, ki je prva zahteva za
uspesno diagnosti¢no obravnavo, se je v
Sloveniji zacelo mocno izboljSevati v ob-
dobju aidsa, s prihodom visoko aktivne-
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ga protiretrovirusnega zdravljenja aidsa
in upadanja strahu pred njim pa nekoli-
ko popusca. OzaveScanje spolno aktivne-
ga prebivalstva o SPO - Se posebej mladih
in skupin z velikim tveganjem za okuZz-
bo, spodbujanje k pravocasnemu iskanju
ustrezne diagnosti¢ne obravnave ter slede-
nje spolnih partnerjev so klju¢ni elemen-
ti uspeSne diagnosti¢ne obravnave SPO.
Na tem podroc¢ju so aktivne tako javno-
zdravstvene inStitucije kot nevladne orga-
nizacije, vendar bi bilo njihovo delovanje
potrebno Se razsiriti in potencirati (33, 34).

ZAKLJUCEK

Diagnosti¢na obravnava SPO je v Sloveniji
na splosno zadovoljiva, e posebej v vecjih
zdravstvenih centrih in za doloCene popu-
lacije. Na voljo so ustrezna laboratorijska
diagnostika, razli¢ne specialisti¢ne ambu-
lante in sluZba za epidemioloski nadzor.
Nacionalne smernice diagnostike SPO se
posodabljajo, z njimi pa je sproti potrebno
seznanjati ustrezne specialiste, da enotno
in sodobno obravnavajo bolnike s sumom
na SPO, kar bi lahko opravila interdisci-
plinarna skupina strokovnjakov vpletenih
specializacij medicine. Uvedba rutinskega
presejanja na klamidijsko okuZbo v dolo-
¢eni, z okuZbo bolj obremenjeni populaci-
ji, je vredna razmisleka in dokonc¢ne odlo-
¢itve. Presejanje na okuZzbo s HIV je nujno
pri vseh bolnikih s SPO, hkratno testiranje
na vse SPO je priporocljivo.

Nujno bi bilo potrebno izboljSati dose-
gljivost pregleda in omogociti neposredno
dostopnost do diagnosti¢ne obravnave pri
ustreznih specialistih na sekundarni rav-
ni zdravstvenega varstva in to z moZno-
stjo ambulantnega pregleda brez napoti-
tve izbranega zdravnika. Pri Ministrstvu
za zdravje Republike Slovenije je proces

pridobitve take dostopnosti Ze v povojih.
Potrebno bi bilo uravnoteZiti tudi regio-
nalno razpoloZljivost ustreznih ambulant.
KaZe se izrazita potreba po ustreznem dia-
gnosti¢nem nadzoru in boljSem obvlado-
vanju teh okuZb v populacijah z velikim
tveganjem za SPO. MSM v sistemu jav-
nega zdravstva potrebujejo ambulanto za
»analno zdravje« oz. smernice za reden
diagnosti¢ni nadzor nad SPO, moc¢no pa
bi bilo v tej skupini potrebno okrepiti pre-
ventivo oz. ozaveS¢anje o varnejsi spolno-
sti. Diagnosti¢ni nadzor nad SPO oz. pre-
sejanje pri spolnih delavcih in delavkah je
realno izvedljiv ob legalizaciji prostituci-
je in ne ob dekriminalizaciji, ki jo imamo
v Sloveniji. V splo$ni populaciji bi bilo po-
trebno dvigniti ozaveS€enost o varni spol-
nosti in pravocasnem ukrepanju, pred-
vsem med mladimi.

Strah pred visoko smrtnostjo zara-
di aidsa je v preteklosti spodbudil nacio-
nalno in mednacionalno skrb ter posledic¢-
no vkljucitev aidsa v razvojne strategije,
programe in finan¢ne nacrte mnogih dr-
Zav. V Sloveniji je leta 1985 ustanovlje-
na Komisija za aids pri Ministrstvu za
zdravje RS na podro¢ju aidsa razvila stra-
tegijo in program preprecevanja in obvla-
dovanja okuZbe s HIV in aidsa vklju¢no
z diagnosti¢no obravnavo; razli¢ni resor-
ji, stroka, civilna druZba, nevladni sektor
in druge zainteresirane skupine so se ji je
pridruZile z zdravstveno-vzgojnimi aktiv-
nostmi (34). Vkljuevanje Se ostalih SPO
na isto raven pa pomeni, da se bodo vlo-
Zeni napori in sredstva v bodoce z goto-
vostjo bogato obrestovali. Obvladovanje
SPO, ki vklju€uje tudi njihovo diagnostic-
no obravnavo, je Ze vklju€eno v Nacional-
no strategijo obvladovanja HIV/aidsa za
obdobje 2010-2015 (34).
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METODE. Iz laboratorijskih informacijskih sistemov vseh devetih slovenskih klini¢nih mi-
krobiolo$kih laboratorijev smo pridobili podatke o Stevilu bolnikov, pri katerih smo ugota-
vljali okuZzbo s klamidijo, in Stevilu bolnikov, pri katerih je bila okuZba potrjena v obdobju
med leti 2009 in 2013. Laboratorijem smo poslali tudi kratek vpraSalnik o tem, katere me-
tode uporabljajo in ali so vklju€eni v sheme zunanjega nadzora kakovosti. REZULTATI. Vsi
slovenski laboratoriji za diagnostiko urogenitalne klamidijske okuZbe uporabljajo metode
direktne imunfluorescence (DIF) in metodo veriZne reakcije s polimerazo (PCR). Z meto-
do DIF smo testirali 2.134 bolnikov in 3.419 bolnic, okuzbo smo potrdili pri 375 (17,6 %)
bolnikih in 327 (9,6 %) bolnicah. S testom PCR smo testirali 3.828 bolnikov in 4.158 bol-
nic, okuzbo smo s PCR potrdili pri 694 (18,1 %) in 360 bolnicah (8,7 %). Vsi slovenski la-
boratoriji razen enega so tudi vklju€eni v zunanji nadzor kakovosti. REZULTATI. Nezdra-
vljene klamidijske okuZbe lahko privedejo do resnih posledic. Za zdravljenje klamidijskih
okuZb je potrebno le-te potrditi z mikrobiolo$ko diagnozo. Ameriski center za prepreceva-
nje in obvladovanje bolezni (angl. Centers for Disease Control and Prevention, CDC), Medna-
rodna zveza proti spolno prenosljivim okuZbam (angl. International Union against Sexually
Transmitted Infections, IUSTI) in Evropski center za preprecevanje in obvladovanje bolezni
(angl. European Centre for Disease Prevention and Control, ECDC) za diagnostiko urogenital-
nih klamidijskih okuZb odobravajo le teste, ki temeljijo na pomnoZevanju nukleinskih ki-
slin. V Sloveniji vecina klini¢nih mikrobiolo8kih laboratorijev izvaja teste PCR.

ABSTRACT

KEY WORDS: sexually transmitted diseases, microbiological diagnosis, Chlamydia trachomatis, nucleic

acid amplification methods

BACKGROUND. The aim of this article is to present methods suitable for diagnosis of
urogenital Chlamydia trachomatis infection and to assess which methods are used in Slo-
venian clinical microbiological laboratories. The assessment was based on the overall re-
sults of these methods in the period from 2009 to 2013. METHODS. The data about the
patients tested for urogenital Chlamydia trachomatis infections were collected from labo-
ratory information systems. In Slovenia, 9 clinical microbiological laboratories test routi-
nely for chlamydial infection and all participated in the survey. A short questionnaire was
sent to the laboratories to collect information about the methods used for urogenital chla-
mydial infections and about their involvement in the external quality assessment sche-
mes. RESULTS. All of the laboratories use direct immunofluorescence test (DIF) for the
detection of chlamydial antigen in urogenital samples and 7 of them also use polymera-
se chain reaction (PCR). In the 4-year period, 2,134 male and 3,419 female patients were
tested with DIF. Chlamydial antigen was detected in 375 male (17.6%) and 327 female
(9.6%) patients. With PCR we analyzed 3,828 male and 4,158 female patients and obtain-
ed positive results for 694 male (18.1%) and 360 female (8.7%) patients. All Slovenian la-
boratories except one participating in this study are included in the external quality as-
sessment schemes. CONCLUSIONS. Untreated chlamydial infection may lead to serious
complications. Centers for Disease Control and Prevention (CDC), the International Union
against Sexually Transmitted Infections (IUSTI) and the European Centre for Disease Pre-
vention and Control (ECDC) recognize only nucleic acid amplification tests as appropri-
ate for the diagnostics of urogenital chlamydial infection. Most clinical microbiological
laboratories in Slovenia are competent to diagnose chlamydial infections with PCR tests.
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Bakterija Chlamydia trachomatis je naj-
pogostejsi bakterijski povzrocitelj spolno
prenosljivih okuZb v Evropi in drugod po
svetu (1, 2). Prevalenca okuzbe med spol-
no aktivnimi mladimi Evropejci znaSa
5-10 % (2, 3). Stevilo spoznanih primerov
okuzbe s C. trachomatis se v Evropi zviSu-
je, kar je verjetno posledica povefanega
Stevila testiranja in uporabe vse bolj ob-
cutljivih testov (2, 3).

Urogenitalna okuZzba s C. trachoma-
tis pri obeh spolih v vecini primerov po-
teka brez simptomoyv, zato je pogosto ne-
spoznana in nezdravljena (4-6, 7). Zaradi
tega se lahko razvijejo pozni zapleti, ne-
zdravljeni posamezniki pa predstavljajo
tudi rezervoar okuzbe (2, 8).

OkuZbe urogenitalnih poti povzrocajo
serotipi od D do K C. trachomatis. Inkuba-
cijska doba pri teh okuZbah je 5-14 dni,
simptomi se pojavijo v 2. tednu po okuZ-
bi (9). Nezdravljene asimptomatske okuZz-
be lahko vztrajajo ve¢ mesecev in let ter
privedejo do zapletov (5-7). Pri Zenskah je
primarno mesto okuZbe epitelij maternic-
nega vratu. Kljub temu da vecina okuZb
poteka asimptomatsko, pa vsaj pri tretjini
Zensk pri pregledu najdemo lokalne znake
okuZbe; najveckrat opisujejo sluzavo gnoj-
ni izcedek iz materni¢nega vratu in hiper-
trofi¢no ektopijo materni¢nega vratu (4).
OkuZba s C. trachomatis pri Zenskah pote-
ka kot cervicitis, uretritis, akutni uretralni
sindrom, bartholinitis, vnetja v mali me-
denici in tudi kot reaktivni artritis. Pojav-
ljanje simptomov je odvisno od mesta
okuZbe. Za cervicitis in uretritis je zna-
¢ilen vaginalni izcedek, pekoca bolecina
pri odvajanju urina in pogosto uriniranje,
lahko pa se pojavljajo tudi bolecine pri
spolnih odnosih, ki jih v¢asih spremljajo
krvavitve (5). OkuZbe zgornjega genital-
nega trakta, kot so salpingitis in endome-
tritis, se kaZejo kot bolecine v spodnjem
predelu trebuha, lahko tudi krvavitve iz
rodil (5, 6). Klamidijski proktitis se kaZe z

bole¢ino v predelu rektuma, izcedkom in
krvavitvami iz rektuma (6).

Nezdravljena okuZba pri Zenskah lah-
ko napreduje do zapletov, kot so endome-
tritis, salpingitis, vnetja v mali medenici,
zZunajmaterni¢na nosecnost, neplodnost
in reaktivni artritis (9, 6). Priblizno dve
tretjini neplodnosti zaradi neprehodno-
sti jajcevodov in eno tretjino zunajmater-
ni¢nih nosec¢nosti povezujejo z okuzbo s C.
trachomatis (10).

Klamidijsko okuZbo med nosecnostjo
povezujejo s Stevilnimi zapleti nosecno-
sti, kot so: prezgodnji porod, prezgodnji
razpok mehurja, nizka porodna teZa, spon-
tani splavi in poporodni endometritis (5,
6). Med porodom se okuZba lahko prene-
se tudi na novorojencka, lahko se razvijeta
ophtalmia neonatorum in plju¢nica (11).

Pri moS8kih potekajo spolno prenoslji-
ve okuzbe, ki jih povzroca C. trachomatis,
najpogosteje v obliki negonokoknega ure-
tritisa. V 30-50 % negonokoknega uretri-
tisa pri moskih je povzrocitelj C. tracho-
matis (9). PribliZno 7-21 dni po okuZbi
nastane sluzasto gnojni izcedek iz sec-
nice, ki ga spremlja dizurija, v€asih tudi
uretralni pruritus. Pri klini¢nem pregledu
obicajno ne odkrijemo drugih nepravil-
nosti (5). Pri moskih lahko nezdravljena
okuZba napreduje, razvije se akutni epidi-
dimitis oz. epididimoorchitis, akutni pro-
statitis, konjunktivitis in zapleti, kot so
reaktivni artritis, kronic¢ni prostatitis in
neplodnost (5, 6).

Posebna oblika spolno prenosljive
okuZbe je dimeljski limfogranulom (lat.
lymphogranuloma venereum, LGV), ki ga
povzrocajo sevi L1 do L3 C. trachoma-
tis (9). Ti sevi so invazivni in prizadenejo
predvsem limfati¢ni sistem (12). Endem-
sko se LGV pojavlja v Afriki, Aziji in JuZni
Ameriki. V Evropi se pojavlja sporadi¢no,
vecje Stevilo primerov v nekaterih evrop-
skih drZavah so opisali po letu 2003, zla-
sti pri mos8kih, ki imajo spolne odnose z
moskimi (12-15).
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Za zdravljenje nezapletenih klamidij-
skih okuZb so na voljo ucinkovita proti-
mikrobna zdravila. Klamidijski uretritis
pri moskih in klamidijski cervicitis pri
Zenskah ucinkovito zdravimo z doksici-
klinom (7 dni) ali z enim odmerkom azi-
tromicina (5). Pri okuZenih nose¢nicah
priporoc¢ajo zdravljenje z azitromicinom,
amoksicilinom ali eritromicinom (16, 17).

Za zdravljenje okuZb s sevi, ki povzro-
¢ajo LGV, priporoc¢ajo tritedensko zdra-
vljenje z doksiciklinom ali eritromicinom.
C. trachomatis je v vecini primerov dobro
obcutljiva na protimikrobna zdravila, ki
se uporabljajo za zdravljenje klamidijskih
okuzb. Opisali pa so primere neuspesne-
ga zdravljenja z makrolidi in tetraciklini.
Domnevajo, da so za neuspeh zdravljenja
odgovorni farmakoloski dejavniki, saj me-
hanizmov odpornosti pri izolatih na mo-
lekularnem nivoju niso potrdili (18, 19).
Za zdravljenje klamidijskih okuZb je po-
leg zdravljenja okuZene osebe pomembno
testirati in zdraviti tudi spolne partnerje
okuZenih (6, 20). Bolnike moramo Kklini¢-
no spremljati do ozdravitve (0).

LABORATORIJSKA DIAGNOSTIKA
UROGENITALNIH OKUZB,

KI JIH POVZROCA CHLAMYDIA
TRACHOMATIS

Metode, s katerimi neposredno dokazu-
jemo klamidijske okuZbe so: osamitev C.
trachomatis v celi¢ni kulturi, dokaz anti-
genov C. trachomatis v kuZnini in dokaz
nukleinskih kislin C. trachomatis v kuZni-
ni s testi pomnoZevanja nukleinskih ki-
slin (angl. nucleic acid amplification tests,
NAATSs). Evropske in ameriSke smernice
za obravnavo urogenitalnih klamidijskih
okuZzb za vsakodnevno diagostiko priporo-
¢ajo le uporabo NAATSs, medtem ko odsve-
tujejo uporabo testov, ki temeljijo na do-
kazu antigenov C. trachomatis. Osamitev
C. trachomatis v celi¢ni kulturi ima svoje
mesto v doloCenih posebnih okoli§¢inah
(21, 22).

Pri odvzemu kuZnine je bistveno, da
pridobimo celice, v katerih se klamidija
razmnoZuje. Za neposredno dokazovanje
urogenitalne okuZbe z vsemi tremi sku-
pinami metod so ustrezne kuZnine brisi
secnice in bris materni¢nega vratu. Kadar
okuZbo dokazujemo z NAATS, sta ustrezni
kuZnini tudi prvi curek urina (angl. first
void urine, FVU) in bris noZnice (23, 24).
Za FVU odvzamemo prvih 10-30 ml urina
na zacetku odvajanja. Najprimernejsi od-
vzem FVU je zjutraj ali 2-6 ur po zadnjem
odvajanju (24).

Mednarodna zveza proti spolno preno-
sljivim okuZbam (angl. International Union
against Sexually Transmitted Infections, [U-
STI) in Ameri8ki center za preprecevanje
in obvladovanje bolezni (angl. Centers for
Disease Control and Prevention, CDC) zara-
di visoke obcutljivosti NAATSs v primerjavi
z drugimi metodami priporoc¢ata testiranje
z NAATs tudi v primeru izvengenitalnih
okuzb s C. trachomatis. V tem primeru so
za testiranje primerne kuZnine brisi Zrela,
brisi veznice in rektalne kuZnine. Pri tem
pa poudarjajo, da je potrebno za zaznavo
klamidijske okuZbe iz teh kuZnin teste NA-
ATs ustrezno validirati (21, 22, 25-27).

Osamitev C. Trachomatis

v celicni kulturi

Ker je C. trachomatis obvezen znotrajceli-
¢ni parazit, jo lahko osamimo samo v ce-
li¢ni kulturi. Pri tem moramo strogo upo-
Stevati pogoje za odvzem in transport
kuZnine, saj je klamidija zelo obcutlji-
va za vplive okolja. KuZnino moramo ta-
koj po odvzemu dati v prenosno gojisce
in jo pri temperaturi 4 °C shraniti za naj-
ve¢ 24 ur (9). V laboratoriju je potrebno
kuZnine ¢im prej obdelati. Ce to ni mogo-
¢e v 24 urah po odvzemu, moramo kuZni-
ne zamrzniti pri -70 do -80 °C (23). Kulture
inkubiramo 48-72 ur. V okuZenih celicah
se razvijejo znotrajceli¢ni vkljucki, ki jih
dokaZemo z barvanjem s fluorescencno
oznacenimi monoklonalnimi protitelesi,
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usmerjenimi proti poglavitni beljakovini
zunanje ovojnice (angl. major outer mem-
brane protein, MOMP) (28). Osamitev C.
trachomatis v celi¢ni kulturi je bila dolga
leta zlati standard, s katerim so primer-
jali ostale teste za dokazovanje okuZbe s
C. trachomatis (29). Je visoko specifi¢na, z
njo dokaZemo Zive organizme, ki jih lah-
ko serotipiziramo in genotipiziramo. Ce-
li¢na kultura je metoda, s katero dobimo
Kklini¢ne izolate, ki jih lahko nadalje te-
stiramo za obcutljivost za protimikrobna
zdravila (30, 31). Pri pravilnem odvzemu
in ustreznem prenosu je primerna meto-
da za dokaz okuZbe iz vseh zgoraj nave-
denih kuZnin, razen iz prvega curka urina
in brisov noZnice. Slabe strani so, da jo je
teZko standardizirati, je izredno zahtevna,
dolgotrajna in ima v primerjavi s testi po-
mnoZevanja nukleinskih kislin nizko ob-
Cutljivost (30, 31). Zaradi vecje moZnosti
laZno negativnih rezultatov ni primerna
za presejalno testiranje (29, 32).

Dokazovanje antigena
Antigen C. trachomatis lahko dokazujemo
s testi direktne imunofluorescence (DIF)
ali z encimsko imunskimi testi (ELISA).
DIF izvedemo na objektnem stekelcu,
kamor nanesemo bolnikovo kuZnino. Po-
dobno kot pri celi¢ni kulturi so primerne
vse navedene kuZnine, razen FVU in bri-
sov noZnice. Klamidijska elementarna te-
lesca (ET) dokazujemo z visoko specifi¢-
nimi monoklonalnimi protitelesi, ki so
oznacena s fluoresceinom (29). DIF je hi-
tra metoda, izvedba traja okoli 30 minut.
Omogoca nam, da ocenimo ustreznost ku-
Znine. Je relativno dobro obcutljiva in spe-
cifi¢na. Glede na osamitev v celi¢ni kul-
turi ocenjujejo, da ima DIF obcutljivost
75-85 % oz. specifi¢nost 98-99 %. V pri-
merjavi z NAATs ima DIF niZjo obcutlji-
vost (24). Slabost testa DIF je subjektivna
interpretacija rezultata. Zaradi izvedbe je
primerna le za laboratorije z nizkim Stevi-
lom preiskav (33).

NajnovejSe smernice CDC in IUSTI za
Evropo odsvetujejo uporabo DIF za dia-
gnostiko urogenitalne okuZzbe s C. tracho-
matis in kot edine ustrezne teste navajajo
NAATs (21, 22).

V preteklosti so za neposredno doka-
zovanje klamidijskih antigenov pogosto
uporabljali teste ELISA. Zaradi slabe ob-
cutljivosti in specifi¢nosti se danes upo-
raba teh metod ne priporoc¢a, nadomesca-
jo jih molekularne metode (28).

Testi pomnozevanja nukleinskih
kislin
Testi pomnoZevanja nukleinskih kislin
(NAATS) so zasnovani tako, da pomnoZu-
jejo specifi¢ni odsek zaporedja nuklein-
ske kisline. Praviloma so visoko ob¢utlji-
vi, z njimi lahko teoreti¢no dokaZemo eno
samo kopijo taréne DNK ali RNK (34). Na
obcutljivost testa vplivajo primernost in
vrsta vzorca ter prisotnost inhibitorjev v
vzorcu (35). Na specifi¢nost testov lahko
vpliva ve¢ dejavnikov, poleg pogojev re-
akcije Se zlasti izbira tar€nega zaporedja —
specifi¢nega odseka zaporedja nukleinske
kisline, ki ga v testu pomnoZujemo.

V razli¢nih kromosomskih genih in
v kripticnem plazmidu C. trachomatis je
mnogo visoko ohranjenih nukleotidnih
zaporedij, ki se uporabljajo kot tar¢ne se-
kvence v testih pomnoZevanja nuklein-
skih kislin (36). Ta zaporedja so: geni na
kripticnem plazmidu, gen ompA, ki nosi
zapis za MOMP, geni 23S rRNK in geni za
s cisteinom bogat protein zunanje mem-
brane (37). Ve¢ina NAATSs za tarcno zapo-
redje uporablja zapis na kripti¢nem plaz-
midu, ki je prisoten v vec¢kratnih kopijah,
njegovo nukleotidno zaporedje je visoko
ohranjeno in je dokazano pri vseh genoti-
pih C. trachomatis (36, 38). Problem te iz-
bire je, da so dokazani izolati C. trachoma-
tis, ki nimajo kripti¢nega plazmida (39,
40) ali pa da se zaporedje na kripti¢nem
plazmidu spremeni zaradi moZne mutaci-
je (41). Kadar za tar¢no zaporedje izbere-
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mo kromosomske gene, teh nevarnosti ni,

So pa ti testi v primerjavi s testi, ki upora-

bljajo kot tar¢no zaporedje del kripti¢nega

plazmida, manj obcutljivi (36, 42). Ko iz-
biramo test, moramo izbrati tak$nega, ki
zazna seve brez kripti¢nega plazmida oz.
tiste seve, pri katerih je nukleotidno za-
poredje na kripti¢cnem plazmidu spreme-

njeno (21).

NAATs so hitri, imajo visoko obcu-
tljivost (92-100 %) in visoko specifi¢nost
(od 99-100 %) (43). Danes veljajo za zla-
ti standard v diagnostiki urogenitalnih
okuZzb z bakterijo C. trachomatis (44).

Ker imajo NAATSs visoko obcutljivost,
lahko za diagnozo urogenitalnih okuZb
s C. trachomatis uporabimo tudi kuZni-
ne, pri katerih je odvzem za bolnika manj
obremenjujo¢. Tako so primerne kuZnine
za dokaz urogenitalne okuZbe s C. tracho-
matis zlasti prvi curek urina pri moskih in
bris noZnice pri Zenskah. Te kuZnine vse-
bujejo praviloma nizke koncentracije ET
C. trachomatis oz. epitelijskih celic, v ka-
terih se klamidija razmnoZuje, zato niso
primerne za testiranje z metodami z niz-
jo obcutljivostjo, kot sta gojitev v celi¢ni
kulturi in DIF (21, 22).

Med NAATSs za dokazovanje okuZbe s
C. trachomatis danes prevladujejo tri sku-
pine testov (22, 24):

+ Testi veriZne reakcije s polimerazo
(angl. polymerase chain reaction, PCR);
uporabljamo zlasti razli¢ico testa PCR
v realnem casu. S PCR dokazujemo
specifi¢no zaporedje DNK.

» Testi, ki temeljijo na pomnoZevanju,
posredovanem z izmikanjem verige
(angl. strand displacement amplification,
SDA); izotermalna metoda pomnoZeva-
nja, kjer pomnoZujemo specifi¢no za-
poredje DNK.

-+ Testi pomnoZevanja, ki je posredovano
s prepisovanjem (angl. transcription-
-mediated amplification, TMA); izoter-
malna metoda pomnoZevanja, kjer po-
mnoZujemo specifi¢no zaporedje RNK.

V prispevku Zelimo oceniti, kakSen je ob-
seg testiranja na urogenitalno okuzbo s
klamidijo pri nas, ugotoviti kakSen deleZ
med preiskavami zavzemajo testi, ki jih za
diagnostiko urogenitalnih okuZb priporo-
¢ajo mednarodne smernice. Prikazati Ze-
limo tudi, katere metode uporabljajo so-
delujo¢i laboratoriji ter ali so laboratoriji
vkljuceni v sheme zunanjega nadzora ka-
kovosti.

METODE

Retroaktivno smo iz laboratorijskih in-
formacijskih sistemov pridobili podatke
o Stevilu preiskovanceyv, ki so bili testira-
ni na klamidijske urogenitalne okuzbe v
letih od 2009 do 2013. Predstavnike vseh
laboratorijev, ki so sodelovali pri pridobi-
vanju podatkov, smo zaprosili, da natan-
¢no navedejo, katere od metod uporabljajo
in ali kakovost metode preverjajo z vklju-
¢itvijo v zunanje sheme nadzora kakovo-
sti.

REZULTATI
Podatke o Stevilu oseb, ki so bile testira-
ne na klamidijske urogenitalne okuzbe v
letih od 2009 do 2013, smo zbrali iz vseh
9 slovenskih klini¢nih mikrobiolo$kih la-
boratorijev, ki ta testiranja izvajajo. To
so: InStitut za klini¢no mikrobiologijo in
imunologijo Univerze v Ljubljani, obmo¢-
ni laboratoriji Nacionalnega laboratori-
ja za zdravje, okolje in hrano (NLZOH) ter
mikrobiolo8ki laboratorij Splo$ne bolni-
$nice »dr. Franca Derganca« Nova Gorica.
Podatke prikazuje tabela 1. V nadaljnjem
besedilu teste NAATS, ki jih izvajamo v
slovenskih laboratorijih, oznacujemo s
PCR, saj v vseh laboratorijih za diagno-
stiko urogenitalne okuZbe s C. trachoma-
tis uporabljamo izklju¢no tovrstne teste.
V petletnem obdobju 2009-2013 smo
z metodo DIF na urogenitalno okuZbo s
klamidijo testirali 5.553 bolnikov, z me-
todami PCR pa 7.986 bolnikov. Z meto-
do DIF smo ugotovili 702, z metodami
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PCR pa 1.054 klamidijskih okuZb. Letno
povprecje za DIF znaSa 140,44, za PCR pa
210,8 ugotovljenih klamidijskih okuZb,
kar pomeni 6,8 (ugotovljenih DIF) oz.
10,23 (ugotovljenih s PCR) diagnosticira-
nih urogenitalnih okuZb na 100.000 pre-
bivalcev. Vrednosti, lo¢ene po spolu, bi
znasale za moske 7,35 (DIF) oz. 13,6 (PCR)
na 100.000 moskih na leto, za Zenske pa
6,3 (DIF) oz. 7 (PCR) na 100.000 Zensk na
leto. Za izrac¢un smo uporabili zaokroZe-
ne podatke, ki smo jih dobili na spletni
strani Statisti¢nega urada Republike Slo-
venije in so veljali na dan 1. julij, 2013
(45). Predpostavili smo, da v Sloveniji Zivi
2.060.000 prebivalcev, od tega 1.020.000
moskih in 1.040.000 Zensk.

Ocenili smo tudi, pri kolikSnem dele-
Zu bolnikov smo uporabili teste DIF in pri
koliksnem deleZu teste PCR. S testi DIF
smo testirali urogenitalne kuZnine 5.553
bolnikov, medtem ko smo s testi PCR te-
stirali kuZnine 7.986 bolnikov. Izra¢una-
1li smo, da smo opravili test PCR pri 60 %
bolnikov.

Za diagnozo urogenitalne klamidijske
okuZbe z metodo DIF osem laboratorijev

uporablja diagnosti¢ni komplet Micro-
track proizvajalca Trinity Biotech, en la-
boratorij pa diagnosti¢ni komplet Chla-
mydia direct IF proizvajalca Biomerieux.

Teste, ki temeljijo na pomnoZevanju
nukleinskih kislin, izvaja sedem labora-
torijev. Trije med njimi uporabljajo dia-
gnosti¢ni komplet GenXpert CT/NG, ki ga
izdeluje podjetje Cepheid, od preostalih
Stirih laboratorijev v vsakem uporabljajo
svoj test, in sicer: Cobas Tagman CT test,
ki ga izdeluje Roche, Artus CT plus RG
PCR, ki ga izdeluje Qiagen, Anyplex STI 7
test proizvajalca Seegen in v laboratoriju
validiran PCR test v realnem ¢asu.

Vsi razen enega laboratorija, ki izva-
jajo teste, ki temeljijo na pomnoZevanju
nukleinskih kislin, so vkljuceni v zunanji
nadzor kakovosti.

RAZPRAVA

Ugotavljamo, da smo v petletnem obdobju
od leta 2009 do leta 2013 ugotovili klami-
dijsko okuZbo z metodo DIF pri 702 pre-
iskovancih in z metodami PCR pri 1.054
preiskovancih. Letno povprecje novih di-
agnoz klamidijskih okuZb na 100.000 pre-

Tabela 1. Obseg in rezultati testiranja na urogenitalno klamidijsko okuzbo od leta 2009 do leta 2013 v
slovenskih kliniénih mikrobioloskih laboratorijih, prikazani lo¢eno po spolu, starosti in metodi testiranja.
DIF - direktna imunofluorescenca, PCR - veriZna reakcija s polimerazo.

starost (leta) Stevilo oseb, Stevilo oseb, pri Stevilo oseb, Stevilo oseb, pri
pri katerih smo katerih je bila DIF pri katerih smo  katerih je bil PCR
izvedli DIF pozitivna (%) izvedli PCR pozitiven (%)
15-20 97 21(21,65) 201 49 (24,38)
21-30 686 176 (25,66) 1.655 439 (26,53)
moski 31-40 624 110 (17,63) 1.098 148 (13,48)
41in vet 727 68 (9,35) 874 58 (6,64)
skupaj 2134 375 (17,57) 3.828 694 (18,13)
15-20 244 34 (13,93) 434 53 (12,21)
21-30 1443 156 (10,81) 2.044 236 (1,55)
Zenske 31-40 1.098 91(8,29) 1.019 53 (5,20)
41in vet 634 46 (7,29) 661 18 (2,72)
skupaj 3.419 327 (9,56) 4158 360 (8,66)
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bivalcev zna$a tako od 6,8 (z DIF) do 10,2
(z NAATS).

Poroc¢ila Nacionalnega instituta za
javno zdravje (NIJZ) podajajo za to obdo-
bje 1.034 (725 pri moskih in 309 pri Zen-
skah) prijavljenih urogenitalnih okuZb s
C. trachomatis, kar znaSa 10,04 prijavlje-
ne okuzbe na 100.000 prebivalcev (46, 47,
48, 49, 50). Prav tako lahko iz letnih poro-
¢il NIJZ ugotavljamo, da je bilo v tem ob-
dobju prijavljenih 725 urogenitalnih kla-
midijskih okuZb pri moskih in 309 okuZb
pri Zenskah.

Mi smo z metodo DIF ugotovili 375
okuZb pri moskih in 327 okuZb pri Zenskah.
Z metodami PCR smo ugotovili 694 okuZb
pri moskih in 360 okuZb pri Zenskah.

Tocnega Stevila oseb s klamidijsko
urogenitalno okuZzbo iz naSih podatkov ne
moremo ugotoviti, saj smo posebej obde-
lali Stevilo bolnikov, testiranih z DIF, in
posebej Stevilo bolnikov testiranih s PCR,
pri ¢emer so bili lahko bolniki testirani z
obema metodama. Kljub temu pa lahko
ugotavljamo, da je bilo v mikrobioloSkih
laboratorijih ugotovljenih ve¢ urogenital-
nih okuzb, kot jih je bilo prijavljenih. Pri-
java vsake nove diagnoze okuZbe z bakte-
rijo C. trachomatis v Sloveniji je zakonska
obveza zdravnika, ki je postavil diagnozo
Prijave se zbirajo in obdelujejo na NIJZ
(Ur. L. RS, st. 33/2000).

Podatki, ki smo jih pridobili, verje-
tno odraZajo preteZno deleZ urogenitalnih
okuZb s klamidijo pri bolnikih oz. bolni-
cah s simptomi, in ne deleZev okuZbe med
prebivalstvom. Z metodo DIF smo uroge-
nitalno okuzbo dokazali pri 17,5 % testi-
ranih bolnikov in 9,56 % testiranih bolnic,
medtem ko smo z metodami PCR dokaza-
li urogenitalno klamidijsko okuZbo pri
18,13 % bolnikov in 8,66 % bolnic.

Najve¢jo prevalenco urogenitalne
okuzbe smo ugotovili pri Zenskah v sta-
rostni skupini od 15 do 20 let in pri mo-
Skih v starostni skupini od 21 do 30 let.
V starostni skupini od 15 do 21 let znaSa

prevalenca klamidijske okuZbe pri moskih
21,65 % (DIF) oz. 24,38 % (PCR), medtem
ko pri Zenskah v tej starostni skupini zna-
Sa 13,93 % (DIF) oz. 12,21 % (PCR). Pri
moskih smo ugotovili najviSjo prevalenco
v starostni skupini od 21 do 30 let. Ugoto-
vili smo, da je v tej starostni skupini s kla-
midijo okuZenih 25,66 (DIF) oz. 26,53 %
(PCR) moskih. DeleZ Zensk z urogenital-
no klamidijsko okuZbo v tej skupini znaSa
10,88 (DIF) oz. 11,55 (PCR).

Nasi rezultati glede deleZa ugotovlje-
nih urogenitalnih okuzb v razli¢nih sta-
rostnih skupinah se skladajo s podatki iz
dveh slovenskih raziskav, kjer so obrav-
navali bolnike s simptomi okuZbe. Tako v
¢lanku iz leta 1999 avtorji ugotavljajo, da
so dokazali klamidijsko okuZbo pri 16,1 %
moskih in 5,3 % Zensk, starih med 18 in
40 let (51).

V drugi raziskavi, ki je zajemala obdo-
bje 1999-2003, pa so dokazali okuzbo s C.
trachomatis pri 19,5 % moskih in 10,7 %
Zensk, ki so se zdravili v ambulantah za
spolno prenosljive okuZbe. Starost bolni-
kov je bila od 15 do 59 let, najvecjo preva-
lenco okuZbe pa ugotavljajo pri obeh spo-
lih v starostni skupini 21-30 let, in sicer
26,2 % okuZb pri moskih in 16,7 % okuZb
pri Zenskah (52).

Podobno kot avtorji te raziskave tudi
mi ugotavljamo, da prevalenca urogeni-
talne okuZbe pada v starostnih skupinah
30 let in ve¢ (52). Pri naSih podatkih od-
stopa visoka prevalenca (7,29 %), ugoto-
vljena samo z DIF, pri skupini Zensk sta-
rejSih od 41 let. S PCR je bila ugotovljena
veliko niZja (2,72 %) prevalenca. To je
skladno s prevalenco, ugotovljeno v razi-
skavi iz let 1999-2003, kjer so pri Zenskah
starostne skupine 41-50 let ugotovili uro-
genitalno okuZbo s C. trachomatis v 2,6 %.

Ker razen starosti in spola drugih zna-
C¢ilnosti skupin, pri katerih smo ugotavlja-
li urogenitalno okuzbo s C. trachomatis, ne
poznamo, je teZko razloZiti, zakaj tak$no
odstopanje.
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V tej starostni skupini pri moskih
ugotavljamo prevalenco 9,35 % (DIF) oz.
6,64 % (PCR), kar je primerljivo z raziska-
vo iz leta 1999-2003 (52), medtem ko pri
Zenskah, starej§ih od 41 let, ugotavlja-
mo z DIF prevalenco 7,29 %, z NAATSs pa
2,72 % (PCR).

Ker smernice in priporocila CDC in
IUSTI za vsakodnevno diagnostiko uroge-
nitalne okuZbe s C. trachomatis zahtevajo
uporabo testov, ki temeljijo na pomnoZe-
vanju nukleinskih kislin, kot najprimer-
nejSe vzorce pa navajajo FVU pri moskih
in bris noZnice pri Zenskah, smo ocenili,
kakSen deleZ testiranj v naSih laboratori-
jih opravimo z DIF oz. s PCR (21, 22). Po
grobi oceni smo z metodami, ki temeljijo
na pomnoZevanju nukleinskih kislin, ugo-
tavljali klamidijsko okuZbo pri 60 % vseh
testiranih bolnikov. DeleZ je lahko zava-
jajo¢, ker smo posameznike lahko testira-
li tudi z obema metodama. Domnevamo
lahko, da so se zdravniki, ki sicer za di-
agnostiko urogenitalne okuZbe Se vedno
uporabljajo DIF, odloc¢ali za uporabo PCR
pri diagnosti¢no teZavnej$ih primerih. Po
podatkih ECDC je Se leta 2005 Slovenija
sodila v skupino drZav, ki s PCR opravijo
manj kot 50 % vseh testiranj na urogeni-
talno okuzbo s C. trachomatis (2).

Pri uvajanju molekularnega testiranja
na klamidijsko okuZbo v laboratorij je zelo
pomembna izbira ustreznega testa. Danes
so na voljo razlicni testi, ki temeljijo na
pomnoZevanju nukleinskih kislin. Vsi slo-
venski mikrobioloSki laboratoriji, ki izva-
jajo NAATSs, uporabljajo teste, ki temelji-
jona PCR v realnem ¢asu. Test GeneXpert
CT/NG, ki temelji izklju¢no na dokazova-
nju nukleotidnega zaporedja na kromoso-
mu C. trachomatis uporabljajo trije labora-
toriji (53). Testi Cobas TagMan CT in Artus
CT Plus RG PCR (54, 55) ter prav tako v la-
boratoriju validiran test za diagnozo uro-
genitalnih okuZb s C. trachomatis zazna-
vajo specificno nukleotidno zaporedje na
kromosomu C. trachomatis in hkrati spe-

cificno nukleotidno zaporedje na kriptic¢-
nem plazmidu C. trachomatis. Plazmid je
v celicah C. trachomatis prisoten v veckra-
tnih kopijah, njegovo nukleotidno zapo-
redje je visoko ohranjeno, dokazan je pri
vseh genotipih C. trachomatis. Kripti¢ni
plazmid kot tar¢no zaporedje uporablja-
jo Stevilni NAATSs za dokazovanje okuZbe
s C. trachomatis, ki so opisani v literatu-
ri (36). Zaradi moZnosti mutacije v plaz-
midu je priporocljivo uporabljati metodo,
ki hkrati pomnoZuje Se drugo — kromoso-
malno oligonukleotidno zaporedje. Znani
so namrec primeri delecije v kripticnem
plazmidu prav na mestu, kjer so nalegali
oligonukleotidni zacetniki diagnosti¢nih
kompletov za ugotavljanje klamidijske
DNK (41, 506). Prav tako pa so iz literatu-
re znani redki opisi sevov C. trachomatis,
ki plazmida sploh nimajo (39, 40). Eden
od laboratorijev, ki izvajajo NAATs upo-
rablja za diagnostiko urogenitalnih okuzb
Anyplex II STI-7 test, ki temelji na zazna-
vanju enega samega za C. trachomatis spe-
cifiénega oligonukleotidnega zaporedja v
sklopu veckratne PCR za hkratno detekci-
jo sedem urogenitalnih patogenov (57).

Vsi laboratoriji, ki izvajajo NAATSs za
diagnostiko urogenitalne klamidijske
okuZbe, razen enega, so vkljuceni v she-
me zunanjega nadzora testiranja. Labora-
torij, ki v te sheme Se ni vkljucen, je v fazi
uvajanja NAATS testiranja.

ZAKLJUCKI

OkuZbe urogenitalnega trakta, ki jih pov-
zro¢a klamidija so ozdravljive, vendar jih
pogosto ne ugotovimo in ne zdravimo,
ker potekajo asimptomatsko. Ce okuZb s
C. trachomatis ne zdravimo, lahko te pri-
vedejo do resnih zapletov.

Za zdravljenje okuZb in preprecevanje
posledic le-teh je pomembno redno testi-
ranje oseb s simptomi urogenitalne okuz-
be, prav tako pa bi bilo potrebno uvesti
presejalno testiranje oseb z visjim tvega-
njem za klamidijsko okuZbo.
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Testi, ki temeljijo na pomnoZevanju
nukleinskih kislin, so v primerjavi s kla-
si¢nimi testi bolj obcutljivi in enostavnej-
§i za izvedbo ter interpretacijo rezultatov.
Njihova pomembna prednost pred klasic-
nimi testi je tudi izbira kuZnine. S klasi¢ni-
mi testi ugotavljamo urogenitalno okuzbo
s klamidijo predvsem v brisu materni¢ne-
ga vratu pri Zenskah in brisu secnice pri
moskih. NAATs imajo visoko obcutljivost
in so primerni tudi za testiranje kuZnin,
kot sta FVU in brisi noZnice. Zato za ugo-
tavljanje klamidijske okuZbe CDC, IUSTI in

ECDC priporocajo uporabo testov, ki teme-
ljijo na pomnoZevanju nukleinskih kislin.
Z razvojem metod, ki temeljijo na po-
mnoZevanju nukleinskih kislin, in z vecjo
ponudbo testov so postali diagnosti¢ni
kompleti reagentov cenovno dostopnej-
§i. Zato se nam ponuja priloZnost, da tudi
v Sloveniji upoStevamo moderne smerni-
ce za diagnostiko urogenitalnih okuZzb in
da pri ugotavljanju urogenitalnih okuZb,
ki jih povzroca C. trachomatis, povsem pre-
idemo na molekularne metode, ki teme-
ljijo na pomnoZevanju nukleinskih kislin.
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Uporabnost metode multipleks PCR za
molekularno diagnostiko spolno prenosljivih
okuzb

The use of Multiplex PCR for Molecular Diagnostic of Sexually

Transmitted Infections
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dokazovanje patogenov

IZHODISCA. Pravofasna in pravilna mikrobioloska diagnostika spolno prenosljivih
okuZzb je izredno pomembna, saj lahko nezdravljene okuZbe s temi patogeni povzroci-
jo Stevilne zdravstvene zaplete. Za zlati standard v diagnostiki vecine spolno prenoslji-
vih okuZb veljajo testi pomnoZevanja nukleinskih kislin. Zaradi raznolikosti spolno pre-
nosljivih patogenov je smiselno uporabljati multipleks molekularne metode za so¢asno
dokazovanje mikroorganizmov. METODE. Na urogenitalnih vzorcih iz Oddelka za koZne
in spolne bolezni Univerzitetnega klini¢nega centra Maribor smo preizkusili multipleks
metodo STD-Finder ™ SMART 7. Rezultate smo primerjali z rezultati polimerazne ve-
riZne reakcije v realnem casu. Princip multipleks metode temelji na SmartFinder® teh-
nologiji, ki omogoca dokaz razli¢nih tar¢ v eni reakciji z uporabo posebnih ligirajoc¢ih
sond na aparatu za polimerazno veriZno reakcijo. Z metodo dokazujemo patogene: Chla-
mydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae, Mycoplasma genitalium, Trichomonas vaginalis,
Treponema pallidum, HSV-1 in HSV-2. REZULTATI. Iz Sestmese¢nega obdobja smo iz-
brali 84 urogenitalnih vzorcev, v katerih smo s polimerazno veriZno reakcijo v realnem
¢asu dokazali DNK C. trachomatis v 30 ter DNK N. gonorrhoeae v 12 primerih. Preosta-
lih 42 vzorcev je bilo negativnih. Z multipleks metodo smo DNK C. trachomatis in N. go-
norrhoeae potrdili v vseh pozitivnih vzorcih. V dveh pozitivnih vzorcih smo dokazali Se
prisotnost dodatnih patogenov: HSV-2 in T. vaginalis. V dveh od 42 negativnih vzorcev
smo dokazali e HSV-1 in M. genitalium. ZAKLJUCKI. Uvedba multipleks metode za so-
¢asno dokazovanje spolno prenosljivih patogenov bi bila smiselna tudi v naSem labora-
toriju. Pri izbiri multipleks metode je potrebno poleg obcutljivosti in specifi¢nosti upo-
Stevati Se ostale dejavnike: nabor spolno prenosljivih patogenov, nacin in ¢as izvedbe
metode ter ceno reagentov in aparatov.
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ABSTRACT

KEY WORDS: sexually transmitted infections, microbiological diagnosis, multiplex PCR, simultaneous

pathogen detection

BACKGROUND. If left untreated, sexually transmitted infections can progress to chro-
nic clinical conditions. It is therefore crucial to apply rapid and reliable laboratory tech-
niques when diagnosing sexually transmitted infections. Nucleic acid amplification te-
sts are now considered as the gold standard for diagnosis of most sexually transmitted
infections and multiplex assays have an additional advantage of the simultaneous de-
tection of multiple pathogens. METHODS. We tested a multiplex polymerase chain re-
action assay STD Finder™ SMART 7 for the simultaneous detection of seven sexually
transmitted disease pathogens: Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae, Mycopla-
sma genitalium, Trichomonas vaginalis, Treponema pallidum, HSV-1 in HSV-2. The assay is
based on the multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA) technology and
can be run on a real-time polymerase chain reaction cycler. Urogenital samples from
the Department of Dermatology and Venereal Diseases, UMC Maribor, were used in the
study. The results were compared to a specific real-time polymerase chain reaction rou-
tinely used in the laboratory. RESULTS. We selected 84 samples from the half-year peri-
od. The presence of C. trachomatis and N. gonorrhoeae DNA was proved by specific real-
-time polymerase chain reaction in 30 and 12 samples, respectively. The rest 42 samples
were negative. By using the multiplex polymerase chain reaction we confirmed all posi-
tive samples and detected the DNA of two additional pathogens: HSV-2 in T. vaginalis. In
two of the 42 negative samples, the presence of HSV-1 and M. genitalium DNA was con-
firmed by multiplex polymerase chain reaction. CONCLUSIONS. We concluded that the
use of multiplex polymerase chain reaction would be beneficial for microbiological di-
agnostic of sexually transmitted infections in our laboratory. However, when choosing
among the variety of commercially available multiplex methods, several factors should
be considered: sensitivity and specificity of the method, the set of sexually transmitted
pathogens included, the principle of the method, hands-on time and overall costs.

uvoD

s temi patogeni lahko povzrocijo Stevil-

Spolno prenosljive okuZbe zavzemajo ve-
lik deleZ kuZnih bolezni in predstavljajo
veliko javnozdravstveno in financno bre-
me po vsem svetu (1). Povzrocajo jih raz-
licni patogeni mikroorganizmi - bakte-
rije, virusi in paraziti -, ki so povezani z
razli¢nimi in za njih znacilnimi oblikami
bolezni (2, 3). Kot spolno prenosljivi pato-
geni imajo najvedji vpliv na javno zdra-
vstvo, druzbo in kvaliteto Zivljenja posa-
meznika predvsem nekateri virusi: HIV,
HBV, HPV in HSV-2 ter bakterije Chlamy-
dia trachomatis, Treponema pallidum in Ne-
isseria gonorrhoeae. Nezdravljene okuZbe

ne zaplete, kot so vnetje v mali medenici,
izvenmaterni¢na nosecnost, neplodnost,
razvoj raka na jajénikih ali jetrih, nevro-
loske motnje, poSkodbe notranjih orga-
nov ali visoko smrtnost v primeru okuZb
s HIV. Pravocasna in pravilna mikrobiolo-
8ka diagnostika spolno prenosljivih okuZzb
je zato nedvomno klju¢nega pomena (4, 5).

V tem prispevku se bomo osredotocili
na molekularno diagnostiko spolno preno-
sljivih bakterij C. trachomatis in N. gonor-
rhoeae, ki jih dokazujemo v urogenitalnih
vzorcih. Za zlati standard v diagnostiki
okuZb z bakterijo C. trachomatis veljajo testi
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pomnoZevanja nukleinskih kislin (NAATS).
Le-te odlikujejo visoka obcutljivost, speci-
ficnost in nizek limit detekcije (6). Meri-
la za razvoj in vpeljavo molekularnih te-
stov v diagnosti¢ne namene so doloc¢ena
s smernicami in standardi. Danes na trz-
iS¢u obstajajo Stevilni diagnosti¢ni kom-
pleti za dokazovanje DNK C. trachomatis,
ki v vecini ustrezajo tem standardom. Pri
izbiri molekularne metode za dokazovanje
C. trachomatis je smiselno upoStevati Se
dodatne dejavnike kot so primernost te-
stnega vzorca, prevalenca okuZb z bakte-
rijo C. trachomatis v danem geografskem
obmodju, cena preiskave, ¢as preiskave,
stopnja avtomatiziranosti metode ter mo-
Znost so¢asnega testiranja z ostalimi spol-
no prenosljivimi patogeni (7, 8).

V literaturi najdemo Stevilne opise
razli¢nih »hi$nih« in komercialnih mole-
kularnih metod, ki jih po vsem svetu upo-
rabljajo za dokazovanje bakterije C. tra-
chomatis kot samostojne bakterije ali za
dokazovanje sofasno z drugimi povzro-
¢itelji. Prvi¢ so opisali veriZno reakcijo s
polimerazo (angl. Polymerase chain reacti-
on, PCR) za dokazovanje DNK bakterije C.
trachomatis leta 1990 (9). Sledil je nagel
razvoj na tem podrocju, saj so v obdobju
naslednjih Sestih let objavili Se podatke o
prvem komercialno dostopnem komple-
tu reagentov, podatke o multipleks PCR
za sofasno dokazovanje DNK bakterij C.
trachomatis in N. gonorrhoeae ter podat-
ke o prvem avtomatiziranem sistemu, ki
omogoca obenem ekstrakcijo, pomnoZe-
vanje in dokaz DNK obeh bakterij (10-12).
Po kratkem premoru leta 2005 so nato ob-
javili prvi PCR v realnem casu za doka-
zovanje C. trachomatis, temu pa je sledi-
la poplava razli¢nih molekularnih metod
za sofasno dokazovanje bakterije C. tra-
chomatis in ostalih spolno prenosljivih
patogenov (13). Principi delovanja mul-
tipleks metod so razli¢ni in lahko teme-
ljijo na PCR v realnem casu, tehnologiji
DPO (angl. Dual Priming Oligonucleotides),

metodi mPCR-RLB (PCR z reverse line blot-
ting), tehnologiji XTR (ki temelji na am-
plifikaciji posredovani z izmikanjem ve-
rige) idr. (14-17). Multipleks metode so
vecinoma komercialno dostopne in veza-
ne na dolocene aparate oziroma sisteme,
ki nudijo popolno avtomatizacijo postop-
ka. Slabost avtomatiziranih sistemov je
predvsem zacetni investicijski vloZek, ki
lahko za manjSe laboratorije predstavlja
preveliko finan¢no obremenitev.

Zeleli smo preveriti, kaksno prednost
bi v Laboratoriju za kliniéno molekularno
diagnostiko, Oddelka za molekularno mi-
krobiologijo Nacionalnega laboratorija za
zdravje, okolje in hrano (OMM-NLZOH)
prinesla uvedba multipleks metode za
sofasno dokazovanje ve€ razli¢nih spol-
no prenosljivih patogenov v primerjavi
s PCR v realnem c¢asu. To metodo upora-
bljamo v laboratoriju za mikrobiolo$ko di-
agnostiko bakterij C. trachomatis in N. go-
norrhoeae iz urogenitalnih vzorcev. Izmed
Stevilnih multipleks metod smo izbra-
li tak8no, ki prav tako temelji na princi-
pu PCR v realnem ¢asu in jo lahko izvaja-
mo na aparatu za PCR, ki je Ze prisoten v
laboratoriju.

METODE

V raziskavo smo vkljudili urogenitalne
vzorce bolnikov, ki smo jih sprejeli v labo-
ratorij v Sest mesecnem obdobju z Oddel-
ka za koZne in spolne bolezni, UKC Mari-
bor. Vrsta narocene preiskave je bila PCR
na bakterijo C. trachomatis in/ali bakterijo
N. gonorrhoeae.

Brise se¢nice, materni¢nega vratu, no-
Znice in rektalne sluznice smo ob spreje-
mu Vv laboratorij po potrebi zalili s fiziolo-
Sko raztopino do najve¢ 2 ml in jih skupaj
z vzorci urina shranili v hladilniku pri 4
°C za najve¢ 1 dan. Z vzorci vedno roku-
jemo v mikrobioloski komori druge var-
nostne stopnje in pri tem upoStevamo na-
vodila za delo v molekularnem bioloSkem
laboratoriju.
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Ekstrakcijo DNK smo izvedli po navodi-
lih proizvajalca, in sicer smo uporabili ko-
mercialni komplet reagentov RTP® DNA/
RNA Virus Mini Kit (STRATEC Molecular
GmbH, Nemcija). Princip ekstrakcije teme-
lji na uporabi posebnih kolon s silikagelno
membrano, na katero se zaradi kemijskih
lastnosti veZejo nukleinske kisline.

Za dokazovanje DNK C. trachomatis v
laboratoriju uporabljamo »hiSno« meto-
do PCR v realnem casu, ki jo je v magi-
strski nalogi ob upoStevanju standardov
uvedel vodja laboratorija (18). Metoda
temelji na uporabi barvila SYBR Green.
Za izvedbo reakcije je potrebno uporabi-
ti encim in barvilo v kompletu reagen-
tov Universal SYBR Green PCR Master
Mix (Applied Biosystems, ZDA) ter za-
Cetne oligonukleotide za pomnoZevanje
89 baznih parov (bp) dolgega fragmenta
gena ompA C. trachomatis in 73 bp dol-
gega odseka kripti¢nega plazmida bakte-
rije. DNK bakterije N. gonorrhoeae doka-
zujemo s komercialno dostopno metodo
PCR v realnem casu LightMix® Neisse-
ria gonorrhoeae (Tib MolBiol, Nemcija),
ki vsebuje zacetne oligonukleotide in hi-
bridizirajo¢e sonde. Za izvedbo reakcij
je potrebno uporabiti Se encim v kom-
pletu reagentov LightCycler® FastStart
DNA Master HybProbe (Roche Diagno-
stics, ZDA), kot to narekujejo navodila za
izvedbo metode. Z metodo pomnoZimo
166 bp dolg fragment gena gyrA bakteri-
je N. gonorrhoeae.

Na izbranih urogenitalnih vzorcih, v
katerih smo dokazali DNK ene ali obeh
bakterij oziroma ki so bili negativni, smo
naknadno preizkusili multipleks meto-
do STD-Finder ™ SMART 7 (PathoFinder,
Nizozemska). Uporabili smo predhodno
ekstrahirano DNK, ki smo jo shranili v
skrinji pri -20 °C. Princip multipleks me-
tode temelji na SmartFinder® tehnologi-
ji, ki omogoca dokaz razli¢nih tar¢ v eni
reakciji z uporabo specifi¢nih sond. Le-
-te v postopku hibridizacije in ligacije do-

damo taréni molekuli in nato izvedemo
PCR v realnem casu. Rezultate pomno-
Zevanja smo od¢itali pri razli¢nih valov-
nih dolZinah na aparatu Rotor Gene Q
(QIAGEN, Nemcija) v obliki talilnih kri-
vulj in vrednosti primerjali s tistimi, ki
jih navaja proizvajalec za posamezne pa-
togene, vkljuene v multipleks metodo:
C. trachomatis, N. gonorrhoeae, Mycoplasma
genitalium, Trichomonas vaginalis, Trepo-
nema pallidum, HSV-1 in HSV-2. Reakcijo
in analizo smo izvedli z upoStevanjem na-
vodil proizvajalca.

REZULTATI
Za §tudijo smo izbrali 84 urogenitalnih
vzorcev iz obdobja od septembra 2013 do
februarja 2014. V 42 od 84 vzorcev smo
dokazali prisotnost ene ali druge bakterije
s specifi¢nim PCR v realnem ¢asu, in sicer
smo DNK C. trachomatis potrdili v 30 ter
DNK N. gonorrhoeae v 12 primerih. V pre-
ostalih 42 vzorcih iz istega obdobja nismo
dokazali DNK omenjenih dveh bakterij.
Ekstrahirano DNK iz vseh 84 vzorcev
smo uporabili tudi za multipleks metodo
STD-Finder ™ SMART 7. Vrednosti talil-
nih krivulj za posamezni patogen in va-
lovno dolZino, ki smo jih povzeli po navo-
dilih proizvajalca, so v tabeli 1.

Tabela 1. Vrednosti talilnih krivulj potrebne za
analizo rezultatov. T,, - temperatura taljenja.

Flourokrom Patogen Vrednost T,, (°C)
Cy5 HSV-2 58+2
N. gonorrhoeae 63 +2
T. pallidum 69 +2
ROX HSV-1 53+2
C. trachomatis 602
M. genitalium 65+2
T. vaginalis 69+2

Z multipleks metodo smo DNK C. tracho-
matis potrdili v vseh 30 pozitivnih vzorcih
ter DNK N. gonorrhoeae v vseh 12 pozitiv-
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nih vzorcih. Vrednosti temperature talje-
nja (T,) so se za C. trachomatis gibale med
58 in 60 °C v obmodju valovne dolZine
barvila ROX in med 61 in 63 °C v obmocju
valovne dolZine barvila Cy5 za N. gonor-
rhoeae. V dveh pozitivnih vzorcih smo z
metodo multipleks dokazali Se prisotnost
dodatnih patogenov. V vzorcu urina z do-
kazano DNK bakterije C. trachomatis smo
dokazali e DNK HSV-2 (T, = 65 °C, Cy5).
V vzorcu urina, zdruZenem z brisom no-
Znice z dokazano DNK bakterije N. gonorr-

hoeae, smo dodatno dokazali Se DNK para-
zita T. vaginalis (T, = 68 °C, ROX).

V 40 od 42 negativnih vzorcev tudi z
multipleks metodo nismo dokazali DNK
nobenega izmed sedmih patogenov. V
dveh od 42 negativnih vzorcev pa smo
dokazali DNK dveh patogenov, in sicer v
vzorcu urina herpesvirus HSV-1 (T, = 52
°C, ROX) ter v vzorcu brisa seCnice her-
pesvirus HSV-1 in bakterijo M. genitalium
(Tn =54 °Cin T, = 65 °C, ROX). Primer
analize rezultatov je na sliki 1.

Analiza Cy5

Melt A.FAM/Cy5/Melt A.FAM/ROX/Melt A.Red

dF/dT

0.00 &£

Analiza ROX

Melt A.FAM/ROX

dF/dT

Slika 1. Primer analize rezultatov multipleks metode STD-Finder ™ SMART 7.
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DNK iz vzorcev, v katerih smo z multi-
pleks metodo dokazali herpesviruse, smo
uporabili Se za specifi¢ni PCR v realnem
¢asu za dokazovanje HSV-1, HSV-2 in VZV
(metodo opisujemo v prispevku Okuzbe
anogenitalnega predela z virusom varicela
zoster). Potrdili smo le prisotnost HSV-2,
ne pa tudi HSV-1 iz obeh primerov. DNK
T. vaginalis in M. genitalium v vzorcih ni-
smo potrdili, ker za te patogene v labo-
ratoriju nimamo specificnih molekular-
nih metod.

RAZPRAVA

Multipleks molekularne metode omogo-
¢ajo sofasno dokazovanje ve¢ razli¢nih
patogenov v eni reakciji iz enega vzorca.
Zato posledi¢no skrajSajo cas, potreben
za mikrobiolo§ko diagnostiko, in zniZa-
jo stroSke preiskav (7). Na trZis¢u so do-
stopne multipleks metode, ki jih izvajamo
na delno oziroma popolnoma zaprtih av-
tomatiziranih sistemih. Te metode in sis-
temi imajo vse odlike, ki jih pripisujemo
NAATsS, in so zato uporabne tudi za mi-
krobiolosko diagnostiko spolno prenoslji-
vih okuzb (14-17).

V naSem laboratoriju smo se odloci-
li preizkusiti multipleks metodo, ki omo-
goca socasno dokazovanje sedem spolno
prenosljivih patogenov, temelji na PCR v
realnem casu in ni vezana na drage avto-
matizirane sisteme, temvec jo lahko izva-
jamo na aparatu za PCR.

S to metodo smo potrdili vse pozitiv-
ne in negativne rezultate za dve najpogo-
stejSi spolno prenosljivi bakteriji v Slove-
niji, C. trachomatis in N. gonorrhoeae, ki jih
v laboratoriju dokazujemo s PCR v real-
nem casu. Ugotovili smo, da preizkuSena
multipleks metoda ne predstavlja predno-

sti pred specificnim PCR v realnem ¢asu
za dokazovanje teh dveh bakterij. Izved-
ba multipleks testa traja namrec pribliZzno
Sest ur in zahteva delo s PCR produkti v
tehni¢no zapletenem protokolu za izved-
bo in predvsem za analizo rezultatov.

S to metodo multipleks pa smo v 84
testiranih vzorcih dodatno dokazali DNK
Stirih spolno prenosljivih patogenov: her-
pesvirusov HSV-1 in HSV-2, bakterije M.
genitalium in DNK parazita T. vaginalis.
Herpesvirus HSV-2 je eden izmed najpo-
gostejSih virusnih povzrociteljev razjed
na spolovilih in ga je potrebno zdraviti
(19). Bakterijo M. genitalium sicer uvrsca-
jo med porajajoce se spolno prenosljive
patogene, vendar je vse ve¢ dokazov, da
so ravno okuZbe s to bakterijo najpogo-
steje vzrok negonoknega uretritisa (20).
Ceprav so okuZbe s parazitom T. vagina-
lis velikokrat asimptomatske, lahko para-
zit povzroca vaginitis, cervicitis in tudi
uretritis. Ker lahko nezdravljene okuz-
be z obema spolno prenosljivima patoge-
noma vodijo do vnetja v mali medenici,
izvenmaterni¢ne nosecnosti ter neplo-
dnosti, ju je potrebno pravilno diagnosti-
cirati (20, 21).

Iz navedenega sklepamo, da bi bila
uvedba multipleks metode za soc¢asno do-
kazovanje razliénih spolno prenosljivih
patogenov smiselna tudi v naSem labo-
ratoriju. Vsekakor pa se strinjamo, da je
pri izbiri multipleks metode poleg obcu-
tljivosti, specifi¢nosti ter drugih analiti¢-
nih parametrov metode potrebno smotr-
no upoStevati Se ostale dejavnike, kot so
predvsem nabor spolno prenosljivih pa-
togenov, nacin in ¢as izvedbe metode ter
cena reagentov in aparatov oziroma siste-
mov za izvajanje multipleks metode.
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Neisseria gonorrhoeae oz. gonokok je spolno prenosljiva bakterija, ki povzroc¢a gonore-
jo. V preteklosti so gonokoki razvili odpornost proti vsem zdravilom, ki smo jih upora-
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vljamo organiziranost in rezultate nadzora odpornosti gonokoka v Sloveniji med leto-
ma 2006 in 2013.
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ABSTRACT

KEY WORDS: Neisseria gonorrhoeae, antimicrobial resistance, surveillance

Neisseria gonorrhoeae (gonococcus) is a sexually transmitted bacterium causing gonor-
rhoea. In the previous decades, gonococcus has developed resistance to all antimicro-
bial agents used for treatment of infection, including most recently to extended-spec-
trum cephalosporins, the last remaining treatment option for empirical treatment of
gonorrhoea. There is a fear, that once easily curable gonorrhoea might become diffi-
cult to treat. One of the main focuses for prevention of such scenario is to enhance su-
rveillance of resistance of gonococcus, both locally and regionally. In the article, we
present the organization and results of gonococcal surveillance in Slovenia from 2006

to 2013.

uvoD
Klasi¢na spolno prenosljiva okuzba gono-
reja (kapavica) ostaja pomemben javno-
zdravstveni problem v nerazvitem in
razvitem svetu. Leta 2008 je po oceni Sve-
tovne zdravstvene organizacije (angl. Wor-
Id Health Organization, WHO) za gonorejo
zbolelo 106 milijonov odraslih oseb (1). S
tem je gonoreja postala v svetovnem me-
rilu najpogostejsa bakterijska spolno pre-
nosljiva okuZba. V Sloveniji je bila inciden-
ca gonoreje na vrhuncu v sedemdesetih
letih prejSnjega stoletja. Leta 1971 je bilo
prijavljenih 2.628 novih primerov okuZbe,
medtem ko je bilo leta 2011 prijavljenih na
novo okuZenih samo 25 oseb (2, 3). V za-
dnjih dveh letih opaZamo vec kot dvakratni
porast incidence gonoreje v Sloveniji (4).
Neisseria gonorrhoeae oz. gonokok, bak-
terijski povzrocitelj gonoreje, se postopo-
ma razvija v superbakterijo. V preteklosti
so gonokoki razvili in ohranili odpornost
proti vsem antibiotikom, s katerimi smo
zdravili okuZbo: sulfonamidom, penici-
linu, tetraciklinom, kinolonom, makro-
lidom in nedavno proti cefalosporinom
z raz8irjenim spektrom delovanja (v na-
daljevanju cefalosporinom). Cefalospori-
ni so do nedavnega predstavljali zadnje
zdravilo izbora za izkustveno zdravljenje
gonoreje v monoterapiji. Prav pojav od-
pornosti proti cefalosporinom, ki se je za-

Cel s postopnim zviSevanjem minimalnih
inhibitornih koncentracij (MIK) in nada-
ljeval z osamitvijo treh sevov gonoko-
ka z visoko stopnjo odpornosti proti ce-
falosporinom na Japonskem in v Evropi,
je v zadnjih letih sproZil val bojazni, da bi
gonoreja v dolo€enih klini¢nih razmerah
lahko postala teZko ozdravljiva okuZba.

Na hitro evolucijo pove€ane odporno-
sti gonokokov proti cefalosporinom so se
odzvale Stevilne javnozdravstvene orga-
nizacije na globalni in regionalni ravni, ki
so sprejele krizne nacrte ukrepanja za za-
mejitev Sirjenja veckratno odpornih sevov
gonokokov in zmanjSanje posledic okuZzb s
tovrstnimi bakterijami. Eden izmed kljuc-
nih poudarkov tovrstnih kriznih nacrtov
je tudi izboljSanje nadzora nad odporno-
stjo gonokokov na lokalni, regionalni in
nacionalni ravni. V pri¢ujoem prispev-
ku bomo opisali organizacijo sprem-
ljanja odpornosti gonokokov v Evropi in
Sloveniji, ter prikazali dostopne fenotip-
ske in genotipske podatke o odpornosti
gonokokov v Sloveniji med letoma 2006
in 2013.

NADZOR ODPORNOSTI GONOKOKA
V EVROPI IN SLOVENIJI

Skupni evropski nadzor nad gonokokni-
mi okuZbami in odpornostjo gonokokov
proti antibiotikom se je zacel leta 2002
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pod okriljem programa ESSTI (angl. Eu-
ropean Surveillance of Sexually Transmit-
ted Infections). Prvi podatki programa za
leta 1998-2007 so pokazali, da je Stevilo
prijavljenih gonokoknih okuZb v evrop-
skih drZavah zelo razli¢no (5). Tako je bila
na primer leta 2007 incidenca gonore-
je v ZdruZenem kraljestvu 30,8/100.000,
v Italiji pa samo 0,3/100.000. Euro-GA-
SP (angl. European Gonococcal Antimico-
bial Sureveillance Programme), mikrobio-
lo8ki del programa ESSTI je izvedel prvo
evropsko raziskavo odpornosti gonoko-
kov v letu 2004 (5). V njej so ugotovili vi-
soko stopnjo odpornosti gonokokov pro-
ti ciprofloksacinu (31 %), ki se je v tistem
¢asu v vecini drZav uporabljal kot zdravilo
izbora za izkustveno zdravljenje gonore-
je, tetraciklinu (60 %) in penicilinu (21 %).
V raziskavi so prvi¢ v Evropi ugotovili >
5 % odpornost proti azitromicinu (8 %),
kar je pomenilo, da je azitromicin prese-
gel stopnjo odpornosti, pri kateri antibio-
tik na splo$no odsvetujemo za izkustveno
zdravljenje bolezni (6). Zanimivo je, da so
Ze takrat osamili tudi prve izolate gono-
kokov z nizko stopnjo odpornosti proti ce-
falosporinom (0,3 %).

V okviru programa Euro-GASP od
leta 2006 redno izvajajo nadzor odpor-
nosti gonokokov, v katerega je bilo leta
2011 vklju€enih 21 drZav iz Evropske
unije in Evropskega gospodarskega pro-
stora. Slovenija se je programu prikljuci-
la leta 2006. Sprva smo sodelovali samo
z izolati gonokokov, ki smo jih osamili na
InStitutu za mikrobiologijo in imunologi-
jo (IMI) Medicinske fakultete v Ljubljani,
od leta 2012 pa v programu sodelujemo
vsi slovenski mikrobiolo$ki laboratoriji.

MetodoloSko je program Euro-GA-
SP organiziran tako, da v okviru dveh te-
stnih obdobij (maj/junij in november/de-
cember) pridruZene clanice zberejo 110
zaporednih izolatov gonokokov, ki jim do-
locijo obcutljivost za standardni in aktual-
ni nabor antibiotikov. DrZave, v katerih je

Stevilo izolatov manjSe od predvidenega,
sodelujejo v programu z vsemi pridoblje-
nimi izolati tekocega leta. Mednje spada
tudi Slovenija.

Poleg natancne mikrobioloSke opre-
delitve izolatov je eden izmed klju¢nih
poudarkov programa povezava mikrobi-
oloSkih podatkov posameznih izolatov o
obcutljivosti za antibiotike z omejenim
naborom epidemioloSkih podatkov bol-
nikov: mestom okuZbe, nafinom preno-
sa okuZbe, sofasnimi spolno prenesenimi
okuZbami in drugimi. S staliS¢a mikrobi-
ologov je prav del pridobivanja epidemio-
loSkih podatkov najbolj zahteven, saj nam
tovrstni podatki niso rutinsko dosegljivi,
trenutni nacin obvezne prijave gonoreje
pa ne omogoca povezovanja obeh vrst po-
datkov z enotnim klju¢em.

Sodelovanje slovenskih
jev poteka po ocenah prvega avtorja zgle-
dno. Sodelujoci laboratoriji poSiljajo vse
pridobljene izolate gonokokov na doda-
tno testiranje obcutljivosti na IMI, ki jim
v zameno za sodelovanje in pomoc pri pri-
dobivanju epidemiolo8kih podatkov nudi
pridobljene rezultate odpornosti in letno
porocilo o kumulativni odpornosti testi-
ranih gonokokov. V sistemu velja izpo-
staviti tudi lecece zdravnike, ki pred za-
cetkom zdravljenja odvzamejo kuZnine za
osamitev gonokokov in zagotovijo epide-
mioloSke podatke. Vnos slovenskega dela
podatkov v Evropski sistem nadzora (angl.
The European Surveillance Sistem, TESSy),
centralno podatkovno platformo Evrop-
skega centra za nadzor bolezni (angl. Eu-
ropean Centre for Disease Prevention and
Control, ECDC), opravijo kolegi epidemi-
ologi. Slovenski del programa Euro-GA-
SP trenutno poteka brez zagotovljenih
finan¢nih sredstev. Vsekakor bi bilo v pri-
hodnosti vredno razmisliti o enotni plat-
formi sodelovanja slovenskih laboratori-
jev v tovrstnih nadzornih raziskavah in
predvsem zagotoviti finan¢no vzdrZnost
tovrstnih programov.

laboratori-
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FENOTIPSKE LASTNOSTI
GONOKOKOV V SLOVENI]JI
(2006-2013)

V Sloveniji je bilo med letoma 2006 in
2013 prijavljenih 323 novih primerov go-
noreje, 92 % (n = 297) pri moskih in 8 %
(n = 25) pri Zenskah (4). Med moskimi bol-
niki je bilo 38 % (n = 113) moskih, ki ima-
jo spolne odnose z moskimi (MSM). Oce-
njujemo, da Stevilo prijavljenih primerov
mocno podcenjuje dejansko stanje okuZz-
be. Po nekaterih ocenah je bolnikov, ki se
zdravijo v zdravstvenem sistemu, manj
kot 5 % (6). Prav tako pa lahko recemo, da
je med prijavljenimi primeri nesorazmer-
no veliko MSM (4).

Na IMI Medicinske fakultete v Lju-
bljani smo imeli v istem ¢asovnem ob-
dobju na voljo 267 nepodvojenih izolatov
gonokokov, kar predstavlja 83 % vseh pri-
javljenih gonokoknih okuZb v Sloveniji.
Vecino izolatov, 87 % (n = 233), smo osa-
mili na IMI v Ljubljani, 7 % (n = 18) izo-
latov je bilo iz Nacionalnega laboratorija
za zdravje, okolje in hrano (NLZOH) Mari-
bor, 3 % (n = 7) izolatov je bilo iz NLZOH

Celje, 2 % (n = 6) izolatov je bilo iz NL-
ZOH Koper, 1 % (n = 2) iz NLZOH Kranj
in < 1% (n = 1) iz NLZOH Murska Sobota.
Stevilo in deleZ gonokokov, osamljenih v
posameznih laboratorijih v letih 2012 in
2013, odkar sodelujemo v programu Eu-
ro-GASP vsi slovenski mikrobioloski la-
boratoriji, sta prikazana na sliki 1.

Glede anatomskega mesta osamitve je
bilo 78 % (n = 208) izolatov iz predela uro-
genitalnega trakta, 11 % (n = 30) iz Zrela,
10 % (n = 206) iz danke, < 1 % (n = 1) izo-
lat iz sklepa, za dva izolata pa nismo imeli
podatkov o anatomskem mestu osamitve.
Med vsemi izolati je bilo 48 % (n = 127)
dokazane gonoreje posledica heteroseksu-
alnega prenosa, 42 % (n = 113) posledica
prenosa med MSM, za 10 % (n = 27) izola-
tov pa je bil nacin prenosa neznan.

Vsem izolatom smo dolo¢ili odpornost
proti osmim antibiotikom (cefiksimu,
ceftriaksonu, penicilinu, ciprofloksacinu,
azitromicinu, tetraciklinu, gentamicinu
in spektinomicinu) z gradient difuzijsko
metodo z Etesti ter jim dolo¢ili prisotnost
betalaktamaze z nitrocefinskim testom.
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Slika 1. Stevilo in deleZ gonokokov, osamljenih v posameznih laboratorijih v letih 2012 in 2013. MS - Na-
cionalni laboratorij za zdravje, okolje in hrano (NLZOH) Murska Sobota, KR - NLZOH Kranj, KP - NLZOH
Koper, CE - NLZOH Celje, MB - NLZOH Maribor, L) - Intitut za mikrobiologijo in imunologijo Medicinske

fakultete Univerze v Ljubljani.
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Skupni deleZ odpornosti (R) in / ali zmanj-
Sane obcutljivosti (I) gonokokov v obdo-
bju 2006-2013 je zna$al za cefiksim 9 %
(n = 23), ceftriakson 4 % (n =10), penici-
lin 96 % (n = 257), ciprofloksacin 51 % (n
= 135), azitromicin 39 % (n = 103), tetraci-
klin 70 % (n = 188) in spektinomicin 0 %
(n = 0). Betalaktamaza je bila prisotna pri
12 % (n = 33) izolatov. Vrednosti MIK gen-
tamicina so bile nizke, vendar njihova in-
terpretacija zaradi neobstojecih kriterijev
ni bila moZna.

Longitudinalni trendi odpornosti pro-
ti penicilinu, cefiksimu, ceftriaksonu, ci-
profloksacinu, azitromicinu in prisotnost
betalaktamaze med letoma 2006 in 2013
so prikazani na sliki 2. Odpornost in/ali
zmanjSana obcutljivost za cefiksim (de-
finirana kot MIK = 0,125 mg/L) je bila v
Sloveniji prvi¢ ugotovljena leta 2008, 4 %
(en izolat), in je naraScala do leta 2011,
ko je znaSala 33 % (n = 6). V letih 2012
in 2013 je sledil padec odpornosti in/ali
zmanjSane obcutljivosti proti cefiksimu
na6 % (n=3)in 2 % (n = 1). Podoben
porast in upad odpornosti in/ali zmanj$a-
ne obcutljivosti smo opazili tudi za ceftri-

akson in ciprofloksacin. Pri obeh je bilo
najvisje deleZe odpornosti in/ali zmanj-
Sanje obcutljivosti zaslediti v letih 2009-
2011. Odpornost in/ali zmanjSana obcu-
tljivost proti azitromicinu (definirana kot
MIK = 0,5 mg/L) je prav tako nihala in si-
cer je bilo med letoma 2007 in 2009 opa-
ziti njen padec na 4 % (n = 1). V nadalje-
vanju opazovanega obdobja pa opaZamo
strmo povecanje deleZa odpornosti in/ali
zmanjSane obcutljivosti za azitromicin do
53 % (n = 25) v letu 2012.

GENOTIPSKE LASTNOSTI
GONOKOKOV V SLOVENIjI
(2006-2012)

Da bi ugotovili vzrok epidemije poveca-
ne odpornosti gonokokov proti cefalospo-
rinom in ciprofloksacinu, ki smo jo ugo-
tovili s fenotipskimi metodami, smo seve
tipizirali z metodo NG-MAST (angl. Neis-
seria gonorrhoeae Multi-Antigen Sequence
Typing). S to metodo pomnoZimo in do-
lo¢imo nukleotidno zaporedje polimorf-
nih odsekov dveh genov gonokoka, porB
in tbpB, ki nosita zapis za dve beljakovini
zunanje membrane bakterije. NG-MAST
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X 60 ® 2011 (n=18)
5 o 2012 (n = 47)
g 2013 (n =73)
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]
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20
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cefiksim ceftriakson ciprofloksacin azitromicin betalaktamaza

Antibiotik

Slika 2. Longitudinalni trendi odpornosti gonokoka v Sloveniji med leti 2006-2013. R - odporen, | -
zmanjsana (intermediarna) obéutljivost. Uporabljeni interpretacijski kriteriji: cefiksim in ceftriakson R/I
(MIK > 0,125 mg/L), ciprofloksacin R/I (MIK > 0,064 mg/L), azitromicin (MIK > 0,5 mg/L).
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metoda tipizacije ima visoko lo¢ljivost, je
objektivna in ponovljiva. S pomocjo med-
narodne zbirke alelov obeh genov in se-
kvené¢nih tipov N. gonorrhoeae lahko vsa-
kemu izolatu dolo¢imo sekvencni tip.
Izolate, ki imajo identicen en alel in se v
drugem alelu razlikujejo < 1 % lahko do-
datno zdruZimo v genske skupine (7).

NajpogostejSi NG-MAST sekvencni
tipi gonokokov v letih 2006-2012, ki so
bili zastopani z najmanj petimi izolati, so
bili: ST1407 - 9 % (n = 18), ST21 - 6% (n =
12),ST225-6% (n=12), ST4-5% (n = 9),
ST2675-4% (n=7),ST5615-4% (n=7),
ST8464 -3 % (n = 6), ST1195-3% (n = 5),
ST2992 -3 % (n = 5), ST5340 -3 % (n = 5)
in ST5570 - 3 % (n = 5). Z dodatnim zdru-
Zevanjem zelo sorodnih sekvencnih tipov
smo opredelili sedem najpogostejSih gen-
skih skupin: G1407, G225, G21, G1195, G4,
G2675 in G2992, ki so skupno predstavlja-
le 50 % (n = 97) vseh izolatov.

Veckratno odporna (cefalosporini, ci-
profloksacin, azitromicin) genska skupi-
na G1407 (tbpB alel 110) je bila v Slove-
niji prvi¢ osamljena leta 2008 (en izolat)
in je postala prevladujoca genska skupina
v naslednjih treh letih z deleZi 48 % (n =
10/21), 30 % (n = 8/27) in 28 % (n = 5/18)
v letih 2009, 2010 in 2011. V letu 2012
so gensko skupino G1407 nadomestili za
cefalosporine in ciprofloksacin ve¢inoma
dobro obcutljivi izolati genskih skupin
G21 (tbpB alel 33), G2997 (tbpB alel 21),
G1195 (tbpB alel 29), G2992 (tbpB alel 29)
in G5240 (tbpB alel 29), ki so skupno pred-
stavljali 53 % (n = 25/47) vseh izolatov
tega leta. Genska skupina G1407 je v letu
2012 predstavljala 9 % (n = 4/47) izola-
tov. Iz fenotipskih podatkov o odpornosti
za leto 2013 lahko sklepamo, da je v tem
letu genska skupina G1407 dodatno izgu-
bila svoj deleZ med vsemi izolati. Podo-
ben upad deleZa genske skupine G1407 so
opazili tudi v nekaterih drugih evropskih
drZavah (8). Natancnega razloga za upad
deleZa genske skupine G1407 v Sloveni-

ji vletu 2012 in domnevno v letu 2013 ne
poznamo. Najverjetneje igra pomembno
vlogo pri tem hitra prilagoditev smernic
zdravljenja gonoreje, ki prvi¢ v zgodovi-
ni v izkustveno zdravljenje uvaja dvotirno
antibioti¢no terapijo.

Fenotipske in genotipske znacilnosti
izolatov znotraj posamezne genske sku-
pine so bile med slovenskimi izolati go-
nokokov zelo homogene (9). Med 28 izo-
lati gonokokov genske skupine G1407,
ki smo jih osamili med letoma 2008 in
2012 so bile modalne vrednosti in raz-
pon MIK penicilina, cefiksima, ceftria-
ksona, ciprofloksacina in azitromicina 2
mg/L (1-4 mg/L), 0,125 mg/L (0,032-0,25
mg/L), 0,064 mg/L (0,032-0,125 mg/L),
> 32 mg/L (od 32 do vec kot 32 mg/L) in
0,5 mg/L (0,125-8 mg/L). Noben izolat ni
imel prisotne betalaktamaze. Odpornost
in/ali zmanjSana obcutljivost proti cefalo-
sporinom je bila pri izolatih genske sku-
pine G1407 posledica socasne prisotnosti
treh determinant odpornosti za cefalospo-
rine - mozaicnega alela XXXIV gena penA,
ki kodira spremenjen protein, ki veZe pe-
nicilin tipa 2 (angl. penicilin-binding pro-
tein 2, PBP2), mtrR, mutacije v promotor-
ju represorja efluksne ¢rpalke MtrCDE, in
penB, mutacije v genu za porin PorB1b.

Stabilnost fenotipa in genotipa znotraj
genske skupine je pomembna, saj bi lah-
ko to dejstvo s pridom izkori$cali za pred-
videvanje obcutljivosti bakterije v okviru
danes prevladujo¢e molekularne mikrobi-
oloSke diagnostike. Vendar tovrstne dia-
gnostic¢ne aplikacije Se niso na voljo.

SMERNICE ZDRAVLJENJA

Globalna epidemija gonokokov genske
skupine G1407 in z njo povezana odpor-
nost proti cefalosporinom se v klini¢ni
praksi zrcali v Stevilnih primerih neuspe-
$nega zdravljenja gonoreje s cefalospori-
ni na globalni ravni v prvi vrsti s cefiksi-
mom (oralnim cefalosporinom), pa tudi s
ceftriaksonom (parenteralni cefalosporin
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(10-18). Genska skupina G1407 je povzro-
¢ila tudi enega izmed redkih dokazanih
primerov neuspeSnega zdravljenja farin-
gealne gonoreje s ceftriaksonom v Slove-
niji (14).

Zaradi jasnih dokazov o neuspeSnosti
monoterapije s cefalosporini je bilo po-
trebno prilagoditi smernice za izkustve-
no zdravljenje gonoreje in prvi¢ v zgodo-
vini priporociti dvotirno terapijo. Tako na
primer najnovejSe evropske smernice za
zdravljenje gonoreje iz leta 2012 za izku-
stveno zdravljenje nezapletene urogeni-
talne gonoreje priporofajo kombinacijo
ceftriaksona 500 mg intarmuskularno in
azitromicina 2 g oralno v enkratnem od-
merku (19). Istega leta so spremenili tudi
ameriSke smernice za zdravljenje gonore-
je, ki sedaj priporoc¢ajo kombinacijo ceftri-
aksona 250 mg intramuskularno in bodisi
azitromicina 1 g oralno v enkratnem od-
merku ali doksiciklina 2 x 100 mg oralno
7 dni (20). Predlog novih slovenskih naci-
onalnih smernic za diagnostiko in zdrav-

ljenje gonoreje je bil predstavljen S$ir§i
strokovni javnosti julija 2014 in do dolo-
Cene mere povzema evropske smernice z
upoStevanjem nekaterih novih dognanj
molekularne epidemiologije gonokoka v
Sloveniji.

ZAKLJUCEK

Gonokok je v zgodovini razvil odpornost
proti vsem antibiotikom, s katerimi smo
zdravili gonorejo in je nedavno postal od-
poren tudi proti cefalosporinom, zadnjim
zdravilom izbora za zdravljenje gonoreje v
monoterapiji. V Sloveniji so epidemijo po-
vecane odpornosti gonokokov proti cefalo-
sporinom povzroc€ili gonokoki genske sku-
pine G1407, globalno prisotnega veckratno
odpornega klona gonokokov. S spremenje-
nimi smernicami zdravljenja in uvedbo
dvotirnega izkustvenega zdravljenja smo
morebiti zaustavili njegovo §irjenje v Evro-
pi. Ali smo s tem ukrepom trajneje zausta-
vili nevarnost, da bi gonoreja postala neoz-
dravljiva bolezen, bo pokazal cas.
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Kliniéni pomen bakterije Gardnerella
vaginalis, izolirane iz genitalnih vzorcev
The Clinical Significance of Bacteria Gardnerella vaginalis Isolated from

the Genital Specimens

IZVLECEK
KLJUCNE BESEDE: Gardnerella vaginalis, biofilm, bakterijska vaginoza

Bakterijska vaginoza je za klinike zanimiva predvsem zaradi moZne vzro¢ne povezave z
zapleti v nosecnosti, po porodu ter z zapleti po operativnih posegih. Novejse Studije ka-
Zejo, da je bakterijska vaginoza polimikrobna okuZba z nastankom biofilma. Gardnerel-
la vaginalis je prva bakterijska vrsta, ki se pritrdi na vaginalni epitelij in ustvari osnovo,
na katero se pritrjujejo druge bakterijske vrste. Vsi sevi bakterije G. vaginalis ne tvori-
jo biofilmov. Bakterija je na celicah noZnice lahko prisotna v planktonski obliki ali tvori
biofilm. Za leto 2013 smo retrogradno analizirali rezultate §tirih mikrobiolo$kih medi-
cinskih laboratorijev. V genitalnih vzorcih so nas zanimali deleZi osamljene bakterije G.
vaginalis. V 8tirih mikrobiolo8kih laboratorjih smo ugotovili prisotnost bakterije G. va-
ginalis v 7,93 % oz. od 7,09 % do 14,66 %. Dobljeni podatki so primerljivi z rezultati dru-
gih Studij, ki so uporabljali klini¢ne kriterije. Za postavitev diagnoze bakterijske vagino-
ze se ponekod v praksi uporabljajo standardni klini¢ni kriteriji ter laboratorijska metoda
barvanja razmaza noZni¢nega izcedka po Gramu. Interpretacija razmazov po Nugato-
vem tockovnem sistemu kot barvanje po Gramu zahteva izkuSeno laboratorijsko ose-
bje. Rezultati Studij potrjujejo, da tudi osamitev G. vaginalis in anaerobov pomaga po-
trditi diagnozo bakterijske vaginoze oz. omogoca lo¢evati od drugih moZnih patologij.

ABSTRACT
KEY WORDS: Gardnerella vaginalis, biofilm, bacterial vaginosis

Bacterial vaginosis is of a clinical interest because of the possible causal relationship
with complications during pregnancy, after childbirth and complications after surge-
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ry. Recent studies suggest that bacterial vaginosis is a polymicrobial infection with the
formation of biofilm. The bacterium may be present in the planktonic form or it forms
a biofilm. Gardnerella vaginalis is the first bacterial species which is attached to the va-
ginal epithelium and creates a fundament on which other bacterial species attach. We
retrospectively analyzed the results of four microbiological medical laboratories for
the year 2013. We were interested in the proportion of the isolated bacteria G. vagina-
lis from the genital samples. We found G. vaginalis in 7.93% of specimens. The data are
comparable with the results of other studies. For the diagnosis of bacterial vaginosis
in clinical practice, standard clinical criteria and the Gram staining of vaginal dischar-
ge smear are used. The interpretation of smears according to Nugat scoring system and
Gram staining require experienced laboratory personnel. The results of studies confirm
that the isolation of G. vaginalis and anaerobes helps confirming the diagnosis of bacte-

rial vaginosi and allows us to distinguish it from other pathologies.

uvoD

Bakterijska vaginoza je najpogoste;jsi
vzrok izcedka iz noZnice in predstavlja po-
memben javnozdravstveni problem, saj je
v povezavi s prezgodnjimi porodi, popo-
rodno sepso, endometritisom, prenosom
virusa ¢loveSke imunske pomanjkljivosti
(angl. human immunodeficiency virus, HIV)
in drugimi spolno prenosljivimi okuZba-
mi (1, 2). Stevilni raziskovalci so namre¢
nasli statisticno pomembne povezave
med bakterijsko vaginozo in okuZbo z vi-
rusom herpesa simpleksa kot tudi okuZbo
s ¢loveskim papiloma virusom (3, 4).

Bakterijska vaginoza se sproZi s spol-
nim prenosom bakterije Gardnerella va-
ginalis, ki ima virulen¢ne dejavnike, ki
omogocajo pritrditev na epitelijske celice
gostitelja in tvori biofilm (1).

Bakterijo G. vaginalis je prvi opisal
Leopold leta 1953 in jo poimenoval Hae-
mophilus vaginalis. Ime se je kasneje spre-
menilo v Corynebacterium vaginale in leta
1980 v G. vaginalis (5). Bakterija je po Gra-
mu negativen bacil, ki raste poc¢asi na obi-
¢ajnih gojisc¢ih in ga je teZko lo¢iti od dru-
gih bakterij, ki Zivijo v vagini. Na ov¢jem
agarju raste v obliki drobcenih kolonij
anaerobno ali v 5 % CO,. Ustrezno gojisce
za rast bakterije je agar Kolumbija s ¢love-
ko krvjo, na katerem tvori beta hemolizo.

Preprost in izvedljiv test v identifika-
ciji te bakterije je aminski test, kjer se po
dodatku kalijevega hidroksida na vaginal-
ni izlo€ek pojavi smrad po ribah. Etiolo-
gija nespecifi¢nega vaginitisa s to bakte-
rijo pa je postala dvomljiva. Bakterijo so
namre¢ neredko osamili tudi pri Zenskah
brez znakov vnetja, simptomatika se je po
zdravljenju z metronidazolom pogosto po-
novila, pozitiven aminski test pa je rezul-
tat povecanega Stevila anaerobnih bakte-
rij (6). IzraZeni klini¢ni simptomi (sivobel
izcedek iz noZnice, ki ima pH vedji od pet,
pozitiven aminski test, Clue celice, izolaci-
ja G. vaginalis in anaerobov) vsekakor po-
magajo pri postavitvi prave diagnoze (0).

V nasprotju s tradicionalnim pojmova-
njem, da nalezljiva bolezen nastane preko
kolonizacije in z invadiranjem posamezne
bakterijske vrste, je pri bakterijski vagino-
zi drugace. Molekularne tehnike so doka-
zale, da so v patogenezo bakterijske vagi-
noze vpletene Stevilne bakterijske vrste. G.
vaginalis je prva bakterijska vrsta, ki se pri-
trdi na vaginalni epitelij in ustvari osnovo,
na katero se pritrjujejo druge bakterijske
vrste. Vaginalne biopsije zdravih Zensk so
pokazale predvsem mlec¢nokislinske bak-
terije, vklju¢no z Lactobacillus spp., Strep-
tococcus spp. in Enterococcus spp. Biofilm,
najden pri Zenskah z bakterijsko vaginozo,



Med Razgl. 2014; 53 Suppl 6: 69-74

n

je povecini sestavljen iz G. vaginalis, med-
tem ko je Atopobium vaginae prisoten pri
80 % primerov in tvori do 40 % biofilma.
Druge bakterijske vrste, kot so Bacteroi-
des spp., Corynebacterium spp., Lactobacil-
lus spp., Veillonella spp., Ruminococcus spp.
in Streptococcus spp., najdemo redkeje (7).

Pri postavitvi diagnoze bakterijske va-
ginoze ima najvecji pomen direktni raz-
maz po Gramu z upoStevanjem Nugento-
vega tockovalnega sistema (8).

PREISKOVANCI IN METODE

V Laboratoriju Zavoda za zdravstveno
varstvo Kranj smo v letu 2013 v mikrobi-
olo8ko preiskavo prejeli vaginalne vzorce,
povecini od Zensk z izraZenimi in opisa-
nimi klini¢nimi znaki. Vzorce smo preje-
li iz ginekolo8kih dispanzerjev vseh zdra-
vstvenih domov na Gorenjskem kot tudi
iz SploSne bolnidnice Jesenice in Bol-
nidnice za ginekologijo in porodnistvo
Kranj. Od kolegov mikrobiologov iz Mari-
bora, Kopra in Nove Gorice smo pridobili
podatke o Stevilu prejetih genitalnih vzor-
cev na patogene bakterije in Stevilu izola-
tov G. vaginalis v letu 2013.

V dveh laboratorijih (Maribor, Kranj)
smo za osamitev bakterije G. vaginalis upo-
rabili ¢loveski krvni agar. V Novi Gorici in
Kopru so uporabili ¢okoladni agar. V vseh
laboratorijih je potekala inkubacija v CO,
atmosferi. Za identifikacijo smo v dveh la-
boratorijih uporabljali masno spektrome-

trijo (angl. Matrix-assisted laser desorption/
ionization, MALDI TOF) (Brucker), v Kra-
nju od julija 2013 dalje, pred tem API®
Strip (Bio Mérieux), v Kopru so uporablja-
li VITEK® Compact in VITEK® GP kartice
(Bio Mérieux), v Novi Gorici pa so upora-
bljali klasi¢ne metode, kot je barvanje po
Gramu in hidroliza hipurata.

REZULTATI

Stevilo prejetih genitalnih vzorcev na pa-
togene bakterije in deleZ izolatov G. va-
ginalis v letu 2013 v posameznih Labo-
ratorijih za medicinsko mikrobiologijo v
Sloveniji podajamo v tabeli 1.

RAZPRAVA

Bakterijska vaginoza je stanje v noZnici,
ko normalno prisotne Lactobacillus spp.
zamenjajo mo¢no pomnoZene anaerobne
bakterije. V na$i retrogradni preiskavi za
leto 2013 smo v Stirih mikrobiolo8kih la-
boratorijih ugotovili prisotnost bakteri-
je G. vaginalis v povpre¢ju v 7,93 % oz. v
razponu od 7,09 % do 14,66 %. Pri tem je
potrebno upostevati, da se ginekologi pri
preiskovankah odloc¢ijo za mikrobioloSko
preiskavo vaginalnega trakta le v prime-
ru izraZenih klini¢nih teZav. V primerjavi
z drugo slovensko Studijo, kjer so bakte-
rijsko vaginozo dolocali klini¢no in mi-
kroskopsko pri Zenskah na treh oddelkih
Ginekoloske klinike v Ljubljani, so nasi
podatki dokaj primerljivi. Pri 75 nosec¢ni-

Tabela 1. Stevilo prejetih genitalnih vzorcev na patogene bakterije in dele? izolatov Gardnerella vaginalis
v letu 2013 v posameznih Laboratorijih za medicinsko mikrobiologijo v Sloveniji

Laboratorij St. preiskav genitalnih vzorcev Stevilo izolatov Delezi G. vaginalis
na patogene bakterije Gardnerella vaginalis

Maribor 2.709 192 7,09 %

Kranj 526 38 722 %

Koper 348 51 14,66 %

Nova Gorica 123 13 10,57 %

Skupaj 3.706 294 7,93 %
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cah v Ambulanti za patoloSko nosecnost
je bila pogostnost bakterijske vaginoze
5,5 %, pri 100 preiskovankah iz Dnevne
klinike pred umetno prekinitvijo nosec-
nosti 14,0 % in pri 13 preiskovankah v
Ambulanti za spolno prenosljive bolezni
23,0 %. Obstaja povezava med bakterijsko
vaginozo in spolnim vedenjem. V Studiji
zaradi majhnega Stevila preiskovank niso
mogli potrditi povezave med bakterijsko
vaginozo in prezgodnjim porodom (9).

Etiologija nespecificnega vaginitisa
ali bakterijske vaginoze je nasprotujoca.
Povzrocitelji okuZbe so mikroorganizmi,
kot so G. vaginalis, Mobiluncus spp., My-
coplasma hominis in po Gramu negativni
anaerobni bacili, najverjetneje preko so-
¢asne okuZbe ali razrasti teh bakterij. Di-
agnoza bakterijske vaginoze ne temelji na
bakterijski kulturi, ker je rast teh bakterij
pocasna in teZavna, identifikacija pa dra-
ga. Bakterijsko vaginozo zadovoljivo potr-
dimo z razmazom, barvanim po Gramu oz.
s prisotnostjo Clue celic ali prisotnostjo
po Gramu variabilnih ali zavitih majhnih
bacilov ter z odsotnostjo Lactobacillus spp.
(10). Bakterijska vaginoza je pogostejsa v
populaciji homoseksualnih Zensk (11).

G. vaginalis je fakultativna anaerobna
bakterija z negativnim testom oksidaze
in katalaze. Je nesporogena, nekapsulira-
na, negibljiva, pleomorfna bakterija z va-
riabilnim rezultatom barvanja po Gramu
(12). BioloSka niSa bakterije je vagina, kjer
jo najdemo v 15 % do 69 % Zensk brez kli-
ni¢nih znakov okuZbe. Bakterijo pri bakte-
rijski vaginozi skoraj vedno najdemo sku-
paj z razlicnimi anaerobnimi bakterijami
(13). Za zdravljenje bakterijske vaginoze
se uspeSno uporablja metronidazol, kar
kaZe na pomen anaerobnih bakterij. Ru-
tinsko zdravljenje spolnih partnerjev ni
priporocljivo (14). Iskanje in zdravljenje
bakterijske vaginoze je priporoceno pri
Zenskah, ki so nagnjene k prezgodnjemu
porodu ter pri Zenskah pred abortusom in
pred histerektomijo (14).

G. vaginalis je na celicah noZnice lah-
ko prisotna v planktonski obliki ali pa
tvori biofilm. Gostota bakterije je v bio-
filmu 101°-10" celic/gram, medtem ko je
v planktonski obliki 10°-108 celic/gram.
Prisotnost planktonske oblike ali biofil-
ma vidimo v sedimentu urina tako pri
Zenskah kot pri mogkih. Studije kaZejo na
popolno ujemanje klini¢no izraZene bak-
terijske vaginoze pri Zenskah s sevi G.
vaginalis, ki tvori biofilm, ter njihovimi
partnerji. Trenutno pri proucevanju bak-
terijske vaginoze Se nimamo ustreznega
in vitro modela biofilma (7).

Termin bakterijski vaginitis oz. ka-
sneje bakterijska vaginoza (BV) je uve-
dla skupina raziskovalcev z Univerze Wa-
shington, ki je ugotovila, da je nespecifi¢ni
vaginitis povezan z velikimi sprememba-
mi vaginalne flore oz. zdruZbe bakterij, kar
so dokazovali z molekularnimi metodami
- sekvencioniranjem 16s RNA. Ta skupi-
na raziskovalcev je dolo¢ila klini¢ne krite-
rije BV, ki se uporabljajo pri Zenskah in so:
+ pH vaginalnega izlocka je vedji od 4,5,
+ vonj po ribah, ko vaginalnemu izlo¢ku

dodamo 10 % KOH,

+ najmanj 20 % deleZ vaginalnih epitel-
nih celic, prekritih z bakterijami (»Clue
cells«) in

+ bel mlecnat izcedek.

Za Kklini¢no diagnozo BV morajo biti iz-
polnjeni vsaj trije od Stirih kriterijev (15).
Kmalu po uvedbi teh kriterijev v klini¢no
delo je Nugent s sodelavci spremenil kri-
terije barvanja po Gramu (16). Kriteriji so
kvantitativno opredeljevali Lactobacillus
spp. (po Gramu pozitivni bacili), G. vagi-
nalis (po Gramu negativne kokobacile) in
Mobiluncus spp. (po Gramu negativne za-
vite bacile). Tocke 0 do 3 so se vrednotile
kot normalna flora (prevladovanje Lacto-
bacillus spp.), 4 do 6 vmesna flora oz. me-
Sani morfotipi, 7 do 10 pa BV (odsotnost
Lactobacillus spp., prevladovanje ostalih
dveh bakterijskih vrst). Nugentovi krite-
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riji so se vec let uporabljali kot standardni
kriteriji za diagnozo bakterijske vagino-
ze. Slabost metode je bila ta, da je bila do-
kaj zamudna in je zahtevala izurjeno ose-
bje (17).

Pri bakterijski vaginozi so vidne tudi
spremembe v vrsti Lactobacillus spp., Lac-
tobacillus iners je pristoten pri bakterijski
vaginozi, Lactobacillus crispatus pa prevla-
duje v flori vagine Zensk brez simptomov
BV. Nove laboratorijske tehnike omogoca-
jo pogostejSo identifikacijo G. vaginalis in
A. vaginae, kar omogoca zaznavanje nose-
¢ih Zensk z BV in na ta nacin zdravljenje
in prepreCevanje tveganja prezgodnjega
poroda. V preprecevanju ponovitev BV an-
tibioti¢no zdravljenje ni preve¢ ucinkovi-
to, saj se pogosto pojavijo ponovitve. Ve-
¢ji ucinek se pricakuje od uporabe novih
probiotikov (18).

Pri otrocih so okuZe z G. vaginalis red-
ke. Invazivne okuZbe se pojavljajo le pri
novorojencih (2).

Kelsey s sodelavci je s Studijo Zensk v
ginekoloSkem dispanzerju potrdil, da osa-
mitev G. vaginalis in anaerobov pomaga
potrditi diagnozo bakterijske vaginoze in
jo omogoca lo€evati od drugih moZnih pa-
tologij. Primerjal je bolnice z bakterijsko
vaginozo in zdrave preiskovanke. Pri bol-

nicah z bakterijsko vaginozo so bili rezul-
tati testa osamitve G. vaginalis 100 % ob-
cutljivost in 77 % specifi¢nost, medtem ko
je bil test osamitve anaerobov 93 % spe-
cifien. Zakljucki te Studije so bili, da ima
osamitev anaerobov (30,8 %) boljSo na-
povedno vrednost za postavitev diagnoze
nespecifinega vaginitisa kot osamitev G.
vaginalis (18,9 %) oz. da je korist osamitve
bakterije G. vaginalis v postavitvi diagno-
ze bakterijske vaginoze majhna in podra-
Zi diagnostiko, medtem ko porocanje pri-
sotnosti Steviléne rasti anaerobov pomeni
potrditev diagnoze brez podraZitve ().

ZAKLJUCEK

Glede na to, da je bakterijska vaginoza po-
limikrobna okuZba s prevladovanjem ana-
erobnih bakterij v mikrobiolo8kih labora-
torijih, Se naprej priporoamo natancno
pregledovanje direktnih razmazov, bar-
vanih po Gramu. Posamezni avtorji tega
prispevka v prihodnosti priporo¢amo Stu-
dijo kultivacije humanega krvnega agar-
ja v anaerobnih pogojih, namesto v CO,
atmosferi. Na ta nacin bomo dobili vpo-
gled tudi v anaerobne bakterije in ojacali
hemolizo, ki jo tvori bakterija G. vaginalis.
Pri postavitvi diagnoze Zelimo bolj pove-
zati klini¢ne podatke.
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Osamitev bakterije Streptococcus agalactiae
pri bolnicah s simptomi vnetja noznice
Isolation of Streptococcus agalactiae from Women Diagnosed with

Vaginitis

1ZVLECEK
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IZHODISCA. Bakterija Streptococcus agalactiae je pomemben povzro€itelj okuZb pri no-
vorojenckih. Povzroc¢a okuZbe porodnic in bolnikov z znanimi dejavniki tveganja. Osa-
mimo jo lahko iz noZnice Zensk s simptomi vaginitisa, vendar Stevilni strokovnjaki me-
nijo, da se pojavlja v noZnici izklju¢no kot saprofit. Pojavljajo se posamic¢na porocila in
¢lanki, ki S. agalactiae pripisujejo vlogo pri nastanku vaginitisa bodisi samostojno ali
v sklopu diagnoze aerobnega vaginitisa. V prispevku prikaZemo, kako pogosto osami-
tev S. agalactiae iz brisov noZnice, ki smo jih odvzeli bolnicam, zdravljenim na Kliniki
za ginekologijo in perinatologijo Univerzitetnega klini¢nega centra Maribor (UKC Ma-
ribor), spremlja tudi dokumentirana klini¢na diagnoza vnetja noZnice, in ali je bila ob
tem bakterija S. agalactiae izolirana samostojno ali so jo spremljali Se drugi potencialni
povzrocitelji vnetja noZnice. METODE. Iz informacijskega sistema mikrobioloSkega la-
boratorija (MBL) smo pridobili podatke o osamitvi S. agalactiae iz brisov noZnic, ki so jih
odvzeli bolnicam, zdravljenim na Kliniki za ginekologijo in perinatologijo UKC Mari-
bor, in jih poslali na preiskavo na patogene bakterije v letih od 2009 do 2013. Primerja-
li smo jih s podatki v informacijskem sistemu UKC Maribor. REZULTATI. Pri 1.121 bol-
nicah, ki so se v tem obdobju zdravile na Kliniki za ginekologijo in perinatologijo UKC
Maribor, smo osamili S. agalactiae iz brisov noZnice. Od tega smo zabeleZili 542 epizod
vnetja noZnice pri 503 bolnicah. Kot edini izolat se je S. agalactiae pojavil pri 216 epi-
zodah vnetja noZnice. Pri 293 epizodah je bila hkrati osamljena Se gliva C. albicans, pri
78 epizodah pa druge vrste bakterij. ZAKLJUCKI. Menimo, da je osamitev S. agalactiae
pri Zenskah s simptomi vnetja noZnice potrebno presojati v sklopu pregleda nativnega
razmaza izcedka in celotne klini¢ne slike. S. agalactiae sodi v skupino povzrociteljev t. i.
aerobnega vaginitisa. Tega je zaradi razli¢nih pristopov k zdravljenju potrebno lo¢iti od
vaginitisa, ki ga povzroc¢ajo glive in bakterijske vaginoze.
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ABSTRACT

KEY WORDS: microbiologic diagnosis, Streptococcus agalactiae, normal flora, lactobacilli, aerobic vagi-

nitis, bacterial vaginosis

BACKGROUND. Streptococcus agalactiae is an important agent of severe bacterial infecti-
ons in newborns. In addition, it is responsible for serious infections in pregnant women
and in patients with known risk factors. Although S. agalactiae can be isolated from va-
ginal swabs, the bacterium is mostly considered as a saprophyte. We noted reports and
articles describing S. agalactiae as a cause of vaginitis as a sole pathogen or as a member
of a group of pathogens associated with aerobic vaginitis. Here we present how often
is S. agalactiae isolated as a sole pathogen from vaginal swabs of the patients with do-
cumented vaginitis treated at the Clinic of Gynaecology and Perinatology of the Uni-
versity Clinical Centre Maribor (UCC Maribor). METHODS. We collected the data about
S. agalactiae isolation in the period from 2009 to 2013 from the Laboratory informati-
on system MBL. Our data were compared with data about diagnosis of vaginitis obtain-
ed from the Hospital information system MEDIS. RESULTS. Bacteria S. agalactiae were
isolated from vaginal swabs of 1,121 women treated in the testing period at the Clinic
of Gynaecology and Perinatology of the UCC Maribor. We documented 542 episodes of
vaginitis from 503 patients and isolated S. agalactiae as a sole pathogen in 216 episo-
des of vaginitis. In 293 episodes, we concomitantly isolated Candida albicans and in 78
episodes another bacterial species. CONCLUSIONS. Isolation of S. agalactiae from vagi-
nal swabs in patients with vaginitis has to be always considered together with wet mo-
unt of vaginal discharge and clinical situation. S. agalactiae is one of the pathogens as-
sociated with aerobic vaginitis. Due to different approaches to treatment, it is important
to distinguish aerobic vaginitis from bacterial vaginosis and vaginitis caused by fungi.

uvoD

Zgodnji opisi bakterije Streptococcus aga-
lactiae kot povzrocitelja okuzb pri ljudeh
segajo v prvo polovico 20. stoletja. Leta
1935 sta jo Lancefield in Hare osamila pri
vec€ nosecnicah, od tega je pri treh povzro-
¢ila poporodno vrocico (1). Danes vemo, da
je S. agalactiae najpomembne;j$i povzroci-
telj zgodnje sepse, plju¢nice in meningi-
tisa pri novorojenckih (2, 3). Prav tako je
jasna njegova vloga pri okuZbah porodnic
in okuZbah imunsko oslabelih bolnikov in
bolnikov z znanimi dejavniki tveganja (4-
6). Znano je tudi, da lahko povzroca pona-
vljajoce se bakteriurije (6). Bakterijo S. aga-
lactiae pogosto osamimo tudi iz noZnice
Zensk, ki imajo simptome vaginitisa, ven-
dar Stevilni strokovnjaki vlogo S. agalactiae
pri vnetju noZnice zavracajo in menijo, da

se pojavlja v noZnici izklju¢no kot sapro-
fit oziroma da noZnico le prehodno kolo-
nizira (7, 8). Soglasno se kot najpogoste;jsi
povzrocitelji vnetja noZnice danes navaja-
jo glive iz rodu Candida in parazit Tricho-
monas vaginalis (9). Temu navkljub pa se
pojavljajo posamicna porocila in ¢lanki, ki
S. agalactiae pripisujejo vlogo pri nastanku
vaginitisa bodisi samostojno bodisi v sklo-
pu diagnoze aerobnega vaginitisa (10-13).

Aerobni vaginitis je vnetje noZnice,
pri katerem ugotavljamo neravnovesje v
normalni flori noZnice, odsotnost laktoba-
cilov, povecano Stevilo levkocitov in po-
rast aerobnih mikroorganizmov, ki imajo
svoj izvor v prebavilih in jih tradicionalno
pojmujemo kot kolonizatorje (13-15).

V naSem prispevku bi radi prikazali,
kako pogosto osamitev S. agalactiae iz bri-



Med Razgl. 2014; 53 Suppl 6: 75-82

77

sov noZnice, ki smo jih odvzeli bolnicam
zdravljenim na Kliniki za ginekologijo in
perinatologijo Univerzitetnega klini¢ne-
ga centra Maribor (UKC Maribor), spre-
mlja tudi dokumentirana klini¢na diagno-
za vnetja noZnice, ter ali je bila ob tem
bakterija S. agalactiae izolirana samostoj-
no ali so jo spremljali Se drugi potencial-
ni povzrocitelji vnetja noZnice.

METODE
Podatki
Podatke o osamitvi bakterije S. agalactiae
iz brisov noZnic, ki so jih odvzeli bolnicam,
zdravljenim na Kliniki za ginekologijo in
perinatologijo UKC Maribor in jih poslali
na preiskavo na patogene bakterije v letih
od 2009 do 2013, smo pridobili iz labora-
torijskega informacijskega sistema MBL.
Laboratorijske podatke o bolnicah, pri
katerih smo osamili S. agalactiae, smo pri-
merjali s podatki o teh bolnicah v MEDI-
SU - informacijskem sistemu UKC Mari-
bor. Zanimalo nas je, kdaj je osamitev S.
agalactiae iz brisa noZnice spremljala tudi
klini¢na slika vnetja noZnice. Ob tem smo
bili pozorni $e na to, kdaj je bil S. agalac-
tiae edini izolat oz. kdaj smo ob S. agalac-
tiae izolirali Se druge morebitne povzroci-
telje vnetja noZnice.

Mikrobioloska diagnostika

Brise noZnic, ki jih preiskujemo na pato-
gene bakterije, cepimo v skladu z navo-
dili za delo Centra za mikrobiologijo, Na-
cionalnega laboratorija za zdravje, okolje
in hrano v Mariboru (CMM NLZOH, Mb).
Vsak bris noZnice nacepimo na gojisca:
¢okoladni agar in krvni agar s stafiloko-
kno ¢rto, ki jih inkubiramo pri 5 % CO, za
obdobje 24 ur, ter tekoca gojisc¢a (oboga-
titveno tioglikolatno gojisce in selektivno
gojisce po Todd-Hewitu). PloSce nato pre-
gledamo in jih inkubiramo Se za nadalj-
njih 24 ur. Tekoca gojisca po 24 urah pre-
cepimo na krvni agar s stafilokokno ¢rto.
Za osamitev in preliminarno identifikaci-

jo S. agalactiae uporabljamo kromogeno
selektivno in diferencialno gojisce.

Kadar je zahtevana Se preiskava na gli-
ve, nacepimo goji§¢a, namenjena osamitvi
gliv (trdo gojis¢e po Saboraud-u), ki jih in-
kubiramo pri 30 °C za obdobje 7 dni. V pri-
merih, ko naro¢nik preiskave na glive ni
posebej zahteval, prisotnost gliv v kuZni-
ni izklju¢ujemo tako, da po 48 urah napra-
vimo mikroskopski razmaz iz obogatitve-
nega tioglikolatnega gojisc¢a, v katerem
glive dobro uspevajo. Ce v razmazu opa-
zimo blastokonidije, gojiS¢e precepimo na
selektivno in diferencialno trdo gojisce za
preliminarno identifikacijo kvasovk.

Na bakterioloskih gojis¢ih porasle
bakterije in glive identificiramo po stan-
dardnih laboratorijskih postopkih.

Kliniéna diagnostika

Klini¢na diagnoza vaginitisa se postavi
na podlagi anamneze Zenske, klini¢nega
pregleda in morebitnih dodatnih preiskav
(16). Za oceno vaginalnega izcedka je po-
trebno poznavanje fizioloSkega vaginal-
nega izcedka, ki je bel, nehomogen in gru-
dicast, in normalnega pH vagine, ki je med
3,8 in 4,5 (106). Le tako bomo lahko nor-
malen izcedek locili od patoloSkega (17).
Vrste vaginitisa se med seboj v prvi vr-
sti razlikujejo po znacilnostih izcedka: pri
glivicnem vnetju je izcedek bele barve in
spominja na sesirjeno mleko; pri trihomo-
noznem vnetju se pojavi obilen zelenoru-
men izcedek s sladkastim vonjem; pri bak-
terijski vaginozi pa je izcedek siv, voden,
homogen in z vonjem po ribah. Posebna
entiteta je atrofi¢ni vaginitis, ki se pojavi
po menopavzi z znadilnim gnojavim, kr-
vavkasto obarvanim izcedkom (16, 17). V
primeru postavitve diagnoze vaginitisa
glede na klini¢no oceno vaginalnega iz-
cedka se brez dodatnih preiskav odlo¢imo
za zdravljenje s primernimi zdravili gle-
de na izcedek, torej antimikotiki, antibio-
tiki ali estrogenskimi preparati (16). Kljub
temu pa pri vseh Zenskah, ki se pritoZuje-
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jo nad vaginalnimi teZavami, ne najdemo
znacilnega izcedka (18). V tem primeru bi
lahko $lo za netradicionalne povzrocitelje
vaginitisa (S. agalactiae, E. coli itd.), ki pov-
zrocajo tako imenovani aerobni vaginitis
z znacilnim gnojavim izcedkom. V pomo¢
pri postavljanju diagnoze nam je tudi test
z lakmusovim papirjem. Izguba kislosti
in vrednosti pH vagine nad 4,5 nam na-
kazuje bakterijski ali pa aerobni vaginitis
(19). PosluZujemo pa se tudi mikroskop-
skega pregleda, pri katerem lahko pri raz-
linih povzrociteljih opazimo prisotnost
razli¢nih celic, ki so nam prav tako lahko
v pomo¢ pri postavitvi diagnoze (16, 17).
Z mikroskopskim pregledom fizioloSke-
ga vaginalnega izcedka vidimo S3tevilne
laktobacile in posamezne druge bakteri-
je, epitelne celice ter posamezne levko-
cite (16). Mikroskopski pregled trihomo-
noznega izcedka nam razkrije nekaj vec
levkocitov in znacilnega bickarja (Tricho-
monas vaginalis) (19). Razlika med mikro-
skopskim pregledom izcedkov pri bakte-
rijskem in aerobnem vaginitisu pa je v
tem, da so pri aerobnem vaginitisu v iz-
cedku prisotni levkociti in koki ali bacili,
pri bakterijskem vaginitisu pa clue celice
(14). Ce kljub dodatnim hitrim preiskavam
ne moremo dolociti povzrocitelja, se odlo-
¢imo za empiri¢no zdravljenje. V primeru
neucinkovitosti in ponavljajocih se vagi-
nitisov se odlo¢imo za bris noZnice in mi-
krobioloSko preiskavo (19).

REZULTATI
V obdobju od leta 2009 do leta 2013 smo
pri 1.121 bolnicah, ki so se zdravile na
Kliniki za ginekologijo in perinatologijo
UKC Maribor, osamili S. agalactiae iz bri-
SOV noZnice.

Pri 503 bolnicah, pri katerih smo osa-
mili S. agalactiae, smo zabeleZili 542 pri-
merov vnetja noZnice. Pri 216 epizodah
vnetja je bil S. agalactiae edini izolat, pri
293 primerih je osamitev S. agalactiae
spremljala Se osamitev C. albicans, drugi

potencialno patogeni mikroorganizmi so
se pojavili pri 78 epizodah vaginitisa. Po-
drobnejSe rezultate prikazuje tabela 1.

RAZPRAVA
Izcedek iz noZnice in spremljajoce simp-
tome lahko povzrofajo mikroorganizmi,
lahko pa so vzrok tudi drugi dejavniki. V
80-90 % je izcedek iz noZnice povezan z
mikrobioloSkimi povzrocitelji (15). Eko-
sistem noZnice je zapleten in dinamicen
sistem. Nanj vplivajo starost, hormonski
status in Stevilni drugi dejavniki, ki lahko
premaknejo mikrobno ravnovesje in tako
povecajo tveganje za okuzbo (15, 20). Pri
zdravih Zenskah v rodnem obdobju med
noZni¢no floro prevladujejo mle¢nokislin-
ske bakterije, zlasti laktobacili, ki pri Zen-
skah kavkaSkega porekla predstavljajo
50-90 % flore (21, 22). Neredko najdemo
tudi predstavnike nekaterih anaerobnih
bakterij, kot so bakterije iz rodov Bactero-
ides spp., Prevotella spp., Clostridium spp.,
pa tudi nekatere fakultativno anaerobne
bakterije, kot so E. coli in razli¢ne vrste
stafilokokov (13). Laktobacili Zivijo v sim-
biozi s svojo gostiteljico in so pomemb-
ni za lokalno odpornost sluznice, ker izlo-
¢ajo mlecno kislino, ki ustvarja nizek pH
noZnice. DoloCeni sevi laktobacilov izlo-
¢ajo H,0,, drugi bakteriocine, ki skupaj z
nizkim pH zavirajo rast ter preprecujejo
razmnoZevanje in adherenco potencialnih
patogenov (20, 22). Vaginitis se razvije,
kadar iz razli¢nih vzrokov pride do poru-
Senja normalne mikrobne flore, temu pa
sledi kolonizacija z oportunisti¢nimi pa-
togeni (19). Do neravnovesja noZnicne flo-
re lahko pride zaradi neustrezne higie-
ne, Sirokospektralnega protimikrobnega
zdravljenja in razli¢nih spolnih praks (22).
Tradicionalno se med vnetji noZnice,
ki jih povzro¢ajo mikroorganizmi, navaja-
jo trije tipi vaginitisa, to so vaginitis, ki
ga povzrocajo glive iz rodu Candida, vagi-
nitis, ki ga povzroca parazit T. vaginalis in
bakterijska vaginoza (15, 20).
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Tabela 1. Stevilo bolnic, pri katerih smo osamili S. agalactiae; stevilo epizod vnetja noZnice in &tevilo bol-
nic z vnetjem noznice, pri katerih smo osamili S. agalactiae; Stevilo epizod vnetja, kjer je bil S. agalactiae
edini izolat in Stevilo epizod vnetja, kjer je osamitev bakterije S. agalactiae spremljala 5e osamitev drugih

potencialnih povzrotiteljev.

Leto  Stevilo bolnic,  Stevilo epizod vnetja

pri katerih noznice, ob katerih je
smo osamili  bil izoliran S. agalactiae
S. agalactiae (Stevilo bolnic/

povprecna starost)

Stevilo epizod  Stevilo epizod  Drugi povzrotitelji,
vnetja noznice, vnetjanoznice, kismo jih osamili

ob katerih je ob katerih je  hkratis S. agalactia
bil S. agalactiae bila istoéasno (Stevilo epizod)
edini izolat osamljena se

gliva C. albicans

2009 223 105
(100/35,5 let)

2010 250 142
(127/35 let)

20m 235 mn3
(103/32,4 let)

2012 194 82
(77/34,5 let)

2013 219 100
(96/34,4 let)

Skupaj 1121 542
(503/34,3 let)

47 51 S. aureus (9)
GC. vaginalis (3)
E. coli (1)
56 79 S. aureus (7)

G. vaginalis (1)
K. pneumoniae (2)
A. baumanii (1)
S. pyogenes (2)
C. glabrata (1)
C. krusei (1)

40 62 S. aureus (10)
G. vaginalis (5)
S. cerevisiae (2)
E. coli (1)
E. aerogenes (1)
K. pneumoniae (1)
P. mirabilis (1)

38 45 S. aureus (9)
G. vaginalis (5)
P. aeruginosa (2)

35 56 S. aureus (7)
E. coli (1)
G. vaginalis (3)
P. mirabilis (1)
C. koseri (1)

216 293 S. aureus (42)
G. vaginalis (17)
Enterobakterije (10)
S. pyogenes (2)
P. aeruginosa 2
A. baumanii (1)
kvasovke (ne-C.
albicans) (4)

Vloga S. agalactiae pri vnetju noZnice
je slabo opredeljena (19). Po mnenju ne-
katerih ima S. agalactiae pri vnetju noZni-
ce sekundarno vlogo, ker samo kolonizira
zaradi glivne okuZbe oz. dermatoze pred-
hodno okvarjen epitelij (23, 24). Bakteri-
ja S. agalactiae kolonizira tudi Zenske, ki
nimajo teZav, taksno kolonizacijo ugota-
vljajo med 1040 % Zensk (25-27). Stop-

nja kolonizacije med nosecimi in neno-
se¢imi Zenskami v rodnem obdobju je
podobna (27, 28). Drugi ugotavljajo po-
vecano stopnjo kolonizacije s S. agalac-
tiae pri bolnicah z gnojnim izcedkom iz
noZznice (10, 12, 25, 29). Opisana sta tudi
dva primera uspeSnega zdravljenja vagi-
nitisa, ki naj bi ga povzrocil S. agalactiae,
s protimikrobnimi zdravili, ki u¢inkujejo
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na S. agalactiae (11). Ugotavljajo tudi, da
pri bolnicah, pri katerih so osamili S. aga-
lactiae, v nativnem razmazu izcedka vidi-
jo Stevilne levkocite (12). Tako Maniatis
v svoji raziskavi, kjer je poskuSal oceni-
ti vlogo S. agalactiae pri vnetju noZnice,
ugotavlja, da je bil S. agalactiae osamljen
pri 10,1 % bolnicah, kjer je bilo prisotnih
vec kot 10 levkocitov na vidno polje veli-
ke povecave (aktivno vnetje), oziroma pri
4,3 % bolnic, kjer je bilo prisotnih manj
kot 10 levkocitov na vidno polje velike
povecave (ni vnetja) (12). Prav tako meni,
da osamitev S. agalactiae kot edinega pov-
zroCitelja pri klini¢no potrjenem vnetju
noZnice govori za streptokokno etiologi-
jo le-tega. V svojem ¢lanku poroca, da so
S. agalactiae osamili kot edinega povzro-
Citelja v 83 % primerov (12).

Za naSe bolnice podatka o nativnem
razmazu izcedka nimamo. Ugotavljamo
pa, da smo S. agalactiae osamili pri 1.121
bolnicah, od katerih je 503 imelo simpto-
me vnetja noZnice (44,8 %). V celotnem
obdobju smo zabeleZili 542 epizod vnetja
noZnice, pri tem je bil v 216 primerih S.
agalactiae osamljen kot edini povzrocitelj
(39,8 %). Vedji deleZ osamitve S. agalacti-
ae pri bolnicah s simptomi vnetja noZni-
ce pri nas bi lahko pripisali izboru bol-
nic pri katerih na Kliniki za ginekologijo
in perinatologijo UKC Maribor odvza-
mejo kuZnine za mikrobioloSke preiska-
ve. Maniatis je v svojo raziskavo vkljucil
vse Zenske, ki so imele simptome vnetja
noZznice, kot so izcedek, srbenje in pekoce
bole¢ine, medtem ko so pri na$ih bolni-
cah brise odvzeli selektivno (kadar zdrav-
ljenje ni ucinkovito ali se vnetje noZni-
ce ponavlja).

V novejsih ¢€lankih se S. agalactiae po-
javlja v sklopu povzrociteljev aerobne-
ga vaginitisa. V svojem prispevku iz leta
2000 Donders ugotavlja, da se ob poru-
Senju noZnicne flore lahko razvije bodi-
si bakterijska vaginoza, kjer kot nespeci-
fiéni povzrocitelji prevladujejo anaerobni

mikroorganizmi, ali pa aerobni vaginitis,
kjer se kot povzrocitelji pojavljajo aerobne
bakterije, ki izvirajo iz prebavil (30). Zara-
di razli¢nih pristopov k zdravljenju je bi-
stveno, da znamo lociti med bakterijsko
vaginozo (BV) in aerobnim vaginitisom
(AV). V obeh primerih izmerimo zviSan
pH in zniZane vrednosti laktata, bistvena
razlika pa je prisotnost levkocitov v izced-
ku pri AV ter prisotnost clue celic in bak-
terijskih morfotipov, znacilnih za Mobi-
luncus spp. in Gardnerella spp. pri BV (14,
15, 20, 30). Diagnoza AV je utemeljena na
bakteriolo8kih, klini¢nih in imunoloSkih
znacdilnostih. Pri AV pogosto osamimo ae-
robne po Gramu pozitivne koke, kot so S.
agalactiae, razlicne vrste stafilokokov in
enterokoke ter po gramu negativne baci-
le, med njimi najpogosteje E. coli. Osami-
tev S. agalactiae je zelo pogosto poveza-
na z AV, saj se pojavlja pri 0,7 do 77,9 %
AV, sledijo mu S. aureus, koagulazno ne-
gativni stafilokoki in enterokoki (13, 31).
Enterokokom vecina avtorjev ne pripisu-
je pomembnejSe vloge (20). Bakterije, ki
jih osamimo pri AV, so pravzaprav odraz
kolonizacije s floro prebavil, ki se razvije
zaradi motene mikrobne ekologije noZni-
ce (20). Klini¢no je za AV znacilen izcedek
neprijetnega vonja, vendar se ob dodat-
ku KOH ne razvije znacilen »ribji vonjk,
pH izcedka je poviSan - 5 ali vec¢. Priso-
tne so pekoce bolecine, srbeZ in bolecine
ob spolnih odnosih, lahko so vidne razje-
de na materni¢nem vratu (14, 20).

AV je povezan z zapleti v nosecnosti in
ob porodu (33).

Samo na osnovi klini¢nih simptomov
AV ne moremo lociti od drugih okuZzb, po-
goste so tudi meSane okuZbe oz. hkratne
okuzbe z glivami oz. trihomonasom (34).
Mi smo se osredotocili na kolonizacije oz.
okuZbe s S. agalactiae. Ugotovili smo, da
smo pri 293 primerih vnetja noZnice soca-
sno z bakterijo S. agalactiae osamili Se C.
albicans (54 %) oz. pri 78 primerih Se soca-
sno osamili drugo bakterijo (14 %).
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Za natancno diagnozo AV je ob upo-
Stevanju klini¢énih simptomov zelo po-
memben nativni razmaz, ki ga opazujemo
s fazno-kontrastnim mikroskopom pri ve-
liki povecavi (400-krat). V razmazu vidi-
mo koke, koke v veriZicah, velike bacile,
Stevilne levkocite, med njimi granulirane
- toksic¢ne levkocite, epitelijske in paraba-
zalne celice, Stevilo laktobacilov je zniZa-
no ali pa so povsem odsotni (14, 20). Na
osnovi izgleda nativnega razmaza lahko
po kriterijih, ki jih je predlagal Donders,
ocenimo, kako mocno je prizadeto rav-
novesje normalne noZnicne flore (14, 15).
Pomembno je tudi Stevilo levkocitov na
vidno polje. Na teh kriterijih temelji to¢-
kovalni sistem, s katerim lahko postavi-
mo diagnozo AV (14).

ZAKLJUCKI

Na osnovi nasih podatkov in pregleda li-
terature menimo, da je osamitev S. agalac-
tiae pri Zenskah s simptomi vnetja nozni-
ce potrebno presojati v sklopu pregleda
nativnega razmaza izcedka in celotne kli-
nicne slike.

Zaradi razli¢nega pristopa k zdravlje-
nju se nam zdi Se posebej pomembno, da
vnetja noZnice iz skupine aerobnih vagi-
nitisov, kamor spadajo tudi vnetja noZni-
ce, ki jih povzroca S. agalactiae, lo¢imo od
bakterijske vaginoze in vaginitisa, ki ga
povzrocajo glive iz rodu kandida.

Hkrati pa se moramo zavedati, da je
vnetje noZnice rezultat neravnovesja v
normalni noZni¢ni flori in da s protimi-
krobnim zdravljenjem ne smemo prizade-
ti normalne bakterijske flore.
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Urogenitalne mikoplazme pregledno

in prikaz primera izvengenitalne okuzbe
z bakterijo Mycoplasma hominis

A Review of Urogenital Mycoplasmas and a Case Report of an

Extragenital Mycoplasma hominis Infection
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Urogenitalne mikoplazme, med katere uvr§¢amo patogene vrste Mycoplasma hominis,
Mycoplasma genitalium, Ureaplasma parvum in Ureaplasma urealyticum, pogosto nase-
ljujejo sluznico genitourinarnega trakta. V tesnem stiku so vezane na gostiteljske epi-
telijske celice, od katerih pridobijo pomembna hranila. Zato so adhezijske molekule
tudi glavni virulenéni dejavniki mikoplazem. Patogeneza urogenitalnih mikoplazem Se
ni povsem pojasnjena. Poskodbe, ki jih mikoplazme povzrocijo, so bolj verjetno odraz
imunskega in vnetnega odziva kot pa neposrednega toksi¢nega uc¢inka mikoplazemskih
celi¢nih sestavin. Z molekularnimi diagnosti¢nimi metodami so spoznali ve¢ji klini¢-
ni pomen urogenitalnih mikoplazem tako pri moskih uretritisih kot pri urogenitalnih
okuZbah nosecnic in novorojenckov. Razsejane mikoplazemske in uroplazemske okuZ-
be pri odraslih bolnikih so redke, poznane so predvsem pri imunokompromitiranih bol-
nikih. V prispevku predstavljamo tudi bolnika z dokazano izvengenitalno okuZbo z bak-
terijo M. hominis.
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KEY WORDS: mycoplasma, ureaplasma, virulence factors, epidemiology, testing

Urogenital mycoplasmas, including pathogenic Mycoplasma hominis, Mycoplasma geni-
talium, Ureaplasma parvum and Ureaplasma urealyticum commonly colonize urogenital
tract of healthy persons. They are tightly attached to the host epithelium where they
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get essential nutrients. Therefore, the cytadherence proteins are the most important vi-
rulence factors of mycoplasmas. The pathogenesis of urogenital mycoplasmas is still
poorly understood. Damage related to the infections of mycoplasma is more likely the
result of the immune and inflammatory responses than the direct toxic effect of myco-
plasmas components. The availability of molecular-based methods provided knowled-
ge about greater clinical importance of mycoplasma infections in male urethritis, uro-
genital infections during pregnancy and in newborns. Urogenital mycoplasmas could
be causally linked to disseminated infections in newborns but also in adults, mostly in
immunocompromised patients. Finally, we report a case of M. hominis mediastinitis af-

ter aortic surgery.

uvoD

Rodova Mycoplasma in Ureaplasma spp.
uvrS¢amo v razred Mollicutes in druZino
Mycoplasmataceae. Danes poznamo pre-
ko 200 vrst mikoplazem in 7 vrst ureapla-
zem. V ¢loveku parazitira 17 vrst, ki so ve-
¢inoma navzoce kot komenzalne bakterije
v respiratornem in urogenitalnem traktu
(tabela 1) (1). Sluznico ustnega dela Zrela
pogosto naseljujeta M. orale in M. saliva-
rium. Najbolj poznana in preucena miko-
plazma je M. pneumoniae, ki je pomemben
respiratorni patogen in jo redko izoliramo
iz kuZnin zdravih oseb. Nedavno so opisa-
li novo vrsto, M. amphoriforme, ki so jo izo-
lirali iz spodnjih dihal bolnikov z imunsko
pomanjkljivostjo in kroni¢no infekcijo di-
hal, vendar je o njeni patogenosti Se pre-
malo podatkov (2). V urogenitalnem trak-
tu najdemo sedem mikoplazemskih vrst,
a so dokazano patogene le M. hominis, M.
genitalium in Ureaplasma spp. in jih mno-
gokrat poimenujemo kar s skupnim ime-
nom urogenitalne mikoplazme (3). Za rod
Ureaplasma spp. je znano, da vsebuje 14
razli¢nih serovarov, ki so bili do leta 2000
na podlagi analize 16S rRNA razdeljeni v
dva gensko sorodna biovara, sedaj pa ju
glede na filogenetske lastnosti oznacuje-
mo kot dve loCeni vrsti. Ureaplasma par-
vum (U. urealyticum, biovar 1) vsebuje
serovare 1, 3, 6 in 14, medtem ko Urea-
plasma urealyticum (U. urealyticum, biovar
2) obsega preostale serovare 2, 4, 5, 7, 8,

9,10, 11, 12 in 13. Zaenkrat je e premalo
podatkov o moZnih razlikah v patogenosti
med posameznimi serovari (4).

MIKROBIOLOSKE LASTNOSTI
Mikoplazme so filogenetsko sorodne po
Gramu pozitivnim bakterijam, iz katerih
naj bi se razvile z delecijo Stevilnih ge-
nov. Po velikosti bakterijske celice in po
velikosti genoma so to najmanjSe bak-
terije, ki so sposobne samostojnega raz-
mnoZevanja. Ker nimajo celi¢ne stene, so
pleomorfnih oblik, ne moremo jih barva-
ti po Gramu niti jih ne moremo opazovati
s svetlobnim mikroskopom, poleg tega pa
so rezistentne na beta laktamske antibio-
tike. Bakterijsko celico obdaja le trosloj-
na celi€na membrana z vgrajenimi steroli,
ki jih mikoplazma pridobi od gostitelja in
ji omogocajo ve€jo osmotsko stabilnost.
Obcutljive so na dehidracijo, kar jih tudi
omejuje glede mesta parazitiranja (3, 5).

M. hominis uporablja arginin kot vir
energije, in sicer preko arginin dihidrola-
zne poti, medtem ko ureaplazme kar 95 %
energije pridobijo s hidrolizo se¢nine do
amoniaka (6). Nasprotno pa M. genitalium
pridobiva ATP z razgradnjo glukoze po
glikoliti¢ni poti (7).

Za urogenitalne mikoplazme je zna-
no, da imajo zelo majhen genom z mini-
malnim Stevilom genov. Zaradi tega ima-
jo omejene biosintetske sposobnosti in so
vezane na parazitski nacin Zivljenja. Naj-
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Tabela 1. Mikoplazme, ki parazitirajo v ¢loveku (7).

Mikroorganizem Primarno mesto kolonizacije Patogena
Respiratorni trakt Urogenitalni tract vloga®

Acholeplasma laidlawii + - Ne
Mycoplasma amphoriforme + - ?
Mycoplasma buccale + - Ne
Mycoplasma faucium + - Ne
Mycoplasma fermentans + + ?
Mycoplasma genitalium - + Da
Mycoplasma hominis - + Da
Mycoplasma lipophilum + - Ne
Mycoplasma orale + - Ne
Mycoplasma penetrans - + ?
Mycoplasma pirum ? ? Ne
Mycoplasma pneumoniae + - Da
Mycoplasma primatum + + Da
Mycoplasma salivarium + - Ne
Mycoplasma spermatophilum - + Ne
Ureaplasma parvum = + Da
Ureaplasma urealyticum - + Da

2pri imunokompetentnih osebah

manjsi bakterijski genom je spoznan pri
M. genitalium; velik je le 580.000 bp s 482
kodirajo¢imi geni. Genom M. hominis je
drugi najmanjsi med bakterijami, ki se sa-
mostojno razmnoZujejo, in sicer obsega
665.445 bp s 537 kodirajo¢imi sekvenca-
mi (angl. coding DNA sequence, CDS). Ge-
nom U. parvum je nekoliko vecji, vsebuje
751.000 bp s 614 kodirajo¢imi geni. Pri-
merjava genomov M. hominis, M. genitali-
um in U. parvum je pokazala, da imajo sku-
pno 247 enakih genov, medtem ko je 220
CDS specifi¢nih za M. hominis, 172 za M.
genitalium in 280 za U. parvum (7).

VIRULENCNI DEJAVNIKI

IN PATOGENEZA

Sama patogeneza urogenitalnih mikopla-
zem Se ni povsem pojasnjena. Poskodbe,
ki jih mikoplazme povzrocijo, so bolj ver-

jetno odraz imunskega in vnetnega odzi-
va kot pa neposrednega toksi¢nega ucin-
ka mikoplazemskih celi¢nih sestavin (8).
Znano je namre¢, da mikoplazme sode-
lujejo s komponentami imunskega siste-
ma, kar vodi do aktivacije makrofagov in
monocitov ter tvorbe citokinov, predvsem
a-TNF, IL-1, IL-1B, IL-6, IL-8, IL-12, IL-16
in y-IFN. Lahko delujejo kot superantigen,
kar poveca imunski odziv (9).

Vecina mikoplazemskih okuZb je ome-
jena na povrsino sluznice urogenitalnega
trakta, kjer so v tesnem stiku vezane na
gostiteljske epitelijske celice, od katerih
pridobijo pomembna hranila. Zato so ad-
hezijske molekule tudi glavni virulen¢ni
dejavniki mikoplazem (1).

M. hominis se pritrja na receptorje go-
stiteljske celice s povrSinskim lipoprote-
inom Vaa (angl. variable adherence-associ-
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ated antigen), ki je zelo imunogen. Poleg
te beljakovine pa ji sluZijo za pritrjanje Se
beljakovine P50, P60 in OppA (10). Na go-
stiteljske celice deluje toksi¢no tudi amo-
niak, ki nastane v metabolnih procesih
arginina. Ureaplazme se pritrjajo na go-
stiteljske celice s citoadheren¢nimi belja-
kovinami MBA (angl. multiple-banded an-
tigen) in prav tako lahko vzbudijo vnetni
odziv (3). Z njimi se ureaplazme veZejo na
epitelijske celice se¢nice, na spermije, fib-
roblaste ter eritrocite gostitelja. Ureaplaz-
me tvorijo tudi proteaze IgA in hidrolizira-
jo ureo v amoniak, kar vpliva toksi¢no na
gostiteljevo tkivo. Poleg tega so dokazali
tudi aktivnost ureaplazemske fosfolipaze
A in C ki inducirata razpad membranskih
fosfolipidov in sintezo gostiteljevih cito-
kinov (4, 11).

Pomembni virulenéni dejavniki M. ge-
nitalium so adhezijske beljakovine MgPa,
ki skupaj s P32 tvorijo terminalni organel
na specializirani pritrjevalni konici. Z nji-
mi se mikoplazma veZe na receptorje epi-
telijske celice urogenitalnega trakta, lah-
ko se veZe tudi na eritrocite. Adhezinske
beljakovine so imunogene in variabilne,
kar omogoca izogibanje imunskemu sis-
temu in vpliva na trajnost okuzbe (12). Na
virulenénost bakterije vpliva tudi njena
sposobnost vstopanja v epitelijske celice
in s tem znotrajceli¢no parazitiranje (13).

EPIDEMIOLOGIJA

Glede patogene vloge urogenitalnih
mikoplazem ostaja kar nekaj odprtih vpra-
Sanj. Pogosto so namrec¢ navzoce v spo-
dnjem urogenitalnem traktu zdravih oseb,
zato so bile in so Se vedno predmet $tevil-
nih raziskav. Na kolonizacijo z mikoplaz-
mami vpliva starost bolnika, Stevilo spol-
nih partnerjev, hormonalne spremembe
in socialno-ekonomski status. Obicajno
je pogostej$a pri Zenskah, posebno v ¢asu
nosecnosti (14). Iz kuZnin zdravih oseb ne
izoliramo M. genitalium, medtem ko M.
hominis izoliramo v manj kot 10 % (15).

Podatki kaZejo, da je lahko z ureaplazma-
mi v spodnjih genitalnih poteh koloni-
ziranih od 40 do 80 % zdravih odraslih
Zensk. Nasprotno pa so pri moskih asimp-
tomatske okuZbe z ureaplazmami redkej-
Se (20-29 %) (16). V poviSanih koncentra-
cijah, nad 10° CCU/m], jih dokaZemo pri
moskih z uretritisom (17).

V zadnjih letih smo z molekularnimi
diagnosti¢nimi metodami spoznali vecji
klini¢ni pomen urogenitalnih mikopla-
zem pri urogenitalnih infekcijah nose¢nic
in novorojenckov. Vedno vec je namrec do-
kazov o povezavi mikoplazemske oz. ure-
aplazemske okuZbe s horioamnionitisom,
splavom, prezgodnjim porodom, poporo-
dnim endometritisom in neplodnostjo. Pri
novorojenckih lahko taka okuZba povzroci
pljucnico, bakteriemijo in meningitis (ta-
bela 2) (3, 18, 19). Prenos okuZbe od oku-
Zene matere na otroka je lahko vertikalen
in utero ali med porodom. Ugotovili so,
da je kolonizacija respiratornega trakta
z ureaplazmo pri prezgodaj rojenih otro-
cih z nizko porodno teZo pogosteje pove-
zana z razvojem pljucnice kot pri donoSe-
nih otrocih (20). Poleg tega domnevajo, da
naj bi bila U. urealyticum vpletena v teZje
klini¢ne slike kot U. parvum (14).

Bakterijo M. hominis se pogosteje
omenja kot vzrok genitalnih infekcij pri
Zenskah, ne pa pri mo8kih. Kolonizacija s
to bakterijo je veckrat dokazana pri bolni-
cah z bakterijsko vaginozo, a je njen pri-
spevek k patoloSkim procesom Se vedno
neznan. Ve pa se, da visoka koncentracija
M. hominis v teh pogojih lahko vodi do in-
vazije v zgornji genitalni trakt (15). Zani-
mivo je tudi medsebojno sodelovanje M.
hominis s Trichomonas vaginalis. V tej bi-
olo8ki zdruZzbi lahko M. hominis paraziti-
ra celo znotraj trihomonasa, ki tako deluje
kot »trojanski konj« za prenos mikopla-
zemske infekcije do gostitelja (21).

V urogenitalnem traktu parazitira
tudi M. genitalium, ki je bila prvi¢ izoli-
rana leta 1981 iz brisa uretre bolnika z



Med Razgl. 2014; 53 Suppl 6: 83-92

87

uretritisom. Po morfologiji pritrjevalne-
ga organela, antigenski strukturi, polze-
¢em gibanju in sposobnosti vdora v epite-
lijske celice je podobna M.pneumoniae. Je
pomembna povzrociteljica negonokokne-
ga uretritisa pri moskih in cervicitisa pri
Zenskah (1, 22). EpidemioloSke raziskave
kaZejo, da je prevalenca okuZb pri moskih
in Zenskah, ki obiS¢ejo ambulante za spol-
no prenosljive bolezni, med 3 in 13 %. Za-
dnje raziskave kaZejo, da so okuZbe z M.
genitalium pogostejSe pri homoseksualnih
moskih, posebno pri bolnikih z okuZbo s
HIV (13). Ker M. genitalium povzroca tudi
kroni¢ne okuZbe, to lahko vpliva na pove-
¢an imunski odziv za druge povzrocitelje
spolno prenosljivih okuZb (23).
Urogenitalne mikoplazme redko pov-
zro€ajo okuZbe izven urogenitalnega trak-
ta pri odraslih imunsko zmoZnih osebah.
Razsejane mikoplazemske in uroplazem-
ske okuZbe so poznane predvsem pri bolni-
kih s hipogamaglobulinemijo (24). Opisani
so primeri septi¢nega artritisa, povzroce-
nega z U. urealyticum, pri bolnikih s hipo-
gamaglubulinemijo, pri bolnikih z drugi-
mi pomankljivostmi limfocitov B ali po
transplantaciji ledvic, limfomu (25). V za-
dnjem casu se posveca ve¢ pozornosti raz-

iskavam o vplivu U. urealyticum na pato-
genezo revmatoidnega artritisa (24). Tudi
M. hominis se lahko hematogeno razsiri in
povzroci izvengenitalne infekcije, kot so
septicni artritis, sepsa, retroperitonealni
absces, peritonitis, hematom, vaskularne
in s katetrom povezane okuZbe, endokar-
ditis, okuZbe po operacijskih posegih, mo-
Zganski abscesi in pljucnica (15).
Izvengenitalne okuZbe z M. hominis
So pogosteje prepoznane kot ureaplazem-
ske, ker lahko njihove zelo drobne koloni-
je opazimo tudi po podaljSani inkubaciji
tem ko ureaplazme dokaZemo le s specia-
liziranimi diagnosti¢nimi tehnikami (11).
Pogojno patogena vrsta je tudi M. fer-
mentans, ki je bila dokazana v urogenital-
nem traktu pri imunsko zmoZnih in imun-
sko oslabljenih bolnikih in pri bolnikih z
revmatoidnim artritisom (15, 26). Prav
tako Se ni pojasnjena patogena vloga M.
penetrans in M. pirum, Ki so ju izolirali iz
urinskih vzorcev bolnikov z aidsom (27).

MIKROBIOLOSKA DIAGNOSTIKA

Laboratorijska diagnostika mikoplazem-
skih okuZb temelji na izolaciji in moleku-
larni diagnostiki. Obicajna bakterioloSka

Tabela 2. Bolezni, ki jih povzrocajo urogenitalne mikoplazme (7, 9, 13).

Ureaplasma spp.

M. hominis M. genitalium

uretritis pri moskih

pielonefritis

bakterijska vaginoza

cervicitis

vnetje v mali medenici

horioamnionitis

spontani splav

prezgodnji porod/nizka porodna teza
neonatalna respiratorna bolezen/meningitis
poporodna vrotica

izvengenitalne okuZzbe (vkljucno artritis)

+ - +

- + -

- + -
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gojiS¢a niso primerna za rast urogenital-
nih mikoplazem, pa¢ pa M. hominis in ure-
aplazme gojimo na posebnih obogatenih

lonije mikoplazem zrastejo na trdnem go-
jiS¢u v 24-48 urah in so velike 200-400
pm, medtem ko ureaplazme tvorijo manj-
Se kolonije, velike le 15-60 pm (17). Opa-
zujemo jih s stereomikroskopom.

Na trZis¢u je na voljo vec¢ diagnosti¢-
nih presejalnih testov, ki omogocajo iden-
tifikacijo M. hominis in ureaplasme v
24-48 urah, in sicer ¢e so v kuZnini v kon-
centraciji = 10°> CCU/ml. Prav tako nam
ti testi omogocajo ugotavljanje obcutlji-
vosti izolirane bakterije za antibiotike iz
skupin makrolidov, linkozamidov, strep-
tograminov, tetraciklinov in fluorokinolo-
nov glede na smernice, ki jih je leta 2012
pripravila in objavila mednarodna organi-
zacija Clinical and Laboratory Standards
Institute (28).

Hitrej$a in obcutljivejS8a metoda za di-
agnostiko mikoplazemskih okuZb je me-
toda veriZne reakcije s polimerazo (angl.
polymerase chain reaction, PCR). Ker pa
so ureaplazme in M. hominis pogosti ko-
menzali v spodnjem urogenitalnem trak-
tu zdravih ljudi, je vrednotenje pozitivne-
ga rezultata PCR iz kuZnin, dobljenih iz
tega podrodja, teZje. Rezultat se zato obi-
¢ajno obravnava v skladu s klini¢no sliko
bolnika. Ce pa je koncentracija M. hominis
= 10* CFU/m], ima tak rezultat diagnosti-
¢en pomen za urogenitalno infekcijo pri
Zenskah prav tako kot izolacija ureaplaz-
me oz. pozitiven test PCR iz brisa se¢nice
pri moskem z uretritisom (29). Xiao s sode-
lavci je obravnaval 1061 klini¢nih izolatov
ureaplazem razli¢nih populacij bolnikov
in ugotovil, podobno kot drugi razisko-
valci, da U. urealyticum povzroca uretritis
pri moskih, medtem ko tega ni dokazal za
U. parvum (30). Dokaz urogenitalne miko-
plazme z metodo izolacije ali s PCR iz aspi-
rata traheje pri novorojencu z respiratorno
stisko ali iz primarno sterilnih kuZnin oz.

iz kuZnin izvengenitalnega trakta je seve-
da pomemben diagnosti¢en podatek (29).

OkuZbe z M. genitalium dokazujemo le
z molekularnimi testi, saj bakterijo zelo
teZko osamimo iz bolnikove kuZnine. Pri-
poroca se, da se za dokaz okuZbe z M. ge-
nitalium testira moSke z negonokoknim
uretritisom, epidimitisom, prostatitisom
in reaktivnim artritisom. Prav tako se pri-
poroca testiranje pacientke s pelvi¢no bo-
le¢ino, cervicitisom ali endometritisom
(31). Primerne kuZnine so prvi curek uri-
na pri moskih, bris se¢nice, medtem ko je
pri Zenskah primernejSa kuZnina bris cer-
viksa (22).

Serolo$ki testi niso primerni za dia-
gnostiko urogenitalnih mikoplazem.

PRIKAZ PRIMERA
IZVENGENITALNE OKUZBE

Z MYCOPLASMA HOMINIS

PRI ODRASEM BOLNIKU

V Univerzitetnem klini¢nem centru Ma-
ribor smo v obdobju od januarja 2011 do
maja 2014 obravnavali 5 imunsko zmo-
Znih bolnikov z dokazano izvengenitalno
okuZbo z bakterijo M. hominis (tabela 3).
Bakterijo M. hominis smo nepri¢akovano
osamili na obitajnem krvnem agarju po
48-72 h inkubacije v anaerobnih pogojih
in v atmosferi s CO,, kjer je zrasla v zelo
drobnih kolonijah. Bakterija se po Gramu
ni obarvala, zato smo identifikacijo izvedli
z molekularnim testom in dolocili obcu-
tljivost za antibiotike na InStitutu za mi-
krobiologijo in imunologijo v Ljubljani.

Prikaz primera aortitisa

in mediastinitisa po
kardiokirurSkem posegu

zaradi okuzbe z bakterijo
Mycoplasma hominis

Pri bolniku, starem 63 let, ki se je zdravil
zaradi srénega popu$canja ob aortni ste-
nozi, anevrizmi ascendentne aorte in arte-
rijski hipertenziji, je bila nacrtno izvedena
zamenjava ascendentnega dela prsne aor-
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te in vstavljena bioloSka aortna zaklopka
ter opravljena tudi revaskularizacija mio-
karda. Petnajsti postoperativni dan je pri-
$lo do zapleta - tamponade osr¢nika, ki je
terjal ponovni kirurSki poseg. Bolnik je
bil ves ¢as po kirurSkem posegu zdravljen
v enoti intenzivne terapije (EIT). Ze dan
pred ponovnim kirur§kim posegom (14.
postoperativni dan) so v EIT ugotavlja-
li visoke kazalce vnetja (CRP 277 mg/l, L
14,9 x 10%/1) in postavili diagnozo sepse ob
okuzbi kirurSke rane na prsnem kosu. Ob
znani kolonizaciji z beta laktamazami raz-
Sirjenega spektra (angl. extended-spectrum
beta-lactamase, ESBL) Enterobacter spp. v
blatu je bolnik takoj po odvzemu kuZnin
prejel izkustveno antibioti¢no terapijo z
imipenemom/cilastatinom in vankomici-
nom. V naslednjih Stirih dneh se klini¢-
no stanje bolnika kljub uvedeni terapiji ni
bistveno izbolj$alo. Glede na klini¢no sli-
ko in slikovno diagnostiko je 8lo za glo-
boko okuZbo kirurSke rane z mediastiniti-
som. Opravili so ponoven kirurski poseg v
prsnem koSu z nekrektomijo in spiranjem
medistinuma, kar je bilo potrebno v na-
slednjih treh tednih zdravljenja Se nekaj-
krat ponoviti. Zaradi okuZbe je bila rana
na prsnem koSu zdravljena s pomocjo pri-
pomocka z negativnim tlakom (Vista®) ter
rednim izpiranjem prsne votline s fiziolo-
8ko raztopino in dodatkom gentamicina.
Kljub izkustveni dvotirni Sirokospektral-
ni antibioti¢ni terapiji (imipenem/cilasta-
tin + vankomicin) v visokih odmerkih in
skrbni kirurski oskrbi globoke okuZbe pr-
snega koSa pa se klini¢no stanje tudi v na-
daljnjih sedmih dneh ni izboljSevalo. Ka-
zalci vnetja so ostajali vztrajno poviSani
(CRP > 150 mg/l, prisotna je bila tudi lev-
kocitoza). Dodatne diagnosti¢ne preiska-
ve (slikovna diagnostika CT, UZ srca) so
izkljucile zaplet okuZbe v smislu absce-
sa oziroma endokarditisa. Vse odvzete ku-
Znine do 12. dne niso pojasnile vzroka za
vztrajanje okuZbe. Iz hemokultur in iz ve-
¢ih tkivnih vzorcev, odvzetih intraopera-

tivno v prsni votlini, so zrasle bakterije v
zelo drobnih kolonijah na obi¢ajnem krv-
nem agarju po 48-72 h inkubacije v ana-
erobnih pogojih in v atmosferi CO,. Ker
se niso barvale po Gramu, je bila identi-
fikacija izvedena z molekularnim testom,
ki je potrdil okuZbo z M. hominis. Bakte-
rijo smo nato osamili Se na specializira-
nem mikoplazemskem gojis¢u A8 in do-
lo¢ili obcutljivost za antibiotike (ELITech
MICROBIO, Francija). Ob sumu na okuZz-
bo z M. hominis in ob odsotnosti drugih
bakterij v odvzetih kuZninah smo ukini-
li terapijo z imipenemom/cilastatinom in
namesto tega uvedli dvotirno terapijo z
levofloksacinom 500 mg na 12h parente-
ralno ter doksicilinom 100 mgna 12 h per
os (oz. sprva tigeciklin). Prehodno smo do
koncne identifikacije bakterije v terapiji
pustili Se vankomicin, nato pa ga ob po-
trjeni diagnozi okuZbe z M. hominis ukini-
li 8tiri dni kasneje. Glede na klini¢no sli-
ko in dejstvo, da je imel bolnik implantat
v predelu ascendentne aorte z okoliSkim
vnetjem, smo postavili diagnozo media-
stinitisa in aortitisa na umetnem materi-
alu, povzro€enega z bakterijo M. hominis.

Ob izboljSanju stanja je bil po 32 dneh
bivanja v EIT premeS¢en na Oddelek za
kardiokirurgijo, kjer je nadaljeval z antibi-
oti¢nim zdravljenjem peroralno.

Klini¢ni znaki vnetja lokalno so se iz-
boljsali, rana na prsnici se je postopoma
zaprla. Kazalci vnetja so upadli. Po treh
mesecih in pol je bil bolnik odpuscen iz
bolni$nice. Nadaljeval je s peroralnim
zdravljenjem z levofloksacinom in doksi-
ciklinom, predvideno je bilo vsaj 12-me-
secno antibioti¢no zdravljenje. Ob zadnji
kontroli po 12 mesecih je bil klinicno
brez teZav, zakljucil je antibioti¢no terapi-
jo. Slikovno diagnostika (CT angiografija)
ni prikazala posebnosti v predelu vsadka.

V dostopni literaturi je opisan le en
primer bolnika z okuZbo aortnega vsadka
po operaciji na ascendentni aorti (32). Eti-
olosSka diagnostika je pogosto pozna, saj



Med Razgl. 2014; 53 Suppl 6: 83-92

91

teh bakterij z obicajnimi mikrobioloski-
mi metodami ne odkrijemo, zato je izje-
mno pomembno sodelovanje med mikro-
biologom, infektologom oziroma lece¢im
zdravnikom.

ZAKLJUCEK

Mikoplazme in ureaplazme so Se vedno
predmet Stevilnih raziskav, posebno gle-
de njihove vloge pri infekcijah urogeni-

talnega trakta. Kljub temu da so pogosto
navzoce v spodnjem urogenitalnem trak-
tu zdravih oseb, lahko povzrocijo lokalizi-
rane okuZbe s klini¢no sliko in kroni¢na
vnetja. V izvengenitalnih kuZninah jo red-
kokdaj iS€¢emo, zato so verjetno okuZbe z
njimi izven genitalnega trakta podcenje-
ne. Razvoj molekularnih metod je izbolj-
$al in omogocil mikrobioloSko diagnosti-
ko teh posebnih bakterij.
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Klinicen pomen ureaplazem pri osebah

z okuzbo spodnjega urogenitalnega trakta:
rezultati slovenske raziskave

Clinical Role of Ureaplasmas in Persons with Lower Urogenital Tract

Infection: the Results of the Slovenian Study

1ZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: ureaplazme, Ureaplasma parvum, Ureaplasma urealyticum

Spolno prenosljive okuzbe (SPO) so okuZbe, ki se primarno prena$ajo s spolnim stikom.
Pogosti simptomi in znaki prizadetosti urogenitalnega trakta so izcedek iz spolovil s
pridruZenim peko¢im mokrenjem ali brez njega ter razjeda na spolovilu, vendar vecina
SPO poteka brezsimptomno. Med mikrobi, katerih dokon¢na vloga spolno prenosljivega
patogena Se ni povsem pojasnjena, so tudi ureaplazme (Ureaplasma spp.). Prisotne so na
sluznici urogenitalnega trakta mos8kih in Zensk. Leta 2002 so 14 serovarov na podlagi
fenotipskih in genotipskih znacilnosti razdelili v dve lo€eni vrsti, Ureaplasma parvum in
Ureaplasma urealyticum. V preteklih letih so se diagnosti¢ne metode za dokaz ureapla-
zem zaradi razvoja ucinkovitih molekularnih tehnik zelo izboljSale. S pomocjo metode
veriZne reakcije s polimerazo lahko danes iz vzorcev brisa se¢nice in materni¢nega vra-
tu lo€eno odkrijemo in razpoznamo bakteriji U. parvum in U. urealyticum. Namen naSega
prispevka je pregledati epidemiolo8ke in mikrobioloSke znacilnosti, diagnosti¢ne meto-
de ter klini¢no vlogo novo diferenciranih bakterij U. parvum in U. urealyticum pri osebah
z okuZbo spodnjega urogenitalnega trakta ter predstaviti rezultate slovenske raziskave.

ABSTRACT

KEY WORDS: ureaplasmas, Ureaplasma parvum, Ureaplasma urealyticum

Sexually transmitted infections are primarily transmitted by sexual risk behaviour. The
most common clinical signs and symptoms are urogenital discharge with or without
disuria and genital ulcer, however, the vast majority is present with no symptoms. Ure-
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aplasmas (Ureaplasma spp.) belong to the group of sexually transmitted microbes who-
se role in the pathogenicity of sexually transmitted infections has not yet been establi-
shed. They are known to invade male and female urogenital mucosa. In 2002, 14 known
ureaplasma serovars have been divided into two species based on phenotypic and ge-
notypic characteristics, Ureaplasma parvum and Ureaplasma urealyticum. In the past few
years, molecular diagnostic methods have improved dramatically and polymerase cha-
in reaction helps us to detect and distinguish between U. parvum and U. urealyticum
from urethral and cervical swabs. The paper focuses on the epidemiological and micro-
biological characteristics, diagnostic methods and clinical role of newly differentiated
U. parvum and U. urealyticum from lower urogenital tract of infected persons and pre-

sents the results of the Slovene study.

uvoD

Spolno prenosljive okuZbe (SPO) so okuz-
be, ki se primarno prena$ajo s spolnim
stikom. Vsak dan se okuZi vec¢ kot milijon
ljudi (1). Pogosti simptomi in znaki priza-
detosti urogenitalnega trakta so izcedek
iz spolovil s pridruZenim peko¢im mokre-
njem ali brez njega ter razjeda na spolo-
vilu, vendar vecina SPO poteka brezsimp-
tomno. Neodkrite ali nezdravljene SPO
lahko vodijo v resne posledice, ki nasta-
nejo bodisi zaradi kroni¢ne neprepoznane
okuZzbe ali zaradi prenosa okuzbe z matere
na plod oz. novorojenca (1). Med mikrobi,
katerih dokoné¢na vloga spolno prenoslji-
vega patogena Se ni povsem pojasnjena,
so tudi ureaplazme (Ureaplasma spp.).

Ureaplazme so prisotne na sluzni-
ci urogenitalnega trakta moskih in Zen-
sk. Leta 2002 so 14 serovarov na podla-
gi fenotipskih in genotipskih znacilnosti
razdelili v dve lo€eni vrsti, Ureaplasma
parvumi n Ureaplasma urealyticum (2). S
pomodjo metode veriZzne reakcije s poli-
merazo (angl. polymerase chain reaction,
PCR) lahko danes iz vzorcev brisa secni-
ce in materni¢nega vratu lo¢eno odkrije-
mo in razpoznamo bakteriji U. parvum in
U. urealyticum.

Nedavno opravljene raziskave govori-
jo v prid dejstvu, da U. urealyticum pov-
zro¢a uretritis pri moskih, U. parvum pa je
komenzal sluznice moSke se€nice. Zaradi

pomanjkanja ustreznih raziskav pa je kli-
ni¢na vloga bakterij U. urelayticum in U.
parvum na sluznici spodnjega urogenital-
nega trakta Zensk Se dokaj nejasna.

MIKROBIOLOSKE ZNACILNOSTI
UREAPLAZEM

Ureaplazme je prvi odkril Shepard leta
1954 v vzorcih urogenitalnega trakta mo-
8kih (3). Sodijo v razred Mollicutes, ki vse-
buje Stiri rede, pet druZin, osem rodov in
vec kot 200 razli¢nih vrst; te najdemo pri
ljudeh, vretencarjih, ¢lenonoZcih in rastli-
nah (4). Za vsaj 17 vrst smo ljudje prvotni
gostitelj. Izoliramo jih prvotno na sluznici
respiratornega in urogenitalnega trakta.
Pet vrst iz razreda Mollicutes je znanih pa-
togenov, to so Mycoplasma pneumoniae, ki
je patogen dihalne sluznice, preostali Stir-
je, U. parvum, U. urealyticum, Mycoplasma
hominis in Mycoplasma genitalium, pa so
urogenitalni patogeni (5). U. parvum vse-
buje serovare 1, 3, 6 in 14, U. urealyticum
pa preostale serovare (2). Ureaplazme so
izjemno majhne prokariontske celice brez
celi¢ne stene, zaradi ¢esar so neobcutlji-
ve na delovanje beta-laktamskih protimi-
krobnih zdravil in se ne barvajo po Gramu
(6). So okrogle ali kokobacilarne oblike
premera 0,1 do 1 pm (2). Kolonije urea-
plazem imajo premer od 15 do 60 pm (0).
So edini prokarionti, ki za rast nujno po-
trebujejo se€nino, skoraj celotna sinteza
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ATP pa je posledica hidrolize se¢nine (7).
U. parvum je tretja izmed mikoplazem, ki
je bila v celoti sekvenirana in ima za bak-
terijo M. genitalium najmanjsi sekveniran
prokariontski genom. U. parvum vkljucu-
je serovare z majhno velikostjo genoma
(0,75-0,76 megabaznih parov (Mbp), med-
tem ko U. urealyticum vkljuCuje serovare
z vecjo velikostjo genoma (0,88-1,2 Mbp)
(7). Na virulencnost najverjetneje vpli-
va pet proteinov, in sicer: ureaza, protea-
za, immunoglobulin A (IgA), fosfolipazi A
in C ter antigen s Stevilnimi pasovi (angl.
multiple banded antigen, MBA) (7).

DIAGNOSTICNE METODE

ZA DOKAZ UREAPLAZEM

V preteklih letih so se diagnosti¢ne me-
tode za dokaz ureaplazem zaradi razvoja
ucinkovitih molekularnih tehnik mocno
izboljSale. Zaradi relativno hitre rasti ure-
aplazem v kulturi jih lahko razpoznamo
po dveh do Stirih dneh, vendar z metodo
kulture ni mogoce lociti med posamezni-
ma vrstama (6). S pomocjo molekularnih
metod (npr. PCR) lahko dokaZemo in iden-
tificiramo U. parvum in U. urealyticum lo-
¢eno. Kot tar¢ne sekvence se najpogosteje
uporabljajo gen 16S rRNA, medgenska re-
gija 16S rRNA do 23S rRNA, gen za ure-
azoin gen mba (8). Metoda PCR je obcu-
tljivej8a v primerjavi s kulturo, vendar je
slednja bolj ekonomicna in prakti¢na za
dokaz ureaplazem v laboratorijih z manj-
§im Stevilom vzorcev (8).

EPIDEMIOLOSKE ZNACILNOSTI
UREAPLAZEM

Ureaplazme se prenaSajo s tveganimi
spolnimi odnosi z okuZeno osebo in z ma-
tere na otroka (9). Naseljujejo urogenital-
no sluznico desetine spolno aktivnih mo-
§kih in vec kot polovice spolno aktivnih
Zensk (9). Ureaplazme lahko dokaZemo iz
vzorcev brisov materni¢nega vratu in no-
Znice od 40 do 80 % spolno zrelih brez-
simptomnih Zensk (10). Kolonizacija je

pogostejSa pri mlajSih Zenskah, Zenskah
z niZjim socialnoekonomskim statusom,
s Stevilnimi spolnimi partnerji, Zenskah
¢rne rase in tistih, ki prejemajo oralne
kontraceptive (10). NajnovejSe raziskave v
populaciji domnevno zdravih Zensk so do-
kazale prisotnost U. parvum pri 18-87 %
in U. urealyticum pri 6-10 % (11-106).

KLINICNA VLOGA UREAPLAZEM
PRI ZENSKAH
Stevilne raziskave so pokazale, da lahko
ureaplazme povzrocijo horioamnionitis
ter pljucnico, bakteriemijo in meningitis
pri novorojencih (4). Zaradi pomanjkanja
epidemioloskih in klini¢nih raziskav je
klini¢na vloga novo diferenciranih urea-
plazem pri samih okuZenih Zenskah ne-
jasna. Preliminarni rezultati najnovejSe
raziskave pa kaZejo, da sta bili U. par-
vum in U. urealyticum prisotni v Dougla-
sovem prostoru pri pribliZzno 60 % Zensk,
pri katerih so dokazali ureaplazme v vzor-
cih spodnjega urogenitalnega trakta (17).
Cervikovaginalna kolonizacija torej lahko
vodi v prehod ureaplazem v sterilni zgor-
nji del reproduktivnega trakta Zensk.
Raziskava McKechine in sod. ni po-
kazala statisti¢no znacilnih razlik v do-
kazu prisotnosti U. parvum in U. urealyti-
cum bodisi pri simptomatskih bodisi pri
brezsimptomnih Avstralkah (18). V hrva-
ki raziskavi prav tako niso dokazali stati-
sti¢no znacilnih razlik med dokazom pri-
sotnosti U. parvum in U. urealyticum ter
pojavom klini¢nih simptomov in znakov
(19). Nasprotno pa so v raziskavi De Fran-
ceso in sod. dokazali prisotnost serovara
3/14 bakterije U. parvum in bakterijo U.
urealyticum statisti€no znacilno pogoste-
je pri simptomatskih Zenskah v primerja-
vi z brezsimptomnimi (20).

KLINICNA VLOGA UREAPLAZEM
PRI MOSKIH

Klini¢no se uretritis pri moskem kaze z
razli¢nimi simptomi in znaki: izcedek iz
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spolovila, pekoce in/ali pogosto mokre-
nje in/ali srbecica v kon¢nem delu secni-
ce. Lo¢imo gonokokni uretritis, ki ga pov-
zro¢a bakterija Neisseria gonorrhoeae, in
negonokokni uretritis (NGU), pri kate-
rem bakterije N. gonorrhoeae ne dokaZe-
mo. Pri moskih je NGU najpogostejsi kli-
ni¢ni sindrom spodnjega urogenitalnega
trakta. Najpogostejsi povzrocitelji so Chla-
mydia trachomatis (pri 15-40 %), M. geni-
talium (pri 15-25 %), Trichomonas vagina-
lis (pri 5-15 %), U. urealyticum (pri manj
kot 15 %), virus herpesa simpleksa (angl.
herpes simplex virus, HSV) (pri 2-3%), ade-
novirusi (pri 2-4 %) in Haemophilus spp.
(redko) (21). Pri 20 do 40 % primerov vzrok
NGU ostaja nepojasnjen (21).

Raziskave, opravljene v 70-ih in 80-ih
letih preteklega stoletja, so pokazale na-
sprotujoce si rezultate o povezavi NGU
in ureaplazem. Nedavno je bilo opravlje-
nih Sest raziskav in pri vseh Sestih je bila
U. parvum pogosteje prisotna pri kontrol-
ni skupini moskih brez bolezenskih zna-
kov kot pri tistih s klini¢nimi simptomi
in znaki, kar govori v prid dejstvu, da je
U. parvum pri moSkih najverjetneje nepa-
togen komenzal sluznice secnice (22-27).

Povlsen s sod. pa je dokazal statisti¢-
no znacilno pogostejSo prisotnost U. ure-
alyticum pri bolnikih z NGU v primerjavi
s kontrolami (18 % vs. 9 %; p = 0,01) (22),
enako tudi Deguchi s sod. (16 % vs. 8 %; p
= 0,025) (23). Couldwell s sod. je dokazal
U. urealyticum pri 12,3 % bolnikov z NGU
in pri 8,4 % kontrol, kar se izkaZe kot sta-
tistino neznacilna povezava (p = 0,158),
Ondondo s sod. pa pri 26 % bolnikov z
NGU in pri 16 % kontrol (OR = 2,3 95 %
CI 1,04 do 4,9) (24, 25). Wetmore s sod. je v
raziskavi dokazala statisti¢no mejno pove-
zavo med NGU in bakterijo U. urealyticum
(26). Nasprotujoc¢ opisanim raziskavam pa
raziskava Bradshawa s sod. ni pokazala
povezave med NGU in prisotnostjo U. ure-
alyticum, ki so jo dokazali le pri 13 % bol-
nikov z NGU in pri 18 % kontrol (27).

REZULTATI SLOVENSKE
RAZISKAVE
Z naso raziskavo smo Zeleli opredeliti po-
gostost pojavljanja klini¢nih simptomov
in znakov, ki kaZejo na okuZbo spodnjega
urogenitalnega trakta pri Zenskah, pri ka-
terih smo z metodo PCR opredelili loce-
no vrsti U. parvum in/ali U. urealyticum in
so predhodno Ze imele tam izolirano nedi-
ferencirano bakterijo Ureaplasma spp. 1z-
klju€ene so bile Zenske z dokazano gono-
rejo, okuzbo s HIV, anamnezo genitalnega
herpesa in prejemanja antibiotika 14 dni
pred odvzemom brisa. Uporabili smo vse
vzorce brisov spolovil, ki so bili odvzeti
v ambulanti za spolno prenosljive okuZ-
be na Kliniki za infekcijske bolezni in vro-
¢inska stanja Univerzitetnega klini¢nega
centra Ljubljana v obdobju 2006-2012.
Na InStitutu za mikrobiologijo in imu-
nologijo Medicinske fakultete Univerze v
Ljubljani je bila nato izvedena mikrobio-
loska diagnostika z metodo PCR (Seeplex”
STD4D ACE Detection, Seegene, Korea). S
pomocjo medicinske klini¢ne dokumenta-
cije smo zabeleZili sociodemografske, kli-
nicne, in mikrobioloSke znacilnosti Zensk
z dokazano okuZbo z novo klasificiranima
bakterijama ter jih statisti¢no obdelali.
Izmed 145 Zensk, pri katerih smo s
kulturo izolirali Ureaplasma spp., smo s
PCR pri 129 (89 %) dokazali prisotnost
U. parvum, pri 24 (16,6 %) U. urealyticum
in pri 8 (5,5 %) obe bakteriji hkrati. Naj-
pogostejSe sofasne okuZbe v vzorcih bri-
sa materni¢nega vratu in secnice Zensk,
vkljucenih v raziskavo, so bile sookuZba
C. trachomatis in U. parvum v 9,7 %, so-
okuZba M. hominis in U. parvum v 6,2 %
ter sookuzba U. urealyticum in U. parvum
v 5,5 %. C. trachomatis je bila statisticno
znacilno povezana s sookuzbo U. urealyti-
cum in U. parvum (p = 0,021), mejno zna-
¢ilno povezana z U. parvum (p = 0,063), po-
vezave z U. urealyticum pa nismo nasli.
Med simptomatskimi Zenskami smo
U. urealyticum dokazali pri 14 in U. par-
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vum pri 68 Zenskah. Nismo dokazali sta-
tisti¢no znacilnih razlik med prisotnostjo
U. urealyticum pri Zenskah s simptomi
okuZbe spodnjega urogenitalnega trak-
ta in Zenskah brez simptomov (OR 1,38
(0,57; 3,34); p = 0,478). Prav tako nismo
dokazali statisti¢no znacilnih razlik med
prisotnostjo U. parvum pri simptomatskih
in brezsimptomnih bolnicah (OR 1,4 (0,5;
4,1); p = 0,500).

Statisticno znacilne povezave med
prisotnostjo klini¢nih simptomov in pri-
sotnostjo U. urealyticum ali U. parvum ni-
smo nasli. Zenske z razli¢nimi klini¢nimi
simptomi so imele priblizno enake obete
za prisotnost U. urealyticum ali U. parvum
kot Zenske brez klini¢nih simptomov.

Statisti¢no znacilno ve¢ Zensk, starih
25 let ali manj, je bilo okuZenih z U. ure-
alyticum v primerjavi z Zenskami starimi
nad 25 let. Statisti¢no znacilno manjsi de-
leZ Zensk, starih 25 let ali manj, pa je bil
okuZen z U. parvum v primerjavi z Zenska-

mi, starimi nad 25 let. Gre za prvo raziska-
Vo v svetu, v kateri so iz€rpno predstavlje-
ni podatki o simptomih okuZbe spodnjega
urogentialnega trakta pri Zenskah z U.
parvum in U. urealyticum. Rezultati naSe
raziskave o distribuciji U. parvum in U.
urealyticum so konsistentni s predhodni-
mi raziskavami (20). Nismo dokazali mo-
rebitne povezave med U. parvum in U. ure-
alyticum ter prisotnostjo ali odsotnostjo
simptomov.

ZAKLJUCEK

Kljub razvoju novih diagnosti¢nih me-
tod ureaplazme Se vedno predstavljajo
klini¢ni in diagnosticen izziv, Se posebej
pri obravnavi Zenske populacije. Potreb-
ne so nove, Siroko zastavljene in kontroli-
rane raziskave, ki bodo razjasnile njihovo
vlogo v klini¢ni obravnavi in omogocile
doslednejSo obravnavo v vsakodnevni kli-
nicni praksi oseb, ki obiskujejo ambulan-
te za SPO.
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Trichomonas vaginalis: zapostavljen
povzrocitelj spolno prenosljivih bolezni?
Trichomonas vaginalis: a Neglected Sexually Transmitted Pathogen?

1ZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: Trichomonas vaginalis, PCR v realnem €asu, Zenske v srednjih letih

Trichomonas vaginalis je najpogostej$a nevirusna spolno prenosljiva okuzba. Prevalen-
ca okuZbe je najvecja pri Zenskah v srednjih letih. Mo8ki so najpogosteje brezsimpto-
matski nosilci. Sodobna diagnostika v Sloveniji temelji na pomnoZevanju DNK s testom
veriZne reakcije s polimerazo v realnem &asu. Ce se v obravnavo bolnikov s sumom na
spolno prenosljivo bolezen uvede molekularna diagnostika, se Stevilo novo odkritih bol-
nikov poveca.

ABSTRACT

KEY WORDS: Trichomonas vaginalis, real time PCR, middle-aged women

Trichomonas vaginalis is the most prevalent non-viral sexually transmitted disease and
is predominant in middle-aged women while men are usually asymptomatic carriers.
Molecular diagnostics changed our view on the trichomoniasis and increased the num-
ber of newly discovered infected individuals. In Slovenia, we use real time polymerase
chain reaction as the most useful method.
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uvoD

Trichomonas vaginalis je najpogostejs$a ne-
virusna spolno prenosljiva okuzba s podce-
njeno raz§irjenostjo, saj samo 20 % koloni-
ziranih oseb razvije klini¢no sliko. OkuZijo
se lahko samo ljudje, okuZba pa je pogo-
stejSa pri starejSih Zenskah. Prenos parazi-
ta je mogoc skoraj izklju€no z nezasc¢itenim
spolnim odnosom z okuZeno osebo (1-3).

ZIVLJENJSKI CIKEL

T. vaginalis je svoj Zivljenjski prostor na-
Sel v Zenskem spodnjem genitalnem trak-
tu ter v moski prostati in secnici, kjer se
razmnoZuje s pomocjo podolZne (binarne)
delitve. Po vsej verjetnosti parazit nima
cisti¢ne oblike, v izlo¢kih ga najdemo kot
trofozoita. TeZko preZivi zunaj genitalne-
ga ali seCnega trakta (1).

MORFOLOGIJA

Trofozoit T. vaginalis je hruSkaste oblike,
dolg od 7 pm do 30 pm in Sirok od 5 pm
do 15 pm. Ima pet flagel. Stiri so na spre-
dnjem ali anteriornem koncu, peta pa po-
teka proti posteriornem koncu po zunanji,
valoviti (ondulirajo¢i) membrani. Pri kore-
nu valovite membrane izhaja bazalna nit,
imenovana rebro. Po sredini telesca pote-
ka palicka ali aksostil, ki Strli iz telesca.
Veliko jedro je nameSceno na SirSem spre-
dnjem delu parazita in vsebuje veliko kro-
matinskih zrn in mali kariosom. Parazit se
v sluznici prehranjuje z bakterijami in lev-
kociti, katerim je sam ob zaokroZitvi in od-
mrtju zunaj telesa zelo podoben. V sec¢u ali
izloCkih genitalnega trakta lahko najdemo
tudi Pentatrichomonas hominis, ki je del
normalne flore debelega ¢revesja. Po obli-
ki je zelo podoben T. vaginalis. Je le malo
manjsi in ima bazalno nit, ki sega po vsej
dolZini telesca. Bicek, ki je pripet ob va-
lovito membrano, se prosto nadaljuje (1).

EPIDEMIOLOGIJA

Svetovna zdravstvena organizacija (angl.
World Health Organization, WHO) oce-

njuje, da se s T. vaginalis letno na novo
okuZi 248 milijonov ljudi, od tega polo-
vico moskih, ki pa so v veliki vecini brez-
simptomni. Preko 80 % vseh simptomat-
skih okuZb odkrijejo pri Zenskah. Stevilo
okuzb s T. vaginalis naj bi za dvakrat pre-
segalo Stevilo okuZb z bakterijo Chlamy-
dia trachomatis. Stevilo okuZenih mogkih
naj bi predstavljalo le eno desetino okuZe-
nih Zensk (4, 5).

Ve¢ dejavnikov je prispevalo k spre-
membi pogleda na okuZbo s T. vaginalis.
Pojavile so se molekularne diagnosti¢ne
metode, kot je pomnoZevanje DNK parazi-
ta, ki so vse bolj v prakti¢ni uporabi. Poleg
tega je bilo priznano dejstvo, da so moski
brezsimptomni nosilci ter da je ve¢ Zensk
okuZenih v srednjih in ne v mlaj$ih letih,
kar je obicaj pri okuZbi s C. trachomatis (6).

V vecih raziskavah je bilo ugotovlje-
no, da je na splosno vsaj 80 % okuZzb s T.
vaginalis brezsimptomnih. V raziskavi so
dokazali, da imajo okuZeni s T. vaginalis
2,7-krat vecjo moZnost, da se okuZijo z vi-
rusom cloveSke imunske pomanjkljivosti
(HIV) (4-7). OkuZene nosece Zenske imajo
1,3-krat ve¢jo moZnost, da pride do prezgo-
dnjega poroda in 4,7-krat ve¢jo moZnost,
da pride do vnetja v mali medenici (7-10).

V ZdruZenih drZavah Amerike so v ob-
seZni raziskavi ugotovili prevalenco okuz-
be s T. vaginalis v 8,7 %, s C. trachomatis v
6,7 % in z bakterijo Neisseria gonorrhoeae
v 1,7 %. T. vaginalis je bil od vseh naStetih
najpogosteje odkrit v vseh starostnih sku-
pinah razen v starostni skupini od 18 do
19 let, kjer sta prevladovali C. trachomatis
in N. gonorrhoeae. T. vaginalis je najveckrat
prisoten v starostni skupini nad 40 let, in
sicer nad 11 %. V starostni skupini pod
30 let je prevalenca C. trachomatis znaSa-
la 9,2 % in N. gonorrhoeae 2,2 %. Preva-
lenca okuZbe s T. vaginalis je bila najvecja
v populaciji z niZjimi dohodki in vecimi
spolnimi partnerji. V zakljuc¢ku raziskave
so predlagali, da bi testiranju Zensk na C.
trachomatis in N. gonorrhoeae morali pri-
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druZiti tudi testiranje na T. vaginalis, ne
glede na prisotnost oz. odsotnost klini¢-
nih simptomov (11).

V evropski raziskavi, v kateri so pri-
merjali prevalenco okuZbe s spolno pre-
nosljivimi mikrobi pri nosec¢nicah med
Zahodno Evropo in Ukrajino, so ugotovi-
li, da je bil T. vaginalis prisoten v 12,1 %
(95 % CI 10,2-14,2), lezije, povezane s ¢lo-
veS§kim papilomavirusom (HPV), pa so
bile prisotne v 8,6 % (95 % CI 6,9-10,4).
Samske HIV-seropozitivne Zenske v Ukra-
jini z ve€ partnerji, ki so Zivele z injicirajo-
¢im uZivalcem drog in so imele < 200/ml
CD4 limfocitov, so imele vecjo verjetnost,
da so okuZene s C. trachomatis, Treponema
pallidum ali T. vaginalis (12).

V Veliki Britaniji so naredili presec-
no prevalenc¢no raziskavo in ugotovili, da
je najve¢ okuZenih s T. vaginalis v Londo-
nu in v pokrajini West Midlands. Pri obeh
spolih je bil T. vaginalis prisoten v starej-
§i starostni skupini, pogosteje pri ¢rni rasi
in pri rojenih na Karibih in ne v Veliki Bri-
taniji. Gonoreja in klamidijska okuZba sta
bili povezani s prisotnostjo T. vaginalis pri
Zenskah (13).

MIKROBIOLOSKA DIAGNOSTIKA

OkuZzba s T. vaginalis je lahko brezsimp-
tomna, lahko pa jo spremlja spekter kli-
ni¢nih simptomov in znakov, ki so pogosti
tudi pri drugih spolno prenosljivih okuZz-
bah (SPO), zato zanesljiva klini¢na dia-
gnostika trihomonoze ni mogoca. V la-
boratorijski oz. mikrobiolo8ki diagnostiki
trihomonoze so na voljo razli¢ni testi, od
najosnovnejsih, kot je mikroskopija, do
kompleksnej$ih, ki vkljucujejo pomnoZe-
vanje nukleinske kisline parazita. Labo-
ratorijski testi se razlikujejo po specific-
nosti in obcutljivosti ter po zahtevnosti
izvedbe, pomemben dejavnik pri izbiri
najprimernejSega pa predstavlja tudi nji-
hova cenovna ugodnost (14). Mikrobio-
loSka diagnostika trihomonoze Se vedno
mocno Sepa pri ugotavljanju okuZbe pri

moskih, vendar se le-ta z razvojem visoko
obcutljivih molekularno-bioloskih testov
v zadnjih letih mocno izboljSuje. Osnov-
ne znacilnosti testov, ki se uporabljajo v
laboratorijski diagnostiki trihomonoze, so
zajete v tabeli 1.

Mikroskopija
Tradicionalna in najSirSe uporabljena me-
toda za diagnostiko trihomonoze je mi-
kroskopski pregled nativnega preparata,
pripravljenega iz vaginalnega izcedka ali
brisa, izcedka ali brisa secnice ali izcedka
iz prostate. V preparatih opazujemo mikro-
be hruskaste oblike z znacilnim prekopice-
vajo¢im gibanjem in drugimi znacilnimi
lastnostmi trihomonasa. Uspe$nost meto-
de pogojuje prisotnost pribliZzno 100 mi-
krobov v ml vzorca kuZnine (14). Obcutlji-
vost metode je 44-68 % (najniZja za vzorce,
ki jih odvzamemo mo$kim), medtem ko je
njena specifi¢nost 100 %. Preparate je po-
trebno pregledati v 10-20 minutah po od-
vzemu vzorca. Kasneje paraziti niso ve¢
gibljivi in jih je mikroskopsko zelo teZko
opaziti, kar zniZa Ze tako precej nizko ob-
cutljivost metode. Obcutljivost znatno zni-
Za tudi neprimerno hranjenje in transport
vzorcev do mikrobioloSkega laboratorija,
npr. pri temperaturi niZji od 22 °C (15).
Trihomonas lahko naklju¢no najdemo
pri citoloSkem pregledu brisa maternic-
nega vratu, barvanega po Papanicolaou
(test Pap), in sicer pri 36-60 % okuZe-
nih Zensk. Test Pap je manj specificen
(90 %) kot mikroskopija nativnega prepa-
rata, zato je rezultat priporocljivo potrditi
z bolj specifiénim in ob¢utljivim testom.
Vecjo specifi¢nost (98-100 %) in obcutlji-
vost (60-96 %) dosega novejsa, t. i. teko-
¢inska citologija, vendar se za enkrat v
rutinski diagnostiki trihomonoze ne upo-
rablja (16, 17).

Kultivacija
Kultivacija parazita v ustreznem tekocem
g0ji¢u je do nedavnega predstavljala zla-
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ti standard v diagnostiki trihomonoze. Po
priporocilih ameriSkega Centra za nadzor
in preprecevanje bolezni (angl. Centers for
Disease Control and Prevention, CDC) naj
kultivacija parazita sledi vsakemu nega-
tivnemu mikroskopskemu pregledu na-
tivnega preparata vaginalnega izcedka,
Ce pri preiskovanki obstaja sum na triho-
monozo (18). Obcutljivost kultivacije (44—
75 %) je vecja od obcutljivosti neposre-
dnega mikroskopskega pregleda, vendar
mora biti le-ta pravilno izvedena. Uspe-
$nost kultivacije je pogojena s prisotno-
stjo vsaj 300-500 mikrobov v ml vzorca
kuZnine (14). Vzorce, obifajno vaginal-
ne brise, brise secnice, pri moskih lahko
tudi sediment seca ali semensko tekoci-
no, je potrebno cepiti v gojis€e v < 1 uri
po odvzemu. GojiS€e izbora je modificira-
no gojis¢e po Diamondu, lahko pa upora-
bimo tudi komercialno dostopna gojisca,
npr. InPouch TV® (Biomed Diagnostics,
Oregon, ZDA), CAT broth” (Copan, Brescia,
Italija), itd. Prednost slednjih je v tem, da
jih do uporabe obicajno ni potrebno hra-
niti pri 4 °C in nato tik pred uporabo se-
grevati na sobno temperaturo, saj so vec
mesecev obstojna pri le-tej. Nacepljena
jih lahko pred inkubacijo pri 37 °C e ne-
kaj ur hranimo pri sobni temperaturi, zato
so primerna tudi kot transportna gojisca.
Vsa nacepljena gojis¢a hranimo pri 37 °C,
vsebino pa dnevno pregledujemo na pri-
sotnost gibljivih trihomonasov do pet dni,
preden izdamo negativen izvid (15).

Hitri diagnosticni testi

Prednost hitrih testov za ugotavljanje an-
tigenov ali nukleinske kisline T. vaginalis
je v tem, da niso omejeni s hitrim tran-
sportom in obdelavo vzorca, ki sta nuj-
no potrebna za ohranitev Zivih, gibljivih
parazitov. Antigenski test OSOM Tricho-
monas Rapid Test” (Sekisui Diagnosti-
cs, Framingham, ZDA), ki ga je odobrila
AmeriSka agencija za hrano in zdravila
(angl. Food and Drug Administration, FDA),

je na trgu od leta 2003. Gre za imunokro-
matografski test, t. i. test ob preiskovan-
cu (angl. point-of-care test) v obliki testnih
listicev, ki na podlagi kapilarnega vleka
omogocijo hitro vsrkanje ustrezno pripra-
vljenega vzorca (vaginalni izlocek ali bris)
in zaznavanje membranskih beljakovin T.
vaginalis v 10 minutah. Test s 77-98 % ob-
cutljivostjo in 99-100 % specifi¢nostjo ni
primeren za brezsimptomne preiskovan-
ke in za testiranje mos8kih, v populacijah
z nizko prevalenco trihomonoze so moZni
laZno pozitivni rezultati (15,18). Med hitre
teste uvrs¢amo tudi Affirm VPIII® (Bec-
ton Dickinson, Maryland, ZDA), hibridiza-
cijski test za soasno ugotavljanje okuzbe
s T. vaginalis, Gardnerella vaginalis in Can-
dida albicans. Test temelji na zaznavanju
nepomnoZene nukleinske kisline navede-
nih mikroorganizmov s specifi¢nimi oli-
gonukleotidnimi lovkami. Izvedba testa je
precej bolj kompleksna od izvedbe zgoraj
navedenih antigenskih testov, rezultati pa
niso na voljo prej kot v 45 minutah. Test
je odobrila FDA, ima pa tudi oznako Con-
formité Européenne (CE) (18, 19).

Testi, ki temeljijo na
pomnozevanju nukleinske

kisline T. vaginalis

Z razvojem visoko obcutljivih in specific-
nih diagnosti¢nih testov, ki temeljijo na
pomnoZevanju nukleinske kisline T. vagi-
nalis, kot sta npr. veriZna reakcija s polime-
razo (angl. polymerase chain reaction, PCR)
in s transkripcijo posredovano pomnoZe-
vanje (angl. transcription-mediated amplifi-
cation, TMA), se je pogled na diagnostiko
trihomonoze pomembno spremenil. Ker
imajo ti testi izredno visoko obcutljivost,
so primerni tudi za presejanje (npr. epi-
demioloSke raziskave) in testiranje brez-
simptomnih tako Zensk kot moskih. Zanje
so primerni razli¢ni urogenitalni vzorci,
tudi se¢, brisi materni¢nega vratu in vagi-
nalni brisi, ki si jih lahko preiskovanke od-
vzamejo same. Vzorce lahko socasno upo-



103

nfuaf|aespz wauan(pjez ousadsn od
1pN3 1383|NZ3J |UAIHZod 1p0(e(es1zA Juzow ‘3(gaso
oys(iioleloqe| ouasnyjzi uj ewaido ey siioleioge|

ynjgow
afues3say ez ewsswd ‘uagasiod oulnu ju eI10ZA

eujepop euqaijod ‘euad e)osIA ‘1533 Usnalyez Jodsuely 123y 4souliydads ul 1S0AI[13N2q0 BXOSIA 1up 28/ 00l-v6 00L-¥8 ¥ld
nfuaf|aespz waualn(pjez ougadsn od
1pNn1 13e3|NZ3aJ luAIlzod 1pofe(es1zA juzow ‘3(gaso ypjsow
oys(1io3esoge| ouasm|zi ul ewasdo eysflioleloge| 3(ueJi3say ez uasawd ‘uagasiod oulnu ju BIIOZA
eu3epop eugasiod ‘eual BXOSIA 153} UBAIIYEZ Hodsuely 1211y ‘150u1133ds Ul ISOAI[|3IN2G0 BXOSIA 1up 237 00L-56 00L-596 ALVWILdY 1S3l
ysuaz yluwoldwiszalq ul ypjsow
3fueli1say ez uasawdau ‘a/qaso oys(loleioge)
ouasnjz| ul ewaido ey|sflioleioqe| eulepop uagaJiod oufnu 1u e210ZA Jodsuesy 433y ‘subaigo
euqasjod ‘euad eyOSIA 153) UBA3IYEBZ OUIBLIZ *J ul syjouibon 9 z agqznyjo afuel|ael08n ouselos NuIW Si 0oL 9 Id/\ Wiy 3s3]
ysuaz yiuwoldwiszaig ul ynjsow uagaJiod oufnu ju e210ZA Podsuesy 13}y ‘eqpanzi
afues3say ez uasawndau ‘nuenoysiald qo 1sa) BUAR}SOUD ‘euqaJlod [u ewaido eujepop eugasod nuiw gL 00L-66 86-/LL WOSO0 1591 8Y UMUH
A3210zA njiodsuely 1id ainjesadwa) Jozpeu ul 1350310 12N 3uqon)iwijoid aluel1}sal ouzow
J01egmjul ‘alqaso 0ys(l101ei0qe| ouasn|zl ougqallod ‘eudl ey)ziu ‘ofidoysonjiw eu apa|3 31S0AI[13N2qo elsIA up g og ool S/-vb efidenyny|
ypjsow afuesysal ez ewsawidau e(180[0112
‘alqaso 0ys(1103eI0ge| OUBSNYZI 0UgaJ10d ded eu apa|3 3s0u31133ds ul 350AI(]3nG0 BISIA up 297 96-09 00l-86 Y HIRTTR
ypjsow afuesysal ez uasawiidau ‘a(gaso oys(lioleioge|
ouasny|z| ougaJlod ‘afuelisal ouanypliod
ougaslod ‘3sou3iy13ads ul 3S0AIf|3N2q0 exzZIN njeiA e3auIUIBEW BYel eZ Wwaluelasaid s 3souselos 1up 28/ 06 09-9¢ ded 1sa)
ynjsow afuesilsal ez eusawiid fuew ‘afgaso ejesedaid eSaunizeu
oys(liojeloqe| ouasnyzi ougaslod ‘1soAIf[3n2qo exzIN euad BYZIN nuiw (e)aN ooL 89-t1 efidoyson|iy
0qpanz| ez (%) (%)
nsoqe|s 13soupaid uagasjod ‘se) 3soupypads  3sonlfan2qo 1593 1u213souseiq

Med Razgl. 2014; 53 Suppl 6: 99-108

"(61'51) 8zouowoyu biasouselp 1ysfiioleloge| A ofeljgesodn as b] ‘A03S8 1150U|1JBUZ BUAOUSQ °L B]3qEL



104 Miha Skvaré, Mojca Mati¢i¢, Barbara Soba

Trichomonas vaginalis: zapostavljen povzrocitelj ...

rabimo Se za testiranje prisotnosti drugih
spolno prenosljivih patogenov. Podobno
kot hitri diagnosticni testi tudi testi, ki te-
meljijo na pomnoZevanju nukleinske kisli-
ne T. vaginalis, niso ozko omenjeni s hitrim
transportom in obdelavo vzorca, tempera-
turni razpon, pri katerem lahko hranimo
vzorce, pa je bolj Sirok (15).

Od komercialno dostopnih testov, ki
temeljijo na pomnoZevanju nukleinske ki-
sline T. vaginalis, je test TMA, poimeno-
van APTIMA Trichomonas vaginalis as-
say” (Hologic Inc., San-Diego, ZDA), kot
prvi pridobil odobritev FDA in oznako CE
za ugotavljanje trihomonoze pri Zenskah
(20). Obcutljivost in specifi¢nost testa sta
95-100 %. V mednarodni literaturi je opi-
sanih ve¢ testov PCR s 84-100 % obcutlji-
vostjo in 94-100 % specifi¢nostjo. Ker le-
-ti obic¢ajno niso komercialno dostopni in
niso certificirani za rabo v diagnostiki, je
njihova validacija v domeni laboratorija,
ki jih uporablja (15).

Slabost testov, ki temeljijo na pomno-
Zevanju nukleinske kisline T. vaginalis, je
poleg visoke cene in zahtevnosti izvedbe
Se nezmoZnost zaznavanja Zivih parazitov,
zato jih ne moremo uporabiti pri sledenju
uspesnosti zdravljenja trihomonoze. Ce-
prav lahko ti testi nemalokrat nadomesti-
jo manj obcutljive teste, pa pri ugotavlja-
nju dolgotrajnih okuZb in ucinkovitosti
zdravljenja ne morejo zamenjati kultiva-
cije (15, 21).

KLINICNA SLIKA
Klini¢ni simptomi in znaki trihomono-
ze so odraz tropizma povzrocitelja, ki se
pri odraslih naseli znotraj noZnice oz. se¢-
nice. Podobni so le-tem pri drugih SPO z
izcedkom in so dostikrat povsem nezna-
¢ilni, lahko pa bolezen poteka brez pri-
sotnosti simptomov, kar beleZimo pri
70-80 % okuZenih mos$kih in pribliZno
25-50 % okuZenih Zensk (22, 23).

Po inkubacijski dobi od 5 do 28 dni se
pri Zenskah lahko pojavi obilen, zaudar-

jajo¢, belkasto-rumenkast izcedek iz no-
Znice s skele¢im obcutkom ali srbenjem
(vaginitis), ki mu je lahko pridruZeno
tudi pekoce in pogosto mokrenje (uretri-
tis), redko s pridruZenim obcutkom nela-
godja ali bole¢ine v spodnjem delu trebu-
ha. Uretritis je vaginitisu pridruZen kar v
90 %; le 5 % okuZenih Zensk pa ima priso-
ten zgolj uretritis, brez vaginitisa. Klini¢-
no je vulva moc¢no eritematozna, z vidnim
izcedkom iz noZnice. GinekoloS8ki pregled
redko (pri 2 %) pokaZe na ektocerviksu
pik&aste krvavitve, t. i. »jagodast cerviks«
(cervicitis), ki pomagajo klini¢no lo¢evati
trihomonozo od cervicitisov druge etiolo-
gije (24, 25). Vaginalno lahko trihomonoza
vodi v kroni¢no pelvi¢no vnetje, povezuje-
jo pa jo tudi z zapleti v nosecnosti, pred-
vsem s prezgodnjim razpokom plodovih
ovojev, prezgodnjim porodom in z nizko
porodno teZo novorojenca (24, 25).

Ce se pri okuZenih moskih pojavijo
simptomi, se kaZejo kot vnetje se€nice s
peko¢im in pogostim mokrenjem, lahko
pa tudi z bolecino v testisih. Redko se po-
javi balanopostitis, ki je lahko edini odraz
okuZbe s T.wvaginalis (15, 23). Resnejsi za-
plet je kroniéni prostatitis, ki naj bi pov-
zrocil 11 % vseh spolno prenesenih pro-
statitisov (20).

ZDRAVLJENJE
Zdravilo izbire za zdravljenje spolno pre-
nosljive trihomonoze je metronidazol, z
zauZitjem enkratnega odmerka 2 g ali ti-
nidazol (prav tako 2 g oralno enkrat), ki
pa v Sloveniji ni na voljo. Alternativa je
metronidazol v dveh dnevnih odmerkih
po 500 mg oralno za sedem dni (27). Zdra-
vljenje kroni¢nega prostatitisa, ki ga pov-
zro€a T. vaginalis, traja od Sestih tednov
do treh mesecev (26). V ¢asu zdravljenja
in Se nekaj dni zatem odsvetujejo uZiva-
nje alkohola.

V raziskavah je bil metronidazol u¢in-
kovit v 90-95 %, tinidazol pa v 86-100 %.
Odpornost trihomonasa proti metronida-
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zolu je bila opisana Ze leta 1962 in je Se
vedno relativno majhna, v razli¢nih razi-
skavah odkrita v 2-5 % (28). V tem prime-
ru svetujejo vecCje odmerke metronidazola
ali tinidazol. Topi¢na uporaba metronida-
zola ni priporocljiva.

Zaradi moZnosti ponavljajocih se vne-
tij svetujejo predvsem pri Zenskah kon-
trolni pregled tri mesece po zakljuc¢-
ku zdravljenja (24). Svetuje se pregled in
po potrebi zdravljenje spolnih partnerjev
okuZenih.

Metronidazol ni teratogen ali muta-
gen, raziskav s tinidazolom pa ni na voljo.
Rezultati raziskav kaZejo, da zdravljenje
nosecnic z metronidazolom ni zmanjsalo
vpliva trihomonoze na perinatalno obo-
levnost. Druge raziskave nakazujejo, da
bi bilo uZivanje metrionidazola v ¢asu no-
secnosti lahko povezano s prezgodnjim
porodom ali nizko porodno teZo. Vendar
se presejalno testiranje Zensk v rodni dobi
na T. vaginalis ne priporo¢a. Nekateri av-
torji pri brezsimptomno okuZenih nosec-
nicah svetujejo odloZitev zdravljenja z
metronidazolom do 37. tedna gestacijske
starosti (24).

NASE IZKUSNJE PRI ODKRIVANJU

OKUZBE S T. VAGINALIS Z METODO
VERIZNE REAKCIJE S POLIMERAZO
V obdobju od zacetka februarja do kon-
ca septembra 2014 smo v Laboratoriju za
parazitologijo InStituta za mikrobiologi-
jo in imunologijo (IMI) Medicinske fakul-
tete Univerze v Ljubljani v sodelovanju s
Kliniko za infekcijske bolezni in vro¢inska
stanja Univerzitetnega klini¢nega centra
Ljubljana testirali 95 urogenitalnih vzor-
cev. Pregledali smo 42 (44,2 %) vaginal-
nih brisov in 53 (55,8 %) brisov seCnice
bolnikov, ki so v tem ¢asu obiskali Am-
bulanto za spolno prenosljive okuZbe na
sodelujoci kliniki in so bili zaradi suma
na prisotnost tovrstnih okuZb (prisotnost
simptomov in znakov, tvegano spolno ve-
denje, potrjena SPO pri spolnem partnerju

oz. partnerki) rutinsko testirani. Povprec-
na starost bolnikov je bila 34,9 let.

Brisi so bili takoj po odvzemu vsta-
vljeni v gojis€e CAT broth", nato pa pri
sobni temperaturi v manj kot dveh urah
preneseni na IMI. Takoj po prevzemu smo
na IMI vsako gojis¢e z brisom dobro pre-
tresli, odstranili bris in gojis¢e centrifu-
girali. Iz dela sedimenta smo pripravili
nativni preparat in ga mikroskopsko pre-
gledali na prisotnost T. vaginalis. GojiS¢e s
preostalim sedimentom smo tri dni inku-
birali pri temperaturi 37 °C, nato pa sedi-
ment ponovno mikroskopsko pregledali.
Vse vzorce smo testirali tudi na prisotnost
DNK T. vaginalis s PCR v realnem ¢asu, pri
¢emer smo prav tako uporabili del sedi-
menta nacepljenega gojis¢a. Iz tega smo
najprej osamili celokupno DNK, nato pa
PCR v realnem casu izvedli po postopku,
kot ga opisujejo Pillay in sodelavci (21).

Od skupno 95 urogenitalnih vzorcev
so bili ob prvem mikroskopskem pregle-
du vsi (100 %) negativni. Po tridnevni kul-
tivaciji pri temperaturi 37 °C je bilo 94
(98,9 %) vzorcev mikroskopsko negativ-
nih, eden (1,1 %), in sicer vzorec, vzet s
pomocjo vaginalnega brisa, pa je bil po-
zitiven. S PCR v realnem ¢asu smo priso-
tnost DNK T. vaginalis ugotovili v Sestih
(6,3 %) vzorcih. Pet vaginalnih brisov je
pripadalo Zenskam, starim 50, 23, 26, 30
in 28 let (povprecna starost 31,4 leta), bris
secnice pa moSkemu, staremu 31 let. Med
vzorci, pozitivnimi s PCR v realnem ¢asu,
je bil tudi vzorec, v katerem smo T. vagina-
lis ugotovili Ze z mikroskopiranjem po tri-
dnevni kultivaciji. Rezultati testiranja pri
pozitivnih bolnikih so prikazani v tabeli 2.

PCR v realnem casu se je po nasih iz-
kuSnjah izkazala kot pomembna izboljSava
rutinske mikrobioloSke diagnostike triho-
monoze, ki v Laboratoriju za parazitologi-
jo, IMI, danes temelji na mikroskopiji na-
tivnega preparata in kultivaciji parazita.
Glede na to, da je preiskava v primerjavi s
slednjima bistveno draZja in zahteva pre-
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Tabela 2. Podatki o bolnikih, pozitivnih na T. vaginalis, in rezultati testiranja njihovih vzorcev; Z - Zenska,
M - moski, Neg - negativen rezultat testiranja, Poz - pozitiven rezultat testiranja, PCR - angl. polyme-

rase chain reaction.

Zaporedna Spol Starost Vzorec Mikroskopija Mikroskopija PCR
st. bolnika (leta) 1.dan po kultivaciji

1 Z 50 Vaginalni bris Neg Poz Poz
2 Z 23 Vaginalni bris Neg Neg Poz
3 M 3 Bris secnice Neg Neg Poz
4 Z 26 Vaginalni bris Neg Neg Poz
5 Z 30 Vaginalni bris Neg Neg Poz
6 V4 28 Vaginalni bris Neg Neg Poz

cej dalj§i operativni ¢as izkuSenega labo-
ratorijskega osebja, bi bilo smiselno raz-
misliti o enotnem odvzemu in obdelavi ter
tudi o zdruZenem molekularno-bioloskem
testiranju vzorcev bolnikov na vec¢ spolno
prenosljivih povzrociteljev.

ZAKLJUCEK

Okuzba s T. vaginalis je »sirota« v druZini
SPO. Njegovo prepoznavanje v vlogi pov-
zroCitelja trihomonoze je zanemarjeno iz
vecih razlogov. Prvi je ta, da mu je zelo
podoben komezal v debelem ¢revesju Pen-
tatrichomonas hominis, ki lahko zaide v ge-
nitouretralni trakt, a ne povzroca bolezni
in ga lahko zamenjamo s T. vaginalis. Dru-
gi razlog je, da so klini¢ni simptomi in
znaki pogostejsi pri Zenskah po 30. letu, ki

ne predstavljajo najznacilnejSe populacije
za prisotnost SPO, mog8ki pa so v ve¢jem
deleZu kot Zenske brezsimptomni nosilci
okuZbe. In tretji¢, s T. vaginalis in posledi-
cami okuZbe se pri Zenskah obicajno naj-
prej soocijo ginekologi, ki prej kot na T.
vaginalis pomislijo na bakterijsko vagino-
0, katero pa na sre¢o zdravimo enako kot
trihomonozo. Opremljeni s tem znanjem
moramo izboljSati svojo ozaveScenost, da
je T. vaginalis pomemben povzrocitelj SPO
pri Zenskah v srednjih letih. Iskati mora-
mo prisotnost DNK T. vaginalis s PCR v
realnem casu. Ciljna populacija so tudi
moski, ki so v ve€ini primerov brezsimp-
tomni nosilci in moZni prenasalci okuZbe,
ki bi v takih primerih potrebovala ustre-
zno obravnavo in zdravljenje.
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Yeast Infection of the Vagina

1ZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: glivitna okuZba, zunanje spolovilo, noZnica, povzroitelji, lokalni antimikotiki, sistem-

sko zdravljenje, probiotiki

Glivi¢ne okuZbe so drugi najpogostejsi vzrok vnetja zunanjega spolovila in noZnice, nji-
hov najpogostejsi povzrocitelj pa je Candida albicans. Pogostnost glivi¢nih vnetij no-
Znice je glede na visoko stopnjo samozdravljenja teZko dolociti. Candida albicans je del
normalne noZni¢ne mikroflore in lahko ob poruSenem razmerju med gostiteljem in mi-
kroorganizmom povzroc¢a klini¢no vnetje. Diagnozo najveckrat postavimo klini¢no, za
potrditev diagnoze pa je priporoc¢ljivo napraviti test s kulturo. Vnetje v vecini primerov
pozdravimo z enim odmerkom ali kratkotrajno terapijo z lokalnim ali sistemskim proti-
gliviénim zdravilom. NajdostopnejSe zdravljenje predstavljajo lokalni azoli. V primeru
zapletene oblike vnetja je lahko zdravljenje dolgotrajnejSe. Korist probiotikov pri zdra-
vljenju glivi¢nih vnetij Se ni bila dokazana.

ABSTRACT

KEY WORDS: fungal infection, vulva, vagina, pathogens, local azoles, systemic treatment, probiotics

Fungal infection is the second most common cause of vulvar and vaginal inflammation
and Candida albicans is the most common pathogen. The exact incidence of fungal infec-
tions is unknown due to the high rate of self-treatment. Candida albicans is a part of nor-
mal vaginal microflora. When the balance between vaginal microorganisms and host
immune system is disrupted, Candida albicans can cause clinical inflammation. Diagno-
sis is usually based on the typical clinical picture and can be confirmed with culture. In
most cases the inflammation can be cured with one dose or short term antimycotic the-
rapy with local azoles being the most available treatment. Treatment is prolonged in
case of complicated inflammation. The role of probiotics in treatment of fungal infecti-
ons is yet to be determined.
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Glive in vnetje noZnice

uvoD

Izcedek iz noZnice je pogost simptom, s
katerim se sreCujejo zdravniki druZinske
medicine in ginekologi na primarni ravni
(1). Povecan izcedek iz noZnice je najvec-
krat znak vnetja, kljub temu pa ima pribli-
Zno desetina Zensk povecan izcedek, ki je
posledica fizioloSkega dogajanja, na pri-
mer med nosecnostjo, ovulacijo ali spol-
nimi odnosi (2). Ocenjujejo, da je glivic-
na okuzba zunanjega spolovila in noZnice
drugi najpogostejsi vzrok vnetja, takoj za
bakterijsko vaginozo (3).

EPIDEMIOLOGIJA

Vsaj eno epizodo glivicnega vnetja no-
Znice ima v svoji rodni dobi okoli 75 %
Zensk, pribliZzno polovica pa ima dve ali
ve¢ epizod (1). Najpogostejsi povzrocitelj
glivicnega vnetja je Candida albicans, ki
predstavlja 85-90 % vseh primerov (3).
Kolonizacija s kandido je pogosto asimp-
tomatska. Bauters in sod. so na vzorcu 612
Zensk ugotovili 20 % stopnjo kolonizacije
z glivami, med katerimi je bila najpogo-
steje izolirana C. albicans (4). V drugi raz-
iskavi so kandido iz noZnice v enoletnem
opazovalnem obdobju izolirali pri 70 %
Zensk (5). Glivi¢na vnetja noZnice in zu-
nanjega spolovila lahko razdelimo na za-
pletena in nezapletena. Zapletena vnetja
predstavljajo teZje primere vnetij, ki jih
povzrocajo druge oblike kandide, vnetja v
nosecnosti, pri bolnicah z oslabljeno imu-
nostjo ali sladkorno boleznijo ter pona-
vljajoca se vnetja pri bolnicah z ohranje-
nim imunskim odzivom. Ponavljajoca se
vnetja so definirana kot Stiri ali ve¢ epiz-
od vnetja na leto, tak8nih primerov naj bi

bilo 5-8 % (6, 7). Nezapletena vnetja pred-
stavljajo sporadicne epizode blagih vnetij,
povzrocenih s C. albicans (8). Glede na vi-
soko stopnjo samozdravljenja je natancno
prevalenco glivi¢nih vnetij noZnice teZko
dolociti (9).

Podatki o pogostnosti glivi¢nih vnetij
in akutnih vaginitisov na oddelkih in dis-
panzerjih Klinike za ginekologijo in peri-
natologijo Univerzitetega klinicnega cen-
tra (UKC) Maribor so navedeni v Tabeli 1.

ETIOLOGIJA

Glavni povzrocitelj glivicnega vnetja no-
Znice je C. albicans (5). Ta oportunisti¢na
polimorfna gliva je normalni del noZni¢ne
mikroflore (6). Do klini¢nega vnetja pri-
de, ¢e je razmerje med kolonizacijo in go-
stiteljem zac¢asno moteno (5). Pomemben
element noZni¢ne mikroflore so laktoba-
cili, ki s tvorbo mlec¢ne kisline vzdrZuje-
jo kisli pH v noZnici in s tem preprecujejo
razrast patogenih mikroorganizmov (10).
Kljub temu pa z raziskavami ni bilo do-
kazano, da ob odsotnosti jemanja antibi-
otikov spremenjena noZni¢na mikroflora
vodi v kandidozo zunanjega spolovila in
noZnice (11, 12).

Dejavniki tveganja za glivi¢na vnetja
zunanjega spolovila in noZnice so slad-
korna bolezen, uporaba sistemskih antibi-
otikov in nosecnost (3). Kolonizacija no-
Znice s kandido, predvsem s C. albicans,
se ob uporabi antibiotikov poveca za 10-
30 %, ob tem pa se vnetje zunanjega spo-
lovila in noZnice pojavi v 28-33 % (13).
Nacin Zivljenja, kot na primer pogosti,
predvsem oralni spolni odnosi, hormon-
ska kontracepcija z visokim odmerkom

Tabela 1. Stevilo bolnic z diagnozo glivitnega vnetja in akutnega vaginitisa na oddelkih in dispanzerjih
Klinike za ginekologijo in perinatologijo Univerzitetni klini¢ni center Maribor med leti 2009 in 2013.

DIAGNOZA 2009 2010 201 2012 2013
Glivieno vnetje B37.3 15 17 24 15 3
Akutni vaginitis N76.0 691 716 629 540 585
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estrogenov ter uporaba spermicidov in
kondomoyv, je prav tako povezan s poveca-
nim tveganjem za vnetja noZnice in zuna-
njega spolovila (5).

Pri ponavljajo¢ih vnetjih so v 10-
20 % izolirane C. glabrata in druge glive
(1). Tudi pri teh vnetjih obstajajo enaki de-
javniki tveganja. Dejavnik tveganja je tudi
imunska pomanjkljivost, kot na primer
pri okuZbi z virusom HIV, vnetje koZe zu-
nanjega spolovila pa je povezano z lichen
sclerosusom. Opisana je bila tudi poveza-
va med alergijskim rinitisom in ponavlja-
jo¢im se vnetjem noZnice in zunanjega
spolovila (1). Povzro¢itelji glivicnih vnetij
noZnice pri bolnicah, pregledanih v UKC
Maribor v letih 2009-2013, so navedeni
v Tabeli 2.

KLINICNA SLIKA

Glavna simptoma glivicnega vnetja sta
peko¢ obcutek v noZnici in srbenje v pre-
delu zunanjega spolovila, ki ju spremlja-
ta bole€ina in draZenje vnetega podrocja
(3, 5). Ti simptomi lahko vodijo do bolec¢ih

spolnih odnosov (dispareunija) in bolece-
ga odvajanja vode (dizurija) (5). Znacilni
klini¢ni znaki so oteklina in rde¢ina priza-
detega predela z znacilnim belkastim iz-
cedkom, podobnim skuti. Ob pregledu v
zrcalih je navadno viden belkast izcedek z
belkastimi oblogami na steni noZnice, ki
se lahko spreminja od bolj vodenega do
gostejSega. Izgled materni¢nega vratu je
normalen (2, 7).

DIAGNOSTIKA

Diagnozo najveckrat postavimo na podla-
gi klini¢ne slike (7). Pri diagnostiki nam je
v pomoc pregled na vaginalno ¢istoc¢o oz.
mikroskopski pregled izcedka. Izcedek pri
kandidozi uvrstimo v VI. razred vaginalne
Cistoce, za katerega so znacilne miceljiske
niti ob redkih levkocitih in epiteljiskih ce-
licah (2). Micelije ima ob mikroskopskem
pregledu izcedka z dodano fizioloSko raz-
topino prisotne priblizno 50-80 % bol-
nic (7, 13). V pomo¢ nam je tudi Whiffov
test, kjer vaginalnemu izcedku dodamo
10 % kalijev hidroksid. Test je v prime-

Tabela 2. Glive, izolirane iz brisov noZnice na Kliniki za ginekologijo in perinatologijo Univerzitetnega

klinicnega centra Maribor med leti 2009 in 2013.

PATOGENI 2009

2010

20M 2012 2013

Candida albicans 328 (89,6 %)

408 (89,6 %)

361(91,1 %) 308 (89,3%) 383(90,0 %)

Candida glabrata 15 (4,1 %) 30 (6,5 %) 27 (6,8 %) 22 (6,3 %) 23 (5,4 %)
Candida guilliermondii 1(0,3 %) 0 0 0
Candida krusei 4 (11 %) 3(0,7 %) 0 2 (0,6 %) 3(0,7 %)
Candida parapsilosis 4 (11 %) 3(0,7%) 0 3(0,9 %) 1(0,2 %)
Candida spherica 1(0,3 %) 1(0,3 %) 0 0
Candida tropicalis 3 (0,8 %) 1(0,2 %) 1(0,3 %) 0 0
Candida utilis 1(0,3 %) 1(0,2 %) 0 1(0,3 %) 0
Candida lusitaniae 0 1(0,3 %) 4 (171 %) 2 (0,5 %)
Candida kefyr 0 1(0,2 %) 0 1(0,3 %) 2 (0,5 %)
Saccharomyces cerevisiae 6 (1,6 %) 7 (1,5 %) 4 (1,0 %) 4 (1,1 %) 9 (2,1 %)
Kvasovke 3(0,8 %) 1(0,2 %) 1(0,3 %) 0 0
Rhodotorula mucilalginosa 0 0 0 1(0,2 %)
Skupaj 366 455 396 345 424




112 Andraz Dovnik, Andrej Golle, Dusan Novak, Darja Arko, Iztok Takat  Glive in vnetje noznice

ru kandidoze negativen, pozitiven pa je v
primeru bakterijske vaginoze, ko dodatek
kalijevega hidroksida (KOH) sprosti ribji,
amonijev vonj (7). Pri glivi¢ni okuZbi no-
Znice je vaginalni pH normalen med 4,0
in 4,5, medtem ko je v primeru bakterij-
ske vaginoze in okuZbe s Trichomonas va-
ginalis pH nad 4,5 (5). Za potrditev diagno-
ze je priporocljivo opraviti test s kulturo
(7). V primeru normalnega klini¢nega iz-
gleda in negativne mikroskopije bolnic ni
potrebno zdraviti empiri¢no, razen v pri-
meru pozitivne kulture (7).

ZDRAVLJENJE
Zdravljenje glivi¢nih okuZb noZnice razli-
kujemo glede na to, ali gre za zapleteno
ali nezapleteno obliko vnetja. (14, 15).

Pri nezapletenih oblikah vnetje v 90 %
uspe$no pozdravimo z enim odmerkom
zdravila ali kratkotrajno terapijo. Na vo-
ljo so Stevilna oralna zdravila ali zdravila
za lokalno uporabo, vendar ni jasno, kate-
ro je najprimernejSe (5). Najbolj dostopno
zdravljenje predstavljajo lokalni azoli,
ki vodijo v izboljSanje simptomov v 80-
90 % primerov. Priporo¢amo kratkotraj-
ne reZime jemanja teh zdravil, pri ¢emer
se simptomi navadno izbolj$ajo v dveh do
treh dneh (7). Razli¢ni intravaginalni azo-
li, kot na primer klotrimazol, mikonazol,
butokonazol, imajo podoben ucinek (3).
Intravaginalni azoli, ki jih uporabljamo
v krajSih reZimih zdravljenja, imajo vis-
jo koncentracijo zdravila, zato zaviralni
ucinek na glive traja dalj ¢asa (7). Lokal-
ni azoli so bolj u¢inkoviti pri zdravljenju
vnetij, kot je nistatin (5, 7). Lokalni prepa-
rati klotrimazola so dostopni v lekarnah
brez recepta.

Peroralno zdravljenje nezapletenih
oblik vnetij predstavlja flukonazol v en-
kratnem odmerku 150 mg. U€inkovitost
tega nacina zdravljenja je podobna krat-
kotrajnim lokalnim azolom, bolnice pa
je potrebno opozoriti, da lahko simptomi
vztrajajo Se nekaj dni po zdravljenju (7).

Bolnice z zapletenimi vnetji je potreb-
no zdraviti dalj ¢asa. Uporabljajo se oral-
ni flukonazol (v treh odmerkih po 150 mg
na 72 ur) ali pa lokalni azoli, ki jih je po-
trebno prejemati vsaj sedem dni (16). Ver-
jetnost ponavljanja vnetja zmanjSamo z
vzdrZevalnim odmerkom 150 mg flukona-
zola na teden po reZimu s tremi odmerki
tega zdravila (17). Pri tem ni jasno dokaza-
no, da bi se ob tem dolgotrajnem zdravlje-
nju razvila rezistenca na flukonazol ali
superinfekcija z drugimi oblikami kandid.
Pri ponavljajocih oblikah vnetij je dolgo-
trajna zaviralna terapija s flukonazolom
ucinkovita v vec kot 90 % (17).

Pri zdravljenju ponavljajoc¢ih se gli-
vi€nih vnetij je podobno ucinkovita tudi
zaviralna terapija z itrakonazolom (dve
dozi po 200 mg na dan enkrat na mesec)
in ketokonazolom, vendar slednjega za-
radi jetrne toksi¢nosti ne priporoamo
(18-20).

Azoli so manj ucinkoviti pri vnetjih, ki
jih ne povzroca C. albicans. Pri zdravljenju
okuZbe z drugimi vrstami kandid, neod-
zivnih na azole, je po raziskavah v 70 %
ucinkovit amfotericin B (v odmerku 50
mg 14 dni) (21). Podobno je pri okuZzbi s
C. glabrata ucinkovita tudi borova kislina
(odmerek 600 mg dnevno 14 dni) (22).

Izsledki raziskav o uporabi probioti-
kov in alternativnih metod pri zdravljenju
ponavljajocih se gliviénih vnetij zunanje-
ga spolovila in noZnice niso enotni. Veci-
na probiotikov vsebuje laktobacile, ki naj
bi zavirali rast kandide. Razli¢ne klini¢-
ne raziskave so dokazale ucinkovito de-
lovanje laktobacilov proti kandidam, ven-
dar so preucevale majhen vzorec Zensk in
niso bile kontrolirane s placebom. Poleg
tega so v teh raziskavah proucevali razlic-
ne seve laktobacilov, ki pa imajo razli¢ne
ucinke na kandido (23). Vuji¢ in sod. so na
vzorcu 544 bolnic z gliviénim in drugimi
vrstami vnetja noZnice primerjali probio-
tik z dvema vrstama laktobacilov in pla-
cebo. Po Sestih tednih zdravljenja so po-
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novno vzpostavitev normalne noZnicne
mikroflore dosegli pri 61,5 % bolnic, ki so
prejemale probiotik, in le pri 26,9 % bol-
nic, ki so prejemale placebo (24). Na manj-
§i skupini 55 bolnic z mikrobiolo$ko do-
kazano simptomatsko okuzbo s kandido
pa so Martinez in sod. ugotovili statistic-
no znacilno pogostejSe klini¢no in mikro-
biolo3ko izboljSanje pri bolnicah, ki so po-
leg enega odmerka oralnega flukonazola
§tiri tedne prejemale probiotik, v primer-
javi s tistimi, ki so namesto laktobacilov

dobivale placebo (25). Po drugi strani pa
Witt s sod., ki je na 150 bolnicah primer-
jal Sestmesecno zdravljenje ponavljajoc¢ih
se gliviénih okuZb samo z vzdrZevalnim
itrakonazolom, itrakonazolom 2z lakto-
bacili in homeopatskim zdravljenjem, ni
ugotovil dodatnega izboljSanja v skupini
z dodanimi laktobacili v primerjavi z itra-
konazolom brez probiotika. Zdravljenje pa
je v prvih dveh skupinah bistveno uspe-
$nejSe od homeopatskega zdravljenja brez
azola (18).
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Prostatitis kot spolno prenosljiva bolezen:
pristop k diagnostiki in zdravljenju
Prostatitis as a Sexually Transmitted Disease: an Approach to

Diagnosis and Treatment

IZVLECEK
KLJUCNE BESEDE: prostatitis, diagnostika, zdravljenje

Vnetje prostate je pogosto predvsem pri moskih, mlajSih od 50 let. Prostatitis na teme-
lju klini¢nih in laboratorijskih meril razdelimo na akutni in kroni¢ni bakterijski pro-
statitis, kroni¢ni vnetni in nevnetni prostatitis oziroma kroni¢ni medeni¢ni bolec¢inski
sindrom ter brezsimptomni vnetni prostatitis. Poleg dobro poznanih bakterijskih pov-
zrocCiteljev se v zadnjem ¢asu kot povzrocitelji kroni¢nega prostatitisa omenjajo tudi ne-
kateri neznacilni povzrocitelji. Prostatitis je tudi spolno prenosljiva bolezen, saj so po
nekaterih raziskavah Chlamydia trachomatis, Ureaplasma urealyticum in Trichomonas va-
ginalis najpogostejsi povzrocitelj kroni¢nega vnetja prostate. Diagnostika in zdravljenje
prostatitisa sta lahko teZavni.

ABSTRACT
KEY WORDS: prostatitis, diagnostic approach, treatment

Prostatic inflammation is a common syndrome especially in men younger than 50 ye-
ars of age. Based on clinical and laboratory characteristics prostatitis is classified as
acute and chronic bacterial prostatitis, chronic inflammatory and non-inflammatory
prostatitis or chronic pelvic pain syndrome, and asymptomatic inflammatory prostati-
tis. In addition to well-known bacteria, atypical pathogens have been identified as cau-
ses of chronic prostatitis. According to the reports by several authors Chlamydia tracho-
matis, Ureaplasma urealyticum and Trichomonas vaginalis are one of the most common
pathogens, which make chronic prostatitis a sexually transmitted disease. Diagnosis
and treatment of bacterial prostatitis can be challenging.
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Vnetnje prostate predstavlja pomemben
zdravstveni problem predvsem pri spol-
no aktivnih moskih, saj je pojavnost veli-
ka, pogosto se ponavlja, zaradi bolecin in
teZav pri mokrenju in spolnosti pa lahko
vpliva na kvaliteto Zivljenja (1). Prevalen-
ca prostatitisa je ocenjena na 8,2 %; ver-
jetnost, da bo moski v Zivljenju zbolel s
simptomi prostatitisa, je kar 25 % (2-4).
Pri mo8kih, mlajsih od 50 let, je prosta-
titis najpogostejsi razlog za obisk urolo-
ga (5).

Naravni obrambni mehanizmi, ki pro-
stato varujejo pred okuZbo, so njeno izlo-
¢anje protibakterijskih snovi ter spiranje
prostaticnega dela se¢nice z mokrenjem
in semenskim izlivom. Zastajanje izloc¢-
kov v oddaljenih izvodilih ali zatekanje
seca v Zlezno tkivo lahko povzrocita okuZz-
bo, razra$¢anje veziva ali nastanek pro-
staticnih kamnov. Raziskave kaZejo, da je
bakterijski prostatitis najpogosteje posle-
dica okuZbe secil (6, 7). Nevarnostni de-
javniki za okuZbo so invazivni posegi na
secilih (npr. transrektalna biopsija prosta-
te), zoZitev secnice ali vnetje se¢nice, pov-
zroCeno s spolno prenosljivimi povzroci-
telji (8, 9).

RAZVRSTITEV

S terminom prostatitis oznacujemo S$tiri
razli¢ne klini¢ne sindrome; od akutnega
vroc¢inskega obolenja, ki zahteva takojSnje
protimikorbno zdravljenje, do naklju¢ne
najdbe pri moSkem brez simptomov. Za
opredelitev prostatitisa uporabljamo raz-
vrstitev, ki jo je leta 1995 izdal ameriski
Nacionalni in8titut za zdravje (angl. Nati-
onal Institutes of Health, NIH) in vkljucuje
klini¢ne in laboratorijske znacilnosti (ta-
bela 1) (10):

Akutni bakterijski prostatitis
Akutni bakterijski prostatitis predstavlja
manj kot en odstotek vseh primerov pro-
statitisa. Je akutno vrocinsko obolenje,
ki zahteva takojSnje protimikrobno zdra-
vljenje. Bolnik ima simptome okuZbe se-
¢il (boleCe mokrenje, pogosto ga sili na
vodo) in vnetja prostate (bolecina v pre-
sredku, lahko v spolovilu ali zadnjiku) ter
sistemske znake okuZbe (vroc¢ino in splo-
$no slabo pocutje). Prostata je na otip ote-
kla in boleca. Zaradi otekle prostate lahko
pride do zapore seca, redka zapleta sta ab-
sces prostate ali vnetje obmodka. Ocenju-
jejo, da akutno vnetje v 5-10 % preide v
kronic¢no obliko (11).

Tabela 1. Razvrstitev prostatitisa po kriterijih ameriskega Nacionalnega instituta za zdravje (National

Institutes of Health, NIH) (10).

Vrsta

Znacilnosti

I. Akutni bakterijski prostatitis

Akutno vnetje prostate z vidnimi vnetnicami in bakterijami

v sedimentu se¢a

II. Kroni€ni bakterijski prostatitis

Kroni€no vnetje prostate z vnetnicami in bakterijami v izcedku

iz secnice/setu po masazi prostate ali v semenski tekocini

Kroni¢ni prostatitis/kroni¢ni
medenicni bole€inski sindrom
* vnetni

Simptomi vnetja prostate in:

« vnetnice v izcedku iz se¢nice/setu po masazi prostate ali

* nevnetni

IV. Brezsimptomni vnetni prostatitis

v semenski teko¢ini
+ odsotnost vnetnic v izcedku iz se¢nice/secu po masazi prostate
ali v semenski tekogini

Vnetne celice in/ali bakterije v izcedku iz se€nice/se¢u po masazi
prostate, semenski tekocini ali vidne v tkivu prostate pri moskem
brez simptomov
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Kronicni bakterijski prostatitis
Kroni¢ni bakterijski prostatitis predsta-
vlja 5-10 % primerov prostatitisa. Simp-
tomi prostatitisa so prisotni ve¢ kot tri
mesece. Bolniki navadno toZijo, da jih sili
na vodo, navajajo bolece mokrenje, ima-
jo bolec¢ino v presredku, spolnem udu
ali celo v kriZu. Znacilne so ponavljajoce
okuZbe secil, ki jih povzroca isti povzroci-
telj, kar pa zasledimo pri manj kot polovi-
ci bolnikov (12). Med zagoni okuZb secil
so bolniki kljub kroni¢nemu vnetju v Zlezi
lahko brez teZav. Pri bolnikih s ponavlja-
jo¢imi se okuZbami je potrebno izkljuciti
anatomske nepravilnosti v secilih.
Kronicni prostatitis oz. kronicni
medenicni bolecinski sindrom
Kroni¢ni prostatitis oz. kroni¢ni mede-
nic¢ni bolecinski sindrom (vnetni ali nev-
netni) predstavlja kar 80-90 % vseh pri-
merov prostatitisa. Bolniki toZijo za
dolgotrajnimi bole¢inami v mali medeni-
ci ali presredku, lahko navajajo tudi teZa-
ve pri mokrenju. Glede na prisotnost vne-
tnic v izcedku iz secnice, v se¢u po masaZzi
prostate ali v semenski tekoc€ini razlikuje-
mo vnetno in nevnetno obliko.

Brezsimptomni prostatitis
Brezsimptomni prostatitis predstavlja
pribliZzno 10 % vseh prostatitisov. Gre za
naklju¢no najdbo pri moSkem brez simp-
tomov, ki smo ga pregledovali zaradi dru-
gih teZav (npr. biopsija prostate ob zviSani
vrednosti prostati¢nega antigena).

POVZROCITELJI VNETJA PROSTATE
Najpogostejsi povzrocitelji akutnega in
kroni¢nega bakterijskega prostatitisa so
enterobakterije (Escherichia coli, Klebsiella
spp. Proteus spp., Pseudomonas spp.), manj
pogosti pa Enterococcus spp. ali Staphylo-
coccus Spp.

Poleg aerobnih povzrociteljev lahko
kroni¢ni prostatitis povzrocajo tudi ana-
erobne bakterije (najpogosteje Peptostrep-

tococcus spp. in Bacteroides spp.), vendar je
njihov deleZ zaradi posebnih pogojev ra-
sti najverjetneje podcenjen (13, 14). Za po-
skus osamitve anaerobnih bakterij je po-
trebno vzorce seCa, izcedka prostate in
semenske tekocine zasejati na posebna
anaerobna gojis¢a, prav tako je potrebna
previdnost pri transportu vzorca v mikro-
biolo3ki laboratorij.

Pomemben deleZ kroni¢nih prostatiti-
sov je posledica spolno prenosljive okuz-
be. V raziskavi Skerkove s sodelavci, v
katero je bilo vklju€enih 1.442 moSkih s
kroni¢nim prostatitisom, so kar pri polo-
vici bolnikov dokazali okuZbo z bakterija-
mi Chlamydia trachomatis v 37,2 % vseh
primerov kroni¢nih prostatitisov, Tricho-
monas vaginalis v 10,5 % ali Ureaplasma
urealyticum v 5 % (15).

Prevalenca urogenitalne okuZbe s C.
trachomatis pri moskih je podobna tisti pri
Zenskah in je pomemben povzrocitelj obo-
levnosti (16). PrenaSa se spolno, okuZeni
pa so mlajsi odrasli, ve¢inoma stari pod
35 let. Poleg vnetja seCnice lahko C. tra-
chomatis povzroci tudi kroni¢ni prostatitis,
raziskujejo pa tudi njen morebiten vpliv
na zmanjSano plodnost moSkih (17-20).
Na miSjem modelu so dokazali, da lahko
C. trachomatis vztraja v tkivu prostate, kjer
je deloma za$citena pred imunskim odgo-
vorom gostitelja. Kroni¢no vneta prosta-
ta tako predstavlja tudi rezervoar okuZbe
(21). Prostatitis, povzrocen s C. trachoma-
tis, dokaZemo z molekularnimi metodami
ali celi¢éno kulturo v vzorcu semenske te-
kocine ali izcedka prostate po masaZi in v
vzorcu seca po izlivu oz. masaZi, ob odso-
tnosti bakterij v brisu se¢nice, odvzetem
pred izlivom oz. masaZo prostate.

Vnetje prostate, povzro¢eno s T. va-
ginalis, je pogostejSe pri mlajsih spol-
no aktivnih moskih s ponavljajo¢imi se
okuZbami secnice (15, 21). Dokazovanje
povzrotitelja je teZavno, potreben je di-
rekten mikroskopski pregled sveZih vzor-
cev in kultura na posebnih gojis¢ih. V
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zadnjem casu pride v postev tudi moleku-
larno dokazovanje povzrocitelja.

MoZen povzrocitelj vnetja obsecnice
je tudi Neisseria gonorrhoeae (15).

DIAGNOSTICNI POSTOPKI

PRI SUMU NA VNETJE PROSTATE
Za razlikovanje med razli¢nimi vrstami
vnetja prostate poleg klini¢nih meril upo-
rabljamo tudi laboratorijske preiskave.

Pri diagnostiki akutnega bakterijske-
ga prostatitisa odvzamemo se¢ za nativ-
no preiskavo in kvantitativno urinokultu-
ro; odvzamemo tudi kri za hemokulturo
ter vnetne kazalce (krvno sliko, C-reaktiv-
ni protein (CRP), prokalcitonin (PCT), pro-
stati¢ni antigen (PSA)). Ob sumu na aku-
tno vnetje prostate je masaZa prostate
prepovedana!

V diagnostiki kroni¢nega vnetja pro-
state oz. kroni¢nega medenicnega bole-
¢inskega sindroma uporabljamo posebne
teste.

Test s Stirimi ¢aSami

(Meares-Stameyjev test)

Bolnik mesec dni pred preiskavo ne sme

prejemati antibiotika in dva dni pred prei-

skavo ne sme imeti semenskega izliva, ob
preiskavi naj ima poln mehur. Postopek:

+ Spolovilo je potrebno dobro umiti, da
se prepreci onesnaZenje vzorca.

+ Odvzamemo 5-10 ml prvega curka
seca (iz kon¢nega dela secnice).

+ Bolnik izto¢i prvih 100-200 ml seca,
nato pa zberemo 5-10 ml srednjega
curka seca (iz mehurja).

+ Eno minuto skozi zadnjik masiramo
prostato in v sterilno posodico zbere-
mo izcedek iz prostate (masaZa prosta-
te je pogosto suha).

- Takoj po masaZi prostate zberemo Se
5-10 ml seca.

Vse tri vzorce se€a pregledamo nativno in
opravimo kvantitativno urinokulturo, ob
sumu na neznacilne povzrocitelje pa opra-

vimo Se dodatne mikrobioloSke preiskave
oz. se€ zasejemo na posebna gojisca.

Prostatitis potrdimo, kadar je v mikro-
skopskem preparatu izcedka prostate vi-
dnih = 10 levkocitov v vidnem polju pri
400-kratni povecavi. Ce izcedka po masaZi
ne dobimo, je za vnetje prostate povedno,
kadar je v zadnjem vzorcu seca 10 levko-
citov na vidno polje ve¢ kot v prvem in
drugem vzorcu. Ce je v izcedku iz prostate
ali v tretjem vzorcu seca vsaj 10-krat vec
bakterijskih kolonij kot v prvem in dru-
gem vzorcu seca, gre za bakterijski pro-
statitis (23).

Test z dvema ¢asama

Obcutljivost testa je primerljiva s testom
s Stirimi ¢aSami, ki se v klini¢ni praksi
redko uporablja, saj je teZko izvedljiv, dol-
gotrajen in za bolnika neprijeten. Odvza-
memo vzorec seca pred masaZo prostate
in po njej (24).

Preiskava seca in semenske
tekocine

Odvzamemo prvi curek seca in semensko
teko€ino za nativno mikroskopsko prei-
skavo in mikrobiolosko testiranje. Po raz-
iskavi Budia s sodelavci je obcutljivost to-
vrstne preiskave celo vecja v primerjavi s
testom s Stirimi ali z dvema ¢aSama; pri
po Gramu negativnih povzrociteljih je bila
obcutljivost tega testa 97 % v primerjavi z
82,4 % obcutljivostjo pri ostalih testih, pri
po Gramu pozitivnih povzrociteljih pa kar
100 % v primerjavi s 16,1 % (25).

Dodatne preiskave

Pri vsakem sumu na spolno prenosljivo
okuzbo (predvsem pri bolnikih s prostati-
tisom, mlaj$ih od 35 let, pri starejSih z vec
spolnimi partnerkami/ji, ipd.) opravimo
tudi presejalno testiranje na ostale spolno
prenosljive okuZbe, kot so C. trachomatis,
urogenitalne mikoplazme, N. gonorrhoeae,
Treponema pallidum, virus hepatitisa B in
virus ¢loveSke imunske pomanjkljivosti.
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Vrednosti PSA so zviSane le pri 60 %
bolnikov z akutnim in pri 20 % bolnikov s
kroni¢nim vnetjem prostate. ZviSane vre-
dnosti PSA se ob ustreznem zdravljenju in
izboljSanju klini¢ne slike premosorazmer-
no zniZajo (26-28).

Kultura tkiva obsecnice, dobljenega
z biopsijo, ima slabo obcutljivost (ker je
vnetje po Zlezi posejano Zari§¢no) in na-
tanc¢nost (29).

Pri sumu na zaplet akutnega vnetja
prostate opravimo transrektalno ultraz-
vocno preiskavo ali slikanje prostate z ra-

¢unalniSko tomografijo. Pri kroni¢nem
prostatitisu izklju¢imo morebitne bolezni
ali nepravilnosti secil.

ZDRAVLJENJE

Zaradi posebnih lastnosti prostati¢nega
tkiva so za zdravljenje vnetja uporabne le
nekatere protimikrobne ucinkovine. Ka-
pilare v prostati nimajo por ali aktivnega
transportnega mehanizma za prenos an-
tibiotikov, zato je ustrezno koncentracijo
protimikrobne ucinkovine v prostati¢nem
tkivu in Zleznih izvodilih teZko doseci. V

Akutni prostatitis:

Simptomi in znaki prostatitisa

I1zkljuti spolno prenosljivo okuzbo

Kronigni prostatitis:

CRP, KKS, se¢, urinokultura,
hemokultura, PSA

Pregled seca in semenske tekocine/
test z dvema ali Stirimi ¢asami

'

Izkustveno antibioti¢no
zdravljenje

'

Bakterijski prostatitis

Kroni€ni prostatitis/KMBS

Ni osamitve povzrotitelja

Osamitev povzrotitelja

moznost neznatilnih
povzrotiteljev?

'

v '

Konéaj izkustveno
antibioti¢no zdravljenje

Zdravljenje po
antibiogramu

Anaerobna gojis¢a,
molekularna diagnostika

'

Ni osamitve povzrotitelja

'

Poskus izkustvenega
antibioti¢nega zdravljenja
Zdravljenje z ostalimi
zdravili

Slika 1. Algoritem obravnave bolnika s sumom na prostatitis. PSA - prostaticni antigen, CRP - C-reaktiv-
ni protein, KMBS - kroni¢ni medeni¢ni bolecinski sindrom.
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kolik$ni meri bo antibiotik prodiral v tki-
vo, je odvisno le od koncentracije zdravila
v krvi in njegove difuzije. Molekule ucin-
kovin, ki dobro prehajajo v Zlezno tkivo
prostate, so majhne, se le v majhnem de-
leZu veZejo na beljakovine, so topne v ma-
§Cobah in imajo majhen naboj.

V akutno vneto tkivo prostate prodira
vecina antibiotikov, teZavno je predvsem
zdravljenje kroni¢nih oblik. Za zdravlje-
nje bakterijskega prostatitisa so glede na
farmakoloSke znacilnosti najbolj primerni
fluorokinoloni (ciprofloksacin, levofloksa-
cin, moksifloksacin), saj je doseZena raven
ucinkovine v tkivu prostate 10-50 % tiste
v serumu (30-32). V prostato dobro pro-
dirajo tudi trimetoprim/sulfametoksazol,
klindamicin, doksiciklin in azitromicin.
Tudi cefalosporini, karbapenemi, pipera-
cilin in nekateri aminoglikozidni antibio-
tiki doseZejo terapevtske ravni v prostati.
Nitrofurantoin v tkivu prostate ne doseZe
terapevtske koncentracije (33-39). Veliko
teZavo pri zdravljenju prostatitisa pred-
stavlja vse vecja odpornost bakterij, pred-
vsem na fluorokinolone.

Razli¢na priporocila se nekoliko raz-
likujejo predvsem glede trajanja zdravlje-

nja akutnega in kroni¢nega prostatitisa
(40-45). V primeru akutnega prostatitisa
takoj po odvzemu kuZnin pri¢nemo z iz-
kustvenim antibioti¢nim zdravljenjem, ki
ga ustrezno prilagodimo glede na bolni-
kove epidemioloSke okoliS¢ine. Kadar pa
gre za kroni¢ni prostatitis, antibioticno
zdravljenje odloZimo do prejema mikro-
bioloskih izvidov, nato naj bo usmerjeno
proti osamljenim povzrociteljem. Kadar je
povzrocitelj N. gonorrhoeae, hkrati zdravi-
mo Se verjetno okuZbo s C.trachomatis ali
z urogenitalnimi mikoplazmami. Pri spol-
no prenosljivih povzrociteljih je hkrati
potrebno pregledati oz. zdraviti tudi spol-
no partnerko oz. partnerja.

V primeru prostati¢nega abscesa, ve-
¢jega od enega centimetra v premeru, je
potrebna drenaZa oz. transuretralna re-
sekcija prizadetega dela Zleze.

Zdravljenje kronicnega prostatitisa
oz. kroni¢nega medenicnega bolecinske-
ga sindroma, kjer morebitnega povzro-
citelja etioloSko nismo opredelili, je te-
Zavno. V raziskavi Nickla s sodelavci so
le pri tretjini tovrstnih bolnikov v enole-
tnem opazovalnem obdobju beleZili blago
izboljSanje (46). V vecini primerov poskus

Tabela 2. Priporogeno zdravljenje bakterijskega prostatitisa (40-45). TMP/SMX - trimetoprim/sulfame-
toksazol, ESBL - beta laktamaze razsirjenega spektra (angl. extended-spectrum beta-lactamases).

AKUTNI PROSTATITIS: zdravljenje 2-4 tedne

« Ciprofloksacin 400 mg/12 hiv ali 500 mg/12 h po
» Levofloksacin 500 mg/24 h iv ali po

* TMP/SMX 160/800 mg/12 h po

« Gentamicin 5 mg/kg/24 h iv + ampicilin 2g/6 h iv

KRONICNI PROSTATITIS: zdravljenje od Sest tednov do treh mesecev

« Ciprofloksacin 500 mg/12 h po
« Levofloksacin 500 mg/24 h po
« TMP/SMX 160/800 mg/12 h po

Po povzrociteljih:

» Enterococcus spp.: ampicilin/vankomicin/levofloksacin
» Pseudomonas aeruginosa: ciprofloksacin/piperacilin-tazobaktam/imipenem

« ESBL poz. enterobakterije: ertapenem

« Neisseria gonorrhoeae: ceftriakson (+azitromicin/doksiciklin)
« Chlamydia trachomatis, urogenitalne mikoplazme: azitromicin/doksiciklin

Anaerobi: klindamicin/azitromicin
« Trichomonas vaginalis: metronidazol




Med Razgl. 2014; 53 Suppl 6: 115-122

121

zdravljenja s protimikrobnimi zdravili ni
uspeSen. Svetujejo dodatek zaviralca alfa,
ki naj bi bil u¢inkovit predvsem pri bol-
nikih, ki te u¢inkovine predhodno $e niso
prejemali (47). Neposrednih dokazov o
ucinkovitosti nefarmakoloskih metod,
tudi kirurskih posegov, ni na voljo (48).

ZAKLJUCEK
Prostatitis bolniku predstavlja resno ovi-
ro za polnovredno in aktivno Zivljenje,

zdravniku pa nemalokrat teZavo pri zdra-
vljenju. Vecji del kroni¢nih prostatitisov
ostane etioloS8ko neopredeljen. Kinoloni
so zaradi svojih farmakoloskih lastnosti
najboljsa izbira za zdravljenje bakterijske-
ga prostatitisa, veliko teZavo pa predsta-
vlja vse ve€ja odpornost bakterij proti
tovrstnim antibiotikom. Po izsledkih ne-
katerih raziskav je lahko vecji del kronic¢-
nih prostatitisov tudi spolno prenosljiva
bolezen.
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Diagnostika in epidemiologija genitalnih
okuzb, povzrocenih z virusom herpesa
simpleksa1in 2

Diagnosis and Epidemiology of Herpes simplex 1 and 2 Genital

Infections

1ZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: genitalni herpes, virus herpesa simpleksa tipa 1in 2, spolno prenosljiva bolezen, se-

roprevalenca

Virusa herpesa simpleksa tipa 1 in 2 sta glavni vzrok razjed na spolovilih po vsem sve-
tu. Vec€ina genitalnih herpeti¢nih obolenj je vzrocno povezana z virusom herpesa sim-
pleksa tipa 2, ¢eprav je v razvitih drZavah virus herpesa simpleksa tipa 1 dokazan pri
polovici primarnih primerov genitalnega herpesa. SeroloSka prevalenca okuZzb z viru-
som herpesa simpleksa tipa 2 nara$¢a s spolno aktivnostjo od pubertete vse do starosti.
V vecini primerov okuZba poteka brez klini¢nih znakov in simptomov. Primarna okuZz-
ba spolovil z virusi herpesa simpleksa tipa 1 in 2 se lahko kaZe s hudo klini¢no sliko, s
pojavom mehurcastih sprememb in razjed na vulvi, noZnici in materni¢nem vratu pri
Zenski ter na $irSem podrocju spolovil pri moSkem. Neposredne mikrobioloske metode,
predvsem dokazovanje genoma virusa herpesa simpleksa, so optimalne metode za do-
kaz okuZb v akutnem obdobju primarnih in povratnih okuZb, ko so prisotne razjede. Se-
rolosko testiranje je priporocljivo kot pomoc¢ pri diagnozi genitalnega herpesa pri bol-
nikih s povratno okuZzbo, ki jo povzrocata virusa herpesa simpleksa, pri netipi¢nih ali Ze
ozdravljenih razjedah in v primeru negativnih rezultatov metod za neposredno doloca-
nje virusov herpesa simpleksa. V ¢asu, ko so prisotne herpeti¢ne razjede, je pomembno
izogibanje vsem spolnim odnosom. S protivirusnimi zdravili lahko zmanjSamo izlo¢a-
nje virusa in s tem moZnost za prenos okuZbe.
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ABSTRACT

KEY WORDS: genital herpes, herpes simplex virus type 1and 2, sexually transmitted infection, seropre-

valence

Herpes simplex virus types 1 and 2 are the main cause of genital ulcers worldwide.
Although herpes simplex virus type 2 is the major cause of genital lesions, herpes sim-
plex virus type 1 accounts for half of new cases in developed countries. The herpes sim-
plex virus type 2 seroprevalence increases with sexual activity from puberty to an old
age. In most cases, genital herpes is asymptomatic without clinical signs and symp-
toms. The primary genital infection with herpes simplex virus types 1 and 2 can be ma-
nifested by a severe clinical picture; with the vesicular skin and mucosal changes and
ulcerative lesions of the vulva, vagina and cervix in women and in genital region in
men. Direct methods of viral genome detection are recommended in acute stage of pri-
mary and recurrent infections when ulcers or lesions are evident. Serological testing
is recommended as an aid in the diagnosis of genital herpes in patients with reinfec-
tion caused by herpes simplex virus in atypical or already healed lesions and in case
of negative direct virus detection methods. While herpes lesions are present, all sexu-
al activities should be avoided to prevent the transmission of infection. Antiviral drugs
can reduce viral shedding and thus reduce the risk for sexual transmission of the virus.

uvoD

Glavna povzrocitelja razjed na spolovilih
po vsem svetu sta virusa herpesa simple-
ksa tipa 1 in 2 (HSV-1 in/ali HSV-2). Ve-
¢ino primerov genitalnega herpesa pov-
zro¢a HSV-2, ¢eprav je v razvitih drZzavah
pri polovici novoodkritih primarnih pri-
merov genitalnega herpesa dokazan tudi
HSV-1 (1). Neonatalna okuzba s HSV je
redka, vendar zelo resna bolezen, ki lah-
ko privede do smrti novorojencka. Vecina
okuZb je posledica prenosa HSV-2. Veci-
na genitalnih okuzb s HSV je zaradi bla-
gega ali celo brez simptomnega poteka
neprepoznanih, kar je pomemben dejav-
nik tveganja za prenos okuZbe. Zdravlje-
nje okuZenih in uporaba kondoma zmanj-
§a moZnost spolnega prenosa HSV (2).

VIRUS HERPESA SIMPLEKSA

HSV-1 in HSV-2 uvr§¢amo v druZino ¢lo-
veskih herpesvirusov in v poddruZino al-
faherpesvirusov. Genom je v obliki dvojno-
vijatne DNA. Virion je sestavljen iz Stirih
osnovnih gradnikov: elektronsko goste sre-

dice, ki vsebuje DNK, ikozaedri¢ne nukle-
okapside, tegumenta (matric¢ne beljakovi-
ne), tj. amorfne plasti beljakovin, ki obdaja
kapsido, in ovojnice z glikoproteini (3).

Genoma HSV-1 in HSV-2 sta si iden-
ti€na v 83 %, zato imata veliko skupnih
imunogenih epitopov na zunanjih belja-
kovinah virusa (4). Virusa se razlikujeta v
ovojni¢nem glikoproteinu G (gG1 in gG2),
ki izzove tipsko specifiCen imunski od-
govor. Ker se v telesu pojavijo specifi¢na
protitelesa proti HSV-1 (IgGl) in HSV-2
(IgG2), je glikoprotein G pri seroloski dia-
gnostiki najpomembnejsi dejavnik za raz-
likovanje virusa herpesa simpleksa tipa 1
in tipa 2 (5).

EPIDEMIOLOGIJA

Okuzbe, ki jih povzroca HSV, so razsirje-
ne povsod po svetu, pojavljajo se brez se-
zonskega nihanja. Edini gostitelj in rezer-
voar virusa je ¢lovek. OkuZba se prena$a s
tesnim stikom, predvsem z neposrednim
stikom sluznice ali koZe s kuZnimi izlo¢-
ki. Virus lahko prena$ajo oziroma predsta-
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vljajo vir okuZbe bolniki ali zdravi nosilci.
Slednje je zelo pomembno, kadar posku-
S§amo pojasniti vir prve akutne genitalne
okuZbe, Se posebej kadar pride do okuZbe
v stabilnem partnerskem odnosu.

Pot prenosa virusa HSV-1 in HSV-2 je
razli¢na; povzrocata okuzbe na razli¢nih
delih telesa, vendar pa se lahko simptomi
in klini¢ni znaki pri okuZbi prekrivajo (1).
HSV-1 obi¢ajno povzro€a okuZbe, omeje-
ne na ustno-Zrelni prostor. Te so najbolj
pogoste pri otrocih, starih od Sest mese-
cev do treh let. HSV-2 se ponavadi pre-
nasa s spolnim stikom, zato je pojav pro-
titeles pred puberteto redek (1). Narasca
deleZ genitalnih okuZb s HSV-1, vendar je
pri genitalnih okuZbah s HSV-1 klini¢ni
potek laZji, reaktivacije pa so redkejSe kot
pri okuzbi s HSV-2 (6).

PrekuZenost prebivalstva s HSV je vi-
soka. V neonatalnem obdobju se pojavlja
predvsem okuZba s HSV-2, do obdobja pu-
bertete nara$c¢a prekuZenost s HSV-1, po
puberteti pa s HSV-2 (1).

Oblika okuZbe s HSV je odvisna od
imunskega statusa okuZene osebe. Pri
osebah, ki nimajo protiteles proti HSV, se
kaZe kot primarna okuZba. O neprimar-
ni okuZzbi govorimo, kadar se oseba oku-
Zi z enim od tipov HSV, ima pa protitelesa
proti drugemu tipu HSV. Kadar pri osebi,
ki ima protitelesa proti enemu tipu, doka-
Zemo prisotnost enakega tipa HSV iz pa-
toloSke spremembe, govorimo o povratni
okuzbi (1). Pri ve€ini okuZenih ostaja vi-
rus doZivljenjsko v latentnem stanju. Ob-
¢asno lahko pride do reaktivacije virusa,
ki poteka z bolezenskimi znaki in simpto-
mi ali brez njih, take osebe pa predstavlja-
jo rezervoar za prenos okuzbe (2). Povratna
okuZba kot posledica reaktivacije virusa se
lahko izrazi s ponovnim zagonom bolezni
ali pa poteka brez simptomov (1).

Neonatalna okuZba s HSV-1 ali s HSV-
2 je redka, vendar zelo resna, smrtno ne-
varna bolezen. Vecina okuZb je posledica
prenosa HSV-2. NajpogostejSi je prenos

pri porodu. Od 60 % do 80 % Zensk z no-
vorojenckom, okuZenih s HSV, nima Kkli-
ni¢nih znakov genitalnega herpesa v ¢asu
poroda, prav tako v anamnezi ni podatkov
o genitalni okuZbi ne pri nosecnici, niti
pri partnerju. Tveganje za prenos okuZbe
HSV na otroka je najvecje pri Zenskah, ki
prebolevajo primarno genitalno okuzbo s
HSV v ¢asu poroda (7, 8).

Prevalenca genitalnega herpesa
Za prevalenco genitalnega herpesa in
okuZzbo s HSV-2 in HSV-1 je pomembnih
ve¢ dejavnikov. V razvitih drZavah je pre-
kuZenost s HSV-1 niZja kot v nerazvitih,
zato so te osebe bolj dovzetne za genital-
no okuzbo s HSV-1 in prispevajo k nara-
§¢anju deleZa genitalnih okuZzb s HSV-
1 (6). K povetanemu deleZu genitalnih
okuzb s HSV-1 prispeva tudi povecan de-
leZ orogenitalnih odnosov pri mladih, ki
velja za varnejSega in ga ti dojemajo kot
za$cito pred neZeleno nosecnostjo (9).
HSV-2 globalno ostaja 8e vedno glavni
vzrok genitalnega herpesa. Seroloska pre-
valenca HSV-2 se za¢ne povecevati s spol-
no aktivnostjo v puberteti in naras¢a do
odrasle dobe (10). Za okuZbo so bolj spre-
jemljive Zenske; pomembno je predvsem
Stevilo spolnih partnerjev, ki najbolj vpli-
va na moznost izpostavitve okuzbi. Okuz-
ba je bolj pogosta pri osebah, ki Zivijo v
mestih, kot pri osebah, ki Zivijo na rural-
nih podro¢jih (6). Ve€ina ljudi se ne zaveda,
da so okuZeni, in ti so najpogostejsi pre-
naSalci virusa (11). Najvecja prevalenca je
dokazana pri spolnih delavkah in osebah,
okuZenih z virusom HIV (2). Pri nosecni-
cah je seroloSka prevalenca HSV-2 7-40 %
(2). Slovenska raziskava iz leta 2003, ki je
vklju€evala 4.000 nosecnic, je pokazala,
da je 86,9 % nosecnic v Sloveniji prekuZe-
nih s HSV-1 in 9,9 % nosecnic prekuZenih
s HSV-2. Pri 7,1 % nosecnic so bila priso-
tna tako protitelesa razreda IgG proti HSV-
1 kot tudi proti HSV-2, medtem ko je bilo
11 % nosecnic seronegativnih (12).
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Med letoma 2006 in 2008 je na In-
§titutu za mikrobiologijo in imunologijo
Medicinske fakultete Univerze v Ljublja-
ni potekala raziskava, ki je vkljucevala 99
moskih in 128 Zensk, katerih serumi so
bili zaradi suma na genitalni herpes po-
slani iz treh razli¢nih ambulant za spol-
no prenosljive bolezni na preverjanje se-
roloSkega statusa. Rezultati raziskave so
pokazali prisotnost protiteles razreda IgG
proti HSV (ki vkljucuje tip 1 in tip 2) v
serumih 197 oseb (86,8 %), v serumih 83
moskih (83,8 %) in 114 Zensk (89,1 %).
Protitelesa razreda IgG proti HSV-1 so
bila ugotovljena v 158 serumih (69,6 %),
v serumih 71 moskih (71,7 %) in 87 Zen-
sk (68,0 %). Protitelesa razreda IgG proti
HSV-2 so bila ugotovljena pri 67 (29,5 %)
osebah, v serumih 24 moskih (24,2 %) in
43 Zensk (33,6 %).

Po podatkih InStituta za mikrobiolo-
gijo in imunologijo Medicinske fakulte-
te Univerze v Ljubljani je bilo v zadnjih
petih letih (2009-2014) na serolosko po-
trditev genitalnega herpesa iz sloven-
skih zdravstvenih ustanov, ki obravnavajo
spolno prenosljive bolezni, poslanih 1.767
serumov oseb, ki so pripadali 1.528 Zen-
skam in 239 mo8kim. Testirane Zenske so
bile v povpredju stare 31,4 let, moSki pa

38 let. Protitelesa razreda IgG proti HSV
(tipsko nespecifi¢na) so bila dokazana pri
81,6 % moskih in pri 85,8 % Zensk. Sero-
prevalenca IgG proti HSV nara$ca s staro-
stjo pri obeh spolih in pri osebah starej$ih
od 56 let doseZe 97 % (slika 1).

Akutno okuZbo oziroma protitelesa
razreda IgM proti HSV (tipsko nespecific-
na) dokaZemo pri 14 % moskih in 24 %
Zensk med 16 in 25 letom. Stevilo akutnih
okuZb, ki jih povzro¢a HSV, se s starostjo
zmanjSuje pri obeh spolih. Pri osebah, sta-
rejSih od 56 let, protitelesa IgM dokaZe-
mo le redko (slika 2).

Prisotnost protiteles razreda IgG pro-
ti HSV- 2 nara$ca s starostjo. V starostni
skupini 16-25 let priblizno 95 % oseb
obeh spolov nima prisotnih specifi¢nih
protiteles razreda IgG proti HSV-2. S sta-
rostjo se prevalenca povecuje in pri ose-
bah, starej$ih od 56 let, doseZe 48,5 %, pri
moskih doseZe 36 %, pri Zenskah pa 55 %
(slika 3).

V zadnjih petih letih je bilo iz razli¢-
nih zdravstvenih ustanov na InStitut za
mikrobiologijo in imunologijo Medicin-
ske fakultete Univerze v Ljubljani na mo-
lekularno diagnostiko genitalnega her-
pesa poslano samo 174 brisov vezikul,
mehurékov s sumom na genitalni herpes.
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Slika 1. Prisotnost protiteles HSV IgG v serumu moskih in Zensk po starosti.
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Od tega je bilo 59 brisov, ki so pripada-
li moskim, in 115 brisov, ki so pripadali
Yenskam. Zenske so bile v povpredju sta-
re 42,4 let, moski pa 41,7 let. DNA HSV-
1 smo dokazali pri 19 % oseb, pri 16,9 %
mos8kih in pri 20 % Zensk. DNA HSV-2
smo dokazali pri 20,7 % oseb, pri 20,3 %
moskih in pri 20,9 % Zensk. Moski, oku-
Zeni s HSV-1, so bili mlajsi v primerjavi z
mo8kimi, pri katerih smo v vzorcu doka-
zali prisotnost DNA HSV-2, vendar razli-
ka ni bila statisti¢no znacilna (33 let proti
428 let; P = 0,10). Zenske, okuZene s HSV-
1, so bile statisti¢no znacilno mlajSe od
Zensk, pri katerih smo v vzorcih dokazali
DNA HSV-2 (povprecje 27,5 let proti 48,7
let; P < 0,0001).

Podatki InStituta za mikrobiologijo in
imunologijo so zgolj ilustrativni in zane-
sljivo ne predstavljajo dejanskega stanja v
splo$ni populaciji. Pri interpretaciji je po-
trebna previdnost, ker so to podatki, ki za-
jemajo samo visokorizi¢no populacijo, pri
katerih je bila klini¢na slika tudi mikrobi-
oloSko preverjena.

KLINICNA SLIKA GENITALNEGA
HERPESA

V vecini primerov okuzba poteka brez kli-
ni¢nih znakov in simptomov. Primarna
okuzba spolovil s HSV-1 ali HSV-2 ima
lahko hudo klini¢no sliko s pojavom me-
hurcastih sprememb in razjed na vulvi,
noZnici in materni¢nem vratu pri Zenski
ter na raz§irjenem obmocju vratu spolovil
pri moSkem. Ponavadi se pojavijo 4-7 dni
po prenosu virusa pri spolnem odnosu z
okuZeno osebo (8, 12). Spremembe so zelo
bolece, spremlja jih poviSana telesna tem-
peratura, bolec¢ine pri mokrenju, poveca-
ne in bolece dimeljske bezgavke ter sla-
bo pocutje. Bolezen traja do 3 tedne, virus
pa se izlo¢a Se nadaljnje 3 tedne. Samo na
osnovi klini¢nih znakov ne moremo lo¢iti
obeh tipov HSV, potrebna je laboratorijska
dolocitev tipa virusa (2). Najpogostejsi za-
plet je meningitis. Ponovitve genitalne-

ga herpesa so pogoste predvsem v prvem
letu po okuZbi, so klini¢no blage in traja-
jo le nekaj dni (13). Pri moS8kih, ki imajo
spolne odnose z moskimi, so spremembe
lokalizirane v anorektalnem predelu. Pri-
marna okuzba s HSV-2 pri osebi, ki Ze ima
protitelesa proti HSV-1, se obi¢ajno kaZe v
milej$i klini¢ni obliki.

OkuZba s HSV pri novorojencku pov-
zroc€a hude klini¢ne slike z veliko smrtno-
stjo in hudimi nevroloSkimi posledicami.
Klini¢no je neonatalni herpes omejen na
koZo, o¢i in sluznice. V najhujSih primerih
pride do razsoja virusa s prizadetostjo Ste-
vilnih organov, vklju¢no z osrednjim Ziv-
cevjem, pljuci, jetri in nadledvi¢nimi Zle-
zami. Znacilen je mehurcast izpuScaj na
raznih delih koZe. Smrtnost pri nezdra-
vljenih novorojenckih je okoli 50 % (14).

LABORATORIJSKA DIAGNOSTIKA
GENITALNIH OKUZB Z VIRUSI
HERPESA SIMPLEKSA

Genitalni herpes zdravniki navadno pre-
poznajo na podlagi znacilnih herpeti¢nih
razjed na spolovilih. Laboratorijska dia-
gnostika pa je kljub temu pogosto potreb-
na pri neznacilnih klini¢nih znakih, saj
lahko mehurcaste spremembe na spolovi-
lih povzrocajo tudi drugi povzrocitelji. La-
boratorijska diagnostika je premalo upo-
rabljana, saj bolniki prihajajo na pregled
v ambulanto v razli¢nih stadijih bolezni
in so klini¢ni znaki lahko neznacilni. Po
priporocilih razliénih smernic za labora-
torijsko diagnostiko genitalnega herpesa
so za bolnike s simptomi najprimernejSe
metode pomnoZevanja nukleinske Kkisli-
ne in osamitev virusa na celi¢ni kulturi.
V primeru, da teh testov ne moremo iz-
vajati, lahko dolo¢amo antigene virusa z
metodo neposredne imunofluorescence
ali testom ELISA, pomembno je, da dolo-
¢imo tudi tip HSV (15). Testiranje brisov
oseb brez znakov okuZbe zaradi preprece-
vanja prenosa virusa ni primerno, saj se
virus ne izlo¢a ves €as. Pri osebah, ki ne
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kaZejo znakov okuZbe, in ostalih v tvega-
nih skupinah (nose¢nice pred porodom, ki
so v nevarnosti za okuzbo s HSV; moski,
ki imajo spolne odnose z mo8kimi; oku-
Zeni z virusom HIV) je priporo¢ena upo-
raba seroloskih metod. Pomembno je, da
le-te razlikujejo med obema tipoma HSV.
Kombinacija neposrednih in seroloSkih
metod omogoca lofevanje med primar-
nimi in povratnimi okuZbami s HSV (16,
17). Citoloski in neposredni mikroskopski
pregledi vzorcev (PAP-test, Tzankov test)
zaradi nizke obcutljivosti in specifi¢nosti
niso priporocljivi za diagnostiko okuZbe s
HSV (16-18).

Vsak diagnosti¢ni test mora biti v la-
boratoriju pred uporabo ustrezno pre-
verjen (validiran), tj. narejena mora biti
primerjava z Ze vpeljanim testom (t. i.
»zlatim standardomc) (15).

Odvzem in transport vzorcev

Za diagnostiko genitalnih okuZzb s HSV
pregledujemo vzorce aktivnih herpetic-
nih sprememb. Pred odvzemom brisa je
potrebno z odvzemnega mesta odstrani-
ti nekroti¢no tkivo, odvzamemo lahko po-
strZzek ali bris spremembe. Ker izlo¢anje
virusa ni stalno, pregledovanje brisov pri
osebah brez simptomov ni smiselno (16).

Pri sveZih razjedah je najprimernejsa
kuZnina tekocina iz mehurckov, ki jo ste-
rilno aspiriramo in z njo hkrati poSljemo
Se bris dna mehurcka. Pri starejsih razje-
dah je najbolje, da pocakamo na pojav sve-
Zih razjed ali mehurckov in potem vzame-
mo vzorec (16).

Bris takoj po odvzemu vstavimo v po-
sebno transportno gojisc¢e za viruse (TGV)
in ga prenesemo Vv laboratorij pri 4 °C. V
primeru, da transport traja ve¢ kot 48 ur,
je priporocljivo shranjevanje pri -70 °C,
vzorce lahko poSljemo na ledu v hladil-
ni torbi, vendar ne smejo zamrzniti (106).
Aspirat tekoc¢ine mehurckov vzamemo in
posljemo v sterilni brizgi. Kri odvzame-
mo v epruveto z antikoagulantom EDTA.

Ostali primerni vzorci so $e bris mater-
ni¢nega vratu, uretre in vagine (16).

Metode za neposredno dolocanje
HSV

Neposredno lahko virusne antigene do-
kaZemo z metodo direktne imunofluore-
scence, virusno nukleinsko kislino (viru-
sno DNK) dokazujemo z molekularnimi
metodami ali pa virus osamimo v celi¢ni
kulturi, ki je zlati standard v laboratorijski
diagnostiki HSV.

Za dokaz virusne DNK v vzorcih spo-
lovil bolnikov s herpeti¢nimi razjedami
so najprimernejSe molekularne metode.
Te metode so visoko obcutljive in speci-
fi¢ne, vendar so drage in zahtevajo dobro
usposobljen kader. PCR v realnem ¢asu
omogoca hiter dokaz, kvantifikacijo in ti-
pizacijo HSV DNK (16, 17). Molekularne
metode so uspes$ne tudi pri slab$ih pogo-
jih transporta in manj kvalitetnih vzorcih.
Izlo€anje virusa lahko dokaZemo tudi pri
osebah brez simptomov, vendar se mora-
mo zavedati, da negativen rezultat ne po-
meni, da okuZbe s HSV ni, saj se virus ne
izloCa ves Cas (16). V ZDA so s strani zve-
zne agencije za hrano in zdravila (FDA)
odobrene tri metode z visoko specifi¢no-
stjo in obcutljivostjo (18). Smernice Ame-
riSkega centra za prepre€evanje in obvla-
dovanje bolezni (CDC) dovoljujejo tudi
uporabo »in-house« PCR testov in ostalih
komercialno dostopnih kompletov rea-
gentov. Predpogoj je, da so testirani na Ze
opredeljenih vzorcih, dobro optimizirani
in preverjeni s strani laboratorija (16, 19).

Neposredna imunofluorescenca je hi-
tra metoda, ki omogoca loCevanje tipov
HSV. Slabosti metode so, da je draga in
manj obcutljiva kot molekularne metode
(15, 16). V primerjavi s kulturo je obcutlji-
vost 70-90 % pri bolnikih, ki imajo klini¢-
ne znake, in ni primerna pri osebah brez
klini¢nih znakov (10).

Osamitev virusa na celi¢ni kulturi se
lahko izvaja le v posebej opremljenih la-
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boratorijih. Izvedba je zahtevna in dol-
gotrajna, ima nizko obcutljivost, je draga
in uporabna predvsem za primarne okuz-
be. Najprimernejsi vzorec je tekocina iz
svezih mehurckov. Za uspeSno osamitev
je zelo pomemben hiter transport vzor-
cev v primernem transportnem gojiscu
in neprekinjena hladna veriga, da ohrani-
mo Zive viruse in njihovo infektivnost (16,
18). Prednost osamitve je v visoki speci-
fi€nosti. Virusne izolate lahko uporabimo
za tipizacijo in testiranje fenotipske obcu-
tljivosti na protivirusna zdravila (10).

Metode za posredno doloc¢anje HSV

Seroloske metode

Za dokazovanje protiteles proti HSV se

obi¢ajno uporablja encimsko-imunski test

(ELISA). Testi, ki temeljijo na tipsko spe-

cificnem glikoproteinu G (gG-1 za HSV-1

in gG-2 za HSV-2), omogocajo loCevanje
protiteles proti posameznemu tipu HSV,
vendar pa ni mogoce dolo¢anje protiteles

IgM. S testi, ki temeljijo na ostalih sku-

pinah glikoproteinov (gA-gl), ne more-

mo lociti protiteles proti posameznemu
tipu HSV, lahko pa dolo¢amo tudi protite-
lesa IgM. Doloceni epitopi na ostalih gli-
koproteinih (gB, gC, gD in gE) so skupni
obema tipoma virusa, zato lahko prihaja

do navzkriZne reaktivnosti (10).

Serolo8ko testiranje sploSne popula-
cije za ugotavljanje imunskega statusa
ni priporocljivo. Glede na smernice se se-
rolosko testiranje priporoca v naslednjih
primerih (16, 17):
kot pomo¢ pri diagnozi in razlo€evanju

genitalnega herpesa pri bolnikih s pri-
marno in povratno HSV okuZbo,

+ pri netipi¢nih ali Ze ozdravljenih lezi-
jah in v primeru negativnih rezultatov
metod za neposredno dolo¢anje HSV,

- za spremljanje spolnih partnerjih bol-
nikov z genitalnim herpesom zaradi
nevarnosti prenosa virusa in

+ za doloc¢anje imunskega statusa oseb v
tveganih skupinah (okuZeni z virusom

HIV, okuZeni z ostalimi spolno preno-
sljivimi boleznimi in osebe, ki imajo
vec spolnih partnerjev).

Serolosko testiranje je uporabno za potr-
ditev primarne okuZbe pri bolniku, ki ima
herpeti¢ne razjede na spolovilih. Ce mu v
vzorcu razjede na spolovilih z neposredni-
mi metodami dokaZemo HSV enega tipa,
protitelesa proti istemu tipu HSV pa niso
prisotna, je to dokaz primarne okuZbe z
dolo¢enim tipom HSV. Laboratorijsko lah-
ko primarno okuZbo s HSV dokaZemo tudi
s serokonverzijo protiteles. Vendar lahko
za razliko od ostalih virusnih okuZb do na-
stanka protiteles IgM proti HSV pride tudi
do 3 mesece po okuZbi, verjetno zaradi lo-
kalizirane okuZbe sluznic. Posledi¢no se-
roloSko testiranje ni optimalno za dokaz
akutne okuZbe s HSV, hkrati pa so testi za
dokazovanje IgM protiteles slabo ob¢utlji-
vi. Protitelesa IgM lahko dokaZemo tudi
pri povratni okuZzbi, zato ne moremo lo¢iti
med primarno in povratno okuzbo (16, 17).

Dokaz protiteles proti HSV-2 podpre
diagnozo genitalnega herpesa, pri dokazu
protiteles proti HSV-1 pa ne moremo ve-
deti, ali gre za spolno preneseno ali ustno-
-Zrelno okuzbo. Zaradi visoke prekuZeno-
sti prebivalstva s HSV-1, dokaz protiteles
proti HSV-1 ni primeren za dokaz genital-
nega herpesa povzrocenega s HSV-1 (106).

Pri nosecnicah rutinsko presejalno se-
rolosko testiranje ni priporo¢ljivo. Ce ima
njen spolni partner zgodovino genitalne-
ga herpesa, se tudi pri nose€nicah brez
znakov okuZbe priporoc¢a seroloSko do-
kazovanje protiteles proti HSV (8). Ugo-
tavljamo tudi ujemanje seroloSkega sta-
tusa s spolnim partnerjem. V kolikor se
ne ujemata, svetujemo uporabo kondoma
(pri partnerjih s protitelesi proti HSV-2)
in odsvetujemo orogentialne odnose (pri
partnerjih s protitelesi proti HSV-1). Sero-
loSko negativnim nosecnicam se svetuje
previdnost zaradi moZnosti okuZbe v no-
secnosti (16, 17). V primeru dokaza sero-
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konverzije protiteles pred porodom lahko
porod poteka vaginalno (20).

Pri novorojencku seroloska diagnosti-
ka okuZbe s HSV ni primerna, ker ne mo-
remo loc¢evati med materinimi protitelesi,
prenesenimi preko posteljice, in njegovi-
mi lastnimi protitelesi (106).

Za dokaz HSV-2 specifi¢nih protiteles
so na voljo tudi hitri testi, ki temeljijo na
lateralnem toku seruma skozi membrano,
ki vsebuje antigene gG1 ali gG2. Prednost
testa je hitrost, podobno kot test ELISA
ima visoko obcutljivost in specifi¢nost, je
pa precej draZji (10).

PREPRECEVANJE
V ¢asu, ko so prisotne herpeticne razjede,
se svetuje izogibanje vsem spolnim odno-

som, Ce so prisotni ostali simptomi pa je
obvezna uporaba kondomov. S protiviru-
snimi zdravili lahko zmanj$amo izloc¢anje
virusa in s tem moZnost za prenos okuZz-
be (2).

Ce pride do okuZbe nosecnice v za-
dnjem trimesecju in do pojava klini¢nih
znakov genitalnega herpesa, vec¢ina smer-
nic priporoca porod s carskim rezom (20,
21). Pri Zenskah s povratnim genitalnim
herpesom je tveganje za okuZbo plodu ali
novorojencka zelo majhno. Brezsimpto-
mnih okuZb pri nosec¢nicah v ¢asu poroda
ne moremo diagnosticirati (14, 21).

Cepiva proti HSV so Se v fazi preizku-
Sanja, vecina poskusnih cepiv je bilo ne-
ucinkovitih proti genitalnemu herpesu
(14).
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Okuzbe anogenitalnega predela z virusom
varicela zoster

Varicella-zoster Virus in the Anogenital Region

1ZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: herpes zoster, VZV, anogenitalni predel, PCR v realnem ¢asu, soéasno dokazovanje

(multipleks)

IZHODISCA. Herpes zoster je klini¢no stanje, ki nastopi zaradi reaktivacije latentne
okuZbe z virusom varicele zostra (VZV). V literaturi obstaja nekaj opisov zostra na spo-
lovilih. Nedavno so dokazali, da je VZV prisoten pri 2,9 % anogenitalnih vzorcev bolni-
kov s sumom na okuZbo s herpesvirusi. Zanimalo nas je, ali se VZV pojavlja pri anoge-
nitalnih vzorcih bolnikov v Sloveniji. METODE.V raziskavo smo vkljucili vzorce brisov,
poslanih z Oddelka za koZne in spolne bolezni Univerzitetnega klini¢nega centra v Ma-
riboru. Prisotnost herpesvirusne DNK smo dokazovali z veriZzno reakcijo s polimera-
zo (angl. polymerase chain reaction, PCR) v realnem ¢asu za socasno dokazovanje HSV-1,
HSV-2 in VZV. DNK VZV smo potrdili z dodatnim PCR v realnem ¢asu na aparatu Light-
Cycler® 2.0. Podatke smo zbrali v ra¢unalniS8kem paketu MBL in K21 analize, SRC Info-
net. REZULTATI. V obdobju treh zaporednih let smo testirali 421 vzorcev brisov iz raz-
liénih predelov telesa. V 46,6 % vzorcev smo dokazali prisotnost herpesvirusne DNK.
Od tega je bilo 42,3 % vzorcev pozitivnih na VZV, 37,8 % na HSV-1 in 19,9 % na HSV-2.
Med vsemi pozitivnimi vzorci na VZV smo zbrali skupno 12 takih, ki so jih odvzeli na
anogenitalnem predelu. V vseh 12 vzorcih smo DNK VZV potrdili z dodatno metodo. V
6 od 12 primerov so naroili preiskavo PCR na HSV-1 in HSV-2. ZAKLJUCKI. Rezultati
naSe raziskave in svetovne literature govorijo v prid uporabi PCR v realnem ¢asu za so-
¢asno dokazovanje herpesvirusov. Pritrdilno smo prispevali k mnenju, da je smiselno v
diferencialno diagnostiko genitalnih virusnih okuZzb vkljuciti dokazovanje VZV.

ABSTRACT
KEY WORDS: herpes zoster, VZV, anogenital region, real time PCR, multiplex

BACKGROUND. Herpes zoster is a clinical manifestation of the reactivation of varicel-
la zoster virus (VZV). Herpes zoster of the genital area is a rarely reported condition.
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Recently, however, it was shown that VZV DNA is present in 2.9 % of anogenital sam-
ples from patients with suspected herpesvirus infection. We tested whether VZV can
be detected in anogenital samples from patients in Slovenia. METHODS. Swab samples
from the Department of Dermatology and Venereal Diseases of the University Medi-
cal Centre Maribor were included in the study and tested for the presence of herpesvi-
ral DNA by real time polymerase chain reaction (PCR). We used a multiplex method for
simultaneous detection of HSV-1, HSV-2 and VZV. VZV DNA was amplified additional-
ly with another specific real time PCR on LightCycler®. Data were analyzed with the
MBL and K21 analize software packages by SRC Infonet. RESULTS. During the period
of three consecutive years, we have tested 421 swabs sampled from different parts of
the body. Overall, the herpesviral DNA was detected in 46.6 % of samples. VZV, HSV-1
and HSV-2 DNA were shown in 42.3 %, 37.8 % and 19.9 % of swabs, respectively. From
all VZV positive samples, 12 were taken in the anogenital region. In these samples, the
presence of VZV DNA was proved by additional PCR. For 6 of 12 selected cases, only
PCR for HSV-1 and HSV-2 was requested. CONCLUSIONS. The results of our study and
those in the published literature confirm the importance of multiplex PCR for the de-
tection of different herpesviruses. Further on, we have demonstrated that VZV needs to

be considered as a differential diagnosis for genital herpetic lesions.

IZHODISCA

Virus varicele zostra (VZV) uvrs¢éamo med
herpesviruse. V druZino Herpesviridae pri-
Stevamo Se sedem virusov: virus herpes
simpleksa tip 1 in 2 (HSV-1 in HSV-2), vi-
rus Epstein-Barr (EBV), virus citomega-
lije (CMV) ter cloveSke herpesviruse 6
do 8 (HHV-6, HHV-7 in HHV-8). Pri lju-
deh povzrocajo herpesvirusi lokalizirane
ali generalizirane mehurcaste izpu3caje
koZe in sluznic (npr. herpes labialis, geni-
talni herpes, norice in pasovec), infekcij-
sko mononukleozo, eksantema subitum
ter nekatere druge bolezni (1). Posebnost
herpesvirusov je njihova sposobnost traj-
ne ali latentne okuZbe senzori¢nih gangli-
jev, epitelijskih celic in limfocitov, ki sledi
primarni liti¢ni okuZzbi celic (2). Virusoma
EBV in HHV-8 pripisujejo tudi onkogene
lastnosti (3).

Herpesvirusi so razSirjeni po vsem
svetu z izjemo HHV-8, ki je zemljepisno
omejen vecinoma na afriski kontinent (4).
Prvemu stiku s herpesvirusi smo ljudje iz-
postavljeni na razli¢ne nacine. Najveckrat
se okuZimo s kaplji¢nim prenosom s sli-

no ob tesnem stiku z okuZeno osebo. CMV
se lahko prena$a s krvjo ali s presajenimi
organi, obstaja pa tudi moZnost prenosa
tega virusa na plod preko placente, med
porodom ali po porodu z materinim mle-
kom (5). HSV-2 uvrS¢amo med spolno pre-
nosljive viruse. S spolnimi odnosi se lah-
ko prenasata Se virusa CMV in HHV-8 in
v zadnjem casu vse pogosteje tudi HSV-
1, kar je najverjetneje odraz spremenjene
spolne prakse pri mladostnikih. Le-ti po-
gosteje obCujejo oralno-genitalno in pri
spolnih odnosih uporabljajo kondome (6).

HSV-1 in HSV-2 povzrocata genital-
ni herpes, ki v svetu velja za enega izmed
glavnih vzrokov razjed (ulkusov) na spo-
lovilih (7). Drugi pomembni vzroki za na-
stanek genitalnih razjed so bakterijske
okuZbe, predvsem bolezni, kot so sifilis,
¢ankroid, limfogranuloma venerum ter
nekatere sekundarne bakterijske ali gliv-
ne okuZbe. Redkeje nastanek ulkusov pri-
pisujemo drugi etiologiji, ki ni mikrobio-
loSkega izvora (8). V literaturi obstaja tudi
nekaj zapisov o redkih primerih tako ime-
novanega genitalnega zostra, ki je prav
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tako lahko vzrok za nastanek razjed na
anogenitalnem predelu telesa (9-12).

Herpes zoster je klini¢no stanje, ki se
pojavi zaradi reaktivacije latentne okuZ-
be Zivénih ganglijev z VZV. Pekoci boleci-
ni v prizadetem predelu po nekaj dneh sle-
di koZni izpu8caj, ki je enak kot pri noricah
(tj. primarna okuzba z VZV). Spremembe
na koZi so navadno razporejene enostran-
sko na zgornjem delu trupa ali glave, lahko
se pojavijo tudi na oceh ali v ustni votlini
(13). Anogenitalni predel ni znacilno mesto
za pojavljanje zostra. Z uporabo laboratorij-
skih mikrobiolo$kih tehnik za so¢asno do-
kazovanje HSV-1, HSV-2 in VZV so v retro-
gradni raziskavi dokazali, da je DNK VZV
prisotna pri 2,9 % (65 od 2225) anogeni-
talnih vzorcev bolnikov, ki so iskali pomoc¢
zdravnika (14). Na osnovi njihove raziskave
in objavljene literature so predlagali, da bi
morali dokazovanje VZV vkljuciti v rutin-
sko diagnostiko virusnih genitalnih okuZb.

Zato nas je zanimalo, ali se VZV poja-
vlja pri anogenitalnih vzorcih bolnikov v
Sloveniji in koliko je takih primerov. Vzor-
ce smo dobili z Oddelka za koZne in spolne
bolezni Univerzitetnega klini¢nega centra
v Mariboru (UKC Maribor). Za namene ru-
tinske diagnostike HSV-1, HSV-2 in VZV v
Laboratoriju za klinicno molekularno dia-
gnostiko (v nadaljevanju laboratorij) Naci-
onalnega laboratorija za zdravje, okolje in
hrano (NLZOH) uporabljamo veriZno re-
akcijo s polimerazo v realnem ¢asu (angl.
real time PCR) za socasno dokazovanje
omenjenih treh herpesvirusov. V sodelo-
vanju z zdravnikom specialistom smo na-
redili seznam tistih vzorcev, v katerih smo
dokazali DNK VZV in ki bi lahko ustreza-
li herpes zostru na anogenitalnem prede-
lu. Rezultate smo potrdili z dodatnim PCR
v realnem casu, s katerim specifi¢no po-
mnoZimo le odsek genoma VZV.

METODE
V raziskavo smo vklju€ili vzorce brisov, ki
smo jih sprejeli v laboratorij v trilethem

obdobju od 1. januarja 2011 do 31. decem-
bra 2013. Upostevali smo tiste vzorce, ki
so jih poslali z Oddelka za koZne in spol-
ne bolezni, UKC Maribor, z naro¢eno vrsto
preiskave PCR na HSV-1 in HSV-2 ali PCR
na HSV-1, HSV-2 in VZV ali PCR samo na
VZV. Za vsakega bolnika so poslali po en
vzorec brisa.

Brise smo ob sprejemu v laboratorij
po potrebi zalili s fizioloSko raztopino do
najve¢ 2 ml in jih shranili v hladilniku pri
4 °C za najvec 1 dan. Z vzorci vedno roku-
jemo v mikrobioloski komori druge var-
nostne stopnje in pri tem upoStevamo na-
vodila za delo v molekularnem bioloSkem
laboratoriju.

Ekstrakcijo nukleinskih kislin (NK),
tj. DNK in RNK, smo izvedli po navodi-
lih proizvajalca, in sicer smo uporabili ko-
mercialni komplet reagentov RTP® DNA/
RNA Virus Mini Kit (STRATEC Molecular
GmbH, Berlin, Nem¢ija). Princip ekstrak-
cije temelji na uporabi posebnih kolon s
silikagelno membrano, na katero se zara-
di kemijskih lastnosti veZejo NK.

V ekstrahirani celokupni DNK smo
dokazovali prisotnost herpesvirusne DNK
s komercialno dostopno metodo PCR v re-
alnem ¢asu LightMix® Kit HSV-1/2 / VZV
(Tib MolBiol, Berlin, Nemcija). Komplet
vsebuje zafetne oligonukleotide in hibri-
dizirajoCe sonde ter interno in pozitivno
kontrolo. Za izvedbo reakcije je potreb-
no uporabiti Se encim v kompletu reagen-
tov LightCycler® FastStart DNA Master
HybProbe, kot to narekujejo navodila za
izvedbo metode. S to metodo so¢asno po-
mnoZimo 214 baznih parov (bp) dolg od-
sek pol gena HSV-1, 215 bp dolg odsek pol
gena HSV-2 in 196 bp dolg odsek orf29
gena VZV.

Vse vzorce, v katerih smo na ta nacin
dokazali DNK VZV in so bili odvzeti na
anogenitalnem predelu, smo ponovno te-
stirali na prisotnost VZV. Uporabili smo
specificno metodo PCR v realnem c¢asu
RealStar® VZV PCR Kit 1.2 (Altona Dia-
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gnostics, Hamburg, Nemcija), ki vsebu-
je vse reagente za izvedbo testa. Z meto-
do pomnoZimo dolocen del genoma, ki ga
proizvajalec v navodilih sicer ne navede,
zapiSe pa, da metoda temelji na principu
delovanja hidrolizirajo¢ih sond. Vse reak-
cije smo izvedli in analizirali na aparatu
LightCycler® 2.0 (Roche Diagnostics, In-
dianapolis, ZDA).

Podatke o posiljatelju, vrsti uporablje-
ne metode in rezultatu za vsa tri leta smo
zbrali v rac¢unalniSkih programih MBL in
K21 analize, SRC Infonet d.o.o.

REZULTATI

V triletnem testnem obdobju smo testi-
rali 421 vzorcev brisov iz razli¢nih pre-
delov telesa, ki so jih odvzeli na Oddelku
za koZne in spolne bolezni, UKC Maribor.
V 46,6 % (196/421) vzorcev smo dokaza-
li prisotnost herpesvirusne DNK. Od tega
je bilo 42,3 % (83/196) vzorcev pozitiv-
nih na VZV, 37,8 % (74/196) pozitivnih na
HSV-1 in 19,9 % (39/196) vzorcev pozitiv-
nih na HSV-2 kot prikazuje tabela 1. So¢a-

snih okuZb z dvema herpesvirusoma ni-
smo dokazali.

Med vsemi vzorci, pozitivhimi na
VZV, smo izbrali tiste, ki so jih odvzeli na
anogenitalnem predelu (tabela 2). Tako
izbranih vzorcev smo v treh letih naSte-
li skupno 12 (16,2 %, 12/74) in sicer v vsa-
kem letu smo zabeleZili po 4 VZV pozitiv-
ne vzorce. Med vsemi testiranimi vzorci
smo torej DNK VZV na anogenitalnem
predelu dokazali v 2,9 % (12/421). V vseh
12 vzorcih smo DNK VZV potrdili Se z do-
datno metodo PCR v realnem ¢asu, kate-
rih vrednosti CP (angl. crossing point) so
se gibale med 17 in 37 cikli pomnoZe-
vanja. V 6 primerih so za omenjenih 12
vzorcev narocili preiskavo PCR na samo
HSV-1 in HSV-2. Podatke o starosti in spo-
lu ter mesto odvzema 12 bolnikov z VZV
smo zapisali v tabelo 2.

RAZPRAVA

Herpes zoster ali pasovec v svetu predsta-
vlja pomembno breme za javno zdravstvo.
Incidenca pojavljanja herpes zostra se v

Tabela 1. Pregled rezultatov narocenih preiskav PCR na herpesviruse v obdobju treh let.

Leto Narocena St.vzorcev  St. pozitivnih Herpesvirus
preiskava (PCR)
HSV-1 HSV-2 vzv
HSV-1in HSV-2 39 n 6 5 /
HSV-1, HSV-2 in VZV 45 26 5 2 19
20M
\"7AY 2 2 / / 2
2 86 39 n 7 21
HSV-1in HSV-2 81 29 18 n /
HSV-1, HSV-2 in VZV 54 39 9 5 25
2012
vzv 7 5 / / 5
2 142 73 27 16 30
HSV-1in HSV-2 105 40 30 10 /
HSV-1, HSV-2 in VZV 81 42 6 6 30
2013
vzv 7 2 / / 2
2 193 84 36 16 32
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Tabela 2. Podatki o 12 vzorcih, pozitivnih na VZV, odvzetih na anogenitalnem predelu. M - moski, Z -
Zenska, 1. PCR - LightMix® Kit HSV-1/2 / VZV, 2. PCR - RealStar® VZV PCR Kit 1.2, CP - Crossing Point.

Leto # Spol Starost Mesto odvzema Naroéena preiskava PCRVZV
(let) (PCR)
1.PCR (CP) 2.PCR (CP)
201 1 M 34  Penis/skrotum/glutealno desno HSV-1in 2 ter VZV 24,00 21,64
2 V4 13 Mala sramna ustnica/levo HSV-1in 2 36,74 34,81
3 z 79 Velika sramna ustnica/ HSV-1in 2 terVZV 17,76 17,97
glutealno levo
4 M 68  Perianalno/skrotum/ingvinalno  HSV-1in 2 ter VZV 28,30 23,97
2012 5 z 66 Mala sramna ustnica/levo HSV-1in 2 37,53 33,24
6 V4 47 Mala sramna ustnica/levo HSV-1in 2 35,86 36,61
7 M 26 Ob ustju setnice HSV-1in 2 31,00 30,58
8 Z 32 Velika sramna ustnica/ HSV-1in 2 ter VZV 14,00 15,80
glutealno levo
2013 9 Z 39 Velika, mala sramna ustnica/ HSV-1in 2 ter VZV 24,16 24,20
glutealno levo
10 M 61 Glans penisa HSV-1in 2 3754 3748
M z 28 Velika sramna ustnica/levo HSV-1in 2 ter VZV 18,47 18,53
12 M 27 Glans penisa HSV-1in 2 17,06 16,93

Severni Ameriki, Evropi in Aziji bistveno
ne razlikuje in se giblje med 3 do 5/1000
oseb. Dokazali so, da je incidenca moc¢no
odvisna od starosti in se s starostjo nad 50
let naglo povisa (13).

Ceprav se herpes zoster lahko pojavi
na vseh predelih koZe, ki ga oskrbujejo ko-
renine senzori¢nih Zivcev, ga najpogoste-
je, tj. v 50 do 60 %, opazimo na torakal-
nem predelu telesa in v 10 do 20 % na
predelu glave (11, 13). V pribliZzno 5 % se
zoster pojavi na kriZznem predelu telesa,
medtem ko je na spolovilih izjemno redek.
V literaturi obstaja le nekaj opisov zostra
na penisu ali anogenitalnem predelu (9-
12). Med petimi primeri so pri treh starej-
§ih mos8kih porocali o vrocini, bole¢ini in
izpuSc€aju, pri dveh mlajsih moskih (pod
30 let) pa so zabeleZili le znacilen izpu-
$C¢aj. Vsi bolniki so bili HIV negativni, en
starejSi moski je bil pred pojavom herpes
zostra podvrZen 30 ciklom kemoterapije
zaradi raka na Zelodcu.

Ti posamezni primeri, ki opisujejo her-
pes zoster na spolovilih pri odraslih ali ge-
nitalno okuzbo z VZV pri otrocih, so bo-
trovali obseZni raziskavi, v kateri so Zeleli
razkriti incidenco VZV pri bolnikih z ge-
nitalnimi lezijami in s sumom na okuZbo
s HSV-1 ali -2. Pregledali so 6210 vzorcev
brisov anogenitalne regije in dokazali, da
je DNK VZV prisotna v 2,9 % vseh pozi-
tivnih vzorcev (14). Podobno smo dokaza-
li tudi v naS$i raziskavi, kjer smo v obdo-
bju treh zaporednih let potrdili prisotnost
DNK VZV pri 12 bolnikih, katerih vzorci
so bili odvzeti na anogenitalnem predelu.
Mesto odvzema je bil najveckrat glans pe-
nisa ali glutealni predel pri moskih in sra-
mne ustnice pri Zenskah. Stirje od osmih
bolnikov so bili stari nad 50 let, kar pred-
stavlja mejo vecjega tveganja za pojavlja-
nje herpes zostra. V 6 od 12 potrjenih pri-
merov so kot naroceno preiskavo zahtevali
le PCR na HSV-1 in -2. V teh primerih bi
zgreSili dokaz VZV, Ce ne bi uporabili me-
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tode za sofasno dokazovanje HSV-1, -2 in S Studijo smo pritrdilno prispeva-
VZV. Rezultati naSe raziskave in svetovne li k mnenju, da je smiselno v diferencial-
literature govorijo v prid uporabi metode  no diagnostiko genitalnih virusnih okuZb
PCR v realnem casu za dokazovanje spol-  vkljuciti tudi dokazovanje VZV in pri tem
no prenosljivih agensov. Predvsem pa v  uporabiti molekularne metode za so¢asno
zadnjem c¢asu vse pogosteje posegamo po  dokazovanje patogenov.

PCR v realnem c¢asu za so¢asno dokazova-

nje vec¢ razli¢nih patogenov v eni reakciji.
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Testiranje na HIV mora biti prostovoljno. Bolnik mora na test ustno privoliti, testira-
nje pa mora spremljati svetovanje in vodenje pred testiranjem in po njem. Dokazovanje
okuZbe s HIV poteka v dveh fazah. Prva faza je presejalno testiranje s seroloskimi testi
Cetrte generacije, ki poleg anti-HIV protiteles odkrivajo tudi virusno beljakovino HIV-1
p24 in ki imajo visoko obcutljivost, a nekoliko slabSo specifi¢nost. Kadar rezultat prese-
jalnega testa ni negativen, testirano osebo obvezno dodatno testiramo s potrditvenimi
seroloSkimi testi, obi¢ajno s testom Western blot in/ali imunoblot, pri katerih so na te-
stni membrani razli¢ne virusne beljakovine HIV-1 in HIV-2. V primeru reaktivnosti pro-
titeles iz vzorca bolnika z vsemi tremi strukturnimi virusnimi beljakovinami (Pol, Gag,
Env) se rezultat opredeli kot anti-HIV-1- ali anti-HIV-2-pozitiven. V najnovejsih pripo-
rocilih ameriSkega centra za preprecevanje in obvladovanje bolezni (angl. Centers for Di-
sease Control and Prevention, CDC) za laboratorijsko testiranje na okuzbo s HIV se We-
stern blot in imunoblot ne uporabljata ve¢ kot potrditvena testa, ampak se ju nadomesti
s hitrim potrditvenim testom, ki omogoca hkratno in zanesljivo lo€evanje med HIV-1 in
HIV-2. Za kon¢no opredeljevanje HIV-statusa pri osebah s trenutno neopredeljivimi re-
zultati potrditvenih seroloskih testov uporabljamo molekularne metode, kot je veriZzna
reakcija s polimerazo (angl. polymerase chain reaction, PCR) v realnem ¢asu, ki je sicer
nepogresljiva pri spremljanju zdravljenja bolnikov. Na voljo so tudi molekularne me-
tode, ki omogocajo ustrezno izbiro zdravljenja, kot so testi za ugotavljanje odpornosti
HIV-1 proti protiretrovirusnim zdravilom (dolo¢anje nukleotidnega zaporedja za prote-
azo, reverzno transkriptazo in integrazo virusa HIV-1), dolo¢anje tropizma virusa HIV-
1 (pred zacetkom zdravljenja z antagonistom koreceptorja CCR5) in ugotavljanje priso-
tnosti antigena PHA*5701 (preobcutljivost na zdravilo abakavir).
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ABSTRACT

KEY WORDS: HIV, screening test, confirmatory test, molecular diagnostics

HIV testing has to be voluntary and accompanied by pre- and post-testing counseling
and guidance. Confirmation of HIV infection is a two-stage procedure. First step is HIV
testing using 4th generation screening assays which detect anti-HIV antibodies and
HIV-1 antigen p24, and have excellent sensitivity, but insufficient specificity. In case of
a screening assay reactive result, an additional confirmatory assay has to be performed,
traditionally Western blot and/or immunoblot assays. If the sample is reactive with all
three viral structural proteins (Pol, Gag, Env), the result is finally interpreted as HIV-1
or HIV-2 positive. However, the updated recommendations of Centers for Disease Con-
trol and Prevention for laboratory testing for the diagnosis of HIV infection (2014) does
not recommend Western blot and/or immunoblot as confirmatory tests anymore but re-
places them with a rapid HIV test that reliably discriminates between HIV-1 and HIV-
2. Indeterminate results of serological tests are resolved with the use of molecular me-
thods such as real-time polymerase chain reaction, a method which is essential for viral
load monitoring and management of patients. Additional molecular methods which are
used in laboratory guidance of HIV-1 treatment are: genotypic HIV-1 drug resistance
tests (sequencing of the protease, reverse transcriptase and integrase region of HIV ge-
nome), a HIV-1 genotypic tropism test (before starting treatment with CCR5 co-receptor

antagonist) and HLA*5701 detection (risk for abacavir hypersensitivity).

uvoD

Prvi velik uspeh v boju proti okuZzbi s HIV
je bil razvoj zanesljivih diagnosti¢nih te-
stov za dokaz oziroma izkljucitev okuZ-
be s HIV (1-5). Prvi presejalni testi za
dokaz protiteles anti-HIV so bili komer-
cialno dostopni Ze leta 1985, slabo leto
dni po odkritju povzrocitelja. Leto dni ka-
sneje so razvili tudi prve potrditvene te-
ste za protitelesa anti-HIV. ModernejSe
razlic¢ice teh testov so Se vedno osnova
za hitro, relativno enostavno in zaneslji-
vo diagnostiko okuZbe s HIV. Leta 1995
so razvili tudi teste za kvantitativno mer-
jenje koncentracije HIV-1 RNA v plazmi,
brez katerih je danes spremljanje poteka
in zdravljenja HIV-bolezni nepredstavlji-
vo. Za izbiro pravilne kombinacije zdra-
vil, ki lahko ucinkovito zavre pomnoZe-
vanje HIV, so od leta 2000 v uporabi testi
za dolocanje obcutljivosti oziroma od-
pornosti HIV-1 proti protiretrovirusnim
zdravilom.

Testiranje na HIV mora biti prosto-
voljno. Bolnik mora ustno privoliti na
test, testiranje pa mora spremljati sveto-
vanje in vodenje pred testiranjem in po
njem (2-5). Diagnozo okuZbe s HIV je tre-
ba pri vseh osebah obvezno potrditi iz
dveh neodvisno odvzetih in testiranih kli-
ni¢nih vzorcev.

NajpomembnejSa klini¢na vzorca v
laboratorijski diagnostiki okuZbe s HIV
sta serum in plazma, vse pogosteje pa se
uporabljata tudi slina in urin. SeroloSka
diagnostika, pri kateri v vzorcih seruma
ali plazme dokazujemo specifi¢na proti-
telesa anti-HIV in virusno beljakovino
p24, so osnova rutinskega dokazovanja in
izklju€evanja okuzbe s HIV. Konc¢na dia-
gnoza okuzbe s HIV se danes pri vec¢ kot
99,5 % okuZenih postavi z uporabo sero-
loSkih testov. Obi¢ajno se v krvi okuZenih
najprej pojavi antigen p24, potem protite-
lesa proti strukturnim beljakovinam: spr-
va proti p24, nato Se proti pl17. Kasneje se
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pojavijo protitelesa proti glikoproteinom
ovojnice; najprej proti gp41, nato Se proti
gp120 in gpl60 (6). Protitelesa anti-HIV
ostanejo v relativno visoki koncentraciji
vse do smrti (1).

PRESEJALNO TESTIRANJE NA HIV

Dokazovanje okuZzbe s HIV obi¢ajno pote-
ka v dveh fazah. Za presejalno testiranje
se najpogosteje uporabljajo razli¢ni se-
roloski testi, ki jih odlikujeta zelo visoka
obcutljivost (najveckrat > 99,85 %) in re-
lativno nizka cena. Pomanjkljivost prese-
jalnih testov je nekoliko slabsa specific-
nost in posledi¢no zelo nizka napovedna
vrednost v populacijah z nizko pojavno-
stjo HIV, kot je npr. v Sloveniji. V vsako-
dnevni rutinski diagnostiki se uporabljajo
predvsem presejalni testi Cetrte genera-
cije (poleg protiteles anti-HIV odkriva-
jo tudi virusno beljakovino p24). Vecina
sodobnih presejalnih testov Cetrte gene-
racije hkrati prepoznava tri vrste protite-
les anti-HIV in eno virusno beljakovino:
protitelesa anti-gp41 HIV-1 genske skupi-
ne M, protitelesa anti-gp41 HIV-1 genske
skupine O in protitelesa anti-gp36 HIV-
2 ter virusno kapsidno beljakovino p24
HIV-1 genske skupine M (antigen p24). Z
njihovo uporabo lahko odkrijemo okuZbo
s HIV e pred pojavom specifi¢nih proti-
teles anti-HIV, izklju¢imo okuZbo z razli-
¢icami HIV-1 iz genskih skupin M in O ter
izklju¢imo okuZbo s HIV-2. Zaradi nave-
denih lastnosti imajo presejalni testi Ce-
trte generacije vecjo obcutljivost kot testi
tretje generacije in lahko odkrijejo okuZbo
s HIV povpre¢no en teden prej kot prese-
jalni testi tretje generacije. V primeru ne-
gativnega rezultata presejalnega testa Ce-
trte generacije lahko, ¢e je minilo vsaj tri
mesece od morebitne okuZzbe, z zelo veli-
ko verjetnostjo (negativna napovedna vre-
dnost > 99,9 %) izklju¢imo okuZbo s HIV.
Ce je presejalni test negativen in ¢e $e ni
minilo tri mesece od morebitne okuZbe,
je potrebno presejalni test veckrat pono-

viti. Osebo lahko napotimo tudi na doda-
tno testiranje z eno od neposrednih mi-
krobiolo8kih metod, najveckrat na HIV-1
RNA, in sicer predvsem osebe s klini¢ni-
mi znaki akutnega retrovirusnega sindro-
ma ali pri visokorizi¢ni izpostavljenosti
virusu. Trenutno ocenjeno obdobje, v ka-
terem ne moremo dokazati okuZbe z upo-
rabljeno testno metodo ali t. i. diagnostic¢-
no okno, zna$a za starejSe presejalne teste
tretje generacije (spoznavajo samo proti-
telesa anti-HIV) 21-28 dni po okuZbi, za
presejalne teste Cetrte generacije 14-17
dni in za molekularno testiranje 11-14
dni po okuZbi (1, 7).

POTRDITVENO SEROLOSKO
TESTIRANJE NA HIV

V primeru ko rezultat presejalnega testa
ni jasno negativen, testirano osebo ob-
vezno dodatno testiramo s potrditvenimi
seroloskimi testi. Kot potrditveni test se
najpogosteje uporablja test Western blot,
pri katerem so na testni membrani Stevil-
ne naravne virusne beljakovine, ali test
imunoblot, pri katerem so na testni mem-
brani rekombinantne in/ali sinteti¢ne be-
ljakovine HIV-1 in HIV-2. Ce so potrditve-
ni testi jasno negativni in je od morebitne
okuZbe minilo vsaj tri mesece, se rezul-
tat testiranja na HIV opredeli kot negati-
ven ne glede na zafetno pozitivnost pre-
sejalnih testov (1). V primeru reaktivnosti
protiteles iz seruma bolnika z vsemi tre-
mi strukturnimi virusnimi beljakovinami
(Pol, Gag, Env) se rezultat opredeli kot an-
ti-HIV-1- ali anti-HIV-2-pozitiven (6). Po-
trditveno testiranje mora zaradi razli¢nih
Kklini¢nih implikacij jasno opredeliti oku-
Zenost testirane osebe s HIV-1 ali HIV-2.
Na Zalost Stevilnih vzorcev s prvim potr-
ditvenim testiranjem ne moremo oprede-
liti niti kot pozitivne niti kot negativne.
Serumske vzorce s tako nejasno reaktiv-
nostjo opredelimo kot »trenutno neopre-
deljive«. Velika vecina ljudi s takSnim
rezultatom ni okuZena s HIV, trenutno ne-
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opredeljivi rezultati so namrec¢ najveckrat
posledica zacasne ali trajne navzkriZne
reaktivnosti protiteles proti drugim ne-
virusnimi antigenom. V redkih primerih
se zgodi, da je trenutno neopredeljiv re-
zultat nastal zaradi testiranja osebe v zgo-
dnjem obdobju serokonverzije oziroma v
akutnem obdobju bolezni, ko protitelesni
odziv na HIV $e ni popolnoma razvit ozi-
roma Se ni antigena p24. Zaradi vsega na-
vedenega osebe s trenutno neopredeljivi-
mi rezultati zahtevajo dodatno pozornost
in obvezno laboratorijsko spremljanje (1).
Glede na trenutna priporocila je potreb-
no serum takih oseb ponovno testirati po
enem in po treh mesecih s presejalnimi
testi in/ali njihov vzorec plazme takoj te-
stirati na HIV-1 RNA in po potrebi $e na
HIV-2 DNA in RNA (2).

POTRDITVENO MOLEKULARNO
TESTIRANJE NA HIV

Kljub izjemni zanesljivosti seroloske dia-
gnostike okuZbe s HIV obstajajo doloceni
primeri, ki jih z uporabo serolo$kih me-
tod ne moremo razjasniti. Zacetno obdo-
bje serokonverzije in terminalno obdobje
aidsa predstavljata najvecji problem sero-
loSke diagnostike, saj so v serumu okuZe-
nih oseb prisotna le protitelesa proti po-
sameznim virusnim antigenom, zaradi
Cesar so rezultati potrditvenih testov sko-
raj vedno trenutno neopredeljivi ali izje-
moma celo laZno negativni. Opisani so
tudi izjemno redki primeri okuZb z dru-
gimi virusi (npr. z virusom Epstein-Barr),
ko so imele testirane osebe doloc¢en ¢as
(celo do Sest mesecev) v serumu priso-
tna protitelesa, zaradi katerih je prihaja-
lo do ponavljajo¢ih se laZno pozitivnih
rezultatov anti-HIV-potrditvenih testov.
Poseben diagnosti¢ni problem predsta-
vljajo tudi novorojencki anti-HIV-pozi-
tivnih mater, ki imajo prisotna od mate-
re pasivno prenesena protitelesa tudi do
dve leti po porodu. Za reSevanje vseh na-
vedenih diagnosti¢nih problemov se da-

nes uporabljajo predvsem molekularne
diagnosti¢ne metode, s katerimi se doka-
zuje HIV RNA ali provirusna HIV DNA v
plazmi oziroma v polni krvi (1). V rutin-
ski molekularni diagnostiki se najveckrat
uporabljajo veriZna reakcija s polimerazo
(angl. polymerase chain reaction, PCR) ozi-
roma njena razlic¢ica, PCR v realnem ¢asu.
Molekularne metode kot potrditveni test
torej uporabljamo predvsem pri osebah s
trenutno neopredeljivimi rezultati potr-
ditvenih seroloSkih testov, za odkrivanje
in dokaz okuZbe pred serokonverzijo in v
njenih zgodnjih fazah ter v terminalnem
obdobju aidsa, za zanesljiv dokaz okuz-
be pri bolnikih z nerazvitim ali okvarje-
nim imunskim sistemom, za razlikova-
nje okuzbe s HIV od pasivnega prenosa
protiteles anti-HIV pri novorojenckih an-
ti-HIV-pozitivnih mater in za presejal-
no molekularno testiranje krvodajalcev
in darovalcev krvi, organov in tkiv pred
presaditvijo. Pri uporabi molekularnih
metod v zgoraj navedene namene je po-
trebna dodatna pozornost, ¢e test pokaze
koncentracijo HIV RNA manjSo od 5.000
kopij HIV RNA/ml plazme. Tak rezultat
je potrebno zaradi mozZnosti laZno pozi-
tivnih rezultatov obvezno potrditi iz vsaj
dveh neodvisno odvzetih vzorcev. Mole-
kularne metode se, poleg testiranja na
anti-HIV in antigen p24, v nekaterih raz-
vitih drZavah, vkljuéno s Slovenijo, upo-
rabljajo tudi pri presejalnem testiranju
darovane krvi (1).

VIROLOSKO SPREMLJANJE
BOLNIKOV

Kvantitativno merjenje koncentracije HIV-
1 RNA v plazmi oziroma merjenje viru-
snega bremena je danes nepogresljiv stan-
dard za spremljanje poteka okuZbe s HIV
ter spremljanje protivirusnega zdravlje-
nja. Obcutljivost modernih molekularnih
metod, ki jih v klini¢ni praksi uporablja-
mo za merjenje virusnega bremena, zna$a
od 15 do 30 kopij HIV-1 RNA/ml plazme.
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Virusno breme v plazmi je najboljsi dol-
gorocni kazalec klini¢nega izida pri bol-
niku, Stevilo limfocitov CD4+ pa najboljsi
kratkoroc¢ni kazalec razvoja oportunistic-
nih bolezni. Oba laboratorijska parame-
tra merimo po postavitvi diagnoze v tri-
do Sestmesecnih razmikih in po potrebi
Se pogosteje, predvsem na zacetku proti-
retrovirusnega zdravljenja. Koncentracija
HIV-1 RNA je tudi najpomembnejsi napo-
vedni dejavnik za tveganje prenosa okuzbe
s HIV-pozitivne matere na otroka.

LABORATORIJSKE METODE,

KI POMAGA]O PRI IZBIRI

NAJBOL) USTREZNIH ZDRAVIL

Tako kot pri vseh protimikrobnih zdravi-
lih je tudi pri zdravljenju okuZbe s HIV
kmalu po zacetku klini¢ne uporabe vsa-
kega novega protiretrovirusnega zdravi-
la pri8lo do pojava odpornih sevov virusa
HIV proti posameznemu zdravilu. Za do-
lo¢anje pravilne kombinacije zdravil so v
zadnjih nekaj letih v uporabi testi za ugo-
tavljanje obcutljivosti oziroma odpornosti
HIV-1 proti protiretrovirusnim zdravilom.
Trenutno sta v uporabi dve vrsti takSnih
testov: fenotipski in genotipski testi. Fe-
notipski testi nudijo informacijo o pri-
blizni koncentraciji protiretrovirusnega
zdravila, potrebnega za zaviranje pomno-
Zevanja virusa iz seruma/plazme bolnika
v primerjavi s koncentracijo protiretrovi-
rusnega zdravila, ki zavira pomnoZevanje
divjega tipa virusa. Rezultat se izraZa kot
koncentracija protiretrovirusnega zdra-
vila, ki zavre pomnoZevanje 50 ali 90 %
populacije virusa (IC50 ali IC90). Veci-
na fenotipskih testov je avtomatiziranih,
vendar jih izvajajo samo v nekaterih vr-
hunskih, vec¢inoma velikih komercialnih
laboratorijih. Fenotipski testi zahteva-
jo osamitev virusne RNA, pomnoZevanje
gena pol s PCR, vstavitev pomnoZenega
gena v vektorje in merjenje obcutljivosti
oziroma odpornosti rekombinantnih vi-
rusov HIV (ki vsebujejo pomnoZeni del

genoma HIV iz bolnika) na protiretrovi-
rusna zdravila s pomo¢jo luciferaznih re-
porterskih genov v celi¢nih kulturah. Fe-
notipske metode so dolgotrajne in drage,
zato so v rutinski diagnostiki v uporabi
predvsem genotipski testi. Ti testi zahte-
vajo osamitev virusne RNA iz plazme, po-
mnoZevanje gena za proteazo in reverzno
transkriptazo (pribliZno 1.300 baznih pa-
rov) s PCR in dolo¢anje nukleotidnega za-
poredja pomnoZenega dela virusnega de-
dnega materiala. Dobljena nukleotidna
zaporedja se nato primerjajo z obstojeci-
mi podatki v velikih bankah podatkov na
medmreZju, v katerih najdemo podatke o
vseh mutacijah, povezanih z odpornostjo
na protiretrovirusna zdravila. V koné¢nem
izvidu klinik dobi jasne informacije o ob-
cutljivosti izolata HIV njegovega bolnika
na razpoloZljiva protiretrovirusna zdravi-
la. Od leta 2009 se poleg doloc¢anja nukle-
otidnega zaporedja gena za proteazo in
reverzno transkriptazo doloc¢a tudi zapo-
redje gena za integrazo (priblizno 1.100
baznih parov), in sicer za ugotavljanje
mutacij, povezanih z odpornostjo proti za-
viralcem virusne integraze.

Pred zacetkom zdravljenja z antago-
nistom koreceptorja CCR5 (maravirok) je
potrebno s pomocjo fenotipskih ali ge-
notipskih metod dolociti tropizem viru-
sa HIV-1 oziroma ugotoviti, ali je bol-
nik okuZen z R5-tropnimi ali X4-tropnimi
sevi HIV. Pred zacetkom zdravljenja z aba-
kavirjem je potrebno ugotoviti, ali ima
bolnik antigen PHA*5701, ki je povezan s
preobcutljivostjo na to zdravilo (1).

NOVOSTI NA PODROC)U
DIAGNOSTIKE OKUZBE S HIV

IN VIROLOSKEGA SPREMLJANJA
HIV BOLNIKOV V LETU 2014
AmeriSki center za preprecevanje in ob-
vladovanje bolezni (angl. Centers for Dise-
ase Control and Prevention, CDC) je junija
2014 objavil nove ameriSke smernice za
diagnostiko okuZbe s HIV pri odraslih
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osebah in otrocih starej$ih od 2 let, v ka-

tere je vkljucil naslednja opaZanja (8):

+ Rezultati potrditvenih testov, kot sta
Western blot in imunoblot, so pogosto
laZno negativni ali nejasni, Se posebno
pri bolnikih z nedavno okuZbo. Ravno
pri osebah z akutno okuZbo pa je tvega-
nje za prenos virusa na druge najvecje,
kar zahteva izboljSano in spremenjeno
diagnostiko zgodnje okuZbe s HIV.

- IzboljSana diagnostika zgodnje okuZz-
be s HIV je potrebna tudi zaradi novih
smernic za zdravljenje okuZbe s HIV, ki
priporocajo takojSen pricetek zdravlje-
nja za vse okuZene osebe, vklju¢no z
akutnimi okuZbami.

+ Test Western blot ve¢ino HIV-2 okuZb
napacno opredeli kot HIV-1, zato je po-
treben ustreznejsi test za potrjevanje
okuZbe s HIV in razloevanje med HIV-
1 in HIV-2.

V priporocilih ostaja nacin in postopek
izvajanja presejalnega testiranja na HIV
nespremenjen (test Cetrte generacije, ki
vklju€uje dokazovanje protiteles HIV-1 in
HIV-2 ter antigena p24 HIV-1), nasprotno
pa je popolnoma spremenjen postopek
potrditvenega testiranja. Vzorci, ki so na
presejalnem testiranju reaktivni, se nato
ne testirajo vec s testi Western blot in/ali
imunoblot, ampak s posebnim, hitrim se-
roloSkim testom, ki omogoca potrditveno
dokazovanje in zanesljivo lo¢evanje okuz-
be s HIV-1 in HIV-2 v manj kot 15 minu-
tah. V primeru pozitivnega rezultata hi-
trega potrditvenega testa se izda izvid kot
HIV-1 pozitiven, HIV-2 pozitiven ali HIV
pozitiven, kadar so so¢asno prisotna pro-
titelesa proti HIV-1 in HIV-2. V primeru,
ko je rezultat hitrega potrditvenega testa
negativen ali nejasen, se za razjasnitev
avtomati¢no uporabi dokazovanje HIV-
1 RNA. Po novih ameri8kih smernicah
tako testa Western blot in imunoblot po
30 letih nista vec del rutinske diagnosti-
ke okuZbe s HIV. S spremenjenim algorit-

mom je bistveno izboljSana laboratorijska

diagnostika akutne okuZbe s HIV-1 ter po-

trjevanje okuZbe s HIV-2, ob tem pa ostaja

diagnostika okuZbe s HIV-1, starejSe od 6

mesecev, enako uspeSna. Novi algoritem

testiranja daje bistveno manj nejasnih re-
zultatov in v veliki vecini primerov omo-
goca rezultate v bistveno krajSem casu.

V priporo¢ilih je v algoritem testira-
nja vkljucen le test HIV-1 RNA, ne pa tudi
test HIV-2 RNA, in sicer:

+ ker je akutna okuZba s HIV-2 izjemno
redka,

« ker zanesljivost testa HIV-2 RNA v
akutnem obdobju HIV-2 okuZbe ni zna-
na,

« ker HIV-2 RNA v krvi ne moremo do-
kazati pri vsaj polovici s HIV-2 okuZe-
nih oseb in

« Kker na trZiS¢u Se ni testa HIV-2 RNA,
ki bi ga odobrila AmeriSka agencija za
hrano in zdravila (angl. Food and Drug
Administration, FDA).

Omenjeni algoritem testiranja ni name-
njen testiranju vzorcev sline, urina ali po-
suSenih kapljic polne krvi (angl. dried blo-
od spot testing, DBS), poleg tega Se ni bil
preizkuSen na osebah, ki so jemala proti-
retrovirusna zdravila kot pred- ali po-iz-
postavitveno profilakso in ni bil preizku-
Sen pri osebah, zdravljenih vec¢ kot deset
let, pri katerih nekatera anti-HIV protite-
lesa postanejo po daljSem obdobju viru-
sne supresije nezaznavna.

Ker je v algoritem vklju€eno tudi mo-
rebitno avtomatsko testiranje na HIV-
1 RNA, je za testiranje na okuZbo s HIV
potreben bistveno vecji volumen vzorca
plazme oziroma seruma, in sicer je pripo-
rocen volumen polne krvi, ki se ga poslje
v laboratorij, vsaj 5 ml (8). Ker posebni hi-
tri seroloski test, ki omogoca potrditveno
dokazovanje in loCevanje okuzbe s HIV-
1 in HIV-2 v manj kot 15 minutah, ni na
razpolago zunaj ZDA, so nedavno uspe$no
preizkusili tudi relativno hiter in avtoma-
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tiziran potrditveni test Bio-Rad Geenius
HIV 1/2 assay, ki bi ga lahko v te namene
uporabljali v Evropi (9, 10).

Spremembe se v letu 2014 obetajo
tudi na podrocju viroloSkega spremlja-
nja zdravljenja s HIV okuZenih bolnikov,
ki temelji na rednem merjenju virusne-
ga bremena v krvi s pomocjo kvantitativ-
nega PCR v realnem c¢asu v 3- do 6-me-
secnih intervalih. Velika vecina bolnikov,
pri katerih je zdravljenje uspe$no, ima po
enem letu zdravljenja virusno breme pod
mejo zaznave kvantitativnega testa HIV-
1 RNA. Ker v tak8nih primerih uporaba
kvantitativnega testa HIV-1 RNA ni ve¢
nujno potrebna (pri¢akovani rezultat je v
95 % primerov pod mejo zaznave oziroma
negativen), so se v zadnjih letih na trzis¢u
pojavili tudi cenovno bistveno ugodnej-
§i kvalitativni testi za dokazovanje HIV-1
RNA, ki podajajo rezultat le kot pozitiven
oziroma negativen. Kvalitativni testi HIV-

1 so bili prvotno sicer razviti za presejal-
no molekularno testiranje krvodajalcev in
darovalcev organov in tkiv pred presadi-
tvijo ter za razlikovanje okuZbe s HIV od
pasivnega prenosa protiteles anti-HIV pri
novorojenckih anti-HIV-pozitivnih ma-
ter. Se pa v zadnjem ¢asu poraja ideja o
rednem spremljanju bolnikov na protire-
trovirusnem zdravljenju s kvalitativnimi
testi HIV-1, in sicer tistih, ki so imeli viru-
sno breme dvakrat zapored pod mejo za-
znave kvantitativnega testa HIV-1 RNA. V
primeru pozitivnega rezultata kvalitativ-
nega HIV-1 testa bi se nato pri teh posa-
meznikih naredil kvantitativni test HIV-1
RNA. Druga moZnost bistvenega zmanj-
Sevanja stroSkov je testiranje zdruZenih
vzorcev (angl. minipools) s kvalitativnim
ali kvantitativnim testom HIV-1 pri bolni-
kih, pri katerih z veliko verjetnostjo prica-
kujemo virusno breme pod mejo zaznave
molekularnih testov (11).
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IZHODISCA. Namen raziskave je bil z uporabo molekularnih in filogenetskih metod
raziskati znacilnosti epidemije HIV/aidsa v Sloveniji s poudarkom na podtipu B. ME-
TODE. V raziskavo smo vkljucili 367 delnih nukleotidnih zaporedij gena pol HIV-1,
kar predstavlja kar 57 % vseh oseb z dokazano okuZbo s HIV-1 v Sloveniji do konca
leta 2013. V nadaljnjo filodinamsko analizo podtipa B smo vklju¢ili 223 zaporedij. RE-
ZULTATI. Podtip B je najpogosteje prisoten podtip HIV-1 v Sloveniji. Dolo¢ili smo ga
pri 313 od 367 (85,3 %) bolnikov. Med ne-B podtipi sta bila najpogosteje odkrita pod-
tip A (6,5 %) in CRFO2_AG (2,5 %). S podrobno analizo podtipa B smo odkrili osem lo-
Cenih filogenetskih skupin bolnikov (n = 10 oseb), eno filogenetsko povezano skupino
Stirih oseb, dve trojki in dodatnih 12 filogenetskih parov. Le pri 19,3 % oseb nismo na-
§li filogenetske povezave z vsaj eno okuZeno osebo iz Slovenije. Z analizo po Bayesu (z
upoStevanjem molekularne ure) smo dokazali ve¢ vnosov HIV v Slovenijo ter ugotovi-
li, da ima najstarejSa velika skupina HIV-1 slovenskih izolatov skupnega prednika v letu
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1986. Ugotovili smo 10-krat hitrejSo mutacijsko stopnjo slovenskih zaporedij, kot je za
gen pol opisano v literaturi. ZAKLJUCKI. Vegina slovenskih HIV bolnikov je razporejena
v filogenetske skupine, kar nakazuje na zaprt krog posameznikov, med katerimi priha-
ja do okuZb. Ugotovljena hitrejSa mutacijska stopnja slovenskih nukleotidnih zaporedij
virusa HIV nakazuje pocasno epidemijo, kjer so gonilo epidemije predvsem posamezni-
ki z dolgotrajno HIV okuZbo.

ABSTRACT
KEY WORDS: HIV-1, molecular epidemiology, phylogeny, phylodynamics, substitution rate

BACKGROUND. The aim of the present study was to describe the characteristics of
HIV epidemic in Slovenia and further explore the evolutionary history of the subtype
B epidemic. METHODS. A total of 367 partial HIV-1 pol sequences from Slovenian pati-
ents were included, representing 57 % of all patients diagnosed in Slovenia by the end
of 2013. We further studied 223 sequences in the analysis of subtype B phylodynami-
cs. RESULTS. Subtype B was the most prevalent subtype, determined in 313 out of 367
(85.3 %) patients. Subtype A and CRF02_AG were most common non-B subtypes, de-
tected in 6.5 % and 2.5 % of patients. Analysis of HIV-1 subtype B transmission chains
revealed 8 major clusters (n = 10 patients), 1 group of 4 patients, 2 trios and 12 tran-
smission pairs, thus leaving only 43 (19.3 %) of Slovenian patients without a local epi-
demiological link. Bayesian analysis (incorporating molecular clock) estimated several
introductions of HIV-1 into Slovenia, with most recent common ancestor of the earli-
est Slovenian cluster dated to the year 1986. We observed a 10-times faster evolutio-
nary rate of Slovenian sequences compared to rate previously described for pol region.
CONCLUSIONS. The majority of Slovenian patients had a local transmission link, indi-
cating a closed HIV community. The observed faster evolutionary rate and thus slower
epidemic rate suggests that individuals with a long-lasting infection are the driving
force of the epidemic.

uvoD

V Sloveniji je bil prvi primer aidsa ura-
dno zabeleZen junija leta 1986. Do konca
leta 2013 je bilo skupno prepoznanih Ze
639 okuZzb s HIV, kar Se vedno predstavlja
razmeroma majhno breme okuzbe s HIV, z
manj kot 1 okuZeno osebo na 1000 prebi-
valcev (1, 2). Najbolj ogroZena skupina za
okuZbo so moski, ki imajo spolne odnose
z mo8kimi (MSM). Ve¢ kot 80 % okuZenih
oseb je tako moSkega spola. Najpogoste-
je prisoten podtip virusa HIV-1 je podtip
B, ki je bil odkrit pri 84 % in 89 % bolni-
kov, diagnosticiranih med leti 1996-2005
in 2005-2010 (3, 4).

Namen raziskave je bil z uporabo mo-
lekularnih in filogenetskih analiz raziska-
ti znacilnosti epidemije virusa HIV v Slo-
veniji do konca leta 2013 ter podrobneje
opisati epidemijo podtipa B HIV-1 v Slo-
veniji, vklju¢no z dolocitvijo leta vstopa
virusa v drZavo.

MATERIALI IN METODE

V analizo smo vkljucili delna nukleoti-
dna zaporedja gena pol in podatke, pred-
hodno pridobljene z anonimnimi vpra-
Salniki v sklopu treh raziskav primarne
odpornosti proti protiretrovirusnim zdra-
vilom med nezdravljenimi HIV-1 pozitiv-
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nimi osebami z okuZbo, odkrito med leti
2000-2004, 2005-2010 in 2011-2012
(4-6). Poleg teh smo v analizo vkljuci-
li tudi zaporedja, pridobljena v rutinski
diagnostiki genotipskega dolofanja od-
pornosti virusa HIV proti protiretroviru-
snim zdravilom pri bolnikih, pri katerih
zdravljenje ni bilo uspe$no ter Se neobja-
vljene podatke raziskave primarne od-
pornosti iz leta 2013. Tako smo v razi-
skavo vkljucili skupno 367 bolnikov, kar
predstavlja kar 57 % vseh oseb z dokaza-
no okuZzbo z virusom HIV v Sloveniji do
konca leta 2013.

Podtip HIV smo dolo¢ili z uporabo
orodja REGA HIV-1 subtyping tool, versi-
on 3.0 (7). V primeru, da z uporabljenim
orodjem nismo uspeli dolo¢€iti pripada-
jo¢ega podtipa, smo izvedli filogenetsko
analizo s pomocjo orodja PhyML, v katero
smo vkljucili tudi zaporedja referen¢nih
genomov podtipov virusa HIV-1 in njego-
vih rekombinantnih oblik, ter na podlagi
dobljenih filogenetskih dreves posku3ali
opredeliti podtip (8).

Lastnosti bolnikov, okuZenih s podti-
pom B, smo nato primerjali z bolniki, oku-
Zenimi s podtipi ne-B. V primerjavo smo
vkljuéili le bolnike, za katere smo imeli na
voljo epidemioloSke podatke, skupno 270
bolnikov.

Ker vecino okuzb s HIV v Sloveni-
ji povzroca podtip B, smo v podrobnej-
So analizo epidemije in njene dinamike
vkljuéili le zaporedja tega podtipa, skupno
223 nukleotidnih zaporedij, pridobljenih
iz vzorcev, odvzetih nezdravljenim ose-
bam, ki so bile diagnosticirane z okuzbo s
HIV med leti 2000-2012. Izvedli smo po-
drobnejSo filodinamsko analizo z uporabo
paketa BEAST, ki poleg filogenetske ana-
lize omogoca tudi okvirno dolocitev leta
zacetka lokalne epidemije (9).

Statisti¢no analizo smo izvedli z upo-
rabo paketa Epi Info™ version 3.5.3, kjer
smo upostevali vrednosti P < 0,05 kot sta-
tisti¢no znacilne (10).

REZULTATI IN RAZPRAVA

Podtipi HIV-1 v Sloveniji

Podtip B je najpogosteje prisoten podtip
v Sloveniji. Dolo¢ili smo ga pri 313 od
367 (85,3 %) bolnikov. Med podtipi ne-B
sta bila najpogosteje odkrita podtip A in
CRFO02_AG; dolo¢ili smo ju pri 24 od 367
(6,5 %) in 9 od 367 (2,5 %) bolnikov. Osta-
le podtipe smo odkrili pri skupno manj
kot 5 % bolnikov (tabela 1). Petim izo-
latom podtipa nismo uspeli dolociti, kar
nakazuje na prisotnost novih Se neopisa-
nih rekombinantnih oblik HIV v Sloveni-
ji. Ugotovili smo, da je s podtipom ne-B
v Sloveniji okuZenih statisti¢no znacil-
no vec: oseb Zenskega spola (P < 0,0001),
tujcev (P < 0,0001), oseb, ki navajajo he-
teroseksualni kontakt s partnerjem kot
najverjetnejsi razlog HIV okuZbe (P =
0,0003) in oseb, ki porocajo okuZbo v tu-
jini (P = 0,0007). Posamezniki, okuZeni s
podtipom ne-B so diagnosticirani pozne-
je (P = 0,0090) in imajo znacilno niZje Ste-
vilo celic CD4 ob postavitvi diagnoze kot
osebe, okuZene s podtipom B (P = 0,0060),
kar nakazuje na manj pogosto testiranje
na okuzbo s HIV pri osebah okuZenih s
podtipom ne-B.

Tabela 1. Razporeditev podtipov HIV-1 med 367
bolniki odkritimi v Sloveniji v obdobju 2000-2013.
ND - podtip ni bil dolo¢en.

Podtipi virusa St. bolnikov Delez
HIV v Sloveniji bolnikov
B 313 85,3 %
A 24 6,5 %
CRF02_AG 9 2,5%
C 4 11%
G 4 11 %
CRFO1_AE 4 11%
D 3 0,8 %
F 1 03 %
ND 5 1,4 %
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Lastnosti epidemije HIV-1 podtipa
B v Sloveniji

V filogenetsko analizo smo vkljucili 223
zaporedij podtipa B in sorodna zapored-
ja pridobljena iz genske banke GenBank.
Analiza je pokazala osem locenih filoge-
netskih skupin bolnikov s po deset ali ve¢
osebami, eno skupino 3tirih oseb, dve troj-
ki in dodatnih 12 filogenetskih parov. Le
pri 43 izmed 223 (19,3 %) oseb nismo na-
§li filogenetske povezave z vsaj eno oku-
Zeno osebo iz Slovenije. To nakazuje, da
do okuZbe s podtipom B prihaja predvsem
v Sloveniji oziroma so slovenski bolniki
poglavitni vir prepoznanih okuZzb.

Po primerjavi lastnosti bolnikov, ki so
bili del velikih filogenetskih skupin (n =
10), s posamezniki zunaj teh skupin, smo
ugotovili, da je pri osebah v filogenetskih
skupinah znac¢ilno manjsi deleZ bolnikov
s postavljeno diagnozo pred letom 2005
(P = 0,0388), vec jih je navedlo Slovenijo
kot najverjetnejSo drZavo, kjer je prislo do
okuZbe (P < 0,0001) in manj oseb, pri ka-
terih smo odkrili mutacije povezane s pri-
marno odpornostjo virusa HIV proti pro-
tiretrovirusnim zdravilom (P = 0,0431).
Slednje potrjuje upravicenost trenutne
strategije testiranja na primarno odpor-
nost pri vseh novo odkritih HIV bolnikih,
pri katerih je predvidoma prislo do okuZz-
be v tujini.

Dobljeno filogenetsko drevo je prika-
zano na sliki 1, kjer so ugotovljene manj-
Se in vedje filogenetske skupine, prikaza-
ne v obarvanih poljih. Ugotovili smo, da
Sest od osmih velikih filogenetskih sku-
pin vkljucuje vsaj enega posameznika, ki
je navedel okuZbo v tujini, kar velja tudi
za vec kot polovico manj$ih skupin. Veci-
na oseb s filogenetsko povezavo se je oku-
Zila z istospolnimi stiki in pet od osmih
skupin vkljucuje le bolnike moSkega spo-
la, kljub temu da nekateri med njimi nava-
jajo heteroseksualni prenos. To nakazuje
na obstoj manjkajocih (Se neprepoznanih)
oseb Zenskega spola znotraj teh skupin ali

na to, da osebe niso Zelele razkriti dejan-
skega izvora okuZbe. Vecina oseb, ki je na-
vajala heteroseksualni nacin prenosa, se
nahaja znotraj manjSih skupin. Nasi re-
zultati nakazujejo, da dinamika prenosa
virusa HIV v vseh velikih slovenskih filo-
genetskih skupinah poteka lokalno, preko
istospolnih stikov.

Zaporedja, pridobljena iz genske ban-
ke, se vecinoma nahajajo parafiletsko na
slovenske skupine, kar nakazuje na moZen
geografski izvor omenjenih skupin. Naj-
bolj sorodna zaporedja slovenskim izvi-
rajo iz ZDA, Nemdcije, Belgije, Kanade in
Francije.

Analiza po Bayesu (z upoStevanjem
molekularne ure) je pokazala, da ima naj-
starejSa velika filogenetska skupina slo-
venskih zaporedij skupnega prednika v
letu 1986 (95 % HPD, angl. 95 % highest
posterior density, znaSa 1981,4-1990,5).
Leto 1986 tako najverjetneje predstavlja
letnico predvidenega zacetka lokalnega
Sirjenja okuZbe s HIV v Sloveniji in za-
nimivo, prav v tem letu je bil v Sloveni-
ji prepoznan tudi prvi okuZeni bolnik. Po
tem obdobju je priSlo Se do vec nadaljnjih,
loc¢enih vnosov HIV v drZavo.

V nasi raziskavi smo ugotovili 10-krat
hitrejSo mutacijsko stopnjo pri slovenskih
nukleotidnih zaporedjih v primerjavi z v
literaturi opisanimi zaporedji gena pol,
kar lahko nakazuje na pocasnejSo epide-
mijo virusa HIV v Sloveniji (11). Opisano
je bilo namre¢, da se evolucijska stopnja
virusa HIV upocasni, kadar pride do po-
membnega porasta Stevila okuZenih ozi-
roma epidemije. Tako v primeru hitro po-
tekajocCe epidemije, ko prihaja do prenosa
virusa predvsem od oseb v zgodnji fazi
okuZbe, ko Se ni vecjega pritiska s strani
imunskega sistema in se s tem vr$i manj-
§i selekcijski pritisk na virus, ta pridobi
relativno malo mutacij in se kot tak pre-
nese na drugega posameznika (12). Torej,
hitrejSa mutacijska stopnja slovenskih se-
vov HIV-1 nakazuje na relativho majhno
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Slika 1. Filogenetsko drevo slovenskih izolatov podtipa B HIV-1 (temno sivo obarvane veje) in pripadajo-
tih kontrolnih zaporedij iz genske banke (svetlo sivo obarvane veje). Velike filogenetske skupine (n > 10)
slovenskih zaporedij so v svetlo sivo obarvanih in manjse skupine v temno sivo obarvanih poljih. Krogi so
v 5-letnih intervalih, kjer zunanji krog predstavlja leto vzoréenja najnovejsega izolata (2012, 97). Z zvezdo
je oznacen predviden obstoj skupnega prednika najstarejse velike slovenske filogenetske skupine in s
tem ocenjen pricetek lokalnega 3irjenja virusa HIV-1v Sloveniji (leto 1986).

Stevilo prenosov in pocasi rastoco epide-
mijo ter na to, da so gonilo slovenske epi-
demije predvsem posamezniki v kasnej$i
fazi okuZbe.

ZAKLJUCKI

NaSa raziskava, ki je vklju€evala vec kot
polovico vseh HIV okuZenih oseb v Slove-
niji, je pokazala, da epidemija HIV poteka
zlasti na racun podtipa B in da do okuZb
s podtipi ne-B prihaja predvsem v tuji-
ni oziroma med tujci. Podrobnej$a filo-

dinamska analiza nukleotidnih zaporedij
podtipa B je pokazala ve¢ vnosov podtipa
B v drZavo od poznih 80-ih let dalje. Za ve-
¢ino bolnikov smo nasli filogenetsko po-
vezavo, kar nakazuje na zaprt krog posa-
meznikov, med katerimi prihaja do okuZb.
Ugotovljena hitrejSa mutacijska stopnja
slovenskih nukleotidnih zaporedij HIV
nakazuje na pocasi potekajoco epidemijo
in na to, da so gonilo epidemije posame-
zniki, ki so okuZeni s HIV Ze dalj ¢asa, a se
tega ne zavedajo.
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Tomaz Vovko', Janez Tomazi¢?

Zdravljenje okuzbe s humanim virusom
imunske pomanjkljivosti v letu 2014
Treatment of Human Immunodeficiency Virus Infection in 2014

1ZVLECEK

KLUCNE BESEDE: Humani virus imunske pomanijkljivosti, protiretrovirusna terapija, priporotila

Protiretrovirusno zdravljenje zmanj$a obolevnost oseb, okuZenih s humanim virusom
imunske pomanjkljivosti, omogoca daljSe in kvalitetnejSe Zivljenje in zmanj$a kuZnost
bolezni. Protiretrovirusno zdravljenje (PRZ) uvedemo v primeru simptomatske okuZbe,
pri asimptomatskih bolnikih pa, ko imajo koncentracijo celic CD4 pod 350 celic/mm?
in pri doloc¢enih ko-infekcijah ter ko-morbidnostih. Dandanas$nje najprimernejSe zace-
tno zdravljenje je kombinacija treh zdravil: dveh nukleozidnih zaviralcev reverzne tran-
skriptaze, tretje zdravilo pa je ne-nukleozidni zaviralec reverzne transkriptaze ali z rito-
navirom ojacani zaviralec proteaze ali zaviralec integraze. PRZ prilagajamo v primeru
(dejanskega ali morebitnega) neZelenega uc¢inkovanja zdravil (toksi¢nosti), ne prenasa-
nja zdravil (slaba toleranca) ali zaradi odpovedi zdravljenja (rezistenca).

ABSTRACT

KEY WORDS: human immunodeficiency virus, antiretroviral therapy, recommendations

Primary goals of antiretroviral therapy are to reduce human immunodeficiency virus-
-associated morbidity, to prolong the duration and quality of survival and to prevent
HIV transmission. Antiretroviral therapy (ART) is recommended for all symptomatic
patients, for asymptomatic patients with low CD4 count (>350 cells/mm?®) and for pati-
ents with certain co-infections and co-morbidities. The optimal first line regimen for an
antiretroviral therapy treatment-naive patient consists of two nucleoside reverse tran-
scriptase inhibitors in combination with a third drug from one of three drug classes: a
non-nucleoside reverse transcriptase inhibitor, a ritonavir boosted protease inhibitor or
an integrase strand transfer inhibitor. A modification of ART is usually done because of
the toxicities (experienced or expected), tolerance issues or because of viral failure due
to the development of HIV resistant virus.

'Tomaz Vovko, dr. med, Klinika za Infekcijske bolezni in vroginska stanja, Univerzitetni klini¢ni center Ljubljana,
Japljeva ulica 2, 1525 Ljubljana; tomaz.vovko@kclj.si

2 Izr. prof. dr. Janez Tomazi¢, dr. med., Klinika za Infekcijske bolezni in vroginska stanja, Univerzitetni kliniéni center
Ljubljana, Japljeva ulica 2, 1525 Ljubljana
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Okuzba s humanim virusom imunske po-
manjkljivosti (angl. human immunodefici-
ency virus, HIV), ki povzroca sindrom pri-
dobljene imunske pomanjkljivosti (angl.
acquired immunodeficiency syndrome, AIDS)
je bolezen, ki je s sedanjimi nacini zdrav-
ljenja, predvsem zaradi latentno okuZenih
dolgo Zive¢ih spominskih celic T poma-
galk, ne moremo pozdraviti. Z zdravlje-
njem bolezen, ki sama po sebi poteka z
veliko umrljivostjo in s Stevilnimi ogro-
Zajoc¢imi zapleti, spremenimo v obvladlji-
vo kroni¢no bolezen z zadovoljivo kakovo-
stjo Zivljenja (1).

Cilj protiretrovirusnega zdravljenja
(PRZ) je maksimalno in dolgotrajno za-
vreti virusno razmnoZevanje, kar spre-
mljamo z merjenjem koncentracije vi-
rusa v plazmi (kvantitativna HIV RNK,
virusno breme). Z obvladovanjem viremi-
je je bolnik vse manj kuZen, pride pa tudi
do obnove celi¢ne imunosti, kar ocenju-
jemo z merjenjem koncentracije celic T
pomagalk (celice CD4) (2). Na uspe3nost
zdravljenja vplivajo: izbira protiretrovi-
rusnih zdravil, manjSe izhodi$¢no viru-
sno breme in vecja izhodiS¢na koncen-
tracija celic CD4 (zgodnje zdravljenje),
bolnikovo sodelovanje (adherenca, tj. pre-
danost zdravljenju - redno, vsakodnevno
in doZivljenjsko uZivanje zdravil) in iz-
kuSeni in strokovno podkovani zdravnik,
ki bolnika zdravi. Zelo pomembno je, da
bolniku razloZimo pomen zdravljenja in
da reZim zdravljenja prilagodimo posa-
mezniku (dnevna obremenitev s Stevi-
lom tablet, Stevilo odmerkov, odmerjanje
zjutraj ali zvecer, neZeleni ucinki zdravil
itd) (1, 2).

UVEDBA ZDRAVLJENJA

Eno klju¢nih vpraSanj je, kdaj zaceti zdra-
vljenje pri osebah, ki so okuZene s HIV.
Odkar uporabljamo visoko ucinkovito
PRZ (od leta 1996 dalje) so se priporocila
zelo pogosto spreminjala. Zaradi razvoja

varnej$ih zdravil in boljSega razumevanja
naravnega poteka okuzbe s HIV se uvelja-
vlja vse bolj zgodnje zdravljenje.

Rezultati randomiziranih kontrolira-
nih raziskav so pri osebah, ki imajo kon-
centracijo celic CD4 manj kot 350 celic/
mm?, osebah s simptomatsko okuZbo in
osebah z aidsom pokazali, da uvedba PRZ
zmanjsa umrljivost in napredovanje bole-
zni (3). V Sloveniji priporo¢amo PRZ gle-
de na priporo€ila zdruZenja EACS (angl.
European Aids Clinical Society, oktober
2013) pri vseh teh skupinah bolnikov, po-
leg tega pa Se pri: nose¢nicah, okuzbah z
virusi hepatitisa B (HBV) ter virusi hepa-
titisa C (HCV) in nekaterih drugih zdra-
vstvenih stanjih (npr. povecano tveganje
za kardiovaskularne bolezni, doloc¢ene ra-
kave bolezni itd.) (4). Nacrtovane prekini-
tve zdravljenja pri koncentraciji celic CD4
nad 350 celic/mm? (in ponovni uvedbi
pod 250 celic/mm?®) v primerjavi z nepre-
kinjenim PRZ povecajo pojavljanje kardi-
ovaskularnih zapletov in za aids znacilnih
obolenj (5).

Nekateri strokovnjaki priporocajo
uvedbo PRZ pri vseh osebah, okuZenih s
HIV, ne glede na koncentracije celic CD4,
vendar za taksno priporocilo Se ni ustrez-
nih kontroliranih klini¢nih raziskav (2).
Imamo le podatke iz ve¢jih kohortnih ra-
ziskav (ART-CC, NA-ACCORD, CASCADE),
kjer so pri bolnikih, ki so jim uvedli PRZ
pri vec¢jih koncentracijah celic CD4 (<500
celic/mm?®), ugotavljali manj za aids zna-
¢ilnih obolenj, zmanj$anje umrljivosti pa
so beleZili le v eni izmed tovrstnih razi-
skav (NA-ACCORD) (6, 7). Obnova imun-
skega sistema je odvisna od izhodis¢-
ne koncentracije celic CD4; pri Stevilnih
bolnikih s koncentracijo celic CD4 pod
350/mm? se tudi po dolgotrajnem zdra-
vljenju z uc¢inkovitimi zdravili (HIV RNA
<40 kopij/mL plazme) koncentracija ce-
lic CD4 ne normalizira (>500 celic/mm?)
(8). V raziskavi HPTN 52 so (pomemb-
no) dokazali, da uvedba PRZ pri osebah s
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koncentracijo celic CD4 med 350 in 550
celic/mm?® ucinkovito zmanjSa (hetero-
seksualni) prenos okuzb, ni pa bilo raz-
lik v umrljivosti (9). Veliko si obetamo od
rezultatov obseZne mednarodne raziska-
ve START, v kateri preucujejo prednosti
in slabosti zgodnjega zdravljenja (pri bol-
nikih s koncentracijo celic CD4 med 350
in 500 celic/mm?® - rezultati bodo znani
leta 2010).

Na povecano umrljivost zaradi t. i. ko-
-morbidnosti, ki niso povezana s aidsom,
vpliva tudi dolgotrajno povecano viru-
sno breme (ne glede na koncentracijo ce-
lic CD4) (10).

PROTIRETROVIRUSNA ZDRAVILA
V zadnjih 30 letih so za zdravljenje okuZz-
be s HIV odobrili ve¢ kot 25 razli¢nih
ucinkovin in ve¢ kot 10 njihovih kombi-
nacij v eni tableti (2):

« nukleozidni zaviralci reverzne tran-
skriptaze (angl. nucleoside/nucleotide re-
verse transcriptase inhibitor, NRTT),

+ ne-nukleozidni zaviralci reverzne tran-
skriptaze (angl. non-nucleoside reverse
transcriptase inhibitor, NNRTI),

« zaviralci proteaze (angl. protease inhibi-
tor, PI),

« zaviralci integraze (angl. integrase
strand transfer inhibitor, INSTI),

- antagonisti vezave koreceptorja CCR5
in

+ zaviralci spoja virusne ovojnice s celi¢-
no membrano (angl. fusion inhibitors,
FI).

Dolocenih zdravil zaradi manjSe ucinko-
vitosti, pogostih ali nevarnih neZelenih
ucinkov, neprijaznosti do bolnikov - slaba
toleranca, velika koli¢ina tablet itd. - ne
uporabljamo ve¢ (npr. NRTI: didanozin,
stavudin, NNRTI: delaverdin, nevirapin,
PI: indinavir, sakvinavir, ritonavir, tipra-
navir, razreda FI) (2). Zaviralce proteaze
in eno zdravilo iz skupine zaviralcev inte-
graze uporabljamo samo v kombinaciji z

majhnim odmerkom ritonavira, ki poveca
koncentracijo prvega zdravila (tj. farma-
koloSko »okrepi delovanje«). Zaradi neZe-
lenih ucinkov ritonavira (Norvir®) razvi-
jajo tudi nove farmakoloSke ojacevalce,
med katerimi je do sedaj na voljo le kobi-
cistat (COBI) (11). Nekatera zdravila upo-
rabljamo predvsem za bolnike z odporni-
mi virusi (npr. NNRTI: etravirin) ali v pa
posebnih okolis¢inah (npr. NRTI: zidovu-
din za preprecevanje prenosa HIV z mate-
re na otroka). NovejSa zdravila so primer-
nejSa tudi zaradi enostavnosti prejemanja
(npr. enkrat dnevno, fiksna kombinaci-
ja ve€ ucinkovin v eni tableti) in zaradi
manjSega Stevila neZelenih u¢inkov (npr.
zdravila iz skupine INSTI) (2).

Na izbiro zdravljenja vplivajo specific-
ne znacilnosti bolnika (npr. hkratne okuz-
be s HCV in/ali HBV, depresija, tuberku-
loza; uZivanje metadona, heroina; huda
sréno-Zilna ogroZenost itd.), predvsem pa
izvidi testiranja odpornosti virusa pro-
ti razli¢cnim PRZ. Pred uporabo nekaterih
zdravil lahko moZnost pojava neZelenih
uc¢inkov napovemo s pomoc¢jo farmako-
genomike: npr. navzocnost alela HLA
B*5701 napoveduje pojav Zivljenje ogro-
ZajoCe preobcutljivostne reakcije na aba-
kavir (12).

Pri EACS priporo¢il do oktobra leta
2014 Se niso posodobili, so pa v letu 2014
objavili ameriSka priporoc¢ila Mednaro-
dnega protivirusnega zdruZenja ZDA (In-
ternational Antiviral Society USA) ter
ameriSkega Ministrstva za zdravje (De-
partment of Health and Human Services,
okr. DHHS) (2, 4, 13). Kombinacije zdravil
ocenjujejo na podlagi jakosti priporocila:
A - mocno priporocljivo, B - srednje pri-
porocljivo in C - pogojno priporocljivo ter
kvalitete dokazov: I - ena ali ve¢ rando-
miziranih kontroliranih raziskav, II - ena
ali ve¢ dobro naértovanih, ne-randomizi-
ranih ali opazovalnih kohortnih raziskav z
dolgoletnim sledenjem, III - mnenje stro-
kovnjakov.
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ZACETNI REZIMI ZDRAVLJENJA
PRI SE NEZDRAVLJENIH BOLNIKIH
V LETU 2014 (POVZETO PO
PRIPOROCILIH AMERISKEGA
MINISTRSTVA ZA ZDRAVJE)

Pri Se nezdravljenih, t. i. naivnih bolnikih

priporo¢ajo kombinacijo dveh NRTI: ali

kombinacije tenofovir disoproksil fumara-
ta (TDF) z emtricitabinom (FTC) (Truvada®)
ali kombinacije abakavira (ABC) z lamivu-
dinom (3TC) (Kivexa®) s tretjim zdravilom:

NNRTI, z ritonavirjem ojacan PI (okr. PI/r)

ali INSTT (AI) (2). Izbira zdravil je odvisna

od izhodi$¢ne koncentracije celic CD4, vi-

rusnega bremena, prisotnosti HLA B*5701,

ledvi¢ne funkcije ter pridruZenih bolezni

(ko-infekcije, ko-morbidnosti).

Priporocila za zdravljenje (ne glede na
izhodi$¢no koncentracijo celic CD4 ali vi-
rusnega bremena) — dva NRTI, ki jih kom-
biniramo z/s:

+ NNRTL efavirenz (EFV)/TDF/FTC* ali
EFV + TDF/FTC* (Al),

« PI/r: atazanavir + ritonavir (ATV+r) +
TDF/FTC* (AI), darunavir + ritonavir
(DRV+r) + TDF/FTC* (AD),

« INSTL: dolutegravir (DTG) +
ABC**/3TC* (AI) ali DTG + TDF/TFC*
(AL); elvitegravir (ELV)/COBI/TDF/
FTC* - za bolnike z o¢istkom kreatini-
na nad 70 mL/h (AI); raltegravir (RAL)
+ TDF/FTC* (AI).

Pri bolnikih z izhodi$¢nim virusnim bre-
menom manj kot 100.000 kopij/mL pa
kombiniramo dva NRTI z/s:

« NNRTI: EFV + ABC**/3TC* (Al), rilpi-
virin (RPV)/TDF/FTC* (za bolnike z iz-
hodis¢no vrednostjo koncentracije ce-
lic CD4 nad 200 celic/mm?) (AI),

« PI/r: ATV+r + ABC**/3TC* (Al).

Poleg teh priporocajo tudi alternativne
kombinacije, ki imajo nekatere pomanj-

Kkljivosti (npr. ve¢ neZelnih uc¢inkov) ali pa
je manj podatkov o njihovi u¢inkovitosti —
dva NRTI kombiniramo s/z:

« PI/r: DRV+r + ABC**/3TC* (BII), lopi-
navir/ritonavir* (LPV/r*) + ABC**/3TC*
(BI), LPV/r* + TDF/FTC* (BI),

. INSTI: RAL + ABC**/3TC* (BII).

MOREBITNE SPREMEMBE
ZDRAVLJENJA PRI SICER
UCINKOVITEM ZDRAVLJENJU

Za spremembo zdravljenja se odlo¢imo

najpogosteje zaradi naslednjih vzrokov (2,

14):

+ toksi¢nosti PRZ - neZeleni u¢inki zdra-
vil: nekateri so znacilni za posamezno
zdravilo (npr. indirektna hiperbilirubi-
nemija pri atazanavirju), nekateri so
znacilni za skupino zdravil (npr. meta-
bolni sidnrom pri PI, motnje spanja pri
NNRTI),

+ soucinkovanje zdravil: npr. pri uZiva-
nju zaviralcev protonske ¢rpalke se iz-
ogibamo uporabi atazanavira in rilpi-
virina, pri zdravljenju z efavirenzom
moramo povecati odmerek metadona,
velik vpliv ritonavira na zdravila, ki se
metabolizirjo preko citokroma P450
CYP3A4, itd.

+ nadrtovana nosecnost,

«+ zadCita pred dolgoro¢no toksi¢nostjo -
staranje in/ali dodatne bolezni in ko-
-infekcije (v€asih moramo izbrati u¢in-
kovine, ki so npr. manj aterogene; pri
zdravljenju hepatitisa C ne smemo
uporabiti dolo€enih PRZ; pri zdravlje-
nju tuberkuloze ne smemo uporabljati
PI skupaj z rifampicinom) ali

+ poenostavitev reZima zdravljenja -
zdravljenje s fiksno kombinacijo zdra-
vil (npr. tri u¢inkovine v eni tableti); v
dolo€enih primerih je moZno zdravlje-
nje s samo dvema ali samo enim aktiv-
nim zdravilom.

*fiksna kombinacija zdravil v eni tableti, ** za bolnike, ki so HLA B*5701 negativni
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ZDRAVLJENJE BOLNIKOV,

KI SO OKUZENI Z ODPORNIMI
VIRUSI (T. I. IZKUSENI BOLNIKI)

Ko odpove zacetni reZim zdravljenja, je
priporocljivo, da ga ¢im prej zamenjamo,
sicer pride do razra$c¢anja odpornih viru-
sov, pojavljanja novih mutacij in Sirjenja
odpornosti virusa na druga zdravila iste-
ga razreda (kriZna odpornost) in celo na
druge razrede zdravil (14). Nova zdravi-
la izberemo tako na podlagi testov od-
pornosti, ki jih opravimo ob odpovedi
terapije, kakor tudi glede na predhodne
rezultate oziroma (ne)uspehe zdravljenja.
V Sloveniji dolo¢amo odpornost s pomo-
¢jo genotipizacije, moZno pa je opraviti
tudi fenotipsko testiranje odpornosti. Za
optimalno (reSevalno) zdravljenje je po-
membno, da uvedemo vsaj dve (bolje tri)
ucinkoviti zdravili. V kolikor to ni mo-
Zno, je morda bolje, da z zamenjavo po-
¢akamo (14).

KLINICNA OBRAVNAVA BOLNIKOV,
OKUZENIH S HIV 0Z. Z AIDSOM

Po uvedbi PRZ je potrebno dolgoletno sle-
denje, preverjanje neZelenih ucinkov in
ucinkovitost zdravljenja s spremljanjem
virusnega bremena in Koncentracije celic
CD4. Poleg PRZ je pri nizkih koncentraci-
jah celic CD4 potrebna tudi protimikrob-
na kemoprofilaksa.

Za optimalno obravnavo bolnika je
v&asih potrebno tudi poznavanje soucin-
kovanja razli¢nih zdravil (najnovejSe in-
formacije so na voljo na spletnem naslovu
www.hiv-druginteractions.org) in mo-
Znost merjenja koncentracije protiretrovi-
rusnih ucinkovin. Morda najpomembnej-
Se je, da bolnika zdravi izkuSen in predan
zdravnik, ki stalno spremlja razvoj stroke.

ZAPLETI PRI DOLGOTRAJNEM
PROTIRETROVIRUSNEM
ZDRAVLJENJU

Z dalj§im preZivetjem bolnikov, ki so oku-
Zeni s HIV (na novo se vse pogosteje oku-
Zijo tudi starejsi ljudje), se pojavljajo bo-
lezni, ki so povezane s staranjem - t. i.
ko-morbidnosti: sréno-Zilne bolezni (npr.
miokardni infarkt), rakave bolezni (pove-
zane s HIV, npr. limfomi, ali nepovezane s
HIV, npr. analni karcinom, pljucni rak), bo-
lezni jeter, ledvic in kosti (zgodnja osteo-
poroza) in nevrokognitivne motnje. Vzrok
je sam virus, ki se kljub ucinkovitemu
zdravljenju Se vedno minimalno razmno-
Zuje in povzroca kroni¢no vnetje, neZeleni
ucinki PRZ (npr. metabolni sindrom, pri-
zadetost ledvic, kosti) in bolnikove razva-
de, ki so pri tovrstnih bolnikih pogostejse
(kajenje, alkohol, manj gibanja, nagnjenost
k motnjam v presnovi glukoze itd.) (2).

ZAKLJUCEK
Ucinkovito protiretrovirusno zdravljenje je
eden izmed najvecjih napredkov medicine
v zadnjih desetletjih; neizogibno smrtno
okuZbo je spremenilo v obvladljivo kronic¢-
no bolezen, ki omogoca kvalitetno Zivlje-
nje z le malo skraj$ano Zivljenjsko dobo. V
prihodnosti pricakujemo razvoj vse boljSih
in ucinkovitejsih zdravil, ki bodo Zivljenje
oseb, okuZenih s HIV, Se dodatno olaj3ale.
Na Zalost pa je po svetu in tudi v Slo-
veniji Se vedno preve¢ ljudi, ki se jim
okuZba ugotovi (pre)pozno; v napredova-
li fazi bolezni je zdravljenje manj ucinko-
vito, vecja je obolevnost in umrljivost. Za
uspeSno zdravljenje je zato klju¢no pred-
vsem zgodnje odkrivanje okuZbe ter ta-
koj$nja povezava okuZenih z zdravstve-
nim sistemom.
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Marko Pototnik', Sasa Simgic?
Sifilis - pregled diagnostike

Syphilis Diagnostics: An Overview

IZVLECEK
KLJUCNE BESEDE: sifilis, Treponema pallidum, diagnostika, laboratorijski testi

Sifilis je spolno prenosljiva okuZba, ki jo povzroca bakterija Treponema pallidum subsp.
pallidum, prenos je skoraj izklju¢no spolen ali z okuZene matere na plod. Bolezen poteka
v stadijih z zelo raznoliko klini¢no sliko in obdobji brez klini¢nih sprememb. V naspro-
tju z zdravljenjem sifilisa, ki je preprosto, poceni in u¢inkovito, diagnoza sifilisa Se ve-
dno ostaja izziv, kar posebej velja za latentni stadij bolezni, nose¢nice, novorojencke ali
za diagnozo zgodnje faze bolezni. Diagnostika sifilisa zdruZuje prisotnost klini¢nih zna-
kov ali zgodovine z neposrednim dokazom T. pallidum v klini¢nih vzorcih bolnika (pri-
marni, sekundarni in pozni sifilis) in/ali reaktivne netreponemske ali treponemske se-
roloSke teste.

ABSTRACT
KEY WORDS: syphilis, Treponema pallidum, diagnostics, laboratory tests

Syphilis is a sexually transmitted infection caused by Treponema pallidum subsp. palli-
dum, almost exclusively transmitted by sexual intercourse, or from mother to foetus in
utero. The course of the disease consists of intermittent stages with sequential symp-
tomatic and asymptomatic periods. In contrast with the treatment of syphilis, which is
cheap and effective, the diagnostics remains challenging, especially in the latent stage,
pregnancy or in the early stage of the disease. The diagnosis of syphilis should be based
on the presence of clinical signs, reactive laboratory tests (in serum and/or cerebrospi-
nal fluid, and eventual direct detection of T. pallidum) and medical history.

" Prim. doc. dr. Marko Poto¢nik, dr. med., dr. dent. med., Dermatoveneroloska klinika, Univerzitetni klini€ni center
Ljubljana, Zaloska cesta 2, 1000 Ljubljana
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fakulteta, Univerza v Ljubljani, Zaloka cesta 4, 1000 Ljubljana; sasa.simcic®@mf.uni-lj.si
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Sifilis povzro¢a Treponema pallidum sub-
sp. pallidum, gibljiva spiralna bakterija,
ki je obcutljiva za toploto in zunaj orga-
nizma Zivi le nekaj ur. Meri 10-15 pm v
dolZino, ima 12-18 enakih zavojev in se
deli na 30-35 ur. Treponemo najdemo v
velikem S$tevilu na erozivnih spremem-
bah koZe in sluznic ter v prizadetih be-
zgavkah. V krvi je ne najdemo, razen ob
izbruhu eksantema v fazi hematogene di-
seminacije. Gojitev ni moZna, barvanje je
teZavno, kar nam diagnostiko okuZbe ote-
Zuje. Pri T. pallidum lahko identificiramo
ve¢ kot 100 antigenov, kar je pomemb-
no za preiskave v krvi in likvorju. Bole-
zen klini¢no delimo na zgodnji (trajanje
do 1 leta) in pozni sifilis (trajanje vec kot
1 leto). Zgodnji sifilis delimo na primarni,
sekundarni in zgodnji latentni stadij, po-
zni pa na pozni latentni in terciarni sifi-
lis (gumozni, kardiovaskularni in nevro-
sifilis) (1, 2).

Sifilis je razSirjen po vsem svetu, Se
vedno so deljeni pogledi, ali so ga prinesli
Kolumbovi mornarji iz Amerike ali pa je
v Evropi obstajal Ze prej. Gotovo je, da se
je bolezen S§irila v ¢asu velikih vojn in go-
spodarskih kriz, kar velja Se dandanes. Ve-
lik porast zasledimo med 2. svetovno voj-
no in po nje;j.

Podatki za Slovenijo za obdobje pred
2. svetovno vojno, v letih vojne in takoj po
njej niso zanesljivi. Po letu 1950 je Stevi-
lo okuZb s sifilisom pri nas zacelo upadati,
v zaCetku Sestdesetih let ponovno nekoli-
ko naraScalo in se ni pomembno spremi-
njalo do druge polovice sedemdesetih let.
V letu 1994 je incidenca znatno porastla
in v naslednjih letih nihala. V letu 2013
je bilo prijavljenih 35 primerov zgodnje-
ga sifilisa (1,7/100.000 prebivalcev), kar
je 44 % manj kot v letu 2012. PoviSano
Stevilo prijavljenih primerov po letu 2004
je predvsem posledica povecanega Stevi-
la primerov med moSkimi. Breme zgo-
dnjega sifilisa je nesorazmerno veliko pri

moskih, ki imajo odnose z moSkimi. V za-
dnjih desetih letih je Stevilo prijavljenih
primerov zgodnjega sifilisa nihalo od naj-
niZjega, 13 v letu 2004, do najviSjega, 79
v letu 2011 (3).

Skoraj vse okuZbe nastanejo pri spol-
nih stikih. OkuZbe s predmeti so zaradi iz-
redne obcutljivosti treponeme na vplive
iz okolja zelo redke. Treponema se pri ko-
natalnem sifilisu transplacentarno prene-
se z nose¢nice na plod. Cimprej$nji dokaz
okuZbe pa je pomemben za uspesno zdra-
vljenje in odkritje izvora okuZbe in s tem
za prepre€evanje Sirjenja bolezni.

Zaradi Se vedno zelo ucinkovitega
zdravljenja s penicilinom je zgodnja di-
agnoza bolezni, ki zahteva poznavanje
kliniéne slike in pravilne uporabe dia-
gnosti¢nih preiskav, zelo pomembna. Di-
agnosticne preiskave na sifilis moramo
opraviti pri nosecnicah, krvodajalcih in
pri osebah z vi§jim tveganjem (osebah z
nedavno ugotovljeno spolno prenoslji-
vo okuZbo (SPO): okuZbo s HIV, hepatitis
B in C, osebah s tveganim spolnim vede-
njem, moskih, ki imajo odnose z mo3ki-
mi, osebah, ki se ukvarjajo s prostitucijo
itd.). Pri vseh bolnikih s sifilisom moramo
opraviti preiskave na ostale spolno preno-
sljive okuZbe.

DIAGNOZA SIFILISA

V nasprotju z zdravljenjem sifilisa, ki je
preprosto, poceni in u¢inkovito, diagnoza
sifilisa Se vedno ostaja izziv, kar posebej
velja za latentni stadij bolezni, nosecni-
ce, novorojencke, ali za diagnozo zgodnje
faze bolezni. Diagnostika sifilisa zdruZuje
prisotnost klini¢nih znakov in zgodovine
z neposrednim dokazom T. pallidum v kli-
ni¢nih vzorcih bolnika (primarni, sekun-
darni in pozni sifilis) in/ali reaktivne ne-
treponemske ali treponemske seroloSke
teste. Ce neposredne diagnosti¢ne meto-
de niso na voljo, se priporoc¢a seroloSko
testiranje, netreponemski in treponemski
test (5-7). Zavedati pa se moramo, da so
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vsi seroloski testi pred pojavom ¢ankar-
ja in vsaj teden dni po njegovem nastan-
ku negativni, kar bolezni ne izkljucuje. V
prispevku bo predstavljen pregled klini¢-
ne in laboratorijske diagnostike sifilisa in
nekatere posebnosti pri tolmacenju rezul-
tatov v luci letoSnjih Evropskih smernic
za obravnavo bolnika s sifilisom (5). Di-
agnostika nevrosifilisa je v tem zborniku
obravnavana v prispevku Mikrobioloska
diagnostika nevrosifilisa.

KLINICNA DIAGNOZA

Potek bolezni je odvisen predvsem od
imunskega odziva okuZenega organizma.
Na splosno velja, da traja inkubacija pri-
bliZno 3 tedne, lahko pa traja od 10 do 90
dni. Odvisna je od virulence povzrocitelja,
Stevila inokuliranih treponem in imunske-
ga odziva okuZenega organizma. UZivanje
antibiotikov lahko podalj$a inkubacijo.

Na mestu inokulacije nastane primar-
ni afekt, ki se zane kot drobna ¢vrsta pa-
pula. Ta na povrS$ini hitro erodira (ero-
zivna skleroza) in razpade v okroglo ali
ovalno nebole€o razjedo s trdimi robovi,
trdi ¢ankar (ulcus durum), ki ni bole¢. Do-
seZe velikost v razponu od le¢e do srednje
velikega kovanca, ima odsekane robove,
dno je gladko, ¢vrsto in se sveti.

Kadar je ¢ankar na mestu, kjer je tkivo
rahlo (prepucij ali labia maiora), ga obda
znacilen nebole¢ edem (oedema indura-
tivum), ki ga lahko povsem prekrije. Trdi
¢ankar najdemo najpogosteje na zunanjem
spolovilu, pri moSkem na penisu, pri Zen-
ski na sramu, pa tudi na materni¢nem vra-
tu. MoZne so tudi lokalizacije zunaj spo-
lovila, kot so ustnice, ustna votlina in
zadnjik, ki jih lahko prezremo. Nezdravljen
primarni afekt se v nekaj tednih zaceli. Ob
sekundarni okuZbi zapu$¢a brazgotino. Pri
vsaki razjedi anogenitalnega podrocja mo-
ramo izkljugiti sifilitiéno okuZbo.

Regionalne bezgavke otecejo 7-10 dni
po nastanku trdega cankarja (sclerade-
nitis regionalis). So trde in ne bolijo. Od

¢ankarja do bezgavk vodi na penisu zade-
beljena mezgovnica (lymphangitis dor-
salis). Osem do devet tednov po okuZbi
se povecajo vse bezgavke (generalizirani
skleradenitis), so gladke, elasti¢ne, med
seboj premakljive, niso zraS¢ene s koZo
ali podlago in ne bolijo. VEasih se poja-
vijo tudi splo3ni prodromalni znaki: rahlo
zvefana telesna temperatura, glavobol
in bolec¢ine v sklepih. Bolnik se na splo-
$no slabo pocuti. Priblizno 10 tednov po
okuZzbi se pojavi makulozen ali makulopa-
pulozen, nesrbe¢, enakomerno disemini-
ran, simetricen eksantem, ki po nekaj te-
dnih spontano izgine. Najprej ga vidimo
po koZi trupa, Siri se centrifugalno s trupa
na okoncine, v tretjem do Cetrtem mese-
cu po okuZzbi po istem vrstnem redu izgi-
ne. Papulozni in papuloskvamozni (psori-
azi podobni) eksantemi so redkej$i. Dokaj
znacilne so rdece ali rjavo rdece makule
in papule po dlaneh, exanthema palmare
et plantare.

Na sluznicah papulozne spremembe
na povrsini erodirajo in se zdruZujejo v
velike, vlaZne, zelo kuZne plo3¢e, condylo-
mata lata. Ob eksantemu so sploSno pove-
Cane bezgavke (scleradenitis universalis)
in enantem sluznice tonzil, nebnih lokov
in zadnjega dela mehkega neba z uvulo
(angina syphilitica). Eksantemi se lahko
v naslednjih mesecih ponovijo (recidiv-
ni eksantemi). PribliZzno 4-5 mesecev po
okuZbi se pojavi alopecia syphilitica. Lah-
ko je difuzna ali pogosteje kot nekaj mi-
limetrov velika mesta brez las, alopecia
areolaris (videti je kakor od moljev naZr-
to blago). Po koZi zgornjega dela trupa se
lahko pojavijo hipopigmentirane lise (leu-
koderma syphiliticum), ki po nekaj mese-
cih izginejo. Naravni imunski mehanizmi
(makrofagi, celi¢na imunost) priblizno po
enem letu nevtralizirajo ali unicijo veci-
no treponem, tako da na koZi in drugih or-
ganih ne opazimo bolezenskih sprememb.
Bolezen je preSla v latentni, syphilis la-
tens, ki je najpogostejsi pozni sifilis. Na-
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stane pri ve¢ kot polovici nezdravljenih
bolnikov, traja vse Zivljenje in ga lahko
ugotovimo samo s seroloskimi testi. O la-
tentnem sifilisu ne moremo govoriti, ka-
dar so spremembe na srcu, Ziv€evju ali
drugih organih.

Pri nezdravljenem poznem sifilisu se
na koZi lahko pojavijo destruktivne spre-
membe, tuberoserpiginozni sifilidi in
gume. Nastanejo med tretjim in petim le-
tom po okuZzbi, lahko tudi pozneje. Trajajo
lahko vec let, kadar razpadejo, lahko nasta-
nejo ulceracije. Guma je tumoroidna spre-
memba, navadno solitarna, globoko v koZi,
podkoZju ali kateremkoli organu, ne boli.
Mikroskopsko vidimo specificno granu-
lacijsko tkivo, ki vklju€uje epiteloidne ce-
lice, velikanke, limfocite in razpad tkiva.
Sifiliticne spremembe so prisotne tudi na
o%ilju in osrednjem Ziv&evju. Ze pri zgo-
dnjem sifilisu, v €asu izbruha eksante-
ma, se veckrat pojavijo znamenja blage-
ga sifiliticnega meningitisa, ki pa hitro
minejo. BlaZji ali huj$i nevrosifilis priza-
dene 5-10 % nezdravljenih bolnikov. Bo-
lezenska znamenja se pojavijo pribliZno
5-12 let po okuZbi. PogostejSi je menin-
govaskularni sifilis, ki pogosto traja dol-
ga leta brez izrazitih nevroloskih simp-
tomov. Med pozne oblike, ki se pokaZejo
vcasih Sele 15-25 let po okuZbi pristeva-
mo tabes dorsalis in progresivno paralizo.
Pri diagnostiki nevrosifilisa pa so poleg
seroloskih testov in nevroloSkega pregle-
da odlo¢ilni testi v likvorju. Nezdravljeni
pozni sifilis pogosto prizadene srce in oZi-
lje (mesaortitis syphilitica, anevrizma, ste-
noza koronarnih ustij) (1, 2).

Pri nose¢nicah se klini¢na slika sifi-
lisa ne razlikuje od sicerSnje. Treponeme
lahko od 12. tedna dalje preidejo v placen-
to, kar ima lahko za posledico splav, mr-
tvorojenega otroka (v 30-40 %) ali kon-
genitalni sifilis. Tveganje vertikalnega
prenosa okuZbe se zmanjSuje z oddalje-
nostjo okuzbe nosecnice (skoraj 100 % v
prvem letu in do 5 % po Stirih letih po

nezdravljeni okuZbi) (4). Kljub nizki inci-
denci zgodnjega sifilisa pri Zenskah v Slo-
veniji, vztrajamo pri presejalnem testira-
nju nosecnic.

Za odlocitev za pravilno uporabo dia-
gnosticni preiskav je nujno poznavanje kli-
ni¢ne slike posameznih obdobij bolezni in
pravilna ocena anamnesti¢nih podatkov.

LABORATORIJSKA DIAGNOZA
Neposredno dokazovanje

Zgodnji sifilis dokazujemo z neposredni-
mi metodami, kot je mikroskopija s te-
mnim poljem, neposredni imunofluore-
scencni test in molekularne metode za
odkrivanje T. pallidum-specifi¢nih zapore-
dij DNA, v vzorcih iz bolnikovih koZnih/
sluzni¢nih razjed ali tkiv (5-8).

Mikroskopijo s temnim poljem (MTP),
kot edino metodo za potrjevanje primar-
nega in sekundarnega sifilisa pri odraslih,
ali zgodnjega kongenitalnega sifilisa, ki
se izvaja pri preiskovancu (angl. Point-Of-
Care Testing, POCT), je zato priporoclji-
vo izvajati v specializiranem laboratoriju,
v okviru Kklinike, ki obravnava bolnike s
spolno prenosljivimi okuZbami. Obcutlji-
vost enkratnega mikroskopskega pregle-
da je majhna, zato mikroskopija temelji na
pregledih v treh zaporednih dnevih. Bol-
niki s primarnim ¢ankarjem, ki so mikro-
skopsko pozitivni, so lahko serolosko Se
negativni. Test je manj zanesljiv pri pre-
gledovanju preparatov rektalnih in ne-pe-
nisnih genitalnih razjed in zaradi priso-
tnosti komenzalnih treponem ni primeren
za pregledovanje razjed v ustih (6, 8). Ne-
posredni imunofluorescencni test se kljub
vedji obcutljivosti in specifi¢nosti, zlasti
¢e v konjugatu uporabimo monoklonska
protitelesa, zaradi slabSe dostopnosti do
ustreznih reagentov opusca (9).

StarejSa metoda izbora za odkrivanje
treponem Vv tkivnih biopsijah je bila sre-
britev po Warthin-Starry, vendar jo je za-
radi zahtevne izvedbe in nezanesljivih re-
zultatov nadomestilo imunohistokemijsko
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barvanje s poliklonskimi protitelesi. Imu-
nohistokemijsko barvanje doprinese k hi-
stopatoloski diagnozi sekundarnega in
terciarnega sifilisa, v redkih primerih se-
ronegativnih bolnikov za odkrivanje trepo-
nem v koZi in v razjedah sluznic in tkiv, ve-
¢inoma pri HIV-pozitivnih bolnikih (9, 10).

Sodobne neposredne metode temelji-
jo na pomnoZevanju specifi¢nih nukleoti-
dnih zaporedij treponemske DNA v razli¢-
nih vzorcih, kot so izcedki iz primarnih in
sekundarnih lezij, tkiva ali telesne tekoci-
ne, z veriZno reakcijo s polimerazo (angl.
Polymerase Chain Reaction, PCR). Zaenkrat
ni niti mednarodno priznanega protokola
niti komercialnega testa PCR. Vecina pro-
tokolov dokazuje DNA gene za povr§inske
lipoproteine, kot so bmp, tpp47 in tmpA,
ali genov, kot je polA, ki so vpleteni v pod-
vojevanje genoma. PCR je priporocena
metoda za lezije, kjer je verjetnost, da so
prisotne komenzalne treponeme. Diagno-
sti¢no je PCR uporaben v zgodnji fazi bo-
lezni, za izcedke iz razjed, ko so serolo3ki
testi Se negativni. Pomaga tudi v diagno-
stiki kongenitalnega sifilisa, nevrosifilisa
in terciarnega sifilisa, ker je v bolnikovih
vzorcih pri¢akovano malo treponem. Za-
radi prisotnosti inhibitorjev je PCR za kri
neobcutljiv in diagnosti¢no ni uporaben
niti v primarni ali sekundarni fazi bole-
zni, ko je v krvi najvec bakterij (5, 6, 11). Za
socasno diagnostiko pogostih ulceroznih
spolno prenosljivih okuZb, to je sifilis,
mehki ankar (Haemophilus ducreyi) in ge-
nitalni herpes (herpesvirusa herpesa sim-
pleksa tip 1 in tip 2), je na voljo test mul-
tipleks PCR v realnem casu (RT-PCR) za
brise genitalnih razjed. Tarcni gen v testu
RT-PCR za sifilis je gen za 47-kDa mem-
branski antigen T. pallidum (8, 12).

Na osnovi molekularno-epidemiolo-
Skih raziskav danes vemo, da je za razlicna
geografska podroc¢ja porazdelitev genet-
skih podrazli€ic sifilisa razli¢na. Analiza
genov z najvecjo mocjo razlikovanja ge-
netskih podrazlicic arp, trp in rpsA kaZe, da

je najbolj razSirjena podrazli¢ica 14d. Za-
nesljivih podatkov o povezavi genetskih
podrazli¢ic ali razli¢ic seva (razli¢ice gena
tp0548) z odpornostjo na makrolidne anti-
biotike in nevrosifilisom $e ni (13).

Seroloski testi za sifilis

Seroloski testi za sifilis (STS) omogocajo
verjetno diagnozo sifilisa. Z netreponem-
skimi flokulacijskimi testi (NTT), kot je
test VDRL (angl. Venereal Disease Research
Laboratory), test RPR (angl. Rapid Plasma
Reagin) ali test TRUST (angl. Toluidine Red
Unheated Serum Test), dokazujemo bolniko-
va heterofilna protitelesa IgG in IgM proti
zmesi antigenov, kardiolipinu, lecitinu in
holesterolu. NTT so pozitivni 10-15 dni po
nastanku ¢ankarja, tj. okoli Sest tednov po
okuZbi, kot posledica bolnikovega protite-
lesnega odziva proti ostankom iz poSkodo-
vanih bolnikovih celic in proti treponem-
skim membranskim lipidom. Ce sifilis ni
zdravljen, titer NTT doseZe vrhunec med
prvim in drugim letom po okuZbi. NTT so
vec¢inoma S§ibko pozitivni tudi v zelo po-
znem obdobju sifilisa, ker je pri terciarnem
sifilisu spontana seroreverzija izjemna
redkost. Titri NTT so povezani z aktivno-
stjo bolezni in uspeSnostjo zdravljenja.

S treponemskimi testi (TT), kot so
test TPHA (angl. T. pallidum Haemagglu-
tination test), test TPPA (angl. T. pallidum
Passive Particle Agglutination test), test
FTA-ABS (angl. Fluorescent Treponemal
Antibody Absorption test), test EIA (angl.
Treponemal Enzyme Immunoassay), test
CIA (angl. Chemiluminescence Immunoas-
say) ali test LIA (angl. Line Immuno Assay,
IgG Immunoblot test), dolocamo bolnikova
protitelesa, ve¢inoma IgG in IgM, proti
treponemskim nativnim ali rekombinan-
tnim antigenom, bakterijskega seva Ni-
chols T. pallidum subsp. pallidum. Obicaj-
no so TT pozitivni Ze po prvem do drugem
tednu od nastanka ¢ankarja, testi, s kate-
rimi dolofamo treponemska protitelesa
IgM, kot je test EIA/IgM, IgM-FTA-ABS
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ali test IgM-imunoblot, pa Ze po treh te-
dnih od okuZbe. Zavedati se moramo, da je
obcutljivost TT na IgM majhna, so pa di-
agnosti¢no pomembnejsi za novorojencke
in likvor. Posebnost sifilisa je Se, da imajo
bolniki protitelesa IgM ne samo v zgodnji
fazi bolezni, temve¢ so lahko prisotna tudi
v latentnem in poznem obdobju sifilisa,
kar omejuje diagnosti¢no vrednost testov
na IgM pri odraslih. Titer TT je z izjemo
kongenitalnega sifilisa nediagnosticen in
se naj ne bi uporabljal za oceno aktivnosti
bolezni in za spremljanje terapije. Vecina
bolnikov ima protitelesa doZivljenjsko, ne
glede na to, ali je bila bolezen zdravljena.
Zato je potrebna previdnost pri tolmace-
nju STS v primeru pozitivnega TT in ne-
reaktivnega NTT, kar je najveckrat znak
za predhodno zdravljen zgodnji sifilis, ra-
zen v primerih, ko ima bolnik vse znake
primarnega sifilisa. TT so zelo specifi¢ni
in so bili prvotno vpeljani za potrjevanje
NTT. Z avtomatizacijo nekaterih TT, kot
sta testa druge generacije EIA in CIA, pa
se TT uporablja za zacetni presejalni test.
Presejalni TT so tudi hitri testi pri bolni-
ku (POCT), ki se v revnej$ih okoljih upora-
bljajo kot edini dokaz okuZbe.

Noben od STS ne razlikuje med spol-
no prenosljivim sifilisom in neveneric-
nimi treponematozami, to je frambezija/
malinovka (angl. yaws; T. pallidum sub-
sp. pertenue), endemicni sifilis (T. pallidum
subsp. endemicum) in pinta (T. carateum).
Omenjeni patogeni so antigensko podob-
ni, zato bolezni lo¢ujemo po nacinu pre-
nosa, epidemiologiji in klini¢nih znakih.
V zadnjem casu je diferencialno diagno-
sti¢no obetajoa molekularna diagnostika
s PCR in sekveniranjem DNA (1, 5, 6, 14).

Presejalni testi

V leto$njih Evropskih smernicah za obrav-
navo bolnika s sifilisom v seroloski dia-
gnostiki ni pomembnej$ih novosti glede
na prejSnje smernice iz leta 2008, z izjemo
vkljucitve avtomatiziranih TT v obstojece

diagnosti¢ne algoritme. Primarni presejal-
ni test za sifilis je ali TT ali NTT ali oba
skupaj. V primeru presejalnega TT imajo v
dobro opremljenih evropskih laboratorijih
prednost avtomatizirani TT, kot sta testa
CIA ali EIA. Algoritem s primarnim pre-
sejalnim TT pokaZe bolnike tako s pred-
hodnje zdravljenim sifilisom kot tudi bol-
nike z nezdravljenim sifilisom. V primeru
algoritma s presejalnim NTT, ki se pripo-
rota v ZDA, pozitivni NTT pokaZe bolni-
ke samo z aktivnim infektivnim sifilisom.
V izogib laZno negativnega NTT kot po-
sledico pojava procone je namesto kvali-
tativnega potrebno izvesti polkvantitativ-
ni test. NTT v primerjavi s TT pogosteje
zgreSijo zelo zgodniji sifilis in pozni ter-
ciarni sifilis. Algoritem z obema testoma,
TT in NTT, je najbolj smiselno izvesti, e
ima bolnik znake zelo zgodnjega sifilisa
(nedavni ¢ankar) (5, 6, 15).

Na InStitutu za mikrobiologijo in imu-
nologijo Medicinske fakultete Univerze v
Ljubljani (IMI MF UL) za presejanje bol-
nikov s sumom na sifilis isto¢asno izva-
jamo testa TPHA in RPR. Nedavno smo
v diagnostiko uvedli povsem avtomatizi-
ran test CIA, ki za dolo¢anje treponemskih
protiteles IgM in IgG uporablja rekombi-
nantni antigen Tpl7. Test je primeren ne
samo za hitro in poceni presejanje asimp-
tomatske populacije, temvec¢ se zaradi ve-
¢je obcutljivosti in specifi¢nosti, kot jo
imata testa TPHA in RPR, uveljavlja kot
primarni presejalni test, ki olajSa diagno-
stiko zgodnjega in latentnega sifilisa.

Potrditveni testi

V primeru pozitivnega presejalnega TT
sledi potrditveni test, to je drug TT, kot je
bil presejalni, in polkvantitativni NTT. Ce
je potrditveni TT pozitiven, NTT pa nega-
tiven, je pri sumu na zgodnji sifilis pripo-
roc¢ljivo izvesti Se test EIA/IgM. Ne glede
na rezultat je v vsakem primeru zdravlje-
nje potrebno. Seroloski vzorec s pozitiv-
nim TT in negativnim NTT se lahko poja-
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vi pri bolnikih z zelo zgodnjim sifilisom,
pri bolnikih z zdravljenim zgodnjim sifi-
lisom in zelo redko v primeru poznega
terciarnega sifilisa, zato mora biti pred
uvedbo zdravljenja in obveS¢anjem bolni-
kovega partnerja velika pozornost usmer-
jena v klini¢ni pregled bolnika, zgodovi-
no bolezni in tvegano spolno vedenje
bolnika. Ce se za presejalni test uporabi
NTT, se pozitiven rezultat potrjuje s TT.
V primeru presejalnih testov TPHA in
RPR je nujno izvesti polkvantitativni test
RPR, zlasti v primeru pozitivnega TPHA.
Morebiten laZno pozitiven rezultat testa
TPHA, ¢e je NTT negativen, izklju¢ujemo
z drugim TT, kot je CIA, EIA ali imuno-
blot (manj priporocljiv je test FTA-ABS),
kar pa ne vpliva na odlocitev za terapijo,
ki se v primeru bolnika z znaki zgodnjega
sifilisa in negativnega NTT priporoca v
vsakem primeru. Ce bolnik nima znakov
bolezni in ima stalno negativen NTT, se
zdravljenje ponavadi ne uvede. Test FTA-
-ABS se ne priporoc¢a vec¢ kot standardni
potrditveni test, temve¢ kot dopolnilni
test, ki naj bi se izvajal samo v speciali-
ziranih laboratorijih z izurjenim osebjem
in velikim S$tevilom potrditvenih testov.
Test IgG-imunoblot je priporocljiv, ce
standardni potrditveni TT ne potrdi po-
zitivnega presejalnega TT, sicer pa v pri-
merjavi z drugimi TT nima dodane vre-
dnosti (5, 8).

Na IMI MF UL za potrjevanje prese-
jalnih testov izvajamo vse omenjene stan-
dardne potrditvene teste razen testa EIA.
Protitelesa IgM zaenkrat doloamo s te-
stom IgM-FTA-ABS, ki ga bo v prihodnje,
v serumu, nadomestil encimskoimunski
test EIA/IgM.

Testi za serolosko sledenje aktivnosti
sifilisa in u¢inka terapije

Za sledenje aktivnosti bolezni in terapije
ter moZne ponovne okuZbe in pojava bo-
lezni sta primerna NTT, VDRL ali RPR.
Pri bolniku z zgodnjim sifilisom se klini¢-

ni in seroloski odziv na terapijo preverja
po enem mesecu, po treh mesecih in nato
vsakih 6 mesecev. Titer VDRL ali RPR naj
bi se v 6-12 mesecih zmanjSal za 4-krat
(za dva titra), da je zdravljenje uspeSno.
Vecina bolnikov z zgodnjim sifilisom po
uspeSnem zdravljenju, po enem do dveh
letih, nima netreponemskih protiteles.
Seroreverzija se lahko pojavi tudi po ne-
kaj letih, kar je odvisno od trajanja okuZz-
be in titra protiteles ob zacetku zdravlje-
nja. Bolnikov s stabilnimi majhnimi titri
NTT (do 1:4, v enoletnem obdobju) sero-
loSko ni ve€ potrebno slediti. V nasprotju
z NTT so TT pozitivni vec¢inoma do konca
Zivljenja. Po nekaj letih po zdravljenju je
seroreverzija TT redka. Bolniki z nezdra-
vljenim latentnim sifilisom, zlasti poznim
latentnim, imajo pogosto negativne NTT.
Bolnikov s poznim latentnim sifilisom, ki
niso HIV-pozitivni, in z reaktivnim NTT,
ki imajo po zdravljenju nespremenjen
majhen titer netreponemskih protiteles,
ni ve¢ potrebno serolosko slediti (5). Pri
vseh zdravljenih bolnikih sicer spremlja-
mo gibanje titra protiteles, lahko tudi ne-
kaj let (5).

Lazna serologija

LaZno negativni seroloski testi, z izjemo
pojava procone ali napake pri testiranju,
so izredna redkost. Ce bolnik nima zna-
kov sifilisa in se netreponemski in trepo-
nemski test razhajata, moramo testiranje
ponoviti na novem vzorcu krvi. Biolo§ko
laZno pozitivni (BLP) NTT so povezani z
bolezenskimi poSkodbami tkiva in se poja-
vljajo v 1-2 % testov. So akutni, ¢e trajajo
manj kot Sest mesecev in kronicni, ¢e tra-
jajo dlje. Akutni BLP testi so moZni pri ve¢
bakterijskih in virusnih okuZbah, kot so
malarija, hepatitis, virusna plju¢nica, in-
fekcijska mononukleoza, norice, oSpice in
druge, po nedavnem miokardnem infark-
tu in po cepljenju. Kroni¢ne BLP NTT pa
lahko poveZemo z intravenskim jemanjem
drog, avtoimunskimi boleznimi, kroni¢ni-
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mi okuZbami, kot je lepra, malignimi bole-
znimi, kroni¢no jetrno patologijo in staro-
stjo. Obcasno BLP TT, to je test FTA-ABS,
prej kot testa TPHA ali TPPA povezujemo
z avtoimunskimi boleznimi, boleznimi ve-
zivnega tkiva, lajmsko boreliozo in nosec-
nostjo. Ve¢ina BLP testov ima majhen titer
protiteles (5, 6, 8, 14).

Diagnoza sifilisa pri bolnikih,
okuzenih z virusom HIV

Serolo8ki testi so za bolnike s soc¢asno
okuZbo z virusom HIV diagnosti¢no za-
nesljivi tako za verjetno diagnozo sifili-
sa kot za sledenje odziva na zdravljenje.
Morebitno pocasnejSe zmanjSevanje titra
netreponemskih protiteles, dokazanega s
testoma VDRL ali RPR, ni mogoce pripi-
sati neodzivanju HIV-pozitivnega bolnika
na zdravljenje, temvec je pocasnejsi odziv
povezan s soc¢asno okuzbo. Kljub temu, da
ni znacilne povezave med imunsko supre-
sijo in nevarnejSim potekom sifilisa, se
pri HIV-pozitivnih bolnikih svetuje po-
gostejSe seroloSko testiranje (to je po 1,
3, 6, 9 in 12 mesecih), posebej v primeru
majhnega Stevila celic CD4+, tj. manj kot
350 celic v mm? in/ali €e bolnik ne preje-
ma protiretrovirusne terapije (5). Nekate-
ri viri opisujejo primere biolo$kih laZno
negativnih testov in laZno pozitivnih se-
roloskih testov kot tudi kasnejSo serokon-
verzijo glede na HIV-negativne bolnike.
Opozorimo naj, da zaradi premalo doka-
zov zakljucki niso zanesljivi. Pri obravna-
vi HIV-pozitivnega bolnika z veliko kli-
ni¢no verjetnostjo sifilisa in zaporedno
negativno serologijo lahko pomaga nepo-
sredno dokazovanje treponem Vv bioptih
ali v izcedku klini¢no sumljivih razjed z
mikroskopijo s temnim poljem, s histolo-
Skimi, imunofluorescen¢nimi in moleku-

larnimi tehnikami, ki v Sloveniji vecino-
ma niso dostopne.

Diagnoza kongenitalnega sifilisa
Kongenitalna okuZba se v placenti, obduk-
cijskih vzorcih, izcedkih iz sumljivih raz-
jed ali telesnih tekocinah potrjuje z MTP
ali PCR. Diagnoza verjetne kongenitalne
okuZbe je odvisna od STS. Otrok s pozitiv-
nim TT ob rojstvu in/ali istofasno s pozi-
tivnim NTT v likvorju in/ali z vsaj Stirikrat
vedjim titrom TT (npr. TPHA) v krvi in/ali
vsaj Stirikrat vec¢jim titrom NTT, kot ju ima
mati ob porodu, ima verjetno sifilis. Kon-
genitalni sifilis je verjeten tudi v primeru,
¢e ima otrok v treh mesecih po rojstvu Sti-
ri- ali veckratni porast titra NTT. Diagno-
stiéno pomembno je dokazovanje otroko-
vih treponemskih protiteles IgM, ki ne
prehajajo placente, kljub temu, da jih ne
moremo dolociti v vseh primerih kongeni-
talnega sifilisa (5, 6, 10). Prav tako je kon-
genitalni sifilis zelo verjeten, ¢e ima otrok
po enem letu in vec¢ pozitiven TT. Seroloski
testi so pri otroku, ki je bil okuZen v pozni
nosecnosti (pozni kongenitalni sifilis), lah-
ko negativni in jih je treba ponoviti. To se
zgodi v primeru, ko je bila nosecnica zdra-
vljena Sele v zadnjem trimesecju nosecno-
sti, in se pri otroku Se vedno lahko razvi-
je sifilis. Pri nose¢nicah z nezdravljenim
zgodnjim sifilisom se okuZi 70-100 % plo-
dov, ena tretjina je mrtvorojenih otrok ali
splavov. Za preprefevanje kongenitalne-
ga sifilisa vse nose¢nice v prvem trimese-
¢ju nosecnosti presejalno testiramo na si-
filis. V primeru ve¢jega tveganja za okuzbo
je potrebno serologijo ponoviti. Ce je Zen-
ska zdravljena med nosecnostjo, jo serolo-
§ko sledimo $e po porodu (5). Na IMI MF
UL nosecnice presejalno testiramo na sifi-
lis s TT CIA.
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Microbiological Diagnostics of Neurosyphilis in Slovenia

POVZETEK
KLJUCNE BESEDE: nevrosifilis, HIV, laboratorijski testi

OkuZzbo osrednjega Ziv€evja s Treponema pallidum imenujemo nevrosifilis. Delimo ga
na zgodnji in pozni nevrosifilis; slednjega dandanes vidimo redko, ker imamo na vo-
ljo uc€inkovito zdravljenje s penicilinom. Za uspe3no zdravljenje nevrosifilisa je klju¢na
pravocasna diagnostika, ki pa se razlikuje od diagnostike pri ostalih oblikah sifilisa. Z
ustreznim pristopom preprec¢imo hude in vcasih trajne posledice nevrosifilisa.

ABSTRACT
KEY WORDS: neurosyphilis, HIV, laboratory tests

Neurosyphilis is an infection of the central nervous system with Treponema pallidum.
We devide it into early and late neurosyphilis; the latter being very rare due to effective
treatment with penicillin. Timely diagnosis of neurosyphilis is essential for successful
treatment, and it differs from diagnosis of syphilis in other forms of disease. This pre-
vents severe and sometimes permanent consequences of neurosyphilis.
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OkuZbo osrednjega ZivEevja (OZ) s Tre-
ponema pallidum imenujemo nevrosifilis.
Delimo ga na zgodnji (brezsimptomni, si-
filiticni meningitis, meningovaskularni)
in pozni (tabes dorsalis, napredujoca para-
liza) nevrosifilis (1). Nevrosifilis je lahko
ena izmed oblik terciarnega sifilisa (po-
zni nevrosifilis), katerega dandanes zara-
di uc¢inkovitega zdravljenja s penicilinom
redko vidimo.

Klini¢na slika nevrosifilisa je pestra
in lahko - kot v ostalih stadijih sifilisa —
zabriSe pravi vzrok bolezni. Za sifiliti¢ni
meningitis je znacilen akutni ali subaku-
tni glavobol, ki ga lahko spremljata sla-
bost, bruhanje, vrocina, izraZeni menin-
gealni znaki ter prizadetost moZganskih
Zivcev; najpogosteje je prizadet vidni Zi-
vec (1, 2). Pri meningovaskularnem sifili-
su so zaradi fokalne ali difuzne prizade-
tosti moZganskih Zil pogosti infarkti, kar
se v klini¢ni sliki odraZa kot izguba zave-
sti, motori¢ni in/ali senzori¢ni izpadi ter
epilepti¢ni napadi. Pri brezsimptomnem
nevrosifilisu je bolnik brez simptomov in
znakov nevroloSke bolezni ali o¢esne pri-
zadetosti, ob potrjeni okuZbi OZ z bakteri-
jo T. pallidum (1).

Tabes dorsalis prizadene zadnje stebre
hrbtenjace, zato se zmanjSa obcutek za po-
loZaj sklepov, vibracije in fini dotik, lahko
tudi za bole€ino in temperaturo. Znacilne
so spontane pekoce bolecine ter obcutek
elektrike vzdolZ hrbtenice. Za napredujo-
¢o parezo pa je znalilna atrofija moZga-
nov, ki se kaZe kot demenca s psihoti¢ni-
mi simptomi in znaki, motnjami govora
ter krvavitvami v notranje organe (3).

Pri bolnikih, okuZenih s HIV, je OZ
lahko prizadeto v Kkaterikoli fazi sifilisa
(zgodnji ali pozni), nevrosifilis se poja-
vlja pogosteje in hitreje kot v populaciji
brez HIV okuZbe (4). Ghanem s sodelavci
je v raziskavi, v kateri je na kliniki Johns
Hopkins sledil vse HIV pozitivne bolnike
med leti 1990 in 2006, ugotovil, da je po-

javnost zgodnjega nevrosifilisa v kohor-
ti HIV okuZenih bolnikov 17,7 % (5). Po-
gosteje so prizadeti tudi razli¢ni kranialni
Zivci, najpogosteje vidni Zivec, kar lahko
vodi do slepote (2). Pri bolnikih, okuZe-
nih s HIV, je zdravljenje nevrosifilisa ve¢-
krat neuspeSno (non satis curare), prihaja
pa tudi do spontanih reaktivacij bolezni
- brez ponovnega stika s T. pallidum (2).
Pravilna in pravocasna diagnoza nevrosi-
filisa je pomembna, saj se s tem izognemo
hudim in trajnim posledicam, ki jih bole-
zen lahko povzroci. Vpliva tudi na zdra-
vljenje okuZbe, ki je v tem primeru paren-
teralno.

V prispevku prikazujemo primere na-
$ih bolnikov z nevrosifilisom in verjetnim
nevrosifilisom, ko so bili so¢asno okuZeni
s HIV, in laboratorijsko/mikrobioloSko di-
agnostiko nevrosifilisa.

MIKROBIOLOSKA DIAGNOSTIKA
NEVROSIFILISA

Za diagnozo nevrosifilisa potrebujemo
vzorec likvorja, ki ga odvzamemo z lum-
balno punkcijo. Pri osebi z dokazanim sifi-
lisom se za preiskavo likvorja odlo¢imo v
primeru prisotne nevroloske simptomati-
ke ali motenj vida/sluha (ne glede na sta-
dij sifilisa) ter pri bolnikih s terciarnim
sifilisom, ki imajo sréno-Zilne zaplete ali
sifilititne gume. Pri bolnikih z zgodnjim
sifilisom (primarni, sekundarni, latentni
sifilis) lumbalne punkcije rutinsko ne iz-
vajamo, razen v primeru nevroloske simp-
tomatike ali pri neustreznem odzivu na
zdravljenje.

V likvorju nas zanimajo koncentraci-
je proteinov, glukoze, levkocitov ter trepo-
nemska in netreponemska protitelesa. V
primeru biokemicnih odstopanj v likvorju
se preiskava likvorja ponovno izvede po
6 tednih do 6 mesecih po zdravljenju (6).

Na InStitutu za mikrobiologijo in imu-
nologijo Medicinske fakultete Univerze v
Ljubljani za diagnostiko nevrosifilisa v li-
kvorju izvajamo netreponemski test RPR
(angl. Rapid Plasma Reagin) ter treponem-
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ske teste: FTA-ABS (angl. Fluorescent Tre-
ponemal Antibody Absorption test), TPHA
(angl. T. pallidum Haemagglutination test)
in LIA (angl. Line Immuno Assay, 1gG Im-
munoblot test).

Test VDRL (angl. Venereal Disease Re-
search Laboratory) ima zaradi nekoliko ve-
¢je obcutljivosti in specifi¢nosti prednost
pred testom RPR. Reaktivna netreponem-
ska testa v likvorju (v katerem ne sme
biti krvi) sta diagnosti¢na za nevrosifilis
v poznem stadiju bolezni, medtem ko je
njihov pomen v zgodnjem sifilisu Se ne-
pojasnjen. Zaradi slabe obcutljivosti ne-
treponemskih testov (samo pri pribliZno
tretjini bolnikov z nevrosifilisom so pozi-
tivni), negativni izvid ne izklju€uje nevro-
sifilisa.

Treponemski test FTA-ABS, ki ga tudi
naredimo v likvorju, ima dobro ob&utlji-
vost, vendar slab3o specifi¢nost (slabSo od
VDRL ali RPR) zaradi moZnega pasivne-
ga prehoda specifi¢nih protiteles IgG pre-
ko krvno-moZganske pregrade. Pozitiv-
ni FTA-ABS v likvorju ni potrditveni test
za nevrosifilis; ob negativnem likvorskem
VDRL ali RPR testu je diagnoza nevrosi-
filisa malo verjetna, ob dodatni odsotno-
sti biokemi¢nih/citolo8kih sprememb v
likvorju in odsotnosti bolnikovih nevrolo-
Skih simptomov in znakov pa je izkljuce-
na (6-8). Negativen VDRL ali RPR test v
likvorju diagnoze nevrosifilisa ne izklju-
Cuje (9). Diagnostiko nevrosifilisa prika-
zujemo na sliki 1. Nekateri raziskovalci
so poskus$ali z oceno intratekalne tvorbe
protiteles izboljSati diagnostiko nevrosifi-
lisa, vendar tovrstni pristopi nimajo prak-
ti¢ne vrednosti (10, 11).

Molekularna diagnostika sifilisa z ve-
rizno reakcijo s polimerazo (angl. Polyme-
rase Chain Reaction, PCR) $e nima mesta v
diagnostiki nevrosifilisa. Dandanes Se ni
niti mednarodno priznanega protokola niti
komercialnega testa PCR. Vecina specific-

nih protokolov PCR dokazuje DNA gene za
povrsinske lipoproteine, kot so geni bmp,
tpp47 in tmpA, ali gene, kot je polA, ki so
vpleteni v podvojevanje genoma.

PCR je diagnosti¢no uporaben v zgo-
dnji fazi bolezni za izcedke iz razjed, ko so
seroloSki testi Se negativni. Potencialno
prinaSa korist v diagnostiki kongenitalne-
ga sifilisa, nevrosifilisa in terciarnega si-
filisa, ko v bolnikovih kuZninah pri¢akuje-
mo malo treponem in treponemske DNA.
Metoda PCR za diagnostiko nevrosifilisa
ni standardizirana, kaZe, da ima tudi slabo
obcutljivost/specifi¢nost, in se za tovrstne
namene (3e) ne uporablja (6, 7, 12).

Pri bolnikih, okuZenih s HIV, se za pre-
iskavo likvorja odlo¢imo pri enakih okoli-
S¢inah kot pri HIV-neokuZenih osebah -
v primeru nevroloS8ke simptomatike, ki
vkljucuje tudi motnje vida ali sluha (5). V
primeru poznega sifilisa nekateri pri bol-
nikih, okuZenih s HIV, vseeno svetujejo
pregled likvorja za izkljucitev asimpto-
matskega nevrosifilisa. Lumbalna punk-
cija naj bi bila upravi¢ena pri HIV-pozi-
tivnih bolnikih s poznim sifilisom in s
koncentracijo celic CD4+, manj$o kot 350/
mm? in/ali pri titru VDRL/RPR v serumu,
ki je ve¢jiod 1:32 (6, 13).

NEVROSIFILIS V SLOVENIJI

Z uspes$no mikrobiolo$ko diagnostiko in
ucinkovitim zdravljenjem se pozni nevro-
sifilis v stadiju terciarne oblike bolezni
pri nas pojavlja zelo redko. OpaZamo pa
primere zgodnjega nevrosifilisa (v sklo-
pu latentne, sekundarne in celo primarne
bolezni) predvsem pri bolnikih, ki so oku-
Zeni s HIV. V tabeli 1 prikazujemo naSe
bolnike z nevrosifilisom in verjetnim ne-
vrosifilisom, ki so sofasno okuZeni s HIV,
v obdobju od leta 1995 do danes. Vsi bol-
niki so imeli pozitivne teste na sifilis v se-
rumu. Dva tovrstna bolnika prikazujemo
bolj natan¢no.
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Tabela 1. Slovenski bolniki z nevrosifilisom in verjetnim nevrosifilisom, ki so so¢asno okuZzeni s HIV, v
obdobju od leta 1995 do danes. Vsi bolniki so imeli pozitivne teste na sifilis v serumu. B - bolnik, VDRL -
angl. Venereal Disease Research Laboratory, TPHA - angl. Treponema pallidum haemagglutination assay,
0Z - osrednje ZivEevje, neg - negativno, poz - pozitivno, NO - ni opravljeno, LIA - angl. Line Immuno

Assay, 1gG Immunoblot test.

Bolnik, Kliniéna slika Diagnoza Likvor: Likvor: Likvor: VDRL/

letnik rojstva levkociti proteini TPHA/IgM/IgG

B1, Boletine v obeh golenih, Sifiliticni meningitis 9 0,79 neg/1:80/

letnik 1946 pekoti prsti, glavobol ob sekundarnem neg/1:80

sifilisu?
B2, Makulopapulozni izpuséaj  Sifiliticni meningitis 10 0,6 neg/neg/NO/NO
letnik 1971 po celem telesu, okvara ob sekundarnem
facialisa po centralnem tipu sifilisu?

B3, Brez tezav, st. post ulcus Asimptomatski 28 0,56 neg/neg/N0O/1:20

letnik 1959 durum nevrosifilis?

B4, Opticni nevritis desno, Nevrosifilis s 10 0,34 neg/1:80/

letnik 1969 meglen vid, ¢rna lisa prizadetostjo neg/1:80
vidnega Zivca

BS5, Retrobulbarni nevritis Nevrosifilis s 2 0,45 neg/1:40/

letnik 1969 desno - pesanje vida prizadetostjo NO/1:160
vidnega Zivca

B6, Povesen desni ustni kot, Meningovaskularni 162 1,22 1:8/1:2560/

letnik 1978 zmanj$ana mot in senzibiliteta, sifilis NO/1:320

senzibiliteta desno
B7, Levostranska hemipareza,  Meningovaskularni 75 19 poz/1:1280/1:128/
letnik 1962 ataksija, glavobol, vrotina, sifilis 1:2560
oslabelost, kaheksija,
B8, Ataksija, tinitus, parestezije Meningovaskularni 30 0,70 neg/neg/1:20/neg
letnik 1974 levo, okvara facialisa po sifilis LIA poz
centralnem tipu desno
KLINICNA PRIMERA vahnimi kitnimi refleksi je bila tudi leva

Bolnik R. R., rojen 1978
Dvaintridesetletni bolnik je bil sprejet na
Oddelek za nevrologijo Splosne bolnisni-
ce Izola zaradi tri dni trajajocega slabe-
ga pocutja, nemoci v desnih okonc¢inah in
mravljin€enja po desni strani telesa. Vro-
¢ine, mrzlice, glavobola, slabosti ali bru-
hanja ni navajal. Pred tem je bil zdrav.
Vrsto let je delal kot natakar na ladji, je is-
tospolno usmerjen.

Ob sprejemu je bil neprizadet, kardi-
orespiratorno kompenziran, afebrilen in
vsestransko orientiran. Opazali so hipe-
stezije po desni polovici obraza in pove-
Sen desni ustni kot. Obe desni okoncini
sta bili pareti¢ni in spasti¢ni, z Zivahnimi
proprioceptivnimi refleksi. Spasti¢na z Zi-

spodnja okoncina. Hoje ni bil sposoben.

V laboratorijskih izvidih ni bilo odsto-
panj od normale. Opravljena je bila ma-
gnetna resonanca (MR) glave. Na posnet-
ku so opaZzali tockaste spremembe v desni
polovici ponsa, v levem cerebelarnem pe-
dunkulu in v levem posteriornem talamu-
su. Sprememb niso mogli etioloSko opre-
deliti, lahko bi 8lo za demielinizacijsko
bolezen OZ. Bolniku so predpisali terapi-
jo z metilprednizolonom i.v,, tri zaporedne
dni. Ob tem je priSlo do pomembnega iz-
boljSanja nevroloSke simptomatike, ven-
dar ta ni v celoti izzvenela.

Zaradi nacina Zivljenja je bil postavljen
sum na okuZzbo s HIV, ki je bil potrjen s pre-
sejalnim in potrditvenim testom. Bolnik je
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Bolnik z dokazanim sifilisom

N wN

o wn

. Nevroloska simptomatika

. Motnje vida

. Motnje sluha

. Terciarni stadij sifilisa s sréno-zilnimi zapleti ali

sifilitiénimi gumami

Neustrezen odziv na zdravljenje

. Bolniki, ki so so€asno okuZzeni s HIV: vsi navedeni
primeri od tocke 1-5. Dodatno se punkcija priporota,
e gre za pozni latentni sifilis ali sifilis neznanega
trajanja ter v primeru, da je serumski VDRL/RPR 2
1:32 ali je koncentracija celic CD4 < 350/mm3

A\
LIKVOR: < Lumbalna > LIKVOR:
VDRL/ unkeiia VDRL/
RPR=Reaktiven P ) RPR=Nereaktiven

i

POTRJEN
NEVROSIFILIS

Treponemski test:
FTA-ABS

|

Najverjetneje gre
za nevrosifilis

¥ -
0Ob velikem
kliniénem sumu
na nevrosifilis
napravimo
Sedrug

treponemski
test, npr. LIA

——

+ .
Najverjetneje Najverjetneje
gre za ne gre za
nevrosifilis nevrosifilis

Slika 1. Diagnosticni postopek pri bolniku s sumom na nevrosifilis.

bil nato preme$cen na Kliniko za infekcij-
ske bolezni in vroc¢inska stanja Univerzite-
tnega klini¢nega centra v Ljubljani (UKCL)
za nadaljnjo diagnostiko in zdravljenje.
Opravili smo lumbalno punkcijo; izvi-
di so ustrezali laboratorijskim kriterijem
za serozni meningitis (levkociti 162/mm?,
nevtrofilni granulociti 27/mm3, limfociti
155/mm?, proteini 1,22 g/L, glukoza 2,3

mmol/L ob serumski glukozi 4,9 mmol/L).
Bolnik je tekom hospitalizacije zacel pre-
jemati protiretrovirusna zdravila (Combi-
vir® in Kaletra®). V sklopu preiskav, ki jih
opravimo pri vsakem bolniku, okuZenim
s HIV, so bile opravljene tudi seroloSke
preiskave na sifilis, ki so bile pozitivne:
RPR 1:512, TPHA 1:81920, IgG FTA-ABS
1:10240. Postavili smo sum na nevrosifi-
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lis, ki je bil potrjen s testi na netreponem-
ska in treponemska protitelesa v likvor-
ju: RPR 1:8, TPHA 1:2560, IgG FTA-ABS
1:320. Glede na klini¢no sliko, slikovno
diagnostiko in seroloske preiskave je Slo
pri bolniku za meningovaskularno obli-
ko nevrosifilisa ob okuZbi s HIV. Uvedeno
je bilo 3-tedensko zdravljenje s kristalnim
penicilinom. Ob odpustu je nevroloSka
simptomatika skoraj popolnoma izzvene-
la, vztrajala je le rahla spasti¢na pareza
desnih okon¢in.

Bolnik J. H., rojen 1974

Stiridesetletni bolnik je bil sprejet na Ne-
vrolo8ko kliniko UKCL zaradi nenadno na-
stale nestabilnosti pri hoji, tinitusa v le-
vem uSesu in parestezij po levi strani
obraza in telesa. Podobne teZave je imel
Ze nekaj dni pred sprejemom, vendar so
takrat spontano izzvenele. Zanikal je gla-
vobol, bruhanje in poviSano telesno tem-
peraturo. Pred tem je bil zdrav. Kadi 20 let
po en zavojcek cigaret dnevno.

Ob sprejemu je bil orientiran, afebri-
len, evfazicen, kardiorespiratorno kom-
penziran. Ugotavljali so normalno od-
zivne zenice, primerno bulbomotoriko s
horizontalno-rotatornim nistagmusom v
desno, blago prizadetost obraznega Zivca
desno po centralnem tipu, levostransko
ataksijo in atakti¢no hojo.

Opravljene so bile laboratorijske prei-
skave, ki so bile v mejah normale z izjemo
poviSanega holesterola. CT glave, perfu-
zijski CT in CT angiografija niso pokaza-
li odstopanj od normale.

Drugi dan hospitalizacije se je nevro-
loSka simptomatika poslabSala: ataksija
in prizadetost obraznega Zivca po central-
nem tipu sta bili izrazitejsi, pojavil se je
dvojni vid z desnostransko prizadetostjo
n. abducens. Urgentna MR glave je poka-
zala infarkt posteriornega dela ponsa de-
sno, velikega 9 x 4 mm, ob ¢emer so bile
uvedene antiagregacijska, antihiperlipe-
micna in antikoagulacijska terapija.

Za razjasnitev etiologije moZganske
kapi so opravili teste za trombofilijo, rev-
matoloSka obolenja, doloc¢ili so nivoje ho-
mocisteina, B12, folne kisline in TSH; vse
v mejah normale. Opravili so tudi pre-
sejalne teste na infekcijske povzrocitelje
moZganske kapi: pozitivna sta bila testa
na okuzbo s HIV in serologija na sifilis
(RPR in EIA). V likvorju so bili prisotni
povecani proteini (0,70 g/L) in limfocitna
pleocitoza (levkociti 30/mm?, limfociti
30/mm?). Bolnik je bil nato premescen na
Kliniko za infekcijske bolezni in vro¢inska
stanja UKCL za nadaljnjo diagnostiko in
zdravljenje.

Zaradi suma na nevrosifilis smo do-
lo¢ili RPR in TPHA v likvorju, ki pa sta
bila negativna, zato smo se odlocili za
razSirjeno diagnostiko in v likvorju doda-
tno opravili teste IgG FTA-ABS, IgM FTA-
ABS ter LIA. Testa IgG FTA-ABS in LIA
sta bila pozitivna.

Glede na klini¢no sliko je Slo tudi pri
drugem bolniku za meningovaskularno
obliko nevrosifilisa ob okuZbi s HIV. Uve-
deno je bilo 3-tedensko zdravljenje s kri-
stalnim penicilinom ter protiretrovirusno
zdravljenje (Kivexa®, Prezista®, Norvir®).

Klini¢no stanje se je postopoma izbolj-
Sevalo. Ob odpustu je imel bolnik Se blag
dvojni vid in parestezije po levi polovici
telesa; teZave so vztrajale tudi ob kontro-
li en mesec po odpustu (kontrolni izvidi
RPR 1:64, TPHA 1:2560). Nadaljnja reha-
bilitacija je sledila na Univerzitetnem Re-
habilitacijskem InStitutu RS - Soca.

RAZPRAVA

Seroloska diagnoza nevrosifilisa pri ose-
bah, ki so so¢asno okuZene s HIV, je teZja.
Ceprav velja, da so obstojeci seroloski te-
sti enako zanesljivi za diagnozo nevrosifi-
lisa pri HIV negativnih in HIV pozitivnih
bolnikih, je pri slednjih ve¢ja moZnost la-
Znih rezultatov; moZni so tako laZno pozi-
tivni kot laZno negativni izvidi, Se poseb-
no v poznem stadiju bolezni (14).
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V Sloveniji je bil nevrosifilis pri bol-
nikih s soc¢asno okuzbo s HIV in T. pal-
lidum prvi¢ ugotovljen leta 1995. Do da-
nes smo obravnavali osem bolnikov z
nevrosifilisom/verjetnim nevrosifilisom
in HIV okuZbo; vsi so bili moski, ki ima-
jo spolne odnose z moskimi. Klini¢na sli-
ka je obsegala celoten spekter zgodnjega
nevrosifilisa: asimptomatski nevrosifilis,
sifiliti¢ni meningitis, meningovaskularni
sifilis ter nevrosifilis s prizadetostjo vi-
dnega Zivca. Oblik poznega nevrosifilisa,
verjetno zaradi ucinkovite diagnostike in
uspeSnega zdravljenja, v Sloveniji (tako
kot drugod v razvitem svetu) skoraj ne vi-
dimo vec.

Pri prvem klini¢nem primeru, ki smo
ga predstavili, je bila postavitev diagno-
ze nevrosifilisa zanesljiva; v likvorju je bil
pozitiven RPR, ki potrjuje diagnozo ne-
vrosifilisa. Pri drugem klini¢nem primeru
smo uporabili §e dodatne teste, saj sta bila
v likvorju negativna testa RPR in TPHA.
V likvorju sta bila pozitivnha dva trepo-
nemska testa: IgG-FTA-ABS in LIA (test,
s katerim ugotavljamo za sifilis specifi¢-
na protitelesa IgG proti nekaterim rekom-
binantnim antigenom - TpN47, TpN17 in

TpN15, in sinteticnemu antigenu TmpA).
Glede na klini¢no sliko, slikovne preiska-
ve in u€inkovito zdravljenje s penicilinom
menimo, da je pri bolniku $lo za nevrosi-
filis, ki ga nismo uspeli potrditi s testom
RPR, pozitivna pa sta bila dva treponem-
ska testa. Zavedati se moramo, da nega-
tivni netreponemski in treponemski testi
v likvorju oseb, okuZenih s HIV, pri kate-
rih je mocan klini¢ni sum za nevrosifilis,
bolezni ne izkljuc¢ujejo. Vsakega bolnika,
okuZenega s HIV, pri katerem so pozitivni
seroloski testi na sifilis (serum) in ima bi-
okemicne/citoloSke spremembe v likvor-
ju, moramo zdraviti za nevrosifilis (kri-
stalni penicilin), tudi ¢e so mikrobioloski
testi v likvorju negativni.

ZAKLJUCEK

V zadnjem obdobju, posebno med popula-
cijo HIV-pozitivnih bolnikov, naras¢a poja-
vljanje sifilisa in zato lahko pricakujemo,
da bo nara3cala tudi incidenca nevrosifi-
lisa. Za pravocasno in uspe$no zdravlje-
nje tovrstnih bolnikov je pomembno so-
delovanje infektologov in mikrobiologov,
Se bolj pomembna pa je ustrezna preven-
tiva, da do tovrstnih bolezni ne bi prislo.
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Okuzbe z virusi hepatitisa pri slovenskih
s HIV okuzenih bolnikih

Hepatitis Virus Infections Among Patients with HIV Infection
in Slovenia

IZVLECEK
KLJUCNE BESEDE: HIV, virus hepatitisa B, virus hepatitisa C, soasna okuzba, prevalenca

IZHODISCA. Okuba z virusoma hepatitisa B (HBV) in hepatitisa C (HCV) je z uspesno-
stjo visoko aktivnega protiretrovirusnega zdravljenja postala najpogoste;jsi vzrok obo-
levnosti in smrtnosti pri s HIV okuZenih bolnikih. V Sloveniji je prevalenca okuZbe s
HBV in HCV pri s HIV okuZenih bolnikih nizka (nacionalni raziskavi 2002 in 2009).
METODE. Retrospektivno smo pregledali podatke 639 s HIV okuZenih oseb, pri kate-
rih je bila okuZba s HIV ugotovljena v obdobju 1986-2013. REZULTATI. Na prisotnost
okuZbe s HBV je bilo testiranih 543 (84,9 %) s HIV okuZenih oseb. Aktivna okuZba s
HBV (prisotna HBsAg in protitelesa anti-HBc) je bila ugotovljena pri 3,5 % (19/543) te-
stiranih osebah, medtem ko smo pri 20,8 % (113/543) testiranih dokazali v preteklo-
sti prebolelo okuZbo s HBV (prisotna samo protitelesa anti-HBc). Na okuZbo s HCV je
bilo testiranih 579 (90,6 %) oseb. Protitelesa proti virusu hepatitisa C so bila prisotna
pri 7,6 % (44/579) testiranih, pri 75,0 % (33/44) seropozitivnih oseb smo dokazali HCV
RNA. OkuZba s HCV je bila pogostejsa pri tistih, ki so se s HIV okuZili parenteralno
(91,8 %), kot pri tistih, kjer je §lo za spolni prenos HIV (2,8 %). So¢asno aktivno okuZbo s
HBV in HCV smo ugotovili le pri dveh s HIV okuZenih posameznikih. ZAKLJUCKI. Slo-
venija ostaja Se vedno drZava z nizko prevalenco okuZbe s HBV in HCV pri s HIV okuZe-
nih osebah. Kljub temu je potrebno redno spremljanje omenjene populacije, Se posebej
zaradi porasta novih primerov okuZbe s HIV in vse bolj tveganega spolnega vedenja pri
moskih, ki imajo spolne odnose z moskimi.
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ABSTRACT
KEY WORDS: HIV, hepatitis B virus, hepatitis C virus, co-infection, prevalence

BACKGROUND. Due to successful highly active antiretroviral therapy, infections with
hepatitis B and C viruses (HBV and HCV) have become one of the leading causes of mor-
bidity and mortality in patients with HIV infection. The prevalence of HBV and HCV in-
fection among patients with HIV infection in Slovenia is low (nationwide studies 2002
and 2009). METHODS. In the study we retrospectively analyzed data of 639 patients
who were diagnosed with HIV infection in Slovenia in the period 1986-2013. RESULTS.
543 (84.9 %) patients were tested for the presence of HBV infection. Current HBV infec-
tion (presence of HBsAg and anti-HBc antibodies) was confirmed in 3.5 % (19/543) pa-
tients, 20.8 % (113/543) patients had markers of the prior HBV infection (only presen-
ce of anti-HBc antibodies). 579 (90.6 %) patients were tested for the presence of HCV
infection. Anti-HCV antibodies were present in 7.6 % (44/579) patients; 75 % (33/44) of
seropositive patients also had HCV RNA. Anti-HCV positivity was significantly higher
in those that acquired HIV by the parenteral route (91.8 %) than in those that acqui-
red HIV by the sexual route (2.8 %). Presence of active HBV and HCV co-infection was
detected in two HIV infected individuals. CONCLUSIONS. Slovenia remains a country
with low prevalence of HBV and HCV infection among patients with HIV infection. Ne-
vertheless, regular monitoring of that population should be held, especially when con-
sidering the increase of HIV infection and alarmingly risky sexual behaviour among
men who have sex with men.

uvoD

bolnikih (5). Zaradi podobnega nacina pre-

Stevilo novo odkritih primerov okuZbe z
virusom imunske pomanjkljivosti (HIV) v
Sloveniji vztrajno nara$ca, zlasti v skupi-
ni moskih, ki imajo spolne odnose z mo-
s§kimi (MSM) (1, 2). Smrtnost zaradi aidsa
se je z zacetkom uspe$ne uporabe visoko
aktivnega protiretrovirusnega zdravljenja
(angl. highly active antiretroviral therapy,
HAART) pomembno zmanjSala. OkuZba s
HIV je z ustrezno pozornostjo in hitro di-
agnostiko primerno obvladljiva, kar omo-
goca bolnikom zadovoljivo in kvalitetno
Zivljenje (3). Pri s HIV okuZenih zdravlje-
nih osebah tako v ospredje prihajajo druge
bolezni, med katerimi so na prvem mestu
bolezni jeter, v najve¢jem deleZu povzro-
Cene z virusoma hepatitisa B (HBV) in
hepatitisa C (HCV) (4). Soc¢asna okuZba s
HIV in HBV oziroma HCV je eden vodil-
nih vzrokov vecje obolevnosti in smrtnosti
zaradi jetrnih bolezni pri s HIV okuZenih

nosa HIV, HBV in HCV (parenteralni pre-
nos, spolni stiki, vertikalni prenos z oku-
Zene matere na otroka), so s HIV okuZeni
bolniki populacija z visokim tveganjem za
socasno okuzbo s HBV oziroma HCV (6).

Glede na trend naraScanja Stevila s
HIV okuZenih oseb v Sloveniji smo re-
trospektivno preverili, koliko bolnikov je
bilo testiranih na okuZzbo s HBV in HCV,
ter dolocili prevalenco socasne okuZbe s
HBV oziroma HCV.

METODE

Od leta 1986 do vklju¢no decembra 2013
je bilo v Sloveniji odkritih 639 oseb, oku-
Zenih s HIV, od tega 553 moskih (86,5 %)
in 86 Zensk (13,5 %). Povprecna starost s
HIV okuZenih oseb ob postavljeni diagno-
zi je bila 37,3 leta (v razponu 0-81 let).
Nacin prenosa okuZbe s HIV je bil znan
pri 547 osebah (85,6 %) (tabela 1). Med
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njimi je bilo 91,2 % (583/639) testiranih
na okuzbo s HBV in/ali okuZbo s HCV, od
teh 92,6 % (540/583) tako na okuZbo s
HBV kot tudi na okuZbo s HCV.

Za dokaz okuZbe s HBV so bili bolni-
ki testirani na prisotnost beljakovine zu-
nanje ovojnice HBV (HBsAg) s testom
Architect HBsAg Assay (Abbott, Chica-
go, ZDA) in na prisotnost protiteles pro-
ti beljakovini nukleokapside HBV (an-
ti-HBc) z uporabo testa Ortho Anti-HBc
Assay (Ortho Diagnostic Systems, Nec-
kargemiind, Nemcija). Prisotnost protite-
les proti HCV (anti-HCV) je bila doloc¢ena
s testom Ortho HCV Assay (Ortho Diagno-
stic Systems). Specifi¢nost anti-HCV reak-
tivnih vzorcev smo potrdili z imunoblot
testom Inno-Lia HCV Ab III Update As-
say (Innogenetics, Zwijndrecht, Belgija).
Prisotnost HCV RNA smo dokazali z ve¢
generacijami komercialnih testov za do-
kazovanje HCV RNA.

REZULTATI

Socasna okuzba s HIV in z virusom

hepatitisa B

Na prisotnost okuzbe s HBV je bilo te-
stiranih 84,9 % (543/639) s HIV okuZe-
nih oseb. Od tega je bilo 12,5 % Zensk
(68/543) in 87,5 % moskih (475/543), od
katerih je bilo 73,9 % MSM (351/475). So-
¢asna okuzba s HIV in HBV je bila ugoto-
vljena pri 24,3 % bolnikov (132/543). Med

132 bolniki smo aktivno okuZbo s HBV za-
znali pri 19 (14,4 %) (pozitivha HBsAg in
protitelesa anti-HBc), pri 113 (85,6 %) je
bila ugotovljena v preteklosti prebolela
okuzba s HBV (pozitivna samo protitele-
sa anti-HBc). 71,1 % (386/543) testiranih
oseb je imelo negativna oba testirana se-
roloSka oznacevalca hepatitisa B (HBsAg
in protitelesa anti-HBc). Pri 17 osebah so
bila testirana samo protitelesa anti-HBc
(pri vseh je bil rezultat negativen) in pri 8
osebah samo HBsAg (pri vseh je bil rezul-
tat negativen).

Protitelesa anti-HBc smo pogosteje
dokazali pri tistih osebah, kjer je bil pre-
nos okuzbe s HIV parenteralen (51,4 %)
kot pri tistih, ki so se s HIV predvidoma
okuzili s spolnimi stiki (22,5 %).

Socasna okuzba s HIV in z virusom

hepatitisa C

Podatki o deleZu okuzbe s HCV pri s HIV
okuZenih osebah v Sloveniji v istem ob-
dobju so bili nedavno predstavljeni v re-
trospektivni raziskavi (8). Na socasno
okuZzbo s HCV je bilo testiranih 90,6 %
(579/639) oseb. Od tega je bilo 12,8 % Zen-
sk in 87,2 % moskih. DeleZ MSM med nji-
mi je bil 62,9 %.

Protitelesa anti-HCV so bila prisotna
pri 44/579 (7,6 %) testiranih s HIV oku-
Zenih osebah. HCV RNA je bila dokazana
pri 75,0 % (33/44) seropozitivnih oseb. Pri

Tabela 1. Nacini prenosa HIV pri s HIV okuZenih osebah v Sloveniji med letoma 1986 in 2013.

Nacin prenosa

Stevilo bolnikov, okuzenih s HIV

Homo-/biseksualni stik

Heteroseksualni stik

Krvni pripravki (hemofilija)

Intravensko uZivanje prepovedanih drog (IVDU)
Vertikalni prenos preko okuzene matere
Cloveski ugriz (7)

Neznan prenos

377
129,52
17
13,52

92

@ Natin prenosa HIV pri enem izmed okuZenih bolnikov:

heteroseksualni stik/IVDU.
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nobenem od 535 anti-HCV seronegativnih
bolnikov nismo dokazali HCV RNA. Med s
HIV okuZenimi osebami prevladuje soca-
sna okuzba z genotipom 1 (68,0 %), sledi-
jo genotip 3 (20,0 %), genotip 4 (8,0 %) in
genotip 2 (4,0 %).

Glede na zbrane podatke o nacinu pre-
nosa okuzbe s HIV je bila okuZba s HCV
pomembno pogostejSa pri tistih ose-
bah, ki so se s HIV okuZile parenteralno
(91,8 %) kot pri tistih, kjer je 8lo za spolni
prenos HIV (2,8 %).

RAZPRAVA

V svetu je deleZ kroni¢ne okuzbe s HBV
pri s HIV okuZenih osebah ocenjen na pri-
bliZno 10 %, vendar je deleZ s HIV okuZe-
nih, ki so bili v Zivljenju kadarkoli okuZe-
ni s HBV (v preteklosti prebolela okuZba),
veliko vi§ji (90 %) (9, 10). S HCV je v Evro-
pi in ZDA okuZena pribliZno tretjina s HIV
okuZenih bolnikov (11). DeleZ okuZbe s
HCV pri s HIV okuZenih bolnikih je odvi-
sen predvsem od nacina prenosa HIV in
pri intravenskih uZivalcih prepovedanih
drog (angl. intravenous drug users, IVDU)
ponekod tudi presega 90 % (9, 12).

V Sloveniji se v klini¢ni praksi izva-
ja redno testiranje bolnikov, okuZenih
s HIV, na okuZbo s HBV in HCV od leta
2001. Leta 2002 je bila izvedena prva ra-
ziskava, ki je ocenila prevalenco okuZbe
s HCV pri vseh do takrat s HIV okuZenih
bolnikih iz Slovenije in HrvaSke, testira-
nih na prisotnost okuZbe s HCV. Ta je zna-
Sala 14,5 % (13). Ob ponovni oceni preva-
lence so¢asne okuZbe s HCV in HIV leta
2009, ko je bilo testiranih 87 % celotne
populacije s HIV okuZenih oseb v Slove-
niji, je bil ta deleZ niZji (10,7 %), preva-
lenca socasne okuZbe s HBV in HIV pa je
znasala 25,6 % (14). V zadnji raziskavi, ki
je zajemala 90,6 % populacije s HIV oku-
Zenih oseb v Sloveniji, je bila prevalenca
socasne okuzbe s HCV 3e niZja (7,6 %) (8).
Po naS$ih podatkih, s katerimi smo zajeli
84,9 % populacije s HIV okuZenih oseb v

Sloveniji, je prevalenca socasne okuZzbe s
HBV 24,3 % in se bistveno ne razlikuje od
prevalence, ocenjene leta 2009.

Socasna aktivna okuZzba s HBV in HCV
(pozitivna HBsAg in HCV RNA) je bila
ugotovljena pri dveh s HIV okuZenih po-
sameznikih, in sicer pri IVDU, pri kate-
rem je bila okuZba s HIV ugotovljena leta
2000 in pri bolniku s hemofilijo z leta
1996 ugotovljeno okuzbo s HIV.

Nizka prevalenca okuzbe s HBV in
HCV pri s HIV okuZenih osebah v Slove-
niji je lahko odraz tega, da je deleZz MSM
med sploSno populacijo okuZenih s HBV
ali HCV v Sloveniji majhen in da je intra-
venska uporaba prepovedanih drog v Slo-
veniji Se vedno najpogostejSi nacin pre-
nosa HCV (15). Prav tako je okuZba s HIV
med IVDU v Sloveniji redka (16).

Stevilne drZave v svetu opaZajo za-
skrbljujoce povecevanje pojavljanja okuz-
be s HIV v populaciji MSM (17-19). Slika
iz leta v leto naraScajocih novih prime-
rov okuzb s HIV v Sloveniji ni prav ni¢
drugacna (2). DeleZ MSM med s HIV oku-
Zenimi bolniki, ki so imeli postavljeno
diagnozo okuzbe s HIV v Sloveniji v ob-
dobju 1986-2013, znasa 59 % (377/639).
Tudi v letu 2014 Ze opaZamo nove prime-
re akutne okuZbe s HCV pri s HIV oku-
Zenimi MSM. O dramati¢nem nara$¢anju
incidence okuZbe s HCV pri s HIV okuZe-
nih bolnikih v populaciji MSM porocajo
iz vec¢ drZav (20-22).

V povezavi z vse bolj tveganim spol-
nim vedenjem med MSM v svetu ter tudi
v Sloveniji predstavljajo MSM najbolj
ogroZeno populacijo prenosa okuZbe s
HIV, virusnih hepatitisov in ostalih spol-
no prenosljivih okuzb (2, 23, 24).

ZAKLJUCKI

V Sloveniji ostaja prevalenca okuZbe s
HBV in/ali s HCV pri s HIV okuZenih ose-
bah Se vedno nizka, vendar se moramo
glede na trend nara$¢anja Stevila okuZe-
nih s HIV, predvsem v populaciji MSM,
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zavedati nevarnosti porasta novih prime-  $nega zdravljenja ob ¢imprejSnji potrditvi
rov okuzb s HBV in HCV. Zaradi moZnosti  okuZbe s HBV in/ali HCV je redno spre-
nadzora, preprecevanja Sirjenja in uspe- mljanje s HIV okuZenih bolnikov nujno.
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Cloveski papilomavirusi (HPV) so raznolika skupina DNA virusov, etiolosko poveza-
na z razliénimi benignimi, predrakavimi in rakavimi novotvorbami epitelija sluznic in
koZe pri ¢loveku. Podrobni pregled slovenskih raziskav na podro¢ju HPV, ki so bile od
leta 1990 do oktobra 2011 objavljene v revijah, ki jih indeksira Science Citation Index
(SCI) in/ali PubMed/Medline - skupaj 73 ¢lankov, je bil objavljen konec leta 2011 (Acta
Dermatovenerol Alp Panonica Adriat 2011; 20: 99-112). V tem prispevku predstavlja-
mo 51 raziskovalnih, strokovnih in preglednih ¢lankov slovenskih raziskovalcev, ob-
javljenih od novembra 2011 do oktobra 2014 v revijah, ki jih indeksira SCI in/ali Pub-
Med/Medline.

ABSTRACT

KEY WORDS: HPV, cancer, carcinoma, warts, papilloma, Slovenia

Human papillomaviruses (HPV), remarkably diverse DNA viruses etiologically linked
with various benign and malignant neoplastic lesions of mucosal and skin epithelium,
have been the subject of intensive research worldwide for more than three decades. De-
tailed review of HPV research papers published in Science Citation Index (SCI) and/or
PubMed/Medline indexed journals by Slovenia researchers, from 1990 until October
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2011 (73 papers) has been published in December 2011 (Acta Dermatovenerol Alp Pa-
nonica Adriat 2011; 20: 99-112). Here we present a brief review of 51 original research
papers and/or reviews, published in SCI and/or PubMed/Medline indexed journals from

November 2011 until October 2014.

uvoD

Cloveski papilomavirusi (angl. human pa-
pillomavirus, HPV) so raznolika skupina
DNA virusov, etioloSko povezana z razlic-
nimi benignimi, predrakavimi in rakavi-
mi novotvorbami epitelija sluznic in koZe
pri ¢loveku. HPV so Ze skoraj Cetrt stole-
tja predmet Stevilnih raziskav v Sloveni-
ji. Podrobni pregled slovenskih raziskav
na podroc¢ju HPV, od leta 1990 do oktobra
2011, in sicer 73 ¢lankov, objavljenih v re-
vijah, ki jih indeksirajo Science Citation
Index (SCI) in/ali PubMed/Medline, je bil
objavljen konec leta 2011 (1). V tem pri-
spevku bomo na kratko predstavili sku-
paj 51 raziskovalnih, strokovnih in pre-
glednih ¢lankov slovenskih raziskovalcev,
objavljenih od novembra 2011 do oktobra
2014 v revijah, ki jih indeksirajo SCI in/ali
PubMed/Medline.

NOVI GENOTIPI CLOVESKIH
PAPILOMAVIRUSOV

Po podatkih mednarodnega referen¢nega
centra za HPV (angl. International Human
Papillomavirus Reference Center), ki deluje
pod okriljem inStituta Karolinska (se. Ka-
rolinska Institutet) v Stockholmu na Sved-
skem, je bilo do 1. oktobra 2014 popolno-
ma opredeljenih in uradno priznanih 195
genotipov HPV. Nedavno je bilo na podla-
gi filogenetskih primerjav vseh dostopnih
(delnih ali celotnih) nukleotidnih zapore-
dij genoma HPV v ve¢ neodvisnih raziska-
vah dokazano, da in vivo obstaja Se vec kot
250 moZnih novih genotipov HPV. Ve¢je
Stevilo novoodkritih HPV v zadnjih sed-
mih letih je posledica uporabe novih, od
nukleotidnega zaporedja neodvisnih teh-
nik pomnoZevanja in novih, pogosto ro-

dovno-navzkriZznih Sirokospektralnih oli-
gonukleotidnih zacetnikov, ki omogocajo
pomnoZevanje SirSega spektra HPV in/ali
metode globokega sekveniranja.

V obdobju 2012-2014 smo odkrili in
dokon¢no opredelili Sest novih, uradno
priznanih genotipov HPV. Trenutno smo
v znanstvenih revijah objavili podatke za
tri: HPV-120, HPV-159 in HPV-174 (2-4).
Delno smo opredelili tudi ve¢ kot 35 kan-
didatnih izolatov za nove HPV-genotipe.
Delna nukleotidna zaporedja HPV-120,
HPV-159 in HPV-174 smo odkrili z upo-
rabo veriZne reakcije s polimerazo (angl.
polymerase chain reaction, PCR) in razli¢-
nih Sirokospektralnih oligonukleotidnih
zacetnikov. Temu je sledilo pomnoZeva-
nje in kloniranje celotnih virusnih geno-
mov in njihova genetska oziroma filoge-
netska opredelitev. Genotip HPV-120, ki
se filogenetsko uvrsca v rod Betapapillo-
mavirus (3-PV) v vrsto B2 (najbliZji soro-
dnik je HPV-23), je naSa raziskovalna sku-
pina odkrila v brisu zadnji¢nega kanala,
socasno z raziskovalci v ZDA, ki so ta ge-
notip odkrili v izpirku ustne votline (2). V
nadaljevanju skupne raziskave smo z upo-
rabo HPV-120-tipsko znacilne PCR v re-
alnem casu (angl. real time PCR, RT-PCR)
HPV-120 dokazali v ve¢jem Stevilu vzor-
cev ustne votline, zadnjika, anogenital-
nih bradavic in dla¢nih meSickov obrvi,
s ¢imer smo potrdili njegov dvojni tkiv-
ni tropizem. Z molekularno analizo gena
L1 smo v nadaljevanju dokazali Stevilne
podtipske razli¢ice tega virusa, ki so tvo-
rile dve mozZni genetski liniji (2). Genotip
HPV-159 smo, podobno kot HPV-120, od-
krili v brisu zadnji¢nega kanala (3). Filo-
genetsko ga uvrS¢amo med B-PV, v vrsto
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B2, njegov najbliZji sorodnik pa je HPV-
9. Genotip HPV-174 smo odkrili v tkiv-
nem vzorcu ploScatoceli¢nega karcinoma
(angl. squamous cell carcinoma, SCC) koZe,
ki je vseboval Se HPV-9 in HPV-150 (4).
Tudi ta genotip uvrS¢amo med B-PV ozi-
roma v vrsto B2, njegov najbliZji sorodnik
pa je HPV-145. Vloga HPV-174 pri nastan-
ku raka koZe za zdaj ostaja neznana (4).

Vzporedno z nara$€anjem Stevila no-
vih HPV se veca tudi Stevilo novoodkritih
Zivalskih papilomavirusov (angl. Papillo-
mavirus, PV). Po podatkih zadnjega pregle-
dnega ¢lanka iz leta 2013 je bilo popolno-
ma opredeljenih 112 PV pri 54 razli¢nih
Zivalskih vrstah, ki se taksonomsko razvr-
§¢ajo v 32 PV-rodov. Odkrivanje in potrje-
vanje novih Zivalskih PV naj bi spremljali
v Referen¢nem centru za Zivalske papilo-
maviruse (angl. Animal Papillomavirus Re-
ference Center) v New Yorku (ZDA), ustano-
vljenem leta 2010, vendar center Se vedno
ni polno zaZivel. Vsak novi genotip Zival-
skih PV je oznacen z okrajSavo rodu in vr-
sto Zivali, pri kateri je bil osamljen ter z
zaporedno Stevilko osamitve (npr. krati-
ci FAPV1 in FdPV2 oznacujeta PV, odkrita
pri domaci macki Felis domesticus).

V nedavni raziskavi smo s pomocjo
novih Sirokospektralnih oligonukleoti-
dnih zacetnikov za HPV in posebne me-
tode vgnezdene PCR (angl. single tube ne-
sted ,hanging droplet’ PCR) odkrili prvi PV
Phodopus sungorus papillomavirus type
1 (PsuPV1), katerega naravni gostitelj je
sibirski hréek (Phodopus sungorus). Novi
Zivalski virus, ki izkazuje vse znacilnosti
organizacije genoma PV, smo uvrstili v
rod Pipapillomavirus, kamor trenutno uvr-
S¢amo 3e Sest PV, ki so bili osamljeni pri
razli¢nih glodavcih, vklju€ujo¢ sirijske-
ga hreka, razlicne vrste miSi in norvesko
podgano. PsuPV1 je pri¢akovano najbolj
soroden MaPV1 (Mesocricetus auratus
Papillomavirus Type 1), ki je bil osamljen
iz ustne votline sirijskega hrcka (Mesocri-
cetus auratus) (5).

GENETSKA RAZNOLIKOST
IZBRANIH GENOTIPOV

CLOVESKIH PAPILOMAVIRUSOV
HPV so eden redkih primerov v humani
virologiji, ko genotipe virusa lahko pove-
Zemo z dolo¢eno boleznijo. Genotipi HPV
kaZejo tkivno specifi¢nost in povezanost
z razvojem znacilnih bolezenskih spre-
memb v tar¢nem epitelu. Ker se bolezen
razvije le pri manj$ini oseb, okuZenih z
dolocenim genotipom HPV, se je izobli-
kovala domneva, da znotraj posameznega
genotipa HPV obstajajo podtipske razlici-
ce, ki bi lahko prispevale k ve¢ji ali manjsi
patogenosti virusa. Patogenetska raznoli-
kost podtipskih razli¢ic HPV naj bi izvi-
rala iz genetskih sprememb v kodirajocih
in/ali nekodirajo¢ih oziroma uravnalnih
podro¢jih genoma HPV.

V sodelovanju z raziskovalci z Univer-
ze Alberta Einsteina (New York, ZDA) smo
na podlagi filogenetske analize in izracu-
na maksimalnih razlik parov nukleotidnih
zaporedij med 43 celotnimi genomi HPV-
6 in 32 celotnimi genomi HPV-11 predla-
gali kriterij za doloCevanje genetskih linij
HPV-6/-11 (1-10 % odstopanje v celotnem
genomu od ostalih podtipskih razli¢ic is-
tega genotipa HPV) in genetskih podlinij
(0,5-1,0 % odstopanje). Po opisanem pre-
dlogu imenujemo skupino podtipskih raz-
licic HPV, ki vkljuCujejo referenc¢no razli-
¢ico, linija A in njene podlinije Al, A2 itd.
Skupine podtipskih razli¢ic, ki ne vklju-
cujejo referencne razli¢ice HPV, imenuje-
mo po abecednem vrstnem redu (linija B,
C itd.). Podtipske razli¢ice HPV-6 smo uvr-
stili v dve genetski liniji: A in B ter tri pod-
linije: B1, B2 in B3, medtem ko smo raz-
licice HPV-11 uvrstili v dve podliniji: Al
in A2. Postavili smo tudi sistem za poe-
noteno Stevil€enje nukleotidnih mest v
genomskih zaporedjih genotipov HPV iz
rodu Alphapapillomavirus (a-PV) (6).

V letu 2014 smo izvedli raziskavo, v
kateri smo na podlagi analize celotnih ge-
nomov kot prvi raziskali svetovno genom-
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sko raznolikost genotipa HPV-6. V razi-
skavo smo vkljucili 530 HPV-6-pozitivnih
vzorcev, pridobljenih iz 15 drZav iz Se-
stih celin (Evropa, Azija, Severna in JuZna
Amerika, Avstralija in Afrika). HPV-6-po-
zitivne vzorce smo pridobili iz razli¢nih
anatomskih mest okuZbe (anogenital-
nih bradavic, papilomov grla in brisov
materni¢nega vratu). Izmed 530 vzorcev
smo 492 opredelili nukleotidna zapored-
ja v genomskih podro¢jih: E5a, E5b, L1
in LCR ter najbolj raznolikim razli¢icam
dolo¢ili celotno nukleotidno zaporedje. Z
omenjeno raziskavo smo v gensko banko
GenBank prispevali najvecje Stevilo celo-
tnih genomov HPV-6 do sedaj (130/190).
Podtipske razli¢ice HPV-6 smo filogenet-
sko uvrstili v genetski liniji A in B ter pet
podlinij B1-B5. Z geografsko in klini¢no
povezavo med (pod)linijami HPV-6 smo
pokazali, da so razli€ice iz linije B prevla-
dovale globalno, v Aziji razli¢ice iz lini-
je A in v Afriki ter Severni in JuZni Ame-
riki razli€ice iz podlinije B3. Razli¢ice B3
so bile bolj pogoste pri Zenskah in razlici-
ce B1 in B3 v anogenitalnih okuZbah (7).
V naslednji raziskavi, v kateri smo na-
daljevali naSe delo na podroc¢ju genetske
raznolikosti klini¢no pomembnih nizkori-
zi€nih genotipov HPV (angl. low-risk HPV,
LR-HPV), smo opredelili genomska po-
dro¢ja L1, LCR in E6 14 izolatov HPV-40,
49 izolatov HPV-42, 10 izolatov HPV-43
in 35 izolatov HPV-44. Po podatkih iz do-
segljive literature je ta raziskava predsta-
vljala prvo opredelitev podtipskih razli-
¢ic HPV-40, HPV-42 in HPV-43 doslej. Pri
posameznem genotipu HPV smo opisali
Stevilne razli¢ice genomskih podrocij L1,
LCR in EG, opredeljene s Stevilni zamenja-
vami, vstavki ali izpadi nukleotidov, ki so
skupno sestavljale 9 podtipskih razli¢ic
HPV-40, 30 podtipskih razli¢ic HPV-42,
tri podtipske razli¢ice HPV-43 in 19 pod-
tipskih razlicic HPV-44. Na osnovi mole-
kularno-filogenetskih analiz zdruZenega
zaporedja L1, LCR in E6 smo prvi¢ doka-

zali, da obstojece podtipske razli¢ice HPV-
42 in HPV-43 tvorijo filogenetsko drevo z
dvema izrazito lo¢enima skupinama razli-
¢ic, ki so najverjetneje nastale v procesu
evolucijskega loCevanja na dve samostoj-
ni taksonomski enoti oziroma dva nova
genotipa HPV. Podoben fenomen smo v
raziskavi potrdili tudi za HPV-44 (8).

Leta 2008 je bila odkrita nova, do-
mnevno manj patogena razlic¢ica HPV-16 z
znacilnim, 63 baznih parov velikim vstav-
kom v genu EIl, ki evolucijsko pripada
skupini razli¢ic HPV-16 E6-T350G. V razi-
skavi, v katero smo vkljucili 390 HPV-16-
-pozitivnih vzorcev, ki so bili osamljeni
pri istemu Stevilu Zensk z normalno cito-
logijo, cervikalnimi intraepitelijskimi ne-
oplazijami stopnje 1-3 (angl. cervical in-
traepithelial neoplasia 1-3, CIN 1-CIN 3)
in rakom materni¢nega vratu, smo Zele-
li ugotoviti kolikSen deleZ okuZb s HPV-
16 v Sloveniji dejansko povzroca razli¢ica
z vstavkom v genu E1 HPV-16 E1. Razli¢i-
co HPV-16 E1, ki smo jo dokazovali s po-
mnoZevanjem 146-210 baznih parov veli-
kega dela gena E1 in sekveniranjem 167
baznih parov velikega dela gena EG6, smo
dokazali v sedmih od 48 (14,6 %) vzorcev
Zensk z normalno citologijo, enem od 21
(4,8 %) vzorcev Zensk s CIN 1, dveh od 20
(10,0 %) vzorcev Zensk s CIN 2, devetih
od 131 (6,9 %) vzorcev Zensk s CIN 3 in
12 od 170 (7,1 %) vzorcev Zensk z rakom
materni¢nega vratu. Ceprav smo zaznali
trend upadanja prevalence razlicice HPV-
16 E1 z naraSc¢anjem stopnje cervikalnih
sprememb, razlike v njeni prevalenci med
Zenskami z normalno citologijo, razli¢ni-
mi predrakavimi spremembami ali rakom
materni¢nega vratu niso bile statisti¢no
pomembne (9).

DIAGNOSTIKA OKUZBE

S CLOVESKIMI PAPILOMAVIRUSI
Na povabilo Svetovne zdravstvene orga-
nizacije (angl. World Health Organisation,
WHO) smo s priznanimi tujimi raziskoval-
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ci na podroc¢ju HPV napisali dva pregledna

¢lanka, ki sta del obseZne HPV-monografi-

je z naslovom »Comprehensive Control of

HPV Infections and Related Diseases«, ob-

javljene kot posebna izdaja revije Vaccine

konec leta 2012. HPV-monografija 2012

Se vedno predstavlja osnovni vir vseh naj-

pomembnejSih informacij na podroc¢ju

HPV in z njimi povezanih bolezni. V pr-

vem c¢lanku smo naredili podroben pre-

gled vseh komercialno dostopnih metod
za dokazovanje okuZbe z a-PV. S pregle-
dom vseh pomembnejsih podatkovnih baz
smo ugotovili, da je bilo na svetovnem tr-

ZiS€u do aprila 2012 vsaj 125 razli¢nih ko-

mercialnih HPV-testov in vsaj 84 njihovih

razlicic. Kljub tako velikemu Stevilu HPV-

-testov smo ugotovili, da je le 10-15 % teh

izpolnjevalo minimalne kriterije za varno

uporabo v klini¢ne namene za vsaj eno od
priznanih klini¢nih indikacij za testiranje
na okuzbo s HPV. Poleg tega za vec kot tri
cetrtine vseh HPV-testov nismo nasli niti
ene same objave v recenziranih znanstve-
nih revijah. Zaklju¢ili smo, da tako komer-
cialno dostopnih HPV-testov kot tistih raz-
vitih v laboratorijih (angl. in-house test), ki
niso bili klini¢no preverjeni oziroma ne
ustrezajo mednarodno dogovorjenim stan-
dardom za klini¢no specifi¢nost in klini¢-

no obcutljivost, ne smemo uporabljati v

klini¢ni praksi (10).

V sklopu HPV-monografije 2012 smo
napisali tudi povzetek klju¢nih meta-ana-
liz in preglednih €lankov, ki so obravnava-
li uporabnost testiranja HPV za tri klju¢ne
kliniéne indikacije (11):

- triaZo bolnic s citoloSko diagnozo
ASC-US (angl. atypical squamous cells
of undetermined significance) ali LSIL
(angl. low grade squamous intraepithe-
lial lesion),

- kontrolo uspe$nosti zdravljenja spre-
memb CIN 2+ in

- primarno presejalno testiranje za zgo-
dnje odkrivanje raka materni¢nega
vratu.

Nasi izsledki so pokazali, da je triaZa Zen-
sk z diagnozo ASC-US s testom HPV, ce se
uporabi metoda Hybrid Capture 2 assay
(hc2, Qiagen Gaithersburg, Inc., MD, ZDA)
ali primerljiv HPV DNA-test, statisti¢no
znacilno obcutljivejSa metoda za odkriva-
nje hudih predrakavih sprememb mater-
ni¢nega vratu in enako specificna meto-
da kot ponavljajoci se brisi materni¢nega
vratu. Test APTIMA (Gen-Probe Inc., San
Diego, CA, ZDA), ki namesto DNA doka-
zuje mRNA EG/E7 visokorizi¢nih genoti-
pov HPV (angl. high-risk HPV, HR-HPV), je
bil naceloma enako obcutljiv kot hc2 ven-
dar bolj specificen. V triaZi Zensk z blago
diskarioti¢nimi celicami se je metoda hc2
izkazala za bolj obcutljivo za odkrivanje
hudih predrakavih sprememb maternic-
nega vratu kot ponavljajoci se brisi ma-
ternicnega vratu, vendar je imela znatno
manj3o specifi¢nost. Test APTIMA je tudi
tu izkazal enako klini¢no obcutljivost kot
hc2, vendar vecjo klini¢no specifi¢nost.
V nadaljevanju smo ugotovili, da je bilo
HPV-testiranje statisti¢no znacilno obcu-
tljivejSa in primerljivo specificna meto-
da za odkrivanje rezidualnega ali recidiv-
nega CIN 2+ kot kontroliranje z brisom
maternicnega vratu. V primarnem prese-
jalnem testiranju za raka materni¢nega
vratu so bili testi hc2, GP5+/6+ PCR, co-
bas 4800 PCR (Roche Molecular Systems
Inc., Alameda, CA, ZDA) in RealTime High
Risk HPV (RealTime, Abbott Molecular,
Des Plaines, IL, ZDA), s katerimi dokazu-
jemo skupino HR-HPYV, bolj obcutljivi za
odkrivanje CIN 2+ kot citologija toda ne-
koliko manj specifi¢ni. Specificnost ome-
njenih testov lahko izboljSamo z refleksno
citologijo in/ali refleksnim ali soasnim
dolo¢anjem HPV-16 in HPV-18 ali neka-
terimi drugimi triaZnimi testi (npr. imu-
nohistocitokemicno barvanje celi¢ne be-
ljakovine p16™*42 ali p16/Ki-67). Izsledki
nasSe raziskave podpirajo uporabo testa
HPV kot najbolj primerne metode za tria-
Zo Zensk z atipi¢nimi ploScatimi celicami
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materni¢nega vratu, za spremljanje Zensk
po zdravljenju CIN 2+ in pri primarnem
presejanju za raka materni¢nega vratu pri
Zenskah starej$ih od 30 let (11).

Zaradi velikega odmeva HPV-mono-
grafije 2012 se je WHO odlo¢ila pripraviti
tudi povzetek celotne monografije, ki je bil
objavljen v vseh §tirih t.i. regionalnih mo-
nografijah, objavljenih kot posebna izdaja
revije Vaccine konec leta 2013. Ugotovili
smo, da je bilo v letu 2008 med 12,7 mi-
lijoni novih primerov raka na svetu 4,8 %
mogoce pripisati okuzbi s HPV, incidenca
in umrljivost pa je bila bistveno vecja v dr-
Zavah v razvoju kot v razvitih drZavah. V
zadnjih letih se je poznavanje naravnega
poteka okuZbe s HPV zelo izboljSalo, pre-
izkuSane in vpeljane so bile strategije za
varno in uéinkovito cepljenje proti okuZ-
bi s HPV, razvite so bile vedno bolj zane-
sljive molekularne diagnosticne metode
za odkrivanje in presejalno testiranje na
raka materni¢nega vratu, svetovna oza-
veS¢enost o HPV in o boleznih, povezanih
z okuZbo s HPV, se je obcutno izboljsala.
Hkrati s tem napredkom so se pojavili novi
peredi izzivi: cena preprecevanja okuzbe s
HPV in zdravstvene obravnave, tehni¢ne
omejitve pri uvajanju preventivnih progra-
mov, druZbeni in politi¢ni odpor do razli¢-
nih moZnosti preprecevanja okuzb in zelo
velike razlike v ekonomskih zmoZnostih in
zdravstvenih sistemih v razli¢nih drZavah.
Preoblikovanje paradigme preprecevanja
raka materni¢nega vratu in ostalih bole-
zni, povezanih s HPV, zahteva vkljucitev
strateSke kombinacije vsaj Stirih pomemb-
nih komponent: (i) rutinske uvedbe ceplje-
nja proti HPV za Zenske v vseh drZavah, (ii)
povecanja in poenostavitve obstojecih pro-
gramov presejanja z uporabo novih tehno-
logij, (iii) povecanja in prilagoditve prese-
jalnih programov za izvajanje v drZavah
v razvoju in (iv) obravnave SirSega spek-
tra rakov in ostalih bolezni, ki jih je moZno
prepreciti s cepljenjem proti HPV pri Zen-
skah in mos8kih (12).

RealTime je HPV test naslednje ge-
neracije, ki temelji na metodi RT-PCR in
je sposoben lociti med okuZbo s HPV-16,
HPV-18 in 12 HR-HPV (HPV-31, HPV-33,
HPV-35, HPV-39, HPV-45, HPV-51, HPV-
52, HPV-56, HPV-58, HPV-59, HPV-66 in
HPV-68) (13-16). Nem8ki raziskovalci so
v sodelovanju z naSim laboratorijem pri-
merjali analiti¢no in klini¢no obcutljivost
in specificnost testa RealTime s testom
hc2 pri 545 Zenskah, ki so bile napote-
ne na nadaljnjo kolposkopsko obravnavo.
Raziskava je pokazala primerljive klini¢ne
in analiti¢ne rezultate med obema testo-
ma, z izjemo vi§je analiti¢ne specifi¢no-
sti testa RealTime v primerjavi s hc2 (15).
V nizozemski raziskavi, izvedeni v sode-
lovanju z naSim laboratorijem, so neod-
visno potrdili, da RealTime izpolnjuje vse
kriterije mednarodnih priporo¢il za prese-
jalni test za zgodnje odkrivanje raka ma-
terni¢nega vratu (klini¢no obcutljivost,
klini¢no specifi¢nost in znotraj- in med-
-laboratorijsko ponovljivost) (14). V pre-
gledu literature, ki je zajemala vse objave
analitiénih in klini¢nih evalvacij testa Re-
alTime med leti 2009 in 2013, smo ugoto-
vili, da ima test RealTime zelo visoko Kli-
nicno obcutljivost za detekcijo CIN 2+ in
CIN 3+ in primerljivo klini¢no specifi¢-
nost s testom hc2. Glede na objavljene re-
zultate lahko zakljuc¢imo, da se test Real-
Time lahko uporablja v klini¢ni praksi kot
validiran triaZni test HPV za nadaljnjo
obravnavo Zensk s nejasnim oziroma mej-
nim citolo8kim izvidom ter kot presejalni
test za zgodnje odkrivanje raka maternic-
nega vratu (13).

V raziskavi, izvedeni leta 2012, smo
primerjali ucinkovitost testa RealTime z
ucinkovitostjo diagnosticnega kompleta
INNO-LiPA HPV Genotyping Extra (IN-
NO-LiPA, FujiRebio, Malvern, PA, ZDA) za
dokazovanje in identifikacijo HPV v 60 ar-
hivskih tkivnih vzorcih karcinoma ustne
votline in ustnega dela Zrela, fiksiranih v
formalinu. Z obema metodama smo HPV
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DNA oziroma HPV-16 dokazali v petih
(8,3 %) primerih, s ¢imer smo dokazali, da
je RealTime v kombinaciji s kompletom
QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden,
Nemcija) hitra, zanesljiva, obcutljiva in
specifi¢na metoda za dokazovanje in del-
no genotipizacijo tar¢nih genotipov HPV
v arhivskih tkivnih vzorcih raka glave in
vratu (16).

Najbolj pogosto uporabljen test za ge-
notipizacijo HPV, Linear Array HPV Ge-
notyping test (Linear Array, Roche Mole-
cular Diagnostics, Branchburg, NJ, ZDA)
zazna prisotnost 37 genotipov HPV, med
drugimi tudi vseh 12 HR-HPV. Zaradi
navzkriZzno reaktivne HPV-33/35/52/58
lovke v vzorcih, kjer dokaZemo prisotnost
HPV-33, HPV-35 in/ali HPV-58, ne more-
mo potrditi okuZbe s HPV-52. Z uporabo
HPV-52 tipsko-znacilnega RT-PCR smo
dokazali, da ima Linear Array izjemno vi-
soko analiti¢no ob¢&utljivost (100 %) za do-
kazovanje okuZbe s HPV-52 v vzorcih, kjer
ni dokazane okuZzbe s HPV-33, HPV-35 in/
ali HPV-58, vendar je dodatno testiranje
nujno pri vzorcih, kjer dokaZemo so¢asno
okuzbo s HPV-33, HPV-35 ali HPV-58 (17).

PRESECNA RAZISKAVA
»OPOZORILNO EPIDEMIOLOSKO
SPREMLJANJE OKUZB S HPV V
PRILOZNOSTNEM VZORCU ZENSK,
STARIH 0D 20 DO 64 LET«

V presecno raziskavo »Opozorilno epide-
mioloSko spremljanje okuzb s HPV v pri-
loZnostnem vzorcu Zensk, starih od 20 do
64 let, ki je potekala med decembrom
2009 in avgustom 2010, je bilo vklju¢enih
ve¢ kot 4.400 Zensk, ki so v 16 izbranih
ginekoloSkih ambulantah po vsej Sloveni-
ji prisle na ginekoloSki pregled v okviru
nacionalnega presejalnega programa za
raka materni¢nega vratu (18, 19). Gineko-
logi so odvzeli bris materni¢nega vratu za
citolosko preiskavo in bris za testiranje na
HR-HPV s testom hc2 in RealTime. Preva-
lenca okuZb z vsaj enim od 14 HR-HPV je

bila 12,9 %. Prevalenca okuZb z HR-HPV
je bila najviSja v starostni skupini 20-24
let in se je zniZevala s starostjo in najniz-
ja med Zenskami z normalnim izvidom ci-
toloSke preiskave brisa materni¢nega vra-
tu in se je zviSevala s stopnjo cervikalne
patologije. Najbolj pogosta je bila okuZba
s HPV-16 (3,5 %), ki ji je sledila okuZba s
HPV-31 (2,6 %), HPV-51 (1,8 %) in HPV-
52 (1,8 %) (18).

Naklju¢éno izbranih 1.000 brisov ma-
terni¢nega vratu je bilo dodatno testira-
nih na prisotnost 37 genotipov HPV s te-
stom Linear Array v namen dolocitve
prevalence 25 ne-visokorizi¢nih genoti-
pov HPV. Prevalenca okuZzbe s temi 25 ge-
notipi HPV je bila 10,0 %, brez socasne
okuZbe s HR-HPV pa 4,0 %. Najbolj po-
gost genotip je bil HPV-53 (2,0 %), ki so
mu sledili HPV-54 (1,7 %), HPV-42 (1,6 %)
in HPV-89 (1,6 %) (19).

Pri 3.259 Zenskah, ki so sodelovale v
prese€ni raziskavi, smo poleg brisa ma-
terni¢nega vratu, ki smo ga testirali na
HPV DNA, pridobili tudi serumski vzo-
rec. S testiranjem izbranih genotip-spe-
cifi¢nih anti-HPV protiteles smo ocenili
seroprevalenco 11 HR-HPV in 4 LR-HPV
in sicer HPV-6, HPV-11, HPV-16, HPV-18,
HPV-31, HPV-33, HPV-35, HPV-39, HPV-
45, HPV-52, HPV-56, HPV-58, HPV-59,
HPV-68 in HPV-73. Kumulativna seropo-
zitivnost na enega izmed 15 testiranih
genotipov HPV je bila 56 %, na enega od
11 HR-HPV 59,2 % in na enega od 4 LR-
-HPV 33,1 %. Protitelesa, usmerjena pro-
ti kateremkoli od Stirih genotipov HPV, ki
so vkljuceni v Stirivalentno cepivo pro-
ti HPV, so bila prisotna pri 40,8 % Zen-
sk. Seropozitivnost za posamezne cepil-
ne genotipe HPV je bila: HPV-16 (25,2 %),
HPV-18 (9.4 %), HPV-6 (19,1 %) in HPV-
11 (5,8 %). Starostno-specifi¢na seropozi-
tivnost je bila najviSja pri Zenskah, starih
30-39 let (29,6 %) in je upadala s staro-
stjo (14 % pri Zenskah, starih 60-64 let)
(20). Istocasno s to raziskavo smo opisali
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tudi validacijo uporabljene seroloSke me-
tode, ki temelji na tehnologiji Luminex,
pri kateri se HPV-specifi¢na protitelesa iz
bolnikovega seruma veZejo na HPV-speci-
fi¢ne-virusom-podobne delce. Validacija
seroloSke metode je temeljila na primer-
javi prisotnosti DNA 15 izbranih genoti-
pov HPV v brisih materni¢nega vratu in
prisotnosti HPV-specifi¢nih protiteles v
serumu. Statisticno pomembno povezavo
med prisotnostjo anti-HPV genotip-speci-
fi¢nih protiteles in prisotnostjo HPV DNA
smo dokazali pri 13 genotipih HPV. Stati-
sti€na povezava je bila moc¢nej$a pri Zen-
skah, ki so bile okuZene samo z enim ge-
notipom HPV, v primerjavi z Zenskami,
okuZenimi z ve¢ genotipi HPV (21).

V podraziskavi, ki je vklju€evala 195
Zensk iz osnovne presetne raziskave,
okuzba s HR-HPV ni imela vpliva na Ste-
vilo ali odstotek zrelih jajénih celic, od-
stotek oplojenih jajénih celic, kakovost za-
rodka ali na stopnjo zanositve in tako ni
bila povezana z uspehom postopkov zu-
najtelesne oploditve (22).

BREME IN PREPRECEVANIJE

S CLOVESKIMI PAPILOMAVIRUSI
POVEZANIH NOVOTVORB V
DRZAVAH VZHODNE IN SREDNJE
EVROPE TER SREDNJE AZIJE

Na povabilo WHO smo koordinirali nasta-
nek obseZne regionalne HPV-monografi-
je z naslovom »Comprehensive Control of
HPV Infections and Related Diseases in
the Central and Eastern Europe and Cen-
tral Asia Region«, objavljene kot poseb-
na izdaja revije Vaccine konec leta 2013.
Monografija, ki vsebuje 6 ¢lankov, je prvi
in najpopolnejsi pregled bremena in tre-
nutnega stanja programov za prepreceva-
nje s HPV povezanih novotvorb v drZzavah
Vzhodne in Srednje Evrope ter Srednje
Azije (23-20). Podatki za izdelavo mono-
grafije so bili poleg natan¢nega pregleda
objav (veinoma objave v lokalnih jezikih)
pridobljeni tudi s pomocjo dveh podrob-

nih vpra$alnikov, ki smo jih pripravili ter
njihovo izpolnjevanje in analizo koordini-
rali v naSem laboratoriju. Zaradi omejene-
ga prostora v regionalni HPV-monografi-
ji smo del pridobljenih rezultatov objavili
tudi v reviji Acta Dermatovenerologica
APA (27-30).

V Srednji in Vzhodni Evropi z visoko
incidenco raka materni¢nega vratu izsto-
pata predvsem Romunija in Makedonija
pred Bolgarijo, Litvo in Srbijo, v Srednji
Aziji pa Kirgizistan, Kazahstan in Armeni-
ja (26, 31). Pomanjaknje u¢inkovitega pre-
sejanja in visoko breme raka maternicne-
ga vratu vpliva na vi§jo umrljivost med
mlajSimi Zenskami. V nekaterih drZavah
je opazen »efekt starostne kohorte«, kjer
je tveganje za raka materni¢nega vratu
povecano v zaporednih generacijah Zensk,
rojenih okrog let 1940-1950, kar je splo-
8ni pojav, ki kaZe na spremembe spolne-
ga vedenja v teh generacijah in povecano
tveganje dolgotrajne okuZzbe s HPV (20).
MoZnosti za zmanjSanje bremena s HPV
povezanih bolezni so odvisne od sredstev,
ki so na razpolago. Zagotovo bi univerzal-
no cepljenje proti HPV z izboljSanjem pre-
sejanja bistveno zmanjSalo breme v teh
dveh regijah Evrope in Azije (26, 31).

Objavljeni podatki o bremenu okuZb s
HPV, presejalnih programih za odkrivanje
raka materni¢nega vratu in uvajanju ce-
pljenja proti HPV v 16 drZavah Srednje in
Vzhodne Evrope so zelo omejeni (24, 31).
Analiza 28 najpomembnejSih raziskav,
narejenih na tkivnih vzorcih raka mater-
ni¢nega vratu, zadnjika in vulve v 16 dr-
Zavah Vzhodne in Srednje Evrope, je po-
kazala prisotnost HPV DNA v 86,6 % od
2.531 primerov raka materni¢nega vratu;
87,5 % HPV-pozitivnih rakov je vsebovalo
HPV-16 in/ali HPV-18 (24, 30). Prevalenca
HPV DNA pri raku zadnjika je bila 90,7 %,
HPV-16 je bil prisoten v 86 %. Pri 164 pri-
merih raka vulve je bila HPV DNA ugoto-
vljena pri 32,9 %, deleZ HPV-16 pozitivnih
rakov je zna$al od 10,9 % do 27,5 % (30).
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Prevalenca HPV DNA v rakih materni¢ne-
ga vratu, zadnjika in vulve in distribucija
genotipov v Vzhodni in Srednji Evropi je
bila primerljiva z ostalimi evropskimi re-
gijami (24, 30).

V Vzhodni in Srednji Evropi se opor-
tunisti¢no presejanje na raka maternicne-
ga vratu izvaja v devetih od 16 in organi-
zirano presejanje v sedmih od 16 drZav.
Presejalni programi vec¢inoma temeljijo
na uporabi citologije, pregledanost Zensk
pa niha med nekaj odstotkov do 70 % (24).
Breme raka materni¢nega vratu v drZa-
vah Vzhodne in Srednje Evrope je pravi-
loma viSje v primerjavi z Zahodno in Se-
verno Evropo predvsem zaradi dolgoletne
prakse oportunisticnega presejanja, pa
tudi zaradi mo¢nega vpliva politi¢nih in
ekonomskih sprememb v obdobju preho-
da iz komunizma (29). Dober primer vpli-
va teh sprememb je Latvija, kjer je bilo
presejalno testiranje na raka maternicne-
ga vratu od zacetka 60-ih let prejSnjega
stoletja pomemben del preventivne de-
javnosti s posledi¢no pomembnim zni-
Zanjem incidence do leta 1989, vendar je
bilo po letu 1991 prekinjeno. Po ponovni
uvedbi presejalnega testiranja, ki je osta-
lo oportunisti¢no, se je Latvija morala so-
ociti s Stevilnimi problemi, ki so vplivali
na nizko stopnjo presejanja taré¢ne popu-
lacije Zensk, in Sele uvedba organizira-
nega presejalnega testiranja leta 2009 je
povzrocila spremembo v trendu ter spod-
budne rezultate (27). Ve€ina drZav v regi-
ji se Se vedno bori s teZavami, ki ovira-
jo uspe$no uvedbo programa, spodbudno
dejstvo pa je, da se tudi drZave, ki so do
zdaj imele le oportunisti¢ni program pre-
sejanja, pospeSeno pripravljajo na preno-
vo programoyv, ki bodo zagotavljali orga-
nizirano nacionalno presejanje na raka
materni¢nega vratu (29).

Pregled trenutnega stanja uvedbe ce-
pljenja proti HPV v 16 drZavah Vzhodne
in Srednje Evrope je pokazal, da je vsaj
eno izmed obeh cepiv, ki sta trenutno na

trzis€u, registrirano v vseh drZavah z iz-
jemo Crne Gore (24). Do sedaj je le Sest
drzav (Bolgarija, Ceska, Latvija, Romuni-
ja, Slovenija in Makedonija) cepivo proti
HPV uvedlo tudi v nacionalni program ce-
pljenja in zagotovilo brezpla¢no rutinsko
cepljenje tar¢ne populacije. Glavno oviro
za uvedbo cepiva proti HPV v nacional-
ni program cepljenja pri ostalih 10 drZa-
vah predstavlja predvsem visoka cena in
negativno mnenje SirSe javnosti (24, 28).
Cepljenje moSkih trenutno ni vkljuc¢eno v
nacionalni program cepljenja v nobeni iz-
med 16 drZav v regiji (28).

Podatki o bremenu s HPV povezanih
okuzb v Rusiji, zahodnih drZavah nekda-
nje Sovjetske zveze, KavkaSki regiji in
Centralni Aziji so zelo omejeni, inciden-
ca in umrljivost zaradi raka materni¢nega
vratu pa sta v tej regiji vi§ji kot v vecini
zahodnoevropskih drZzav. Ocenjena preva-
lenca okuzb s HPV pri Zenskah z normal-
no citologijo na podlagi zelo omejenega
Stevila raziskav je znaSala od 0 % do 48 %,
pri Zenskah s predrakavimi sprememba-
mi viSje stopnje od 77,2 % do 100 % in
v rakih materni¢nega vratu od 89,9 % do
100 %. Programi presejanja so dokaj ne-
uspeSni zaradi oportunisti¢nega znacaja,
problemi z odzivom Zensk in pomanjka-
nja zanesljive citologije s centralnim re-
gistrom. Cepivo proti HPV je registrirano
v desetih od 12 drZav v regiji, vendar ni-
kjer ni zares implementirano, predvsem
zaradi visoke cene, slabe dostopnosti in
pomanjkanja ozavescenosti tako §irSe jav-
nosti kot tudi zdravstvenih delavcev (25).

Na osnovi pridobljenih podatkov smo
pripravili tudi prva uradna priporocila za
preprecevanje raka materni¢nega vratu za
drzave Vzhodne in Srednje Evrope ter Sre-
dnje Azije. Zakljucili smo, da je potrebno
takojSnje ukrepanje, ki bo vkljucevalo ne-
prekinjene, usklajene in stopenjske pro-
grame preprecevanja raka materni¢nega
vratu s kombiniranim pristopom ceplje-
nja proti HPV (primarna preventiva) in
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presejanja na raka materni¢nega vratu

(sekundarna preventiva). Priporo¢ene so

tri razli¢ne strategije preprecevanja raka

materni¢nega vratu za drZzave Vzhodne in

Srednje Evrope ter Srednje Azije, katerih

je uvajanje odvisno od obstoje¢ih moZno-

sti in trenutnega stanja v posameznih dr-

Zavah (23):

+ DrZave z organiziranim presejalnim
programom si morajo prizadevati za
povecanje pregledanosti Zensk, ki se ne
udeleZujejo presejanja, za uvedbo testi-
ranja na HPV v obstojeCe programe in
uvedbo cepljenja proti HPV v nacional-
ni program cepljenja.

- DrZave z oportunisticnim programom
z dobro delujo€o mreZo citoloskih la-
boratorijev naj poskuSajo postopno
spremeniti trenutni program v organi-
zirano presejanje bodisi s testiranjem
na HPV ali s citologijo in si hkrati pri-
zadevati za uvedbo cepljenja proti HPV
v nacionalni program.

+ DrZave z nedelujofim oportunisti¢nim
presejanjem se morajo zavedati, da je
uvedba presejalnega programa s cito-
logijo lahko predraga ali celo nedose-
gljiva zaradi pomanjkanja znanja, uspo-
sobljenega kadra, infrastrukture in
nadzora kvalitete, zato se v teh drZavah
kot najprimernej$a strategija priporoca
uvedba cepljenja proti HPV v nacional-
ni program cepljenja in de novo uvedba
presejanja s testiranjem na HPV v po-
daljSanih ¢asovnih intervalih.

Zaradi odmevnosti regionalne HPV-mo-
nografije smo bili povabljeni k pisanju
dveh preglednih ¢lankov in sicer o bre-
menu in preprefevanju raka materni¢ne-
ga vratu v Evropi ter cepljenju proti HPV
(32, 33). Ugotovili smo, da kljub stabilne-
mu trendu incidence rak materni¢nega
vratu ostaja pomemben javnozdravstveni
problem v celi Evropi. Incidenéne stopnje
se med evropskimi regijami pomembno
razlikujejo in so najniZje v Zahodni Evro-

pi, kjer so preventivni programi bistveno
bolje razviti, medtem ko so inciden¢ne in
umrljivostne stopnje v Vzhodni in Srednji
Evropi bistveno viSje in so tesno poveza-
ne z intenzivnostjo organiziranega prese-
janja (32). V evropskih drZavah z visoko
precepljenostjo taréne populacije s cepi-
vom proti HPV se Ze kaZejo prvi ucinki v
obliki zmanjSanja prevalence tar¢nih ge-
notipov HPV in tudi bolezni, povezanih z
okuzbo s HPV (33).

CLOVESKI PAPILOMAVIRUSI

IN BENIGNI IN MALIGNI TUMORJI

V ANOGENITALNEM PODROCJU
Profilakti¢no Stirivalentno cepivo, ki $¢i-
ti pred okuZbo z genotipi HPV-6, HPV-11,
HPV-16 in HPV-18, se je v svetu Ze izka-
zalo za ucinkovito pri nadzorovanju Sirje-
nja okuzb in bolezni, povezanih s tar¢ni-
mi genotipi. Stirivalentno cepivo HPV je
bilo v Sloveniji uvedeno brez predhodnih
zanesljivih podatkov o prevalenci HPV in
razporeditvi genotipov HPV v malignih in
benignih tumorjih (razen pri raku mater-
ni¢nega vratu) pred uvedbo cepljenja, na
podlagi katerih bi lahko ocenili u¢inek ce-
pljenja s Stirivalentnim cepivom.

V raziskavi, opravljeni na 422 histolo-
Sko potrjenih tkivnih vzorcih anogenital-
nih bradavic, odvzetih 315 imunkompe-
tentim bolnikom obeh spolov, smo DNA
HPV dokazali pri 306 izmed 315 (97,1 %)
bolnikov z anogenitalnimi bradavicami,
od tega sta bila HPV-6 in/ali HPV-11 pri-
sotna pri 92,4 % bolnikov, kar nakazuje,
da bi nastanek vecine teh tumorjev lah-
ko preprecili s profilakti¢nim Stirivalen-
tnim HPV cepivom. Prevalenca HPV-6 se
v anogenitalnih bradavicah med spolo-
ma statisti¢no ni razlikovala, nasprotno je
bil HPV-11 trikrat pogoste;j$i pri moSkih z
anogenitalnimi bradavicami. Vec¢ bradavic
sofasno prisotnih na razli¢nih anatom-
skih mestih smo na$li pri 90 izmed 315
(29 %) bolnikov z anogenitalnimi brada-
vicami. Pri vseh 90 bolnikih smo v vseh
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bradavicah posameznega bolnika dokazali
prisotnost istega genotipa HPV (34).

V raziskavi, ki je sledila, smo na 45
izolatih HPV-6, osamljenih iz sveZih tkiv-
nih vzorcev anogenitalnih bradavic, od-
vzetih 18 naklju¢no izbranim bolnikom
s HPV-6 povzroCenimi socasnimi bra-
davicami, s sekven¢no analizo Stirih ge-
nomskih podro¢ij HPV-6 (L1, E5a, E5b in
LCR) dodatno potrdili naSo domnevo, da
je nastanek multiplih bradavic pri posa-
meznem bolniku posledica okuZbe z eno
samo genomsko razli¢ico HPV-6 in ne po-
sledica okuZbe z vec razli¢icami istega ge-
notipa (35).

V mednarodni raziskavi, ki je vkljuce-
vala tkivne vzorce iz 24 drZav, in v kateri
je sodeloval tudi na$ laboratorij, smo med
43 histoloSko potrjenimi intraepitelijski-
mi neoplazijami zadnjika stopnje 2 in 3
(angl. anal intraepithelial neoplasia, AIN)
dokazali prisotnost HPV v 95,3 % ter med
496 vzorci raka zadnjika v 88,3 %. Naj-
bolj pogosto zaznan genotip HPV, tako v
AIN 2 oziroma AIN 3 kot v raku zadnjika
je bil HPV-16, ki je bil dokazan v 75,4 %
in 80,7 % vzorcev, v invazivnim raku za-
dnjika mu je sledil HPV-18 (3,6 %). V pod-
-vzorcu 116 rakov zadnjika smo dokaza-
li tudi povecano izraZanje pl16™&44 v 95 %
vseh HPV pozitivnih rakov, kar kaZe na
zelo podobno patogenetsko povezavo med
okuZbo s HPV in rakom zadnjika kot z ra-
kom materni¢nega vratu (30).

V raziskavi, objavljeni leta 2011, v ka-
tero je bilo vkljucenih 21 vzorcev raka za-
dnjika, odvzetih istemu Stevilu bolnikov
iz Slovenije, smo prisotnost HPV DNA do-
kazali v vseh 21 preiskanih vzorcih. Prica-
kovano je bil najpogosteje najden genotip
HPV-16 (v 19 izmed 21 vzorcev) (37).

V Sloveniji mikroinvazivni SCC pred-
stavlja pomemben deleZ novoodkritih
rakov materni¢nega vratu. V nedavno
objavljeni raziskavi so Zeleli ugotoviti za-
nesljivost histopatoloSke ocene mikroin-
vazivnega SCC pri bolnicah, diagnosticira-

nih v na$i drZavi v obdobju let od 2001 do
2007. Za ponoven histopatoloski pregled
je bilo primernih 250 primarnih biopsij,
od tega je bilo 73,6 % ponovno ocenjenih
kot mikroinvazivni SCC z izrazito prevla-
dujo¢im FIGO-stadijem IAl in velikim de-
leZem zgodnje stromalne invazije znotraj
tega stadija. Avtorji so zakljucili, da je po-
novni pregled biopsij pokazal znaten deleZ
precenjenih diagnoz, najpogostejsa histo-
patoloska sprememba v precenjenih vzor-
cih pa je bil obseZen CIN 3 z vraS¢anjem v
kripte endocervikalnih Zlez (38).

Vpliv HPV na lastnosti semenske te-
kocine pri neplodni populaciji Se ni do-
konéno opredeljen. V nedavni raziskavi
smo Zeleli dolociti prevalenco HPV v par-
nih vzorcih: brisih zunanjega spolovila in
vzorcih semenske tekocine, odvzetih 340
slovenskim moSkim iz neplodnih parov
ter opredeliti ali okuZba s HPV vpliva na
lastnosti semenske tekocine. Prisotnost
HPV DNA je bila dokazana v 37,1 % bri-
sov zunanjega spolovila in 13,6 % vzorcev
semenske tekocine, z visoko skladnostjo
HPV genotipov prisotnih na obeh mestih
vzorcenja. Najpogosteje dokazana genoti-
pa v vzorcih zunanjega spolovila sta bila
HPV-CP6108 in HPV-84, v vzorcih semen-
ske tekocCine pa HPV-53 in HPV-CP6108.
Prevalenca HPV v semenski tekocini z
normalnimi in patoloSkimi lastnostmi
se ni pomembneje razlikovala, prav tako
okuzba s HPV ni vplivala na kakovost se-
menske tekocine, zato sklepamo, da okuz-
ba s HPV ne vpliva bistveno na zmanj$a-
nje plodnosti moskih (39).

CLOVESKI PAPILOMAVIRUSI

IN BENIGNI IN MALIGNI TUMORJI
GLAVE IN VRATU

PloSc¢atoceli¢ni papilomi grla so najbolj
pogosti benigni tumorji grla, za katere je
znacilno ponavljajoCe razra$¢anje papilo-
mov na mestih, kjer se stikata migetal¢-
ni in plos¢atoceli¢ni epitelij. Ceprav be-
nigne narave, so papilomi grla povezani
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z veliko obolevnostjo zaradi pogostih po-
novitev, Stevilénosti papilomov in s pro-
gresivnim potekom bolezni, ki vkljucuje
razra$§¢anje papilomov v druge predele di-
halne poti, najpogosteje v sapnik in plju-
Ca, ter Zivljenje ogroZajoco zaporo dihal-
nih poti, ki zahteva veliko operativnih
posegov. Predhodne raziskave so pokaza-
le, da je nastanek skoraj vseh papilomov
grla vzro¢no povezan s HPV-6 in HPV-11.
V raziskavi, opravljeni leta 2012, v kate-
ro smo Vkljucili po podatkih iz literature
do takrat najvecje Stevilo tkivnih vzorcev
papilomov grla (152 vzorcev istega Stevi-
la bolnikov), smo HPV-6 in/ali HPV-11 do-
kazali pri 138 (90,8 %) bolnikih. Razpore-
ditev HPV-6 in HPV-11 se med spoloma
ni razlikovala, se je pa HPV-6 statisti¢no
pogosteje pojavil v otroski obliki papilo-
mov (78,4 %) v primerjavi z odraslo obli-
ko (53 %) (p = 0,007), medtem ko se raz-
poreditev HPV-11 med otrosko (21,6 %) in
odraslo (31,3 %) obliko statisti¢no ni raz-
likovala (p = 0,3) (34).

V raziskavi izvedeni leto kasneje, smo
Zeleli ugotoviti genetsko raznolikost viru-
sov HPV-6 in HPV-11, ki v Sloveniji pov-
zro¢ajo papilome grla in, ali se ti tekom
bolezni oziroma med ponovitvami papi-
lomov genetsko spreminjajo. V raziska-
vo smo vkljucili izolate HPV-6 in HPV-11,
osamljene iz 195 tkivnih vzorcev papilo-
mov grla, 70 zacetnih vzorcev in 125 po-
novitev, ki so bili odvzeti pri 70 bolnikih
v do 22-letnem obdobju. Z molekularno
analizo celotnega virusnega genoma ozi-
roma visoko variabilnih genomskih po-
dro¢ij LCR in E5a smo dokazali, da so se
pri 95,7 % bolnikih s papilomi grla ge-
nomske razli¢ice HPV-6 oziroma HPV-11
v vseh ponovitvah papilomov popolno-
ma ujemale z genomsko razli¢ico viru-
sa v zafetnem vzorcu papiloma. Rezultati
nasSe raziskave so pokazali, da se HPV-6 in
HPV-11 genetsko ne spreminjata oziroma
da so pogoste ponovitve papilomov grla
najverjetneje posledica dolgotrajne okuz-

be z eno samo virusno razli¢ico in ne po-
novnih okuZzb z novimi razli¢icami HPV-6
oziroma HPV-11 (40).

Cepljenje z obstoje¢im profilaktic-
nim Stirivalentnim oziroma bodo¢im de-
vetvalentnim cepivom proti HPV, ki $¢i-
ti tudi pred okuZbo s HPV-6 in HPV-11,
naj bi v prihodnosti znatno zmanj3alo in-
cidenco papilomov grla. Za zdravljenje Ze
razvite bolezni se trenutno najpogosteje
uporablja mikrokirurSka ali laserska od-
stranitev papilomov. V primeru agresiv-
ne oblike bolezni navadno uporabimo 3e
pomoZno zdravljenje z razli¢nimi modula-
torji imunosti (npr. interferon alfa) in/ali
protivirusnimi zdravili kot so indol-3-kar-
binol, aciklovir, valaciklovir in cidofovir.
V nedavno izvedeni raziskavi na skupi-
ni bolnikov s teZko potekajo¢o obliko pa-
pilomatoze smo potrdili naSe predhodne
ugotovitve, da ima cepljenje s profilak-
ti¢nim Stirivalentnim cepivom proti HPV
pri teh bolnikih moZen terapevtski ucinek
(41, 42). Namre¢, po cepljenju, ki je pote-
kalo po standardni cepilni shemi, se je po-
tek bolezni v opazovanem obdobju 12-52
mesecev pomembno izboljSal pri osmih
od 11 bolnikov s teZko obliko papilomato-
ze grla, pri katerih so bila vsa predhodna
zdravljenja neuspesna (41).

Sinonazalni invertni papilomom (IP)
je redek benigen tumor, ki je lahko zdru-
Zen s SCC (IP/SCC), pri cemer naj bi bila
maligna transformacija vsaj pri delu tu-
morjev povezana z okuzbo s HPV, pred-
vsem s HPV-16. V raziskavi, izvedeni leta
2011, smo v prospektivni podatkovni bazi
InStituta za patologijo Medicinske fakul-
tete Univerze v Ljubljani identificirali 89
bolnikov z IP, med njimi pet bolnikov z
IP/SCC. Prisotnost HPV je bila dolocena
z metodo PCR v vseh petih tumorjih, tri-
je izmed njih so bili pozitivni na HPV-11.
Stirje bolniki so bili zdravljeni z name-
nom ozdravitve s kurativno operacijo in
pooperativno radioterapijo (trije bolniki),
peti bolnik z neoperabilnim tumorjem pa
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je bil zdravljen z zmanjSevalno operacijo,
ki ji je sledilo obsevanje. Lokalna kontrola
tumorija je bila doseZena pri treh bolnikih,
in sicer 8, 46 in 58 mesecev po operaciji,
medtem ko se je bolezen ponovila lokalno
pri dveh bolnikih: po endoskopski odstra-
nitvi T1 tumorja (kasneje uspeSno zdra-

vljen z dodatno operacijo) in pri bolniku z

neoperabilnim tumorjem (43).

Trenutno veljavne smernice WHO

za klasifikacijo predrakavih sprememb v

ustni votlini in grlu iz leta 2005, niso op-

timalne, saj temeljijo na treh konceptu-
alno in terminoloSko razli¢nih modelih
tockovanja oziroma opredeljevanja spre-
memb. Pri naértovanju primernejSe kla-
sifikacije tovrstnih sprememb je potrebno
upoStevati razli¢no etiologijo predraka-
vih sprememb glave in vratu v primerja-

vi s spremembami materni¢nega vratu ter

posebnosti v tem anatomskem predelu. V

skladu s tem smo v ¢lanku, objavljenem v

prestiZzni reviji s podrocja patologije gla-

ve in vratu , predlagali §tiri klju¢ne ko-
rake na osnovi katerih bi lahko postavi-

li novo, enotno klasifikacijo predrakavih

oziroma ploScatoceli¢nih intraepitelijskih

sprememb (angl. squamous intraepithelial
lesions, SIL) ustne votline in grla (44). Pre-
dlagani koraki so sledeci:
Bodoca Kklasifikacija mora zajema-
ti samo dve stopnji sprememb - spre-
membe nizke in visoke stopnje ter do-
datno stopnjo, karcinom in situ (angl.
carcinoma in-situ, CIS) za predel grla.

+ Terminologija mora biti poenotena.
Predlagali smo uporabo izraza SIL na-
mesto izraza ploScatoceli¢na intraepi-
telijska neoplazija (angl. squamous in-
traepithelial neoplasia, SIN).

+ Vsi kljucni morfolo8ki kriteriji za opre-
delitev posamezne spremembe morajo
biti jasno definirani.

+ Kliniki in patologi se morajo dogovo-
riti glede najprimernejSega zdravljenja
razli¢nih stopenj SIL v razli¢nih prede-
lih glave in vratu.

Podobno kot ve€ino drugih rakov, tudi raka
glave in vratu zdravimo s tremi osnovni-
mi terapevtskimi nacini: s kirurgijo, z ob-
sevanjem oziroma radioterapijo in zdra-
vili (kemoterapevtiki, taréna zdravila). Po
podatkih iz literature imajo HPV-pozitiv-
ni karcinomi glave in vratu boljSo klinicno
napoved kot HPV-negativni karcinomi, kar
se pripisuje boljSemu odzivu na kemotera-
pijo in radioterapijo. Cilj klini¢ne raziska-
ve, izvedene v letih 2008-2009 in objavlje-
ne leta 2014, je bil oceniti lokoregionalno
kontrolo in toksi¢nost indukcijske kemo-
terapije z docetakselom, cisplatinom ter
5-fluorouracilom (TPF) in soasne imuno-
kemoradioterapije s cetuksimabom (CMb)
ter cisplatinom pri neresektabilnem SCC
glave in vratu. V raziskavo je bilo vklju-
¢enih 30 bolnikov z boleznijo stadija IV
(56,7 %), med katerimi je bilo 26 (86,7 %)
aktivnih kadilcev. Trije bolniki (10 %), vsi
aktivni kadilci, so imeli HPV-pozitiven tu-
mor ustnega dela Zrela, ostali tumorji so
bili HPV-negativni. Vse §tiri kroge induk-
cijske kemoterapije je prejelo 25 bolnikov
(83,3 %), Stirje izmed njih (16 %) so imeli
infuzijsko reakcijo na CMb stopnje = 3, =
6 ali vec socasnih aplikacij cisplatina.CMb
je prejelo 13 od 25 (52 %) oziroma 18 od
25 (72 %) bolnikov. Po dveh letih je bila lo-
koregionalna kontrola, preZivetje brez bo-
lezni in celokupno preZivetje 47 %, 47 %
in 50 %. Izid zdravljenja je bil pri bolnikih
s koZno reakcijo na CMb stopnje = 2 ugo-
dnejsi (p < 0,05) kot pri bolniki brez reak-
cije ali z blago reakcijo. Zakljuc¢ili smo, da
je v prognosti¢no skrajno neugodni sku-
pini bolnikov z neresektabilnimi tumor-
ji, nizko prevalenco HPV in prevlado ak-
tivnih ali biv§ih kadilcev, testirani reZim
pokazal spodbudno ucinkovitost, pri Ce-
mer je kombinacija CMb in nizkodoznega
cisplatina po indukciji s TPF povecala to-
ksi¢nost in potencialno onemogocila apli-
kacijo enega izmed obeh zdravil (45).
Verukozni karcinom predstavlja redek,
dobro izoblikovan histoloski podtip SCC,
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za katerega je znacilno vdiranje v okoliska
tkiva in nesposobnost tvorjenja metastaz.
Ta vrsta raka se navadno razvije na slu-
znici ustne votline ali grla, redkeje tudi na
koZi, v anogenitalnem podro¢ju, se¢nem
mehurju in poZiralniku. Medtem ko HPV
igra pomembno vlogo pri nastanku dela
navadnega SCC glave in vratu, je njego-
va vloga pri nastanku verukoznega karci-
noma sporna, saj se objavljena prevalenca
a-PV (do sedaj drugi rodovi niso bili prei-
skovani) v tem raku giblje med O in 100 %.
Leta 2013 smo izvedli obseZnejSo raziska-
vo, v katero smo vkljucili 30 tkivnih vzor-
cev verukoznih karcinomov glave in vra-
tu in 30 po anatomski lokaciji usklajenih
histoloSko normalnih tkivnih vzorcev, jim
dolo¢ili stopnjo izraZanja celi¢ne beljako-
vine pl6 z imunohistokemi¢no metodo,
in jih testirali na prisotnost 87 razli¢nih
HPV-genotipov iz rodov a-PV, B-PV, Gam-
mapapillomavirus (y-PV) in Mupapilloma-
virus (u-PV) s pomocjo PCR. B-PV smo do-
kazali v petih od 30 (16,7 %) primerov
raka in v 18 od 30 (60 %) primerov histo-
loSko normalnih tkivnih vzorcev, medtem
ko HPV iz ostalih rodov nismo dokaza-
li. IzraZanje celi¢ne beljakovine p16 v 12
od 30 verukoznih karcinomov in dveh od
30 kotrolnih vzorcev je bilo neznacilno za
rake, povezane z okuzbo s HR-HPV (npr.
analnim SCC). Z naSo raziskavo smo ne-
dvomno dokazali, da verukozni karcinom
glave in vratu ni povezan z okuzbo s HPV
iz rodov a-PV, y-PV in p-PV in da so za
njegov nastanek najverjetneje odgovorni
drugi dejavniki (40).

Kajenje ter Zvecenje tobaka in preko-
merno uZivanje alkohola so najbolj zna-
ni povzrocitelji ploScatocelicnega raka
poZiralnika. V vabljeni pregled literature
o vlogi HPV pri nastanku raka poZiralni-
ka smo vkljucili vse raziskave, objavljene
med leti 1982 in 2013 ter meta-analizo,
objavljeno leta 2012. Skupno smo vklju-
¢ili 159 raziskav, ki so zajemale 11.310
vzorcev raka poZiralnika, testiranih na

prisotnost HPV. HPV DNA je bila priso-
tna v 30,3 % testiranih rakov poZiralni-
ka, z majhnimi razlikami v geografski raz-
poreditvi HPV-pozitivnih rakov. HPV-16
in HPV-18 sta bila najpogosteje dokaza-
na genotipa HPV v vzorcih ploS¢atoceli¢-
nega raka poZiralnika, tako na obmogjih z
nizko kot tudi na obmocjih z visoko pojav-
nostjo raka poZiralnika (47).

RAZISKAVE
BETAPAPILOMAVIRUSOV

B-PV zdruZuje genotipe HPV, povezane
z nastankom predrakavih sprememb in
raka koZe, predvsem pri imunsko oslablje-
nih osebah in osebah z redko dedno bole-
znijo, imenovano bradavicasta epidermo-
displazija. Po podatkih novejsih raziskav
lahko B-PV poleg koZe in dla¢nih meSic-
kov okuZijo tudi epitel razli¢nih sluznic,
vklju€ujoc glavo in vrat, poZiralnik in ano-
genitalni predel. OkuZba analnega kana-
la z a-PV je pogosta pri moskih, ki ima-
jo spolne odnose z moskimi in je etioloSko
tesno povezana z nastankom analnih bra-
davic, predrakavih sprememb in analne-
ga raka, Se posebej pri osebah s ¢loveSkim
virusom imunske pomanjkljivosti 1 (angl.
Human immunodeficiency virus, HIV-1). Na-
sprotno zaenkrat ni znano kak$na je pre-
valenca analnih okuZzb z ostalimi HPV-ro-
dovi v populaciji moskih, ki imajo spolne
odnose z moSkimi, in ali so tudi ti viru-
si povezani z nastankom novotvorb v anal-
nem kanalu. Da bi odgovorili na tovrstna
vpraSanja, smo nedavno izvedli raziskavo
v katero smo vkljucili 181 analnih brisov
(135 zacetnih in 46 naknadnih vzorcev),
odvzetih 135 slovenskim moskim, ki ima-
jo spolne odnose z moskimi (23 HIV-1-po-
zitivnih) in jih testirali na prisotnost 3-PV
DNA. OkuZbo z B-PV smo dokazali pri 88
od 135 (65,2 %) osebah, vkljucenih v razi-
skavo. OkuZbo z ve¢ genotipi HPV smo do-
kazali pri 26 osebah. Skupno smo dokazali
32 razli¢nih genotipov HPV (od tega smo
tri opisali prvi€), od katerih so bili najbolj
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pogosti HPV-36, HPV-38, HPV-23, HPV-24
in HPV-93. Dolgotrajno okuZbo z najmanj
enim genotipom B-PV v obdobju 7-58
mesecev smo dokazali pri sedmih od 30
(23,3 %) oseb. HIV-1 pozitiven status, pro-
miskuitetno vedenje in uporaba alkilnih
nitritov (t.i. »popersov«) so bili dejavniki,
ki so bili znacilno povezani v visjo preva-
lenco analne okuZbe z 3-PV (48).

Novejse raziskave nakazujejo, da dlac¢-
ni meSicki predstavljajo pomemben en-
dogeni rezervoar koZznih HPV. V dla¢nih
meSickih je pogosto, ¢e ne vedno, priso-
tnih ve¢ B-PV. Ker so v vec€ini raziskav, ki
so ugotavljale prevalenco B-PV, uporabi-
li ve¢ dlacnih meSi¢kov zdruZenih v en
vzorec, zaenkrat ostaja neznano, kaksna
je prevalenca in razporeditev genotipov
B-PV v posamezni dlaki oziroma dlac-
nem meSicku. Z nedavno raziskavo smo
poskusili oceniti prispevek posamezne-
ga meSicka h genotipskemu profilu p-PV
v vzorcu z ve¢ zdruZenimi dla¢nimi me-
§icki. V raziskavo smo vkljucili 85 vzor-
cev dlac¢nih meSickov obrvi: 64 posame-
znih in 21 zdruZenih, ki so bili odvzeti
21 imunsko kompetentnim osebam. 3-PV
smo dokazali v 82 od 84 (97,6 %) vzorcev.
Prisotnost B-PV je bila dokazana v vseh
21 vzorcih zdruZenih dlak, od tega je bilo
v vecini vzorcev (19 od 21; 90,4 %) pri-
sotnih ve¢ genotipov (od 1 do 12 genoti-
pov). V posameznih dlakah smo B-PV do-
kazali v 61 izmed 63 (96,8 %) vzorcev, v
veliki ve€ini (68,2 %) je bilo prisotnih ve¢
razli¢nih genotipov, povprecno Stirje raz-
li¢ni genotipi B-PV na dlako. Najpogostej-
§i genotip v dlakah je bil HPV-23, sledila
sta genotipa HPV-24 in HPV-38. Primer-
java razporeditve B-PV v vzorcih zdruZe-
nih dla¢nih meSickov z razporeditvijo v
vsaj enem dlacnem meSicku pri istem po-
samezniku je pokazala popolno ujema-
nje Stevila in vrste genotipov pri petih iz-
med 20 oseb. Dve od 20 oseb sta imeli v

vzorcu zdruZenih dla¢nih meSickov ena-
ko oziroma podobno Stevilo vendar raz-
licne vrste genotipov HPV kot v posa-
meznem meSicku, pri devetih od 20 oseb
smo v vzorcih zdruZenih dla¢nih meSick-
ov dokazali ve¢ B-PV kot v ve€ini posame-
znih dlak in Stiri izmed 20 oseb so ime-
le vsaj en dlacni meSicek z vec B-PV, kot
jih je bilo v pripadajocem vzorcu zdruZe-
nih dlaénih meSickov. Rezultati so poka-
zali, da so B-PV neenakomerno razporeje-
ni v obrveh in da celo vzorci, v katerih je
zdruZenih ve¢ dlacnih meSickov, ne zago-
tavljajo popolne informacije o celotnem
spektru genotipov HPV prisotnih v obr-
veh (49).

BAZICNE RAZISKAVE CLOVESKIH
PAPILOMAVIRUSOV
V raziskavi Tluckove in sodelavcev iz leta
2013 so raziskovalci s Kemijskega inSti-
tuta z namenom opredelitve potenciala za
tvorjenje struktur Stirih gvaninov preuce-
vali z gvaninom-bogata obmocja nukleo-
tidnega zaporedja vseh do sedaj oprede-
ljenih genotipov HPV. Primerna obmocja
so nasli pri 8 genotipih (HPV-3, HPV-9,
HPV-25, HPV-32, HPV-42, HPV-52, HPV-
57 in HPV-58) in sicer v genomskih ob-
mocjih LCR, L2, E1 in E4. Na podlagi re-
zultatov raziskave sklepajo, da strukture
§tirih gvaninov lahko vplivajo na uravna-
vanje izraZanja virusnih genov HPV (50).
Mala plas€na beljakovina HPV (L2) in
transportni kompleksi ESCRT (angl. Endo-
somal Sorting Complexes Required for Tran-
sport) sodelujejo pri endocitozi in ima-
jo pomembno vlogo pri poteku okuZbe s
HPV. V raziskavi Broniarczyka in sode-
lavcev iz leta 2014, v kateri je sodelovala
raziskovalka z Univerze v Novi Gorici, so
kot najpomembnejsi del ESCRT izpostavi-
li komponento TSG101, ki je potrebna za
optimalen potek okuZbe s Sirokim spek-
trom PV (51).
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Odkrivanje in opredeljevanje novih
papilomavirusov in pregled v Sloveniji
odkritih genotipov ¢loveskih papilomavirusov
Identification and Characterisation of Novel Papillomaviruses

in Slovenia

IZVLECEK
KLJUCNE BESEDE: papilomavirusi, €éloveski papilomavirusi, HPV, genotipi, Slovenija

Papilomavirusi (PV) so genetsko izredno raznolika skupina majhnih DNA virusov, ki so
etioloSko povezani z nastankom Stevilnih benignih in malignih sprememb koZe in slu-
znic pri ljudeh in Zivalih. Glede na skladnost nukleotidnih zaporedij PV razvr§¢amo v
rodove, vrste in genotipe. PV genotipe, ki so pomembni v humani medicini, imenuje-
mo Cloveski papilomavirusi (HPV). Za zdaj je bilo v celoti opredeljenih 339 genotipov
PV pri 67 razli¢nih Zivalskih vrstah, od tega 195 pri ljudeh, €eprav naj bi bilo po zadnjih
ocenah njihovo Stevilo precej vi§je. Ve€ina klini¢no pomembnih genotipov HPV je bila
odkritih Ze v obdobju od konca 70-ih do sredine 90-ih let prejSnjega stoletja z uporabo
metode direktnega kloniranja virusnega genoma. Nedavni napredek molekularnih teh-
nik je omogocil odkrivanje novih genotipov HPV, ki so v kuZninah praviloma prisotni v
nizkih koncentracijah oz. predstavljajo t. i. komenzalne viruse, katerih klini¢en pomen
za nastanek s HPV povezanih novotvorb za zdaj ni jasen. V tem pregledu bomo pred-
stavili tako tehnike, ki so jih raziskovalci v preteklosti najpogosteje uporabljali za od-
krivanje novih PV, kot tudi tiste, ki se uporabljajo danes. Predstavili bomo tudi krajsi
pregled desetih PV genotipov: HPV-120, HPV-125, HPV-150, HPV-151, HPV-159, HPV-
174, HPV-179, HPV-184, HPV-199 in PsuPV1, ki so bili pred kratkim odkriti in oprede-
ljeni v Sloveniji.

ABSTRACT

KEY WORDS: papillomaviruses, human papillomaviruses, HPV, genotypes, Slovenia

Papillomaviruses (PV) are remarkably heterogeneous DNA viruses that infect a wide
variety of vertebrate species and are causally involved in the etiology of various neo-
plastic changes of the skin and mucosa. On the basis of nucleotide similarity, PVs are
classified into genera, species and genotypes. At present, over 339 PV genotypes from
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67 different animal species have been completely characterized and officially recogni-
zed, of which 195 genotypes, termed as human papillomaviruses (HPV), have been de-
tected in humans. However, according to the latest estimate, the number of PV geno-
types could be substantially higher. The majority of clinically relevant HPV genotypes
have already been discovered 15-40 years ago with the method of direct cloning of the
viral genome. Recent advances in molecular techniques have allowed the discovery of
a number of novel HPVs mainly present in clinical samples in minute quantities and
showing commensal nature without apparent clinical significance. In this review, we
focus on the methods that have been historically most frequently used to detect novel
PV genotypes as well as on those used today. In addition, we present a short overview
of ten PV genotypes: HPV-120, HPV-125, HPV-150, HPV-151, HPV-159, HPV-174, HPV-
179, HPV-184, HPV-199 and PsuPV1, which have been recently discovered and charac-

terized in Slovenia.

PAPILOMAVIRUSI IN NJIHOVO
RAZVRSCANJE
Virusi iz druZine Papillomaviridae ali pa-
pilomavirusi (PV) so velika in raznolika
skupina majhnih virusov s kroZno dvoj-
novija¢no DNA velikosti 7,5-8 kbp, ki so
etioloSko povezani z nastankom razli¢nih
benignih in malignih sprememb koZe in
sluznic pri ljudeh in Zivalih. Virusni ge-
nom je sestavljen iz nekodirajocih in kodi-
rajo¢ih podrocij, ki jih sestavlja do 10 od-
prtih bralnih okvirjev (angl. open reading
frame, ORF). Kodirajo¢a podroc¢ja delimo
na zgodnje podrocje E (angl. early) in po-
zno podrocje L (angl. late). Ve¢ina do sedaj
opredeljenih PV ima najmanj Sest razli¢-
nih genov E: E1, E2, E4, E5, EG in E7, kate-
rih beljakovinski pridelki so odgovorni za
podvajanje in prepisovanje virusnega ge-
noma ter proliferacijo in transformacijo
okuZenih celic. Podro¢je L vsebuje zapisa
za veliko (L1) in malo (L2) plas¢no belja-
kovino oz. strukturni beljakovini virusne
kapside. Nekodirajoce podroc¢je LCR (angl.
long control region) se nahaja med geno-
ma L1 in E6 in vsebuje zaporedja DNA,
pomembna za uravnavanje podvajanja in
prepisovanja virusnega genoma (1).

Na podlagi skladnosti nukleotidnega
zaporedja gena L1 PV taksonomsko uvr-
§¢amo v rodove, vrste in genotipe. Ge-

notipi predstavljajo najpomembnejsi ta-
ksonomski nivo razvr§€anja PV, saj so
genotipi virusa etioloSko povezani z na-
stankom razli¢nih bolezni. PV najdemo pri
vecini sesalcev in pticev ter nekaterih ri-
bah in plazilcih, kot so kace in Zelve. Ne-
kateri, predvsem evolucijsko niZje razvi-
ti sesalci, imajo samo en za vrsto znacilen
genotip, medtem ko je raznolikost PV pri
opicah in ljudeh mnogo ve¢ja. Skupino ge-
notipov PV, ki so pomembni v humani me-
dicini, imenujemo ¢loveSki papilomavirusi
(angl. human papillomaviruses, HPV) (2, 3).

Kot novi genotip PV opredelimo vsak
izolat virusa, katerega nukleotidno zapo-
redje gena L1 se razlikuje za ve¢ kot 10 %
od gena L1 vseh predhodno opredeljenih
oz. uradno priznanih genotipov PV. V pri-
meru ko je neskladnost med dvema za-
poredjema gena L1 2-10 %, je to virusni
podtip. Ce je razlika manjsa od 2 %, novi
virus opredelimo kot podtipsko (genet-
sko) razli¢ico enakega genotipa PV. Do za-
Cetka septembra 2014 je bilo popolnoma
opredeljenih 339 genotipov PV, ki jih raz-
vrS¢amo v najmanj 37 rodov (doloceni ge-
notipi Se niso rodovno opredeljeni), od ka-
terih jih je 23 oznacenih z gr8kimi ¢rkami
alfa-omega (a-w). Ker je Stevilo novood-
kritih virusov preseglo Stevilo ¢rk v grski
abecedi, od leta 2010 preostale PV-rodo-
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ve oznacujemo z gr8kimi ¢rkami, ki imajo
dodano predpono dyo. Skladnost nukleoti-
dnih zaporedij v celotnem genu L1 je med
razli¢nimi rodovi PV manj3a kot 60 %. Vi-
rusne vrste znotraj posameznega rodu iz-
kazujejo 60-70 % nukleotidno skladnost v
genu L1, medtem ko genotipi znotraj po-
samezne vrste izkazujejo 71-89 % nukle-
otidno skladnost v genu L1 (3).

Vse do sedaj znane genotipe HPV uvr-
§¢amo v pet PV-rodov: Alphapapilloma-
virus (a-PV), Betapapillomavirus (B-PV),
Gammapapillomavirus (y-PV), Mupapillo-
mavirus (p-PV) in Nupapillomavirus (v-
PV). V rodova a-PV in B-PV, poleg HPV,
uvr§¢amo tudi nekatere PV, ki so bili osa-
mljeni pri razli¢nih vrstah opic. Posame-
zni rodovi HPV izkazujejo dokaj znacilen
tropizem za dolo€eno vrsto epitela. Tako
a-PV najpogosteje okuZijo razli¢ne slu-
znice anogenitalnega podrocja in glave in
vratu, B-PV in y-PV najdemo tako v koZi
kot tudi v razli¢nih sluznicah, medtem ko
najdemo p-PV in v-PV izklju€no v vzorcih
koZe oz. dla¢nih meSickih (1, 3). Za veci-
no genotipov HPV, uvrS¢enih v isto vrsto,
velja, da imajo podoben tropizem za dolo-
¢ena tkiva in/ali organe, lahko pa se razli-
kujejo po tumorogenem potencialu. Tako
je npr. visoko rizi¢ni HPV-16 iz vrste a9,
kamor spadajo Se genotipi HPV-31, HPV-
33, HPV-35, HPV-52, HPV-58 in HPV-67,
dale¢ najbolj patogen HPYV, ki je na sve-
tovni ravni odgovoren za nastanek pribli-
Zno 60 % vseh primerov raka maternic¢ne-
ga vratu in vecinski deleZ ostalih s HPV
povezanih rakov (1, 3).

REFERENCNI CENTRI

ZA PAPILOMAVIRUSE

Odkrivanje novih genotipov HPV spre-
mljajo v Mednarodnem referen¢nem cen-
tru za HPV (angl. International Human
Papillomavirus Reference Center) na Karo-
linskem inStitutu (se. Karolinska Institu-
tet) v Stockholmu na Svedskem, kjer tudi
dolocajo zaporedne Stevilke novo opre-

deljenih genotipov in jih redno objavlja-
jo na svoji spletni strani. Genotipi HPV
so tradicionalno oS$tevil¢eni popolnoma
naklju¢no, glede na vrstni red osamitve
in ne glede na biolo8ke lastnosti virusov
ali njihovo genetsko podobnost. Genotip
HPV-16 tako na primer predstavlja Sest-
najsti po vrsti odkriti genotip HPV. Za
opredelitev in uradno priznanje novega
genotipa je potrebno celotni genom izo-
lata HPV (lahko tudi po delih) vklonirati v
plazmidne vektorje in mu dolo¢iti nukle-
otidno zaporedje oz. za PV znacilna ge-
nomska podro¢ja. Plazmidni klon s celo-
tnim genomom novega HPV predstavlja
preprost nacin preverbe in trajnega shra-
njevanja referencnega nukleotidnega za-
poredja, tako da njegova pridobitev ostaja
temeljni pogoj za uradno priznanje vsake-
ga novega genotipa HPV (3, 4). Po podat-
kih Referen¢nega centra za HPV je bilo do
konca septembra 2014 uradno opredelje-
nih 195 razli¢nih genotipov HPV, oznace-
nih od HPV-1 do HPV-199. Stirje predho-
dno uradno opredeljeni genotipi, HPV-46,
HPV-55, HPV-64 in HPV-79, ne ustreza-
jo vec kriteriju za uvrstitev med genotipe
HPV in so zdaj uradno opredeljeni le kot
podtipi posameznih genotipov HPV.

Z namenom zagotovitve organizirane-
ga in aZurnega vira informacij znanstve-
ni skupnosti, ki se ukvarja z raziskavami
na podro¢ju PV, je bila nedavno ustano-
vljena prosto dostopna podatkovna baza
PapillomaVirus Episteme (PaVE), ki delu-
je pod okriljem ameriSkega Nacionalne-
ga inStituta za alergije in nalezljive bole-
zni (angl. National Institute of Allergy and
Infectious Diseases). Baza PaVE, poleg se-
znama uradno priznanih genotipov HPV,
ki se ¢rpa s spletne strani Referencnega
centra za HPV, obsega tudi seznam ce-
lotnih genomov HPV (trenutno je takih
14), ki so bili pridobljeni samo s pomo-
¢jo tehnike globokega sekveniranja (angl.
deep sequencing, next generation sequencing,
NGS) oz. niso vodeni v uradnem sezna-
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mu HPV centra. Poleg tega predstavlja ta
baza trenutno najbolj zanesljivo in aZur-
no zbirko vseh do sedaj opredeljenih Zi-
valskih PV. Odkrivanje in potrjevanje no-
vih Zivalskih PV naj bi sicer spremljali v
Referencnem centru za Zivalske papilo-
maviruse (angl. Animal Papillomavirus Re-
ference Center) v New Yorku (ZDA), ustano-
vljenem leta 2010, vendar center Se vedno
ni zaZivel. Po dogovoru iz leta 2010 naj bi
bil vsak novi genotip Zivalskih PV ozna-
¢en s kratico rodu in vrsto Zivali, pri kate-
ri je bil osamljen, ter z zaporedno Stevil-
ko osamitve (npr. kratici FAPV1 in FdPV2
oznacujeta PV, odkrita pri domaci macki -
Felis domesticus) (4). Po podatkih zadnjega
preglednega ¢lanka je bilo do maja 2013
odkritih oz. popolnoma opredeljenih 112
Zivalskih PV pri 54 razli¢nih Zivalskih vr-
stah (2). Po zadnjih podatkih baze PaVE je
trenutno znanih 130 Zivalskih PV, ki oku-
Zujejo 66 razli¢nih Zivalskih vrst.

ODKRIVANJE IN OPREDELJEVANJE
PAPILOMAVIRUSOV
V preteklosti so genomska zaporedja no-
vih genotipov HPV pridobivali iz razli¢-
nih epitelnih sprememb koZe in sluznic
(npr. anogenitalne/koZne bradavice, pa-
pilomi grla in rak materni¢nega vratu) z
uporabo direktnega kloniranja virusnih
genomov Vv razline plazmidne vektor-
je, kar je bilo mogoce le pri tistih genoti-
pih, ki so bili v klini¢nih vzorcih prisotni
v zelo visokih koncentracijah. Vecina Kkli-
ni¢no pomembnih genotipov HPV, kot so
npr. HPV-2, HPV-5, HPV-8, HPV-27, HPV-
6, HPV-11, HPV-16 in HPV-18, je bila tako
odkritih Ze v obdobju od konca 70-ih do
sredine 90-ih let prejSnjega stoletja (3, 5).
Uporaba sodobnih molekularnih me-
tod, ki so naceloma bolj obcutljive, saj te-
meljijo na predhodnem pomnoZevanju vi-
rusnega genoma, je predvsem v zadnjih
nekaj letih pripeljala do odkritja in opre-
deljevanja Stevilnih novih PV. Ti so v kli-
ni¢nih vzorcih praviloma prisotni v zelo

nizkih koncentracijah in predstavljajo t.
i. komenzalne viruse, ki najverjetneje ni-
majo nobenega ali zanemarljiv klini¢ni
pomen (3). Vecino takih virusov predsta-
vljajo B-PV, ki jih najdemo tako v zdravi
kot tudi v rakavo spremenjeni koZi, zara-
di Cesar je opredeljevanje njihove vloge
pri nastanku koZnega raka zelo teZavno.
Nedavno je bilo na podlagi filogenet-
skih primerjav vseh dostopnih nukleoti-
dnih zaporedij HPV, pridobljenih ve¢ino-
ma z veriZno reakcijo s polimerazo (angl.
polymerase chain reaction, PCR), dokazano,
da in vivo obstaja Se vec€ kot 250 potenci-
alno novih genotipov HPV, ki jih v glav-
nem uvrS¢amo med B-PV in y-PV (6). Na-
sprotno za nekatere nedavno odkrite a-PV
in y-PV velja, da so ti etioloSko poveza-
ni s posameznimi primeri kozZnih brada-
vic, predvsem pri osebah z oslabljenim
imunskim sistemom (7-10). Ker je viru-
sno breme a-PV in y-PV v celicah beni-
gnih tumorjev tudi do 10°-krat viSje kot
v primeru, da so ti v celicah prisotni v la-
tentni obliki, lahko njihovo vlogo pri na-
stanku tovrstnih sprememb preucujemo
tudi z uporabo kvantitativnega PCR v re-
alnem casu (angl. real-time PCR, RT-PCR)
(8). V nasprotju s HPV pri Zivalih zaradi
doslej relativno zapostavljenega podro-
¢ja odkrivamo vse ve¢ tako klini¢no po-
membnih kot tudi komenzalnih PV (2).
Odkritja novih genotipov PV v osno-
vi pomembno prispevajo k izboljSanju
razumevanja genetske raznolikosti teh
virusov, posebej pa so taka odkritja po-
membna, ¢e lahko dokaZemo, da imajo
novi genotipi tudi klini¢ni pomen. V takih
primerih lahko molekularna opredelitev
novih PV pomembno prispeva k izbolj$ani
diagnostiki in obravnavi bolnikov ter od-
pira nove moZnosti za raziskovanje pato-
geneze PV. Najvecja pomanjkljivost dana-
$njih raziskav, ki poroc¢ajo o odkritju novih
genotipov HPV, je predvsem ta, da se te v
vecini primerov zadovoljijo z bolj ali manj
natancno genetsko in filogenetsko oprede-



Med Razgl. 2014; 53 Suppl 6: 201-211

205

litvijo novih HPV genomov, ne sku$ajo pa
opredeliti njihovega celi¢nega oz. tkivne-
ga tropizma in drugih molekularno-biolo-
§kih znacilnosti, na osnovi katerih bi lahko
opredelili njihov pomen za nastanek zna-
¢ilnih boleznih povezanih s HPV (3).

Tradicionalne metode odkrivanja
papilomavirusov

Tradicionalne metode dokazovanja HPV
(oz. PV) temeljijo na opazovanju znacil-
nih citopatskih sprememb epitelnih celic
s svetlobnim mikroskopom, opazovanju
virusnih delcev s pomocjo elektronske-
ga mikroskopa in dokazovanju virusnih
strukturnih beljakovin z uporabo protite-
les z imunohistokemic¢no ali imunofluo-
rescencno metodo (1, 11, 12). Virusne del-
ce velikosti pribliZno 52 nm, za katere se
predvideva, da bi lahko bili HPV, so s po-
mocjo elektronskega mikroskopa prvi¢
dokazali Ze leta 1949 v vodni raztopini iz-
vlecka, pridobljenega iz koZne bradavice,
odvzete pri otroku. V ve¢ neodvisnih razi-
skavah, izvedenih v obdobju od leta 1953
do 1962, so nato na podoben nacin HPV
podobne delce dokazali v samih tankih
tkivnih rezinah koZnih bradavic (11). Ne-
koliko kasneje so bili z elektronskim mi-
kroskopom HPV dokazani tudi v tkivnih
vzorcih anogenitalnih bradavic in papilo-
mov grla (12). Hkrati s prvimi opisi del-
cev HPV je bilo na osnovi opaZenih raz-
lik v incidenci, nacinu prenosa, starosti
bolnikov in klini¢nem poteku bolezni, po-
vezanih s HPV, predpostavljeno, da le-te
povzro€ajo razlicni »klini¢ni tipi« istega
virusa. Slednje predpostavke so bile kma-
lu potrjene z razli¢nimi seroloskimi testi,
ki so pokazali, da HPV, prisotni v koZnih
in anogenitalnih bradavicah, izkazujejo
razli¢ne povrSinske antigene (12). Z zacet-
kom osamitve HPV genomov in njihovo
analizo z razli¢nimi restrikcijskimi in hi-
bridizacijskimi metodami v 70-ih in 80-ih
letih prejSnjega stoletja je postalo nedvo-
mno jasno, da so PV genetsko izjemno ra-

znoliki oz. sestavljeni iz genotipov, ki so
znacilno povezani z dolocenimi bolezni-
mi (3, 5, 12). Zaradi premajhne obcutljivo-
sti in/ali nezmoZnosti dolo¢anja virusne-
ga genotipa tradicionalnih metod danes v
rutinski diagnostiki okuZb s HPV ne upo-
rabljamo ve¢. Nasprotno pa so lahko zara-
di svoje univerzalnosti tradicionalne me-
tode Se vedno zelo uporabne za odkrivanje
novih PV (1).

Neposredno kloniranje virusnega
genoma

Neposredno kloniranje PV genoma v plaz-
midni vektor je ena izmed prvih sodob-
nej$ih metod, ki se je uporabljala za od-
krivanje, shranjevanje, pomnoZevanje in
kasneje tudi za dolofanje nukleotidnega
zaporedja genoma novoodkritih PV. Tako
shranjena PV-DNA se je uporabljala tudi
za opredeljevanja oz. genotipizacijo PV, ki
je v zacetku temeljila izklju¢no na ugo-
tavljanju podobnosti med PV genomi z
uporabo razli¢nih restrikcijskih in hibri-
dizacijskih metod, vkljucujo¢ tekocinsko
hibridizacijo pod strogimi pogoji (angl.
liquid hybridisation under stringent condi-
tions), hibridizacijo po Southernu (angl.
Southern blot hybridisation) in/ali hibridi-
zacijo dot-blot (angl. dot-blot hybridisati-
on) (3,5, 12-14).

Izvedba direktnega Kkloniranja HPV
genoma je moZna le v primeru, da je ta
v kliniéno izraZeni spremembi prisoten
v velikih koli¢inah -, taki so npr. a-PV v
benignih in malignih anogenitalnih tu-
morjih. Pri tej metodi iz klini¢nega vzor-
ca najprej osamimo virusno DNA, ¢emur
sledi aplikacija razli¢nih restrikcijskih en-
cimoyv, ki kroZni genom virusa idealno ce-
pijo na enega ali ve¢ manjSih delcev, in
lo¢evanje dobljenih DNA delcev z elek-
troforezo v gelu; virusno DNA lahko reZe-
mo v celokupnem DNA ekstraktu ali samo
po prehodni osamitvi z locevalnim cen-
trifugiranjem, ki je na zacetku HPV-razi-
skav potekalo z gradienti cezijevega klo-
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rida in etidijevega bromida oz. sukroze in
etidijevega bromida. Temu sledi vkljucitev
oz. ligacija virusnega genoma v plazmidni
vektor ter transformacija HPV plazmida v
kompetentne bakterijske celice, kar omo-
goca pridobitev vecje koli¢ine vkloniranih
virusnih DNA delcev in dolo¢anje njiho-
vega nukleotidnega zaporedja (3, 5, 12-14).

Z direktnim kloniranjem so razisko-
valci odkrili ve€ino kliniéno pomembnih
HPV genotipov, ki jih etiolosko povezu-
jemo z nastankom razli¢nih benignih in
malignih sprememb koZe in sluznic. To
tehniko so uporabljali v ¢asu, ko drugih
metod ni bilo na voljo, in tudi kasneje v
izogib napakam, ki bi jih v nukleotidno
zaporedje virusa lahko vnesle prve, Se ne
dovolj natancne, polimeraze. Zaradi stra-
hu pred potencialnimi napakami v HPV
genomu, nastalih z uporabo PCR, so leta
2004 predlagali poimenovanje novih ge-
notipov, opredeljenih s pomo¢jo PCR, kot
kandidatne genotipe HPV (angl. candidate
HPV, candHPV) (5). Zaradi izjemne natanc-
nosti novodobnih polimeraz in spoznanja,
da je metoda PCR nujna za odkrivanje in
pomnoZevanje celotnih genomov HPV, v
najnovejsi klasifikaciji PV tako poimeno-
vanje odpravljajo (3, 4). Ceprav direktno
kloniranje velja za zlati standard odkri-
vanja novih HPV, lahko z uporabo restrik-
cije povzro¢imo izgubo krajSih odsekov
virusnega genoma iz referen¢nih HPV
plazmidnih klonov, kar ima za posledico
obstoj nekaterih napak v referencnih za-
poredjih prvih genotipov HPV (3).

Vecje Stevilo novoodkritih HPV geno-
tipov v zadnjem casu je posledica Siroke
uporabe metod, ki jih navajamo v nada-
ljevanju prispevka. Te vkljucujejo: PCR v
kombinaciji s konceptualno novimi, pogo-
sto rodovno-navzkriZznimi Sirokospektral-
nimi oligonukleotidnimi zacetniki (angl.
broad range primers), nove, od nukleoti-
dnega zaporedja neodvisne tehnike po-
mnoZevanja nukleinskih kislin (angl. who-
le genome amplification methods, WGA), in

razliéne metode hitrega oz. masovnega
doloc¢anja nukleotidnih zaporedij, vkljucu-
jo¢ najsodobnejSo - globoko sekveniranje.

Kloniranje s pomocjo verizne
reakcije s polimerazo

Za odkrivanje novih PV naceloma upora-
bljamo t. i. konsenzne oz. Sirokospektralne
oligonukleotidne zacetnike, ki so izdela-
ni na osnovi poravnanih nukleotidnih ali
aminokislinskih zaporedij vec¢jega Stevila
razli¢nih HPV, in s katerimi lahko pomno-
Zimo del genoma Ze znanih kot tudi mo-
Znih novih genotipov HPV. Vec¢ina do se-
daj znanih konsenznih oligonukleotidnih
zaCetnikov, kot so FAP59/FAP64, E1Gam-
ma-F/ElGamma-R, CUT, CODEHOP, CPI/
CPIIg(s) in Ma/Ha, zbirka konsenznih oli-
gonukleotidnih zacetnikov CP in CN in
ARL1 (E1) (Zivalski), cilja na najbolj ohra-
njena dela PV-genoma, to sta gena L1 in
E1, ki v kroZnem PV-genomu leZita sime-
tricno (15-19). Z uporabo tovrstnih oli-
gonukleotidnih zacetnikov navadno pri-
dobimo kraj$a zaporedja PV genoma (do
700 bp), in Ce se ta izkaZejo za nova, lah-
ko na njihovi osnovi izdelamo tipsko zna-
¢ilne oligonukleotidne zacetnike, s kate-
rimi potem pomnoZimo celotni virusni
genom, bodisi s pomoc¢jo reverznega PCR
(angl. reverse PCR) ali z metodo prekriva-
jocih se pridelkov PCR (angl. overlapping
PCR). Pri metodi reverznega PCR na pod-
lagi poznanega nukleotidnega zaporedja
tipsko znacilne oligonukleotidne zacetni-
ke postavimo enega ob drugega tako, da ti
kroZni genom HPV pomnoZujejo v njego-
vi celotni dolZini. Pridobljen pridelek PCR
nato vstavimo v plazmidni vektor in mu
dolo¢imo celotno nukleotidno zaporedje,
navadno z metodo pomikanja oligonukle-
otidnih zacetnikov (angl. primer walking).
Metoda prekrivajocih se pridelkov PCR te-
melji na pripravi dveh ali ve¢ pridelkov
PCR, katerih konci se prekrivajo, kar zago-
tavlja pomnoZitev celotnega genoma HPV.
PomnoZevanje vecjih odsekov virusnega
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genoma danes izvajamo z uporabo poseb-
nih polimeraz (angl. long range polymera-
se), ki so izjemno temperaturno obstojne,
natancne, obcutljive oz. robustne. Za pove-
¢anje obcutljivosti metode PCR za pomno-
Zevanje daljSih odsekov HPV genoma lah-
ko uporabimo metodo klasi¢ne ugnezdene
PCR (angl. nested PCR) ali njene Se bolj ob-
cutljive izvedenke (angl. single tube nested
‘hanging droplet’ PCR) (15).

Ugotavljanje novih PV lahko v izbra-
nem kliniénem vzorcu izvedemo tudi z
osamitvijo celokupne mRNA na trdnih
nosilcih, bogatih z oligonukleotidi dT, in
njenim pomnoZevanjem z obratno tran-
skripcijo in PCR (angl. reverse transcription
and PCR). Tako nastale pridelke PCR na-
vadno vkloniramo v plazmidne vektorje,
ki jih nato transformiramo v kompetentne
bakterijske celice. Z analizo zraslih bakte-
rijskih transformant nato ugotavljamo, ali
je med vkloniranimi pridelki PCR tudi tak,
ki je podoben PV. Ker je kloniranje rela-
tivno zamudno pocetje, se pri molekular-
ni analizi mRNA amplikonov vse pogo-
steje posluZujemo tudi tehnike globokega
sekveniranja.

Pomnozevanje celotnega genoma
papilomavirusa po principu
kotalecega se kroga

Od leta 2004 za odkrivanje novih PV zelo
pogosto uporabljamo tudi posebno meto-
do WGA, imenovano »pomnoZevanje po
principu kotalecega se kroga« (angl. rol-
ling circle amplification, RCA), ki temelji
na pomnoZevanju vseh kroZnih molekul
DNA s pomocjo bakteriofagne polimeraze
phi29 in kratkih (heksamernih) na ekso-
nukleazno aktivnost polimeraze odpornih
oligonukleotidnih zacetnikov (20). Tovr-
stno pomnoZevanje ni odvisno od nukle-
otidnega zaporedja DNA in je zelo upo-
rabno za pomnoZevanje relativno majhne
koli¢ine neznanih molekul kroZne DNA. Z
dodajanjem ali samostojno rabo HPV zna-
¢ilnih oligonukleotidnih zacetnikov lahko

reakcijo RCA usmerjamo v bolj specifi¢no
pomnoZevanje HPV genomov (21).

Pridelki RCA pomnoZevanja predsta-
vljajo konkatemerne ponovitve kroZne-
ga genoma HPV v koli¢inah, ki omogo-
¢ajo direktno dolofanje nukleotidnega
zaporedja, nadaljnje pomnoZevanje s PCR,
analizo oz. HPV-tipizacijo s pomocjo re-
strikcijskih encimov in direktno klonira-
nje predhodno razrezanih RCA pridelkov.
Ravno Siroka uporaba metode RCA je v
zadnjem casu omogocila opredelitev ve-
likega Stevila novih HPV genotipov, pred-
vsem tistih iz rodov B-PV in y-PV, pa tudi
Stevilnih Zivalskih PV (3). Pomanjkljivost
metode RCA je predvsem ta, da je izredno
obcutljiva na prisotnost zaviralcev poli-
meraze in da poleg kroZnih genomov po-
mnoZuje tudi ostale fizi¢ne oblike DNA
(sicer v manjSi meri), kar oteZuje pomno-
Zevanje oz. odkrivanje kroZnih genomov
(HPV), €e so ti v izbranem vzorcu prisotni
v zelo majhnih koli¢inah.

Globoko sekveniranje
Z izrazom globoko sekveniranje oznacu-
jemo sodobne metode neposrednega do-
loc¢anja nukleotidnega zaporedja, ki omo-
gocajo veckratno vzporedno sekveniranje
razliénih molekul DNA v zelo kratkem
¢asu. Na voljo so Stevilne razli¢ice te me-
tode, ki se med seboj v grobem razlikujejo
po nacinu predpriprave vzorcev oz. izde-
lavi t. i. DNA knjiZnic (angl. NGS library),
kemiji in tehnologiji sekveniranja ter ko-
li¢ini dobljenih sekvenc¢nih podatkov (22).
Z globokim sekveniranjem lahko ana-
liziramo DNA knjiZnice, nastale s fizi¢no
fragmentacijo celokupne DNA, metodo
PCR ali razli¢nimi od nukleotidnega za-
poredja neodvisnimi tehnikami pomnoZe-
vanja. Zaradi specifi¢nih lastnosti lahko s
to metodo v izbranem vzorcu dokaZemo
molekule, katerih koncentracije so izre-
dno majhne oz. lahko te predstavljajo le
1 % celotne populacije. V primeru PV se
globoko sekveniranje najpogosteje upo-
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rablja za analizo pridelkov PCR, nastalih
s Sirokospektralnimi oligonukleotidnimi
zacetniki - na ta nacin se izognemo klo-
niranju in dolgotrajni analizi bakterijskih
transformant -, in za odkrivanje oz. opre-
deljevanje celotnih HPV-genomov po po-
mnoZevanju celokupne DNA z metodo
RCA in/ali kako drugo izotermalno (line-
arno) metodo (23-25). Za zdaj HPV geno-
mi, pridobljeni samo s tehnologijo globo-
kega sekveniranja, niso priznani s strani
Referenc¢nega centra za HPV (3).
Prednosti globokega sekveniranja pri
odkrivanju novih PV so predvsem hitrost,
visoka obcutljivost in avtomatizacija po-
stopka, pomanjkljivosti pa visoka cena po-
sameznih reakcij ter zahtevna analiza oz.
interpretacija sekven¢nih podatkov.

PREGLED SLOVENSKIH
PAPILOMAVIRUSOV
V obdobju od 2004 do 2014 je naSa raz-
iskovalna skupina odkrila in dokon¢no
opredelila 9 uradno priznanih genotipov
HPV in 1 Zivalski PV, in sicer: HPV-120,
HPV-125, HPV-150, HPV-151, HPV-159,
HPV-174, HPV-179, HPV-184, HPV-199
in PsuPV1. Poleg tega je delno opredelila
56 kandidatnih izolatov za nove genotipe
HPV. Slednji so navadno oznaceni s krati-
co SIBX in zaporedno Stevilko potencialno
novega genotipa HPV (npr. SIBX1, SIBX2
itd.). Ve¢ino novih genotipov HPV, opre-
deljenih v naSem laboratoriju (delno ali
v celoti), smo odkrili v klini¢nih vzorcih
razli¢nih koZnih sprememb, sluznici anal-
nega kanala in dla¢nih meSic¢kih obrvi; ve-
¢ino teh virusov uvrS¢amo med trenutno
najhitreje rasto¢a PV-rodova: p-PV in y-PV.
Delna nukleotidna zaporedja novih
(H)PV v dolZini 300-400 bp smo odkrili z
uporabo PCR in razli¢nih Sirokospektral-
nih oligonukleotidnih zaetnikov. Temu
je sledilo pomnoZevanje celotnih viru-
snih genomov z reverznim PCR ali me-
todo prekrivajo¢ih se PCR pridelkov, in
dolo¢anje nukleotidnega zaporedja vklo-

niranih pridelkov PCR z metodo pomi-
kanja oligonukleotidnih zacetnikov. Po
na$ih izkuSnjah je za pomnoZevanje celo-
tnih HPV genomov bolj prakti¢en rever-
zni PCR, saj na ta nacin dobimo samo en
pridelek PCR v celotni dolZini virusnega
genoma, ki ga je danes relativno enostav-
no vklonirati. Da bi poviSali koncentra-
cijo HPV-DNA pred izvedbo PCR, smo v
posameznih primerih celokupno DNA kli-
ni¢nega vzorca pomnoZili oz. obogatili Se
z metodo RCA. Slednja je bila naceloma
uspesnejSa v vzorcih z vi§jo koncentracijo
HPV-DNA, to je 100 ali vec¢ virusnih kopij
na pl DNA vzorca.

HPV-125 smo kot potencialno nov ge-
notip s prvotno oznako SIBX9 odkrili leta
2004 v koZni bradavici, klini¢no oprede-
ljeni kot verruca vulgaris, odvzeti z roke
19-letnega imunokompetentnega bolnika,
dokon¢no pa je bil opredeljen leta 2011
(8). HPV-125, ki izkazuje organizacijo ge-
noma, znacilno za HPYV, filogenetsko uvr-
§¢amo v rod a-PV oz. vrsto a2, kamor spa-
dajo genotipi-HPV (npr. HPV-3, HPV-10,
HPV-117 idr.), ki so etioloSko podobno po-
vezani z nastankom benignih sprememb
koZe. Z uporabo HPV-125 tipsko znacil-
nega kvantitativnega RT-PCR oz. s prese-
jalnim testiranjem reprezentativne zbirke
vzorcev benignih in malignih sprememb
koZe oz. sluznic, ki jih povezujemo s HPV,
in vzorcev dla¢nih meSickov, smo dokaza-
li, da je HPV-125 relativno redek HPV s
koZnim tropizmom, ki ga etioloSko pove-
zujemo z nastankom posameznih prime-
rov navadnih koZnih bradavic (8).

HPV-150 in HPV-151 sta bila kot mo-
Zna nova genotipa s prvotno oznako SIBX1
oz. SIBX2 odkrita leta 2005 v dla¢nih me-
Sickih obrvi bolnikov z anogenitalnimi
bradavicami, dokon¢no pa sta bila opre-
deljena leta 2011 kot nova B-PV (17, 20).
Na podlagi filogenetskih analiz uvr§¢amo
HPV-150 v vrsto B5 (njegov najblizZji so-
rodnik je HPV-96), medtem ko uvr§¢amo
HPV-151 v vrsto B2 (njegov najbliZji soro-



Med Razgl. 2014; 53 Suppl 6: 201-211

209

dnik je HPV-22). S presejalnim testiranjem
zbirke tumorjev, ki jih povezujemo s HPV,
in vzorcev obrvi smo dokazali, da sta HPV-
150 in HPV-151 relativno redka virusa s
koZnim tropizmom, ki ju v nizkih koncen-
tracijah najdemo tako v dla¢nih meS§ickih
kot tudi v benignih in malignih spremem-
bah koZe, navadno ob prisotnosti ve¢ ge-
notipov B-PV. Njun pomen za nastanek ko-
Znih novotvorb za zdaj ni jasen (20).

HPV-120 smo kot moZen nov genotip
s prvotno oznako SIBX3 odkrili leta 2005
v obrveh bolnika z anogenitalnimi bra-
davicami (17). Celoten genom HPV-120,
ki ga filogenetsko uvrs¢amo v rod B-PV
oz. v vrsto B2 (njegov najbliZji sorodnik je
HPV-23), pa je bil nato so¢asno opredeljen
leta 2012 v brisu analnega kanala bolni-
ka z anogenitalnimi bradavicami s stra-
ni naSe raziskovalne skupine in v izpirku
ustne votline s strani raziskovalcev v ZDA
(27).V nadaljevanju skupne raziskave smo
ta virus dokazali v ve¢jem Stevilu vzorcev
ustne votline, analnega kanala, anogeni-
talnih bradavic in dla¢nih meSi¢kov obrvi,
s ¢imer smo potrdili njegov dvojni tkivni
tropizem. Z molekularno analizo gena L1
smo dokazali Stevilne podtipske razli¢ice
HPV-120, ki so tvorile genetski liniji, zna-
¢ilni za genotip in podtip (27).

HPV-159 smo kot moZen nov genotip
s prvotno oznako SIBX8 odkrili leta 2006
v dla¢nih meSickih anogenitalnega podro-
¢ja, dokoncno pa smo ga opredelili sedem
let kasneje iz brisa analnega kanala bolni-
ka z anogenitalnimi bradavicami (28, 29).
HPV-159, ki izkazuje koZno-sluzni¢ni tro-
pizem, filogenetsko uvrS¢amo med B-PV
oz. v vrsto 2, njegov najbliZji sorodnik pa
je HPV-9. Za zdaj raziskave, ki bi razisko-
vale njegov klini¢ni pomen, niso bile iz-
vedene (29).

HPV-174 smo odkrili leta 2013 v sve-
Zem tkivnem vzorcu ploScatoceli€nega
karcinoma koZe, ki je vseboval Se HPV-9
in HPV-150 (30). Tudi ta genotip uvrsca-
mo med B-PV oz. v vrsto 2, njegov naj-

bliZji sorodnik pa je HPV-145. Vloga HPV-
174 pri nastanku raka koZe za zdaj ostaja
nepojasnjena (30).

Nedavno smo v dveh razli¢nih tkivnih
vzorcih koZnih bradavic, histoloSko opre-
deljenih kot verruca vulgaris, odvzetih z
lica 64-letnega moSkega po transplanta-
ciji ledvic, dokazali prisotnost dveh novih
genotipov HPV iz rodu y-PV, ki so jima v
Referen¢nem centru za HPV dolo¢ili zapo-
redni Stevilki HPV-179 in HPV-184. Med-
tem ko HPV-179 uvr§€amo v vrsto y15
(najblizZji sorodnik je HPV-135), pa HPV-
184 predstavlja ¢isto novo virusno vrsto
(y25), kjer je za zdaj njen edini predstav-
nik. Preliminarni rezultati opredeljevanja
klini¢nega pomena HPV-179 in HPV-184
kaZejo na koZno-sluzni¢ni tropizem obeh
virusov, ki sta etiolo8ko najverjetneje po-
vezana z nastankom posameznih prime-
rov navadnih koZnih bradavic pri imun-
sko oslabljenih osebah.

Zadnji novoodkriti HPV-genotip s
strani naSe raziskovalne skupine je HPV-
199, ki smo ga odkrili v brisu nosno-Zrel-
nega prostora. HPV-199 uvrS¢amo med
Y-PV oz. v vrsto Y12, njegov najbliZji soro-
dnik je HPV-127. Raziskave, ki bi oprede-
ljujejo njegov tkivni tropizem in klini¢ni
pomen, so v teku.

Poleg novih HPV smo s sistematic-
no analizo razlicnih novotvorb domacih
in divjih Zivali nedavno odkrili tudi prvi
PV - Phodopus sungorus Papillomavirus
Type 1 (PsuPV1), katerega naravni gosti-
telj je sibirski hréek (Phodopus sungorus)
(31). Novi Zivalski virus, ki izkazuje vse
znacilnosti organizacije genoma PV, smo
uvrstili v rod Pipapillomavirus, kamor tre-
nutno uvrS¢amo Se nekatere PV, ki so bili
osamljeni pri razli¢nih glodavcih, vkljué-
no s sirijskim hrékom, razli¢nimi vrstami
misi in norveSko podgano. PsuPV1 je naj-
bolj soroden Mesocricetus auratus Papil-
lomavirus Type 1 (MaPV1), ki je bil osa-
mljen iz ustne votline sirijskega hrcka
(Mesocricetus auratus) (32).
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Benigne in maligne novotvorbe zenskih
spolovil, povezane z okuzbo s ¢loveskimi
papilomavirusi

Benign and Malignant Lesions of the Female Genital Tract caused by

Human Papillomavirus Infection

1ZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: ¢loveski papilomavirus, genitalne bradavice, cervikalna intraepitelijska neoplazija,

vaginalna intraepitelijska neoplazija, vulvarna intraepitelijska neoplazija, rak materni¢nega vratu, rak
noznice, rak vulve

Cloveski papilomavirusi povzrofajo benigne in maligne spremembe koZe in sluznic
Zenskih spolovil. Po okuZzbi z nizkorizi¢nimi genotipi lahko pride do nastanka genital-
nih bradavic, cervikalne intraepitelijske neoplazije prve stopnje ter nizkorizi¢nih displa-
zij noZnice in zunanjega spolovila. Dolgotrajna okuZba z visokorizi¢nimi genotipi lahko
vodi v nastanek visokorizi¢nih displazij materni¢nega vratu, noZnice in zunanjega spo-
lovila in konéno tudi raka materni¢nega vratu, noZnice in zunanjega spolovila. Vse te
spremembe so pogosto asimptomatske, zato imajo pri odkrivanju in pravo¢asnem zdra-
vljenju velik pomen preventivni ginekoloski pregledi in presejalni program za odkriva-
nje raka maternicnega vratu.

ABSTRACT

KEY WORDS: human papillomavirus, genital warts, cervical intraepithelial neoplasia, vaginal intraepi-

thelial neoplasia, vulvar intraepithelial neoplasia, cervical cancer, vaginal cancer, vulvar cancer

Human papillomaviruses cause benign and malignant lesions of female genital tract.
Low-risk genotypes can cause genital warts, cervical intraepithelial neoplasia grade 1,
and vaginal and vulvar low-grade intraepithelial lesions. An infection with high-risk
genotypes causes high-grade cervical, vaginal and vulvar intraepithelial lesions. A per-
sistent infection with high-risk genotypes can cause cervical, vaginal and vulvar cancer.
Most manifestations of human papillomavirus infection of female genital organs are
asymptomatic, therefore preventive gynecological check-ups and cervical cancer scree-
ning program are very important for their diagnosis and early treatment.

" Doc. dr. Nina Jancar, dr. med., Klini¢ni oddelek za reprodukcijo, Ginekoloska klinika, Univerzitetni klini¢ni center
Ljubljana, Slajmerjeva ulica 3, 1000 Ljubljana; nina.jancar@kclj.si



214 Nina Jancar Benigne in maligne novotvorbe Zenskih spolovil, povezane z okuzbo s éloveskimi papilomavirusi

uvoD

Cloveski papilomavirusi (angl. human pa-
pillomavirus, HPV) povzrocajo benigne in
maligne novotvorbe koZe in sluznic. V pri-
spevku se bom osredotocila na spremem-
be, ki jih HPV povzrocajo na Zenskih spo-
lovilih. EtioloSko so z nastankom benignih
novotvorb, med katerimi so najpogostej-
Se genitalne bradavice, povezani nizko-
rizi¢ni genotipi HPV. Z nastankom malig-
nih novotvorb, med katerimi je najpogo-
stej§i rak materni¢nega vratu (RMV), pa
so povezani visokorizi¢ni genotipi HPV.

OKUZBE ZENSKIH SPOLOVIL

S CLOVESKIMI PAPILOMAVIRUSI
OkuZbe s HPV so v veliki vecini primerov
prehodne, s povprecnim trajanjem od 6 do
12 mesecev. Ocenjujejo, da je ve€ina spol-
no aktivnih Zensk vsaj enkrat okuZena s
HPV. Prenos virusa se obicajno zgodi med
spolnim odnosom. Vecina okuZb je brez
klini¢nih znakov, zato lahko pride do pre-
nosa okuzbe, tudi €e oseba nima izraZenih
nobenih znakov za okuZbo s HPV. Dejav-
niki tveganja za okuZbo so: zgodnji zace-
tek spolnih odnosov, vecje Stevilo spolnih
partnerjev, uporaba hormonske kontra-
cepcije in neza$citeni spolni odnosi (brez
kondoma) (1).

Pri spolnem odnosu pride do mikro-
skopsko majhnih poSkodb na spolovilih,
pri ¢emer lahko virus prodre skozi razpoko
sluznice v globlje predele in povzroca zna-
¢ilne spremembe. Zaradi posledic okuZbe
s HPV se epitelijske celice ploS¢atega epi-
telija morfolosko spremenijo - imenujemo
jih koilociti. Za njih so znadilna skrcena,
temnejSa jedra in obilna citoplazma s sve-
tlejSim pasom okoli jeder. Pri dolgotraj-
ni okuZbi z visoko rizi¢nimi genotipi HPV
pride v poteku okuZbe do vkljucitve viru-
snega genoma v genom gostiteljske celi-
ce, do pove€anega izraZanja virusnih onko-
genov in do motenj v delovanju popravnih
mehanizmov okuZenih celic. Zaradi tega
se kopicijo mutacije in celice se lahko ma-

ligno preobrazijo. Posledica tega so hude
oblike predrakavih sprememb in rak. Ker
je okuZba s HPV zelo pogosta, predrakave
spremembe in rakava obolenja, ki jih le-ta
povzroca, pa relativno redke, morajo ime-
ti pri nastanku raka pomembno vlogo tudi
drugi faktorji, kot so na primer cigaretni
dim, obsevanje, UV Zarki, kemi¢ni agensi
in okvarjen imunski odziv (2).

BENIGNE SPREMEMBE ZENSKIH
SPOLOVIL POVEZANE Z O0KUZBO

S CLOVESKIMI PAPILOMAVIRUSI
Genitalne bradavice (GB) ali kondilomi
(Condylomata acuminata) so najpogostej-
Sa oblika virusnih spolno prenosljivih
okuZb. Ocenjujejo, da ima GB pribliZno
1 % spolno aktivne populacije. Najpogo-
stejSa povzrocitelja sta nizko rizi¢na ge-
notipa HPV-6 in HPV-11. GB najdemo pri
Zenskah na zunanjem spolovilu, presred-
ku, perianalno, v noZnici in na maternic-
nem vratu (MV). Inkubacijska doba traja
1-6 mesecev. Najveckrat so GB v obli-
ki cvetacastih ali pecljatih sprememb, ki
so dvignjene od povrS§ine koZe ali sluznice
in so roZnate do sivo-bele barve. Obic¢ajno
vznikne ve¢ GB hkrati. Na vhodu v noZni-
co so pogosto v obliki zelo neZnih, roZna-
tih papilomatoznih sprememb, ki jih pri
povrSnem pregledu Zenskega spolovila
zlahka spregledamo. Na MV in v noZnici
najdemo tako imenovane plo$cate kondi-
lome (angl. flat condyloma); to so kerato-
ti€ne spremembe, dvignjene od podlage,
ki se po aplikaciji ocetne kisline obarvajo
intenzivno belo. HistoloSka slika plosca-
tih kondilomov je zelo podobna histoloSki
sliki cervikalne intraepitelijske neoplazi-
je 1. stopnje.

GB so obi¢ajno asimptomatske, neka-
tere bolnice pa navajajo pekoce obcutke
ali srbecico. Pri GB v noZnici ali na MV
imajo lahko bolnice povecan belkast iz-
cedek iz noZnice. GB lahko spontano iz-
ginejo v okoli 30 %, lahko vztrajajo v ne-
spremenjeni obliki ve¢ mesecev, lahko
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napredujejo v velikosti in Stevilu, lah-
ko pa se ponavljajo tudi po ucinkovitem
zdravljenju (3).

Diagnoza je obicajno klini¢na, redko je
potrebna biopsija. Biopsijo napravimo pri
obseZni obliki bolezni, ki hitro napredu-
je, ali pri ranljivih kondilomatoznih spre-
membah z razjedami, zato da izklju€¢imo
maligno neoplazmo, predvsem verukozni
karcinom. V primeru ploS¢atih kondilo-
mov na MV prav tako svetujemo biopsi-
jo in histoloSko opredelitev, da izklju¢imo
cervikalno intraepitelijsko neoplazijo vis-
jih stopenj.

Za zdravljenje GB imamo na voljo lo-
kalno terapijo, ki si jo nana$ajo pacientke
same, ali tako, ki jo je potrebno nana3a-
ti v ambulanti. Pri obseZni obliki bolezni
se odlo¢imo za kirurSko zdravljenje. Paci-
entke si lahko same aplicirajo imunomo-
dulator imikvimod v obliki kreme (Alda-
ra®) ali podofilox v obliki raztopine ali
gela. Ambulantno zdravimo GB z aplika-
cijo triklorocetne kisline, ali podofilina, s
krioterapijo z uporabo tekoc¢ega dusika ali
posebnih kriokirur$kih tipal in z lasersko
vaporizacijo s pomoc¢jo CO, laserja. Kirur-
Sko GB izreZemo z noZem, laserskimi in-
Strumenti, elektri¢nim noZem ali zanko,
ali z ekskohleacijo. Uspehi naStetih metod
zdravljenja so po podatkih iz literature
razli¢ni in variabilni tudi znotraj posame-
zne metode ter se gibljejo med 45-85 %.
Stopnja ponovitve je prav tako variabilna,
od 15-40 %. Uporaba podofiloxa, podofili-
na in imikvimoda v nose¢nosti je kontra-
indicirana. Za zdravljenje GB v nosecno-
sti lahko varno uporabljamo krioterapijo,
lasersko vaporizacijo ali lokalno aplika-
cijo triklorocetne kisline (4). Zaenkrat ni-
mamo enotnih smernic za zdravljenje GB.
Nacin zdravljenja zato izberemo indivi-
dualno, pri ¢emer upoStevamo obseZnost
bolezni, dostopnost posameznih nacinov
zdravljenja in Zelje bolnic.

Na tem mestu velja omeniti e gigant-
ski kondilom ali Buschke-Lowensteinov

tumor, ki je podvrsta verukoznega karci-
noma. To je zelo redek tumor, ki je po po-
datkih iz literature najpogosteje povezan
z okuzbo s HPV-6 ali HPV-11 in izjemoma
s HPV-16 in HPV-18. Najdemo ga na peni-
su in perianalno pri moskih, pri Zenskah
pa na vulvi, perineju in perianalno. Za raz-
liko od GB raste ta tumor lokalno inva-
zivno in destruktivno, metastaz obicajno
ne najdemo, lahko pa so zaradi lokalne-
ga draZenja povecane bezgavke prizadete-
ga podro¢ja. Diferencialna diagnoza med
Buschke-Léwensteinovim tumorjem in
GB je pogosto zahtevna tako makroskop-
sko kot mikroskopsko, zato so pogosto po-
trebne multiple biopsije. Zdravljenje je ki-
rursko (5).

PREDRAKAVE SPREMEMBE
MATERNICNEGA VRATU
Epitelij MV je sestavljen iz vecskladne-
ga ploScatocelitnega epitelija na ektocer-
viksu in visokoprizmatskega epitelija na
endocerviksu. Pri majhnih deklicah je ta
meja obi¢ajno na zunanji odprtini cervi-
kalnega kanala. Po puberteti se ta meja
iz odprtine endocervikalnega kanala pre-
makne distalno na ektocerviks. Ker je ran-
ljiv Zlezni epitelij sedaj v stiku s kislim
okoljem noZnice, pride do plo$catoceli¢ne
metaplazije. Predel med prvotno in novo
mejo med obema epitelijema se imenuje
transformacijska cona. Ker je na njej ves
¢as prisotna plo3catoceli¢na metaplazija
in s tem intenzivna mitotska aktivnost ce-
lic, je ta predel najbolj dovzeten za spre-
membe, ki jo lahko povzro¢ijo HPV. Trans-
formacijska cona je zato najpogostej$a
lokacija predrakavih sprememb in RMV.
Citolosko razdelimo predrakave spre-
membe ploScatih celic v naslednje skupi-
ne: atipi¢ne ploscate celice (APC), neopre-
deljene (APC-N); atipi¢ne plo3cate celice,
pri katerih ni mogoce izkljuciti plo$cato-
celine intraepitelijske lezije (PIL) viso-
ke stopnje (APC-VS); PIL nizke stopnje ali
blago diskarioti¢ne celice (PIL-NS); PIL
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visoke stopnje ali zmerno do hudo diska-
rioti¢ne celice (PIL-VS) in ploS$catoceli¢ni
karcinom (P-CA).

Histolosko razdelimo predrakave
spremembe ploScatih celic v naslednje
stopnje: cervikalna intraepitelijska neo-
plazija 1. stopnje (CIN 1), cervikalna in-
traepitelijska neoplazija 2. stopnje (CIN 2)
in cervikalna intraepitelijska neoplazija 3.
stopnje (CIN 3) ter karcinom in situ (CIS).

CIN spremembe se po stopnjah raz-
delijo glede na to, kolikSen del epiteli-
ja je spremenjen. Normalni epitelij MV
je zgrajen iz sloja bazalnih celic, dveh do
treh slojev parabazalnih celic ter vmesne-
ga in povrhnjega celi¢nega sloja, ki se na
povrsini lus¢i. Mitoze zasledimo le v ba-
zalnih celicah. Pri CIN 1 tretjino debeli-
ne epitelija tvorijo diskarioti¢ne, bazal-
nim celicam podobne celice s patoloskimi
mitozami. Pri CIN 2 podobne morfoloske
spremembe opazimo v do dveh tretjinah
debeline epitelija. CIN 3 je sprememba,
pri kateri so diskarioti¢ne celice razSirje-
ne skoraj po vsej debelini epitelija, celice
s patoloSkimi mitozami pa najdemo tudi
v zgornjem sloju. Na povr$ini CIN 3 lahko
opazimo tanek sloj keratinocitov, ki nor-
malno dozorevajo. Tega dozorevanja pri
CIS ne opazimo ve¢. Do 60 % lezij CIN 1
in do 45 % lezij CIN 2 spontano izzveni v
nekaj mesecih. Tudi lezije CIN 3 sponta-
no izzvenijo v eni tretjini primerov, ven-
dar jih vecina brez ustreznega zdravlje-
nja napreduje do invazivnega karcinoma.
Do 30 % lezij CIN 1 napreduje v vi§je sto-
pnje predrakavih sprememb (6, 7). Povpre-
¢en Cas, ki je potreben, da iz CIN 1 nastane
RMYV, naj bi bil 10 let. Vendar pa so opisa-
ni primeri, ko je iz predrakave spremembe
nastal invaziven RMV v obdobju 18 mese-
cev ali celo v enem letu.

Spremembe Zleznih celic so v izvidih
citolo8kih brisov razdeljene v naslednje
kategorije: atipi¢ne Zlezne celice, neo-
predeljene (AZC-N), atipi¢ne Zlezne celi-
ce, verjetno noplasti¢ne (AZC-VN), endo-

cervikalni adenokarcinom in situ (AIS) in
adenokarcinom (A-CA). Spremembe Zle-
znih celic so zahtevne za obravnavo tako s
strani ginekologa-kolposkopista kot tudi s
strani citopatologa. Prav zato se incidenca
adenokarcinoma MYV, kljub ucinkovitem
presejalnem programu, ne zniZuje.

V Sloveniji imamo Smernice za ce-
lostno obravnavo Zensk s predrakavimi
spremembami materni¢nega vratu, ki so
bile zadnji¢ prenovljene leta 2011 in jih
ginekologi s pridom uporabljamo in upo-
Stevamo (8). V njih so opredeljeni postop-
ki pri Zenskah z zacetno patoloSkimi brisi,
pri Zenskah s citoloSkimi izvidi, ki naka-
zujejo veliko verjetnost za visoko tvega-
ne displazije (CIN 2 in CIN 3), pri Zenskah
s histolosko potrjenim CIN in postopki za
spremljanje Zensk po zdravljenju CIN.

Predrakave spremembe maternic¢ne-
ga vratu so obicajno asimptomatske, zato
ima pri odkrivanju le-teh izjemen pomen
drZavni presejalni program za zgodnje od-
krivanje RMV (ZORA). Na podlagi patolo-
Skega citoloSkega izvida se odlo¢imo za
nadaljnje postopke, ki vklju€ujejo upora-
bo triaZnega testa HPV, kolposkopijo in
ciljano biopsijo MV. Pri kolposkopiji tusi-
ramo MV s 3-5 % ocetno kislino in jodo-
vo raztopino. Pod povecavo si ogledamo
MV in opiSemo spremembo barve displa-
sti¢nega epitelija (postane bel po aplikaci-
ji ocetne kisline in se ne obarva po aplika-
ciji jodove raztopine) in Zilne fenomene.
Na podlagi tega izberemo ustrezno mesto
za ciljano biopsijo. IzkuSenost kolposko-
pista in pravilno izbrano mesto biopsije
sta klju€na za pravilno diagnozo in obrav-
navo bolnice.

Zaradi visokega odstotka mladih Zen-
sk, ki 8e niso rodile, v populaciji Zensk s
CIN 1, ravnamo pri takih spremembah
bolj konzervativno. Te nizko tvegane di-
splazije spremljamo ali pa zdravimo z de-
strukcijskimi metodami (laserska vapo-
rizacija, krioterapija). Zaradi relativno
visokega potenciala visokotveganih dis-
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plazij, CIN 2 in CIN 3 za napredovanje v
RMYV, ravnamo pri teh spremembah dru-
gace. Te spremembe zdravimo z ekscizij-
skimi metodami, najveckrat z ekscizijo
transformacijske cone z veliko elektri¢no
zanko (angl. large loop excision of the trans-
formation zone, LLETZ). Razen v izjemnih
primerih se lahko odlo¢imo za natanc¢no
spremljanje ali za uporabo destrukcijskih
metod (8).

PREDRAKAVE SPREMEMBE
NOZNICE

Podobno kot predrakave spremembe MYV,
so tudi predrakave spremembe noZnice
razdeljene v tri skupine, glede na debeli-
no epitelija, ki je prizadet. Lo¢imo vagi-
nalno intraepitelijsko neoplazijo 1. sto-
pnje (VAIN 1), vaginalno intraepitelijsko
neoplazijo 2. stopnje (VAIN 2) in vagi-
nalno intraepitelijsko neoplazijo 3. sto-
pnje /karcinom in situ (VAIN 3). VAIN 2
in VAIN 3 najdemo po navadi pri Zenskabh,
ki so bile zdravljene zaradi CIN 2 in CIN
3. Povprecna starost Zensk z VAIN je oko-
11 40-60 let (9).

VAIN 1 je sprememba, ki je najvec-
krat posledica okuZbe z nizko rizi¢nimi
HPV ali prehodne okuZbe z visoko rizi¢ni-
mi genotipi. Sprememba v vecini prime-
rov spontano izzveni, zato jo lahko samo
spremljamo.

Za razvoj VAIN 2 in VAIN 3 potrebna
dolgotrajna okuZba z visoko rizi¢nimi ge-
notipi HPV (10). Ve¢ino VAIN sprememb
najdemo v zgornji tretjini noZnice. Spre-
membe so obi¢ajno asimptomatske. Nanje
posumimo pri Zenskah s CIN 2 in CIN 3,
pri Zenskah s patoloskim citoloskim bri-
som po uspeSnem zdravljenju CIN in pri
Zenskah s patoloskim brisom krna noZni-
ce po histerektomiji — predvsem ce so bile
v preteklosti zdravljene zaradi CIN. Spre-
membe so lahko na prvi pogled neopazne,
lahko opazimo predele belih sprememb
ali hiperkeratoze, lahko so dvignjene od
podlage in rdeckaste barve. Diagnozo po-

stavimo na podlagi kolposkopije noZnice
in ciljane biopsije.

VAIN 2 in VAIN 3 zdravimo s CO, la-
serjem, aplikacijo lokalnih imunomodula-
torjev (imikvimod, 5-fluorouracil), kirur-
Sko ali z obsevanjem (11). Nemalokrat je
kirurSko zdravljenje zelo zahtevno, ce je
lezija obseZna ali Ce gre za stanje po hi-
sterektomiji.

PREDRAKAVE SPREMEMBE VULVE
Incidenca predrakavih sprememb vulve
narasca in se pojavlja pri Cedalje mlaj$ih
Zenskah. Predrakave spremembe vulve so
bile v preteklosti razdeljene analogno CIN
in VAIN na vulvarno intraepitelijsko neo-
plazijo 1. stopnje (VIN 1), vulvarno intrae-
pitelijsko neoplazijo 2. stopnje (VIN 2) in
vulvarno intraepitelijsko neoplazijo 3.
stopnje (VIN 3). Ker spremembe, ki so bile
v preteklosti imenovane VIN 1, ne napre-
dujejo v displazijo vi§je stopnje, VIN 1 ni
predrakava sprememba in je ni potrebno
agresivno zdraviti. Leta 2004 je Sekcija za
onkologijo vulve pri ZdruZenju za raziska-
ve bolezni vulve (angl. Vulvar Oncology
Subcommittee of the International Society
for the Study of Vulvar Diseases) predlaga-
la novo terminologijo VIN (12). Spremem-
be, ki jih histoloSko vidimo kot koilocito-
zo, hiperplazijo bazalnih celic s povecano
mitotsko aktivnostjo, in so bile prej ime-
novane VIN 1, sedaj oznacujemo s kondi-
lomi ali GB vulve. Pod diagnozo VIN pa
mislimo le na displazijo visoke stopnje, ki
je bila prej imenovana VIN 2 in VIN 3. Po
novem VIN razdelimo v dve podskupini:
obicajni VIN in diferenciran VIN.
Obicajni VIN predstavlja okoli 95 %
vseh VIN in ga najdemo pri mlajsih, pred-
menopavzalnih Zenskah. Lo¢imo bradavi-
Casti (kondilomatozni), bazaloidni in me-
Sani tip obicajnega VIN. Obicajni VIN je
povezan s HPV okuZbo v okoli 90 %. Po-
gostejsi je pri Zenskah s CIN 3 in VAIN
3 in pri imunokomprimitiranih (13). Obi-
¢ajno so lezije multifokalne in se klini¢no
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manifestirajo zelo razli¢no, zato je za dia-
gnozo potrebna biopsija.

Diferencirani VIN predstavlja do 5 %
vseh VIN in ga najdemo pri starej$ih, po-
menopavzalnih Zenskah. Ta VIN ni po-
vezan s HPV okuZbo, temvec je povezan
z lichen sclerosus vulve. Spremembe so
obi¢ajno omejene na eno mesto. Diferen-
cirani VIN je predrakava sprememba za
HPV negativno obliko raka vulve.

V polovici primerov je VIN asimpto-
matski, obi¢ajno pa bolnice navajajo srbe-
¢ico, opazijo spremembo na spolovilu, red-
ko peko¢ obcutek, bole¢ine ali dizurijo. Pri
kliniénem pregledu najdemo bradavicaste
spremembe, ki so dvignjene od podlage in
belkaste barve. Spremembe so lahko roza
ali rdece, sive, ali rjave in v nivoju zdra-
vega epitelija. Diferencialno diagnosti¢no
pridejo v poStev: lichen sclerosus, lichen
planus, GB, condyloma latum in rak vulve.
Diagnozo potrdimo z biopsijo lezije.

Za zdravljenje imamo na voljo kirur-
Sko ekscizijo, zdravljenje z laserjem ali
zdravljenje s topi¢nimi imunomodulatorji
(imikvimod, 5-fluorouracil). Cilj zdravlje-
nja je, da odstranimo lezijo v celoti in pre-
prec¢imo napredovanje v rak vulve, ob tem
pa ohranimo normalno anatomijo in funk-
cijo vulve.

RAK MATERNICNEGA VRATU
Zaradi pocasnega razvoja preko vec sto-
penj predrakavih sprememb je RMV eden
redkih primerov raka, ki ga lahko prepre-
¢imo z ucinkovitim presejalnim progra-
mom. Redni preventivni pregledi nam
omogocijo tudi, da RMV odkrijemo v zgo-
dnjem stadiju, ko je kirurSko zdravljenje
Se zelo uspesno. Zaradi znane virusne eti-
ologije se je z razvojem profilakti¢nih ce-
piv uveljavila nova moZnost prepreceva-
nja RMV in ostalih rakavih in predrakavih
sprememb, ki jih povzro¢ajo HPV.

Lo¢imo ve¢ histoloskih vrst RMV.
Najpogostejsi so epitelijski tumorji, med
katerimi je najpogostejsi ploScatoceli¢ni

karcinom, ki se pojavlja v 80 do 85 %, sle-
di mu Zlezni karcinom, ki se pojavlja v 15
do 20 %. Ostale histoloske vrte so redkej-
Se (14). RMV je tretji najpogostejsi gine-
koloski rak, incidenca v Sloveniji je po po-
datkih Registra raka za Slovenijo zadnjih
nekaj let okoli 12/100.000 Zensk.

PloS¢atoceli¢ni karcinom, Zlezni kar-
cinom in Zlezno-ploS¢atoceli¢ni karcinom
so povezani z dolgotrajno okuZbo z viso-
korizi¢nimi genotipi HPV (15). Pred leti
smo izvedli raziskavo, s katero smo opre-
delili zastopanost visokorizi¢nih genoti-
pov HPV pri bolnicah z RMV v Sloveniji.
Analizirali smo 284 vzorcev in HPV nasli
v 94,2 % vzorcev. Genotipi HPV so si sle-
dili v naslednjem vrstnem redu po padajo-
¢i pogostnosti: HPV-16, HPV-18, HPV-33,
HPV-45, HPV-31, HPV-51, HPV-58, HPV-
59, HPV-35, HPV-52, HPV-73 in HPV-82.
HPV-16 in HPV-18 sta bila prisotna v
77,1 % primerov RMV v Sloveniji (16).

Zgodnji invazivni RMV je asimpto-
matski in ga odkrijemo le z dobro orga-
niziranimi presejalnimi pregledi. Z rastjo
tumorja se pojavi rjavkast izcedek iz no-
Znice, krvavitve po spolnem odnosu ali
spontana krvavitev. Zasevke najdemo naj-
prej v lokalnih bezgavkah (paracervikal-
ne, parametrijske, hipogastricne, presa-
kralne, sakralne in bezgavke ob skupni in
zunanji arteriji iliaki), hematogene pa v
pljucih in moZganih.

Za obliko zdravljenja se odlo¢imo gle-
de na stadij tumorja, starost bolnice in
Zeljo po ohranitvi plodnosti. Pri intrae-
pitelijskem karcinomu je priporo¢eno
zdravljenje izrezanje z diatermicno zan-
ko ali s klasi¢no konizacijo. Osnovni na-
Celi primarnega zdravljenja invazivnega
RMYV sta kirurski poseg ali radioterapija.
Dokoncna odlocitev o zdravljenju temelji
na mnenju multidisciplinarnega gineko-
loSko-onkoloSkega konzilija. Z radiotera-
pijo lahko zdravimo vse stadije RMYV, pri-
marno kirur§ko pa zdravimo le bolnice v
stadijih I do ITA (konizacija, vaginalna ali
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abdominalna histerektomija z ali brez va-
ginalne manSete oz. abdominalna histe-
rektomija z limfadenektomijo in vagi-
nalno manseto). Pri stadijih IIB, III in IV
zdravimo z radioterapijo ali s kombinacijo
radioterapije in kemoterapije (14).

RAK NOZNICE

Je redek, saj predstavlja le 1-2 % gine-
kolo8kih rakov. V 85 % gre histoloSko za
ploscatoceli¢ni karcinom. Adenokarcinom
je redkejsi, pojavi se pri mlaj$ih Zenskah,
pogosteje metastazira v bezgavke in plju-
¢a ter ima slabSo prognozo. Svetloceli¢ni
adenokarcinom je povezan z izpostavlje-
nostjo dietilstilbestrolu med embrional-
nim razvojem (14).

Pogosto se razvije iz VAIN 3 in je po-
vezan z okuzbo z visoko rizi¢nimi geno-
tipi HPV (v okoli 70 %). Pogosto se po-
javi v zgornji tretjini vagine pri Zenskabh,
ki so bile zdravljene zaradi CIN in RMV
(17). Klini¢ni znaki so nenormalne krva-
vitve, krvavitve po odnosu, serozen ali kr-
vavi izcedek iz noZnice. V diagnostiki na-
pravimo kolposkopijo in biopsijo sumljive
spremembe (18).

Za zdravljenje zgodnjih stadijev bole-
zni pride v poStev vaginektomija z limfa-
denektomijo, po moZnosti z rekonstruk-
cijo, ali intrakavitarna radioterapija in
obsevanje pelvi¢nih ter ingvinalnih be-
zgavk, v primeru da tumor zajema spo-
dnjo tretjino vagine. Za stadij II je moZna
radikalna vaginektomija, pelvi¢na eksen-
teracija ali obsevanje. Za napredovale sta-
dije pride v poStev le obsevanje (14, 18).

RAK VULVE

Je tudi redek, saj predstavlja okoli 4 % gi-
nekoloskih rakov. Pojavlja se predvsem
pri starej$ih, povprecna starost je 60-75
let. Ima dvojno etiologijo. Pri starejSih,
pomenopavzalnih Zenskah je povezan z
diferenciranim VIN, ki se razvije iz pre-
kanceroze lichen sclerosus ali Pagetove
bolezni. Ta ni povezan s HPV okuzbo. Pri-
blizno 40 % pa ga je povezanega z VIN,
ki se razvije po okuZzbi z visoko rizi¢nimi
genotipi HPV. Ta se pojavi vefinoma pri
mlaj$ih od 50 let.

Vecinoma so simptomi izraZeni s sr-
becico vulve, vidno spremembo na vulvi,
krvavitvijo v postmenopavzi ali s pove-
¢animi ingvinalnimi bezgavkami. Za dia-
gnozo je potrebno odvzeti biopsijo s tu-
morja, za zamejitev pa oceniti bezgavke s
CT ali MRI. Ve€inoma se pojavi na veli-
kih labijah in je histoloSko planocelularen
(90-95 %). V Bartolinijevi Zlezi ali v pove-
zavi s Pagetovo boleznijo lahko vznikne
adenokarcinom, redki so Se melanom vul-
ve, bazalno-celi¢ni karcinom in verukozni
karcinom (14, 19).

Stadij IA zadostno zdravimo s $iroko
ekscizijo. Pri vi§jih stadijih napravimo 8i-
roko ekscizijo ali vulvektomijo in ingvino-
-femoralno limfadenektomijo povrhnjih
in globokih bezgavk. Dodatno obsevanje
je potrebno pri stadiju IIIB in ve¢, ali ¢e
tumor ni izrezan z zadostnim varnostnim
robom. Pri napredovali bolezni zdravimo
z neoadjuvantno kemo- in radioterapijo in
nato operiramo ali pa zdravimo z radikal-
no kemo- in radioterapijo (19).
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S cloveskim papilomavirusom povezane
benigne in maligne spremembe moskega
spolovila in zadnjika

Human Papillomavirus-Related Benign and Malignant Conditions of

Male Genitals and Anus

IZVLECEK
KLJUCNE BESEDE: anogenitalne bradavice, kondilomi, HPV, rak penisa, rak zadnjika, okuzba s HPV

S spremembami spolovila in zadnjika je povezanih ve¢ kot 40 od skoraj 200 znanih ge-
notipov ¢loveSkega papilomavirusa (HPV). Nizkorizi¢ni genotipi HPV, najpogostejsa
sta genotipa 6 in 11, povzrocajo anogenitalne bradavice. Te zdravimo z destruktivnimi
metodami ali lokalnimi imunomodulatorji. Zdravljenje je vecinoma bolece in dolgo-
trajno, bradavice pa se rade ponavljajo. Pojavnost anogenitalnih bradavic je zaradi sla-
bega prijavljanja podcenjena. Karcinom penisa je razmeroma redek rak, ki je v 30-50 %
primerih povezan z okuZbo z visokorizi¢nimi genotipi HPV, zlasti z genotipoma 16 in
18. Pomemben dejavnik tveganja predstavljajo tudi kroni¢ne vnetne bolezni, kot je li-
hen sklerozus. Tudi rak zadnjika in analnega kanala je razmeroma redek. Bolj so ogro-
Zene Zenske ter moski, ki imajo analne spolne odnose. Rak zadnjika in analnega kana-
la kaZe mocno povezavo z okuZbo s HPV, in sicer v 80-85 %. NajpogostejSa genotipa
sta HPV-16 in HPV-18.

ABSTRACT

KEY WORDS: anogenital warts, condylomas, HPV, penile cancer, anal cancer, HPV infection

Genital and anal lesions are associated with over 40 out of almost 200 known human
papillomavirus (HPV) genotypes. Low-risk HPV genotypes, mostly genotypes 6 and 11,
cause anogenital warts. Warts may be treated with destructive methods or with topi-
cal immunomodulatory therapy. Any treatment for anogenital warts is usually painful
and needs to be repeated, and the warts have a strong tendency to recur. Due to under-
reporting, the incidence of anogenital warts is underestimated. Carcinoma of the penis
is a rare cancer, with 30-50 % of cases being associated with high-risk HPV genotypes,
particularly HPV-16 and HPV-18. Associated chronic inflammatory diseases, e.g. lichen
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sclerosus, also represent an important risk factor. The carcinoma of anus and anal canal
is also one of rare cancers. At higher risk for anal cancer are women, and men who prac-
tise anal intercourse. With 80-85 % of cases being associated with HPV, anal cancer be-
ars a strong relationship with HPV, predominantly genotypes 16 and 18.

uvoD
OkuZba s cloveskim papilomavirusom
(HPV) je najpogostej$a virusna spolno pre-
nosljiva okuzba. S spremembami spolovi-
la in zadnjika je povezanih ve¢ kot 40 od
skoraj 200 znanih genotipov HPV. Geno-
tipe delimo na visoko in nizko rizi¢ne gle-
de na njihovo povezavo z benignimi bra-
davicami ali rakom zadnjika in spolovila
oz. predrakavimi spremembami. HPV se
prenasa preteZno s spolnimi odnosi, ven-
dar za prenos ni nujen spolni stik (1, 2).
Najpogostejsi uc¢inek okuzbe s HPV na
splosno je nastanek bradavic (veruk). Ti
virusno povzroceni tumorji so raznolikega
videza in lahko nastanejo na razli¢nih me-
stih na koZi in sluznici spolovil, ust, Zrela
in grla (3). Nizkorizi¢ni alfa HPV genotipi
(ve¢inoma HPV-6 in HPV-11) so vzrocno
povezani s prakti¢no vsemi anogenitalni-
mi bradavicami in laringalnimi ploScato-
celi¢nimi papilomi pri obeh spolih (4).
Med pribliZno 40 HPV tipi iz rodu
alfa, za katere je znano, da lahko okuZijo
epitelij sluznic, je 10-15 visokorizi¢nih ti-
pov HPV. Ti so povezani s spremembami,
ki lahko napredujejo v raka. Poleg raka
materni¢nega vratu imajo visokorizi¢ni
tipi HPV, med njimi je najpogostejsi HPV-
16, vodilno etioloSko vlogo pri nastanku
raka zadnjika in pomembnem deleZu raka
noZnice, penisa, vulve ter raka ust in Zrela
(ve¢inoma tonzil) (4).

ANOGENITALNE BRADAVICE

Anogenitalne bradavice, imenovane tudi
kondilomi, so mehki koZni izrastki, veliki
od nekaj milimetrov do ve¢ centimetrov.
V toplem in vlaZnem okolju anogenitalne-
ga predela spremembe nikoli ne zrastejo

v podobni obliki kot trde, poroZenele bra-
davice na rokah in nogah, kjer je okolje
bolj hladno in Kkjer je veliko drgnjenja. V
vecini primerov merijo nekaj milimetrov,
lahko pa tudi ve¢ centimetrov. V¢asih so
zelo drobne, premera enega milimetra ali
manj, in jih klini¢no teZko lo¢imo od mo-
luskov. Vec¢inoma so koZne barve, lahko
tudi temneje pigmentirane od okolice in
lahko posnemajo seboroi¢ne keratoze ali
melanocitne nevuse. Anogenitalne brada-
vice so lahko nizke in ploScate, véasih pa
rastejo kot izrazito visoke, konicaste pa-
pule, lahko tudi z oZjo bazo ali na peclju,
Se posebej v pregibih. PovrSina je papilo-
matozna, Zametasta, véasih je izrazito re-
si¢asta, le redko pa je gladka. Vzniknejo
lahko kjer koli na koZi ali sluznici spolo-
vila. Anogenitalne bradavice so lahko po-
samezne, obic¢ajno pa jih pri bolniku naj-
demo vec. VeCinoma so brez simptomov,
vcasih srbijo, bolijo ali krvavijo. Pri mo-
8kih se najpogosteje nahajajo na koro-
narnem sulkusu in na korpusu penisa
ter pubi¢no ob korenu penisa. Na vlaZznih
mestih, kot je v vulvi ali perianalnem po-
dro¢ju, se lahko zelo razrastejo in imajo
zaradi zadrZevanja izlockov v resicah izra-
zito neprijeten von,j.

V priblizno 70 % anogenitalnih bra-
davic ugotovijo prisotnost HPV genotipa
6. Vecino ostalih primerov je povezanih s
HPV genotipa 11, opisali pa so tudi Stevil-
ne druge genotipe (med drugim HPV ge-
notipa 2, 16, 18, 30-33, 35, 39, 41-45, 51—
56, 59, 62, 70, 73 in 84, med katerimi so
tudi visoko rizi¢ni). Prisotnih je lahko ve¢
povzrociteljev hkrati (5-8).

V letu 2013 je bilo v Sloveniji prija-
vljenih 466 primerov anogenitalnih bra-
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davic (22,6/100.000 prebivalcev), 59 %
vec kot v letu 2012 in ve€ kot trikrat vec
kot v kateremkoli letu v obdobju od 2004-
2008. Najvecja starostno specifi¢na inci-
denca je bila pri moskih v starostni sku-
pini 25-29 let (124,4/100.000 moskih).
Podatki o prijavni incidenci anogenital-
nih bradavic zagotovo moc¢no podcenjuje-
jo njihovo breme v prebivalstvu (9). Velik
navidezni porast incidence v letu 2013 je
posledica doslednejSega prijavljanja v lju-
bljanski regiji.

Anogenitalne bradavice so kadar koli
prisotne pri pribliZno 1 % spolno dejav-
ne populacije v Ameriki in so bolj razsir-
jene pri moskih, ki imajo spolne odnose z
moskimi, kot pri moskih, ki imajo spolne
odnose z Zenskami (10, 11). Mednarodna
raziskava pri moskih, starih od 18 do 70
let, je pokazala 4,5-krat vecjo verjetnost
za anogenitalne bradavice pri moskih, ki
so imeli v zadnjih treh mesecih tri analne
spolne partnerje ali ve¢ (12).

Anogenitalne bradavice vecinoma
zdravimo 2z destruktivnimi metodami,
najpogosteje s krioterapijo, lahko tudi z
izrezanjem, laserjem, elektrokavterizaci-
jo ali radiofrekvenco. Druga pri nas dosto-
pna moZnost je lokalna imunoterapija z
imikvimodom. Zdravljenje je pogosto bo-
leCe in za bolnika mucno, postopke pa je
treba praviloma veckrat ponavljati.

KKARCINOM PENISA
Karcinom je najpogostej§i tumor peni-
sa. V Sloveniji, tako kot drugod v razvi-
tem svetu, je redek. V letu 2010 je bilo v
Sloveniji registriranih 10 primerov kar-
cinoma penisa, kar predstavlja incidenco
1,2/100.000 mos8kih. Dva bolnika sta zara-
di te bolezni v letu 2010 umrla (13).
Podobno kot pri karcinomu vulve ter
glave in vratu je videti, da se nekateri pri-
meri karcinoma penisa razvijejo v poveza-
vi z okuzbo s HPV, nekateri pa neodvisno
od nje (14, 15). Samo 30-50 % karcino-
mov penisa kaZe povezavo s HPV (14-10).

Med vzro¢nimi genotipi HPV najpogoste-
je opisujejo HPV-16, ki mu sledijo genoti-
pi HPV 18, 33 in 45 (106, 17). MoZna je tudi
hkratna okuZba z ve¢ genotipi HPV.

Obrezovanje novorojenckov zmanj-
Suje pojavnost karcinoma penisa. Razlog
je morda povezan s tem, da obrezovanje
zmanjSuje kroni¢no vnetje. Kroni¢ni vne-
tji, kot sta balanopostitis in lihen sklero-
zus, sta med najpomembnejSimi dejavniki
tveganja za karcinom penisa. Karcinoma
penisa prakti¢no ni v predelih sveta, kjer
je zgodnje obrezovanje deckov tradicio-
nalno (18-20).

NajpogostejSe mesto nastanka karci-
noma penisa je glans, sledijo mu prepu-
cij, koronarni Zleb in korpus penisa. Pri
vecini bolnikov se pojavi lokalizirana bo-
lezen, npr. tvorba, razjeda ali sprememba,
ki spominja na vnetje (18). Neinvazivni
tumor lahko zdravimo lokalno, npr. z la-
serjem, imikvimodom, 5-fluorouracilom
ali lokalno ekscizijo. Pri raz$irjeni bolezni
pridejo v poStev penektomija, odstranitev
bezgavk, obsevanje in kemoterapija (18).

KKARCINOM ZADN]JIKA

Analni kanal je kon¢ni del Sirokega Creve-
sa, ki se zacenja na zgornji povrsini ano-
rektalnega obroca in prehaja skozi mede-
ni¢no dno na zadnjiku. Spodnji del sega
od zobate Crte navzdol do meje zadnjika.
85 % analnih skvamozno-celi¢nih karci-
nomov vznikne v analnem kanalu. V Slo-
veniji je Register raka v letu 2010 zabele-
Zil 15 primerov raka zadnjika in analnega
kanala, od tega 6 pri moskih in 9 pri Zen-
skah. Samo en bolnik je bil mlajsi od 60
let. Zaradi raka zadnjika in analnega kana-
la so v letu 2010 umrli trije bolniki (13).
Povpre¢na starost bolnikov se giblje med
58 in 67 leti. Ti karcinomi so pogostejsi
pri Zenskah, razmerje je 5:1. V populaci-
ji ogroZenih moskih se to razmerje pribli-
Zuje 1:1. V nasprotju z analnimi karcino-
mi so perianalni karcinomi pogostejs§i pri
moskih, kjer gre za razmerje 4:1.
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V ZDA je incidenca skvamozno-celi¢-
nega karcinoma analnega kanala in peri-
analne koZe v populaciji moskih, ki ima-
jo spolne odnose z mo§kimi, ocenjena kot
11-34-krat vec¢ja kot pri moskih, ki ni-
majo spolnih odnosov z mo8kimi. Pose-
bej izpostavljeni bolniki so okuZeni s HIV.
Drugi dejavniki, mo¢no povezani z anal-
nim skvamozno-celi¢nim karcinomom,
so vecje Stevilo spolnih partnerjev, anal-
ni spolni odnosi med moskim in mo8kim
ali moskim in Zensko, so¢asna druga spol-
no prenosljiva okuZba ter anamneza raka
materni¢nega vratu, vulve in noZnice. Po-
membna je tudi uporaba zdravil za zavira-
nje imunosti po presaditvi organov in sta-
nje po kemoterapiji.

Okuzba s HPV povzroca analni kar-
cinom na nacin, ki ga lahko enacimo z
vlogo HPV pri nastanku karcinoma ma-
terni¢nega vratu (21, 22). Mnogi bolniki
imajo istofasno analne in genitalne vi-
rusne spremembe. Obi¢ajno spadajo med
populacijo, ki ima podobne navade, med
drugim tudi vecje Stevilo spolnih par-
tnerjev. Analni karcinom je praviloma
povezan z visoko rizi¢nima genotipoma
HPV-16 in HPV-18 (23-25). S HPV je po-
vezanih 80-85 % primerov analnega kar-
cinoma (23). HPV genotipa 6 in 11 na
sploSno povzrofata benigne lezije, ano-
genitalne bradavice in analno intraepite-
lialno neoplazijo (AIN) nizke stopnje, ki
redko napreduje do karcinoma. Naspro-
tno pa HPV genotipi 16, 18, 31, 33, 34 in
35 povzroc€ajo intraepitelijsko displazijo
visoke stopnje, karcinom in situ ter inva-
zivni karcinom zadnjika. Studije Palmerja
in sodelavcev kaZejo na to, da epitelij pre-
hodne cone analnega kanala kaZe embri-
olo3ke in histoloSke podobnosti s preho-
dno cono materni¢nega vratu (24).

V Studiji o analnem skvamoznocelic-
nem karcinomu je imelo 47 % bolnikov v
anamnezi okuZbo z anogenitalnimi brada-
vicami (26). Med prizadetimi bolniki brez
anamneze anogenitalnih bradavic je bil
rak prisoten pri pacientih z anamnezo go-
noreje, virusa herpes simpleks tipa 2 in
okuZbe s klamidijo (Chlamydia trachoma-
tis). Tudi kajenje predstavlja enega od de-
javnikov tveganja (25).

Pri ugotovljeni analni intraepitelijski
neoplaziji zdravimo samo bolnike z visoko
stopnjo analne intraepitelijske neoplazi-
je. To staliSce temelji na izkuSnjah s spre-
membami na materni¢nem vratu (angl.
Cervical intraepithelial neoplasia, CIN), kjer
opazamo, da vecina sprememb nizke sto-
phje spontano regredira. Spremembe ve-
¢inoma zdravimo z elektrokoagulacijo ali
ekscizijo. AIN nizke stopnje nadziramo s
citoloSkimi pregledi na 3-6 mesecev (27).
Redni nadzor HIV pozitivnih mo8kih, ki
imajo spolne odnose z moskimi, za intrae-
pitelijske lezije in skvamoznoceli¢ni karci-
nom nudi zadovoljiva pricakovanja glede
Zivljenjske dobe ob stro8kih, ki so primer-
ljivi z drugimi preventivnimi posegi (28).

Perianalno intraepitelijsko neoplazi-
jo, s starim nazivom perianalna Bownova
bolezen, danes smatramo kot AIN visoke
stopnje. V glavnem jo povzrocata HPV-16
in HPV-18, za razliko od AIN nizke sto-
pnje, ki jo povzroc€ata ve¢inoma HPV-6 in
HPV-11 (29-31).

Za AIN nizke stopnje agresivne;jsi po-
segi niso potrebni, ¢e je stanje asimpto-
matsko, vendar naj bi bili pacienti obca-
sno kontrolirani. AIN visoke stopnje lahko
zdravimo lokalno z imikvimodom, 5-fluo-
rouracilom ali lasersko. Pri bolj razsirjenih
spremembah ali kadar ne moremo izkljuci-
ti invazivne rasti, pride v poStev operacija.
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Razporeditev genotipov pri s ¢loveskim
papilomavirusom povezanih benignih

in malignih novotvorbah v Sloveniji

Genotype Distribution in Human Papillomavirus-Related Benign and

Malignant Tumours in Slovenia

1ZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: éloveski papilomavirus, HPV, genotip, rak, karcinom, bradavice, papilom, Slovenija

Cloveski papilomavirusi (HPV) so raznolika skupina DNA virusov, ki so etiolo§ko pove-
zani z razli€nimi benignimi, predrakavimi in rakavimi novotvorbami epitelija sluznic
in koZe pri ¢loveku. Visokorizi¢ni genotipi HPV iz rodu alfa (najpomembnejSa sta HPV-
16 in HPV-18) so odgovorni za nastanek skoraj vseh primerov rakov materni¢nega vra-
tu in njegovih predstopenj (cervikalna intraepitelijska neoplazija (CIN) visoke stopnje),
raka zadnjika ter rakov noZnice, penisa, Zenskega zunanjega spolovila in raka ustnega
dela Zrela. Nasprotno so nizkorizi¢ni genotipi HPV iz rodu alfa (najpomembnejsa sta
HPV-6 in HPV-11) odgovorni za nastanek benignih novotvorb: anogenitalnih bradavic
in ploScatoceli¢nega papiloma grla. Prevalenca HPV in razporeditev genotipov HPV v
malignih in benignih tumorjih pred zacetkom cepljenja proti HPV sta pomembni za na-
¢rtovanje programa cepljenja proti HPV in ocenjevanje ucinkovitosti pri prepreceva-
nju Sirjenja okuZb s HPV in z njimi povezanih bolezni. Slovenske raziskave prevalence
okuZbe s HPV in razporeditve genotipov HPV v benignih in malignih tumorjih so po-
kazale, da bi s profilakti¢nim cepljenjem proti HPV s trenutno dostopnimi cepivi v Slo-
veniji lahko preprecili veliko ve€ino anogenitalnih bradavic (92,4 %) in papilomov grla
(90,8 %), skoraj 70 % CIN-3, 77 % rakov materni¢nega vratu in skoraj vse primere raka

' Asist. dr. Kristina Fujs Komlos, univ. dipl. mikr., Institut za mikrobiologijo in imunologijo, Medicinska fakulteta,
Univerza v Ljubljani, Zalo3ka cesta 4, 1000 Ljubljana; kristina.fujs@mf.uni-lj.si

2Znan. sod. dr. Bostjan ). Kocjan, univ. dipl. mikr., Institut za mikrobiologijo in imunologijo, Medicinska fakulteta,
Univerza v Ljubljani, Zaloska cesta 4, 1000 Ljubljana

3 Asist. dr. Polona J. Maver Vodicar, dr. med., Institut za mikrobiologijo in imunologijo, Medicinska fakulteta, Univerza v
Ljubljani, Zaloska cesta 4, 1000 Ljubljana

4 Lea Hosnjak, univ. dipl. mikr., In3titut za mikrobiologijo in imunologijo, Medicinska fakulteta, Univerza v Ljubljani,
Zaloska cesta 4,1000 Ljubljana

5 Prof. dr. Nina Gale, dr. med., Institut za patologijo, Medicinska fakulteta, Univerza v Ljubljani, Korytkova ulica 2, 1000
Ljubljana

& Prof. dr. Bostjan Luzar, dr. med., In3titut za patologijo, Medicinska fakulteta, Univerza v Ljubljani, Korytkova ulica 2,
1000 Ljubljana

7 Doc. dr. Nina Janéar, dr. med., Klini¢ni oddelek za reprodukcijo, Ginekolo3ka klinika, Univerzitetni klini¢ni center
Ljubljana, Slajmerjeva ulica 3, 1000 Ljubljana

8 Prof. dr. Mario Poljak, dr. med., In3titut za mikrobiologijo in imunologijo, Medicinska fakulteta, Univerza v Ljubljani,
Zaloska cesta 4,1000 Ljubljana



228 K. F. Komlos, B. J. Kocjan, P. ). M. Voditar, L. Hosnjak, N. Gale, B. Luzar, N. Jancar, M. Poljak Razporeditev ...

zadnjika. Izsledki slovenskih raziskav o pomenu HPV v etiologiji papilomov ustne vo-
tline in poZiralnika, sinonazalnih invertnih papilomov ter plo§¢atoceli¢nega raka ustne
votline in grla pri slovenskih bolnikih kaZejo na omejeno ali nepomembno vlogo HPV.

ABSTRACT

KEY WORDS: human papillomavirus, HPV, cancer, carcinoma, warts, papilloma, Slovenia

Human papillomaviruses (HPV) are a diverse group of DNA viruses etiologically asso-
ciated with various benign, precancerous and cancerous epithelial neoplasms of skin
and epithelia in humans. High-risk HPV genotypes from genus alpha (the most im-
portant being HPV-16 and HPV-18) are responsible for development of virtually all ca-
ses of cervical cancers and its precursors (high-grade cervical intraepithelial neoplasia
(CIN)), anal cancer, vaginal, penile, vulvar cancers and oropharyngeal cancer. In con-
trast, low-risk HPV genotypes from genus alpha (the most important being HPV-6 and
HPV-11) are responsible for development of two benign tumours - anogenital warts
and laryngeal squamous cell papillomas. Pre-vaccination HPV prevalence and HPV ge-
notype distribution in malignant and benign tumours represent important information
for prophylactic HPV vaccination program planning and for the evaluation of its effec-
tiveness. Published Slovenian data on HPV prevalence and HPV genotype distributi-
on in benign and malignant tumours showed that prophylactic HPV vaccination with
currently available vaccines can prevent the vast majority of anogenital warts (92.4%)
and laryngeal papillomas (90.8%), almost 70% of CIN-3, 77% of cervical cancers and
nearly all cases of anal cancer. According to our data, HPV does not play any signifi-
cant role in the etiology of papillomas of the oral cavity and esophagus, sinonasal pa-
pillomas, epithelial hyperplastic lesions of the larynx and oral squamous cell carcino-
mas in Slovenia.

uvoD

Cloveski papilomavirusi (HPV) so izre-
dno raznolika in raz§irjena skupina DNA
virusov, vzrofno povezana z nastankom
razlicnih benignih, predrakavih in raka-
vih sprememb sluznice ter koZe pri ¢love-
ku. Ve¢ kot 195 do sedaj uradno dokon¢no
opredeljenih genotipov HPV, taksonom-
sko uvrs€enih v druZino Papillomaviridae,
je na osnovi podobnosti v genomu razvr-
§¢enih v pet rodov, imenovanih alfa, beta,
gama, mu in nu. Najstevil¢nejsi in za ¢lo-
veka najpomembnejsi je rod alfa, ki se deli
na 14 vrst. Posamezni rodovi HPV izkazu-
jejo dokaj znacilen tropizem za doloceno
vrsto epitela. V rod alfa so uvrsceni ge-
notipi HPV, povezani z nastankom S§tevil-

nih benignih in malignih sluzni¢nih, ko-
Zno-sluzni¢nih in koZnih sprememb pri
Cloveku. Sluzni¢ne (imenovane tudi ano-
genitalne) genotipe HPV rodu alfa (pribli-
Zno 40 genotipov HPV) povezujemo z na-
stankom predrakavih, rakavih in benignih
sprememb ploScatocelicnega epitelija
sluznic anogenitalnega in ustno-Zrelnega
predela. Na osnovi molekularno epidemi-
oloskih raziskav so anogenitalni genotipi
rodu alfa glede na rakotvorni potencial oz.
zmoZnost povzrocanja rakave preobrazbe
ploScatoceli¢nega epitelija sluznic doda-
tno razdeljeni v Stiri skupine: visokorizi¢-
ni genotipi, verjetno visokorizi¢ni genoti-
pi (njihova zmoZnost rakave preobrazbe
Se ni dokon¢no opredeljena), nizkorizi¢ni
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genotipi in genotipi HPV z nejasnim ra-
kotvornim potencialom. Visokorizi¢ni ge-
notipi HPV (najpomembnejSa sta HPV-
16 in HPV-18) so odgovorni za nastanek
skoraj vseh primerov rakov materni¢ne-
ga vratu in njegovih predrakavih predsto-
penj (CIN visoke stopnje). Poleg raka ma-
terni¢nega vratu visokorizi¢ni genotipi
HPV igrajo vodilno etiolosko vlogo pri ra-
zvoju raka zadnjika in v pomembnem de-
leZu rakov noZnice, penisa, Zenskega zu-
nanjega spolovila (vulve) ter raka ustnega
dela Zrela. Nasprotno so nizkorizi¢ni ge-
notipi HPV iz rodu alfa (najpomembnejsa
sta HPV-6 in HPV-11) odgovorni za nasta-
nek skoraj vseh primerov benignih anoge-
nitalnih bradavic in ploS¢atoceli¢nega pa-
piloma grla pri obeh spolih.

Od 90. let prejSnjega stoletja so bili
HPV predmet obseZnih raziskav razli¢nih
aspektov tudi v Sloveniji. Podrobnej$e po-
znavanje povzrociteljev s HPV povezanih
bolezni, kot sta prevalenca HPV in razpo-
reditev genotipov HPV v malignih in be-
nignih tumorjih, pomeni pomembno in-
formacijo pri nacrtovanju ukrepov, kot je
npr. profilakti¢no cepljenje proti HPV, in
pri ocenjevanju njihove ucinkovitosti pri
preprecevanju Sirjenja okuzb s HPV in z
njimi povezanih bolezni.

CLOVESKI PAPILOMAVIRUSI

IN BENIGNI TUMORJI

Anogenitalne bradavice (AGB) in papilo-
mi grla (PG) sta dve najpomembnejsi be-
nigni novotvorbi, etiolosko povezani z
nizkorizi€nimi genotipi rodu alfa, med
katerimi sta najpomembnejsa in najpogo-
stejSa HPV-6 in HPV-11.

PloScatoceli¢ni papilom je najpogo-
stejSa benigna epitelijska novotvorba grla.
Predhodne raziskave so pokazale, da so
skoraj vsi PG etioloSko povezani z okuZ-
bo s HPV, v glavnem s HPV-6 in HPV-11.
Ze leta 1994 so Galetova in sod. s kombi-
nacijo in situ hibridizacije in veriZne reak-
cije s polimerazo (angl. polymerase chain

reaction, PCR) testirali serijo 79 arhivskih
vzorcev PG, pridobljenih od 36 slovenskih
bolnikov, in dokazali prisotnost DNA HPV
v 89,9 %, od tega HPV-6 in HPV-11 v 28
od 29 (97 %) otroskih papilomov in v 43
od 50 (86 %) odraslih papilomov (1).

Anogenitalne bradavice so najpogo-
stejS8a benigna novotvorba povezana z
okuzbo z nizkorizi¢nimi genotipi HPV
rodu alfa. Vsi primeri AGB so povzroceni
s HPV, in sicer v ve¢ kot 90 % z genotipo-
ma HPV-6 in HPV-11. Za AGB so znacilne
Stevil¢ne lezije, ki se pojavljajo v manj$ih
skupinah in lahko prizadenejo SirSe ano-
genitalno podrocje, ter pogoste ponovi-
tve (recidivi) bolezni. Prva raziskava, v
kateri so Potoc¢nik in sod. dolocali razpo-
reditev genotipov HPV v genitalnih bra-
davicah slovenskih bolnikov, je bila opra-
vljena na 55 tkivnih vzorcih genitalnih
bradavic, zbranih pri istem Stevilu imuno-
kompetentnih moskih. S kombinacijo raz-
liénih metod PCR je bila DNA HPV doka-
zana v vseh 55 tkivnih vzorcih, od tega sta
bila HPV-6 ali HPV-11 prisotna v 53 od
55 (96,4 %) bradavic oz. bolnikov in HPV-
44 ter HPV-91 vsak v enem primeru (2).
OkuZba s HPV-6 je bila Stirikrat pogostej-
Sa kot okuzba s HPV-11.

Obe omenjeni raziskavi sta vkljuceva-
li manjSo, nereprezentativno skupino bol-
nikov s papilomi grla oz. genitalnimi bra-
davicami. V raziskavi iz leta 2012, ki je
tako v svetovnem kot slovenskem okvi-
ru po podatkih iz literature vkljuceva-
la do takrat najvecje Stevilo tkivnih vzor-
cev PG (152 vzorcev, odvzetih istemu
Stevilu bolnikov) in najvecje Stevilo hi-
stoloSko potrjenih tkivnih vzorcev AGB
(422 vzorcev AGB, odvzetih 315 bolni-
kom), zbranih pri bolnikih obeh spolov z
geografsko in etni¢no omejenega podro-
¢ja, smo DNA HPV dokazali v 139 od 152
(91,4 %) PG in 413 od 422 (97,9 %) AGB
(3). HPV-6 in/ali HPV-11 sta bila dokazana
pri 138 od 152 (90,8 %) bolnikov s PG in
291 od 315 (92,4 %) bolnikov z AGB. Pre-
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valenca HPV-6 se tako v PG kot AGB med
spoloma statistiéno ni razlikovala. Na-
sprotno je bil v AGB HPV-11 trikrat pogo-
stej$i pri moskih, medtem ko pri PG razli-
ka v razporeditvi HPV-11 med spoloma ni
bila statisti¢cno pomembna. Skupna preva-
lenca DNA HPV v AGB (97,1 %) se je po-
membno razlikovala od skupne prevalen-
ce DNA HPV v PG (91,4 %) (p = 0,01). V
prvi primerjavi tipsko specifi¢ne razpore-
ditve HPV-6 in HPV-11 med bolniki s PG
in AGB z geografsko zaprtega in etni¢no
homogenega podro¢ja smo dokazali po-
membno neravnovesje v tumor-specifi¢ni
razporeditvi HPV-6 in HPV-11; HPV-6 je
bil statisti¢no pogostejsi v AGB (79 %) kot
v PG (59,2 %) (p = 0,000013), medtem ko
je bil HPV-11 statisti¢no pogostejsi v PG
(28,9 %) kot v AGB (12,4 %) (p = 0,00003).
V isti raziskavi je bilo dokazano, da je bil
pri vseh 90 bolnikih z multiplimi bradavi-
cami, v vseh socasno odvzetih bradavicah
posameznega bolnika, prisoten isti geno-
tip HPV (3).

Domnevna etioloSka vloga HPV pri na-
stanku treh redkih benignih sprememb v
predelu glave in vratu pri slovenskih bol-
nikih je bila opisana v treh raziskavah. V
primerjalni Studiji, v katero so bili vklju-
Ceni tkivni vzorci ploScatoceli¢nih pa-
pilomov ustne votline in tkivni vzorci
histolosko normalne ustne sluznice po-
sameznikov, katerih starost, spol in lo-
kalizacija odvzetega tkiva se je ujemala
z istimi parametri bolnikov s papilomi v
ustni votlini, je bil z uporabo treh metod
PCR HPV-6 dokazan v treh in HPV-16 pri
enem od 44 testiranih papilomov (4). Tri-
je od 45 tkivnih vzorcev normalne ustne
sluznice so bili DNA HPV pozitivni, vsebu-
jo¢ HPV-6, HPV-11 in HPV-31. Ker v preva-
lenci DNA HPV med bolniki in kontrolami
ni bilo pomembne razlike menimo, da ima
HPV omejeno vlogo v etiologiji papilomov
ustne votline, vsaj v tem delu Evrope (4).

Etiologija in patogeneza ploS¢atoce-
licnih papilomov poZiralnika, redkega be-

nignega tumorja v poZiralniku, je Se ve-
dno nepojasnjena in kontroverzna. Vlogo
okuzb s HPV v etiopatogenezi teh tumor-
jev so Poljak in sod. ugotavljali v raziska-
vi, ki je vkljuCevala 29 ploScatoceli¢nih
papilomov poZiralnika, odvzetih 28 bolni-
kom iz Slovenije in Poljske z uporabo in
situ hibridizacije in metode PCR (5). HPV-
6 je bila zaznana le v dveh papilomih, kar
kaZe, da so v etiologiji teh tumorjev po-
membni patogenetski mehanizmi, ki niso
povezani s HPV.

Sinonazalni invertni papilomi (IP) so
benigni, vendar destruktivni tumor;ji z vi-
soko stopnjo ponovitev, najverjetneje po-
vezano z nepopolno odstranitvijo. Pojav-
nost okuzb s HPV pri bolnikih z IP in pri
bolnikih z IP, zdruZenih s ploS¢atocelic-
nim karcinomom (PCK), ter vpliv na po-
gostost ponovitev IP so preucevali Jenko
in sod (6). V tej retrospektivni raziskavi
so bili vkljuceni tkivni vzorci 68 bolnikov
z IP in 5 bolnikov s papilomi, zdruZeni-
mi s PCK, ter kontrolna skupina 47 bol-
nikov. DNA HPV je bila dokazana pri 20
(30,3 %) bolnikih z IP, treh (60 %) bolni-
kih z IP/PCK in Sestih (13 %) bolnikih iz
kontrolne skupine. Pri 19 bolnikih je bil
v IP dokazan HPV-11, pri enem bolniku
z IP je bil dokazan HPV-6, med bolniki z
IP/PCK pa je bil HPV-11 dokazan pri treh
od petih bolnikov. V kontrolni skupini je
bilo pet bolnikov HPV-11 pozitivnih in
en bolnik HPV-16 pozitiven. Ceprav je bil
HPV-11 dominanten genotip v skupinah
bolnikov z IP, IP/PCK in v kontrolni sku-
pini, domnevamo, da okuZba s HPV pred-
stavlja prej naklju¢no kolonizacijo kot pa
pomemben etioloSki dejavnik, povezan z
nastankom IP (6).

CLOVESKI PAPILOMAVIRUSI

IN MALIGNI TUMORJI

NajpogostejSo rakavo spremembo, pov-
zroeno s HPV, predstavlja rak mater-
ni¢nega vratu. V predhodnih raziskavah
je bila prisotnost visokorizi¢nih genoti-
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pov HPV (najpogosteje HPV-16 in HPV-
18) dokazana v vec kot 99 % rakov mater-
ni¢nega vratu, 70-90 % rakov zadnjika in
noznice, 50 % raka penisa, 36-40 % raka
Zenskega zunanjega spolovila in 25-30 %
raka ustnega dela Zrela.

Leta 2009 sta bili objavljeni dve raz-
iskavi o predcepilni razporeditvi genoti-
pov HPV pri slovenskih Zenskah s CIN-
3 in rakom materni¢nega vratu. Izsledki
raziskave, v katero je bilo vklju€enih 261
brisov materni¢nega vratu s histoloSko
potrjenim CIN-3, so pokazali, da je bil v
lezijah CIN-3 najpogosteje dokazan geno-
tip HPV-16 (59 %), ki so mu sledili HPV-
31 (7,5 %), HPV-33 (7,1 %), HPV-58 (5 %)
in HPV-51 (4 %) (7). Podobna raziskava, iz-
vedena na reprezentativni populaciji slo-
venskih Zensk z rakom materni¢nega vra-
tu, je pokazala, da je v 262 od 278 (94,2 %)
vzorcev rakov materni¢nega vratu priso-
tna DNA HPV. Najpogosteje prisotni ge-
notipi, najdeni pri slovenskih Zenskah z
rakom materni¢nega vratu, so bili: HPV-
16 (64,9 %), HPV-18 (12,2 %), HPV-33
(4,7 %) in HPV-45 (4,1 %) (8).

V raziskavi, objavljeni leta 2011, smo
Zeleli pridobiti prve podatke o razporedi-
tvi genotipov HPV pri bolnikih z rakom
zadnjika v Sloveniji (9). V raziskavo je bilo
vklju€enih 21 histoloSko potrjenih vzor-
cev analnega raka (17 ploScatoceli¢nih
karcinomov in 4 karcinomi in situ), od-
vzetih istemu Stevilu bolnikov (10 Zensk,
11 mo8kih). Prisotnost DNA HPV je bila
dokazana v vseh 21 preiskanih vzorcih,
najpogosteje najden genotip je bil HPV-
16 (19 od 21 vzorcev). V enem vzorcu je
bila dokazana le prisotnost nizkorizi¢nega
genotipa HPV-6 in v enem vzorcu dvojna
okuZba z visokorizi¢nim genotipom HPV-
52 in nizkorizi¢nim genotipom HPV-61.

V primerjalni raziskavi, izvedeni na
tkivnih vzorcih ploS¢atocelicnega Kkarci-
noma ustne votline in histolo$ko normal-
ne ustne sluznice posameznikov, katerih
starost, spol in lokalizacija odvzetega tki-

va ter navade pitja in kajenja so se ujemali
z istimi parametri bolnikov s karcinomom
v ustni votlini, smo prisotnost DNA geno-
tipov HPV-16, HPV-33 in HPV-58 dokazali
pri 5 izmed 59 (8,4 %) karcinomov ustne
votline in DNA genotipov HPV-11, HPV-
16, HPV-31 in HPV-68 pri 4 od 61 (6,6 %)
vzorcev normalne ustne sluznice (10). Po-
dobno kot v raziskavi, izvedeni na papi-
lomih ustne sluznice, tudi med bolniki s
karcinomom ustne votline in njihovimi
kontrolami ni bilo zaznati pomembne raz-
like v prevalenci DNA HPV, zato menimo,
da ima HPV omejeno vlogo tudi v etiolo-
giji karcinomov ustne votline v Sloveniji.

V nasprotju s papilomi grla je vloga
HPV v etiologiji epitelijskih hiperplastic-
nih lezij grla in raka grla Se vedno kon-
troverzna. Leta 1997 smo dokazovali
prisotnost HPV v seriji epitelijskih hiper-
plasti¢nih lezij grla (od enostavne hiper-
plazije do invazivnega ploS¢atoceli¢nega
karcinoma grla) s pomocjo treh razli¢nih
metod PCR (11). DNA HPV je bila doka-
zana le v dveh od 88 testiranih vzorcev:
HPV-6 je bil prisoten v enem primeru
enostavne hiperplazije in HPV-16 v enem
primeru invazivnega ploScatoceli¢nega
karcinoma grla (11).

Nekatere raziskave, v glavnem s po-
drocij z visoko prevalenco raka poZiralni-
ka, so namigovale na moZno vlogo HPV
v karcinogenezi raka poZiralnika. Leta
1993 je bila v Sloveniji izvedena pilotna
raziskava na 22 vzorcih raka poZiralnika,
kjer je bila prisotnost DNA HPV-16 do-
kazana le v dveh primerih (12). Da bi do-
datno razjasnili domnevno vlogo okuZb
s HPV v etiologiji raka poZiralnika, smo
leta 1998 z uporabo osmih razli¢nih pro-
tokolov PCR testirali 121 tkivnih vzorcev
raka poziralnika, vendar DNA HPV nismo
dokazali v nobenem od pregledanih tu-
morjev (13). Izsledki te raziskave podpira-
jo domnevo, da nastanek raka poZiralnika
na geografskih podrocij z nizko incidenco
te vrste raka ni povezan z okuzbo s HPV.
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Tako kot pri Ze omenjenih rakih glave
in vratu, je vloga HPV pri nastanku redke-
ga histoloSkega podtipa ploScatoceli¢nega
karcinoma, verukoznega karcinoma, prav
tako sporna, saj se objavljena prevalen-
ca DNA HPV rodu alfa (drugi HPV rodo-
vi 8e niso bili preiskovani) v tem raku gi-
blje med 0 in 100 %. V obseZni raziskavi iz
leta 2013 smo dolocali prisotnost 87 raz-
liénih genotipov HPV iz rodov alfa, beta,
gama in mu v 30 tkivnih vzorcih veruko-
znih karcinomov glave in vratu ter 30 po
anatomski lokaciji usklajenih histoloSko
normalnih tkivnih vzorcih (14). HPV rodu
beta so bili dokazani v 5 od 30 (16,7 %)
primerov raka in v 18 od 30 (60 %) pri-
merov histolosko normalnih tkivnih vzor-
cev, medtem ko HPV iz ostalih HPV rodov
niso bili dokazani. V vzorcih verukoznega
karcinoma smo dokazali genotipe HPV-
19, HPV-24 in HPV-36, v histoloSko nor-
malnem tkivu pa genotipe HPV-5, HPV-9,
HPV-12, HPV-23, HPV-24, HPV-38, HPV-
47, HPV-49 in HPV-96, medtem ko v dveh
od petih verukoznih karcinomov in v 6 od
18 histoloS8ko normalnih tkivih genotipa
HPV ni bilo mogoce dokonéno opredeliti.
S to raziskavo je bilo nedvomno dokaza-
no, da verukozni karcinom glave in vratu
ni povezan z okuzbo s HPV iz rodov alfa,
gama in mu. Prisotnost HPV rodu beta v
verukoznih karcinomih in normalnih tki-
vih najverjetneje odraZa naklju¢no koloni-
zacijo, njihov moZni biolo8ki pomen pa bo
potrebno Se raziskati.

ZAKLJUCEK
Profilakti¢no cepljenje proti HPV se je Ze
izkazalo kot ucinkovit ukrep pri nadzoro-

vanju Sirjenja okuzb s HPV in z njimi pove-
zanih bolezni. Danes sta na trZi§c¢u dve ce-
pivi HPV: dvovalentno (3€iti pred okuzbo s
HPV-16 in HPV-18) in Stirivalentno (5€iti
pred okuzbo s HPV-6, HPV-11, HPV-16 in
HPV-18). Kmalu pri¢akujemo $e prihod de-
vetvalentnega cepiva, ki bo nudilo zas¢ito
proti dodatnim petim genotipom (HPV-31,
HPV-33, HPV-45, HPV-52 in HPV-58). Za
ocenjevanje ucinkovitosti cepljenja s pro-
filakti¢nim HPV cepivom pri prepreceva-
nju s tar¢nimi genotipi povezanih bolezni
na drZavnem nivoju je podatek o predce-
pilni prevalenci HPV in razporeditvi geno-
tipov HPV v malignih in benignih tumor-
jih skoraj nepogresljiv.

Slovenske raziskave o prevalenci HPV
in razporeditvi genotipov HPV v benignih
in malignih tumorjih, pri katerih HPV
igrajo pomembno etioloSko vlogo, so po-
kazale, da bi s profilakti¢nim cepljenjem
proti HPV s trenutno dostopnimi cepivi
v Sloveniji lahko preprecili veliko veci-
no anogenitalnih bradavic (92,4 %) in pa-
pilomov grla (90,8 %), skoraj 70 % CIN-3,
77 % rakov materni¢nega vratu in skoraj
vse primere raka zadnjika. Prihod devetva-
lentnega cepiva predstavlja moZnost, da bi
v bliZnji prihodnosti lahko preprecili na-
stanek skoraj vseh primerov rakov mater-
ni¢nega vratu in zadnjika ter deleZa s HPV
povezanih rakov noZnice, penisa, Zenske-
ga zunanjega spolovila in raka ustnega
dela Zrela. Izsledki slovenskih raziskav o
pomenu HPV v etiologiji papilomov ustne
votline in poZiralnika, sinonazalnih inver-
tnih papilomov ter ploS¢atoceli¢nega raka
ustne votline in grla kaZejo na omejeno ali
nepomembno vlogo HPV.
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Molekularna epidemiologija izbranih
klinicno pomembnih genotipov ¢loveskih
papilomavirusov

Molecular Epidemiology of Selected Clinically Important Human

Papillomavirus Genotypes
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Cloveski papilomavirusi (angl. human papillomavirus, HPV) so zelo heterogena skupi-
na DNA virusov, ki povzrocajo razli¢ne benigne in maligne novotvorbe na koZi in slu-
znicah. Glede na deleZ razlik v nukleotidnem zaporedju gena L1 jih delimo v rodove, vr-
ste, genotipe in podtipe. Vsak genotip je v klini¢nih vzorcih zastopan v obliki podtipskih
razlicic (2 % nukleotidna neskladnost v genu L1), ki se lahko med seboj razlikujejo gle-
de na njihov patogenetski potencial. Nasa raziskovalna skupina je v obdobju 2007-2014
objavila 11 raziskav, v katerih je opredelila genetsko raznolikost 11 klini¢no pomemb-
nih genotipov HPV: HPV-6, -11, -16, -18, -33, -38, -40, -42, -43, -44 in HPV-53. V raziska-
ve smo Vklju€ili klini¢ne vzorce iz razli¢nih anatomskih mest okuZbe. Z analizo delnih
nukleotidnih zaporedij (~1.400-3.200 bp) in/ali celotnih genomov (~8.000 bp) izbranih
genotipov HPV smo v gensko banko GenBank prispevali ve¢ kot 1.600 nukleotidnih za-
poredij; od tega > 90 % vseh celotnih genomov HPV-6 in 70 % vseh celotnih genomov
HPV-11. V prispevku so opisane raziskave, v katerih smo izvedli prve (filo)genetske ana-
lize na podlagi delnih nukleotidnih zaporedjih in celotnih genomov HPV, predlagali kla-
sifikacijski sistem za opredeljevanje genomskih razli¢ic HPV-6 in HPV-11, dolo¢ili nove
podtipske razli¢ice HPV ter raziskali pojavnost genetskih razli¢ic HPV v benignih spre-
membah, ki jih povezujemo z nizkorizi¢nimi genotipi HPV.
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ABSTRACT

KEY WORDS: genomic diversity, human papillomaviruses, HPV, Slovenia

Human papillomaviruses (HPV) are a highly heterogenetic group of DNA viruses asso-
ciated with various benign and malignant neoplastic lesions in both skin and mucosa.
According to the nucleotide similarity within the L1 gene, they are divided into genera,
species, genotypes and subtypes. In clinical samples, each HPV genotype is represented
in the form of genomic variants, which exhibit 2% genetic distance within the L1 gene
and may differ in their pathogenicity. In the period of 2007-2014, our research group
has published 11 genomic diversity studies, analyzing a total of 11 clinically important
HPV genotypes: HPV-6, -11, 16, -18, -33, -38, -40, -42, -43, -44 and HPV-53. All studies
included clinically important samples from different anatomical sites of infection. By
analyzing partial (~1,400-3,200 bp) and complete (~8,000 bp) nucleotide sequences of
the selected HPV genotypes, our research group identified several novel genomic vari-
ants and contributed more than 1,600 nucleotide sequences to the GenBank database;
of these, more than 90% and 70% of all HPV-6 and HPV-11 currently available complete
genomes, respectively. The article summarizes our first comprehensive partial and/or
complete HPV genome (phylo)genetic analyses, establishment of classification system
for HPV-6 and HPV-11 genomic variants, identification of several novel HPV genomic
variants, including the study of occurrence and persistence of specific genomic variants

in common benign manifestations related to low-risk HPV infections.

uvoD

Cloveski papilomavirusi (angl. human pa-
pillomavirus, HPV) iz druZine Papilloma-
viridae so genetsko zelo heterogena sku-
pina DNA virusov, ki povzro¢ajo razli¢ne
benigne in maligne novotvorbe koZe in
sluznic. Glede na skladnost v nukleoti-
dnem zaporedju gena L1 jih delimo v ro-
dove (skladnost < 60 %), vrste (60-70 %
skladnost), genotipe (71-89 % skladnost)
in podtipe (90-98 % skladnost). Do sep-
tembra 2014 je bilo opredeljenih 195 ge-
notipov HPV, ki jih uvr§¢amo v 5 rodov:
alfa, beta, gama, mu in nu. Klini¢no najpo-
membnejsi so sluzni¢ni genotipi HPV iz
rodu alfa, ki jih glede na vrsto novotvorb
delimo na visokorizi¢ne, nizkorizi¢ne in
genotipe z nejasnim rakotvornim poten-
cialom (1-3).

Vsak genotip HPV je v klini¢nih vzor-
cih zastopan v obliki zelo sorodnih pod-
tipskih razli¢ic, ki se od nukleotidnega
zaporedja referenc¢nega izolata istega ge-

notipa v genu L1 razlikujejo v manj kot
2 % ali v zaporedju LCR v manj kot 5 %
(3, 4). Stevilne raziskave so pokazale, da
lahko razli¢ne podtipske razli¢ice doloce-
nega genotipa prispevajo k vecji ali manj-
§i patogenosti virusa. Raziskave visoko-
riziénih genotipov HPV-16 in HPV-18 so
potrdile povezave med doloCenimi pod-
tipskimi razli¢icami, njihovim (etno)geo-
grafskim izvorom, virusno perzistenco ter
vedjim tveganjem za razvoj predrakavih
in rakavih sprememb (5, 6).

Medtem ko je raziskovanje genomske
raznolikosti in klini¢nega pomena pod-
tipskih razli¢ic visokorizi¢nih genotipov
HPV v ospredju Ze dobri dve desetletji,
je bilo raziskovanje genomske raznoliko-
sti nizkorizi¢nih genotipov HPV (z izjemo
HPV-6 in HPV-11), genotipov HPV z ne-
jasnim rakotvornim potencialom in geno-
tipov HPV iz drugih rodov zapostavljeno
(5-9). K boljSemu razumevanju genomske
raznolikosti omenjenih genotipov HPV je
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pomembno prispevala tudi naSa razisko-
valna skupina.

V obdobju 2007-2014 smo objavili 11
raziskav, v katerih smo opredelili genom-
sko raznolikost 11 klini¢no pomembnih
genotipov HPV (tabela 1) (10-20). V vse
raziskave smo vkljucili klini¢no pomemb-
ne vzorce iz razlinih anatomskih mest
okuZbe pri slovenskih bolnikih, z izjemo
raziskave svetovne genomske raznoliko-
sti HPV-6, kjer smo vzorce pridobili iz 15
drZav po vsem svetu. Raziskave smo ob-
javili v priznanih mednarodnih revijah in
v gensko banko GenBank prispevali ve¢
kot 1.600 nukleotidnih zaporedij HPV; od
tega > 90 % (177/190) vseh dostopnih ce-
lotnih genomov (CG) HPV-6, 70 % (34/49)
vseh CG HPV-11, > 80 % (117/134) vseh
nukleotidnih zaporedij HPV-38, > 70 %
(147/205) vseh zaporedij HPV-42 in 40-
60 % vseh nukleotidnih zaporedij HPV-40,
-43, -44, -44s in HPV-53 (tabela 1). V pri-
spevku bomo na kratko povzeli rezultate
omenjenih slovenskih raziskav. Povzetke
smo razdelili v Stiri sklope: visokorizi¢ni
genotipi HPV-16, HPV-18 in HPV-33; ge-
notip HPV-53 z nejasnih rakotvornim po-
tencialom; nizkorizi¢ni genotipi HPV-6,
-11, -40, -42, -43, -44 in genotip HPV-38
iz rodu beta.

VISOKORIZICNI GENOTIPI HPV-16,
HPV-18 IN HPV-33

Leta 2010 smo objavili raziskavo, v kate-
ri smo dolo¢ili genomsko raznolikost treh
najpogostejsih genotipov HPV pri sloven-
skih Zenskah z rakom materni¢nega vratu
(RMV): HPV-16, HPV-18 in HPV-33 (13).
Posamezne genotipe HPV smo analizirali
v genomskih podro¢jih LCR, E6 in E7 (ta-
bela 1). Dolo¢ili smo 26 razli¢ic med 40
vzorci HPV-16, 18 razli¢ic med 20 vzorci
HPV-18 in 7 razli¢ic med 11 vzorci HPV-
33. Med HPV-16 in HPV-18-pozitivnimi
vzorci so prevladovale evropske razlici-
ce (95 %), medtem ko je bil deleZ proto-
tipskih (sorodni referen¢nemu izolatu) in

ne-prototipskih (manj sorodni referenc-
nemu izolatu) razli¢ic pri HPV-33 skoraj
enak (45,5 % vs. 54,5 %).

GENOTIP HPV-53 Z NEJASNIM
RAKOTVORNIM POTENCIALOM
Genomsko raznolikost genotipa HPV-53
smo opredelili na 94 citoloSko opredelje-
nih brisih MV, pridobljenih pri rutinskem
testiranju na prisotnost HPV DNA pri 70
slovenskih Zenskah (10). Genomsko ra-
znolikost HPV-53 smo dolocili v treh ge-
nomskih podro¢jih: LCR, E6 in E7, oprede-
lili 19 razli¢ic HPV-53 in v gensko banko
prispevali 42 % (210/498) vseh nukleoti-
dnih zaporedij HPV-53 (tabela 1). Potrdili
smo dihotomno filogenetsko razporeditev
podtipskih razli¢ic HPV-53 in pokazali,
da je bila genomska raznolikost HPV-53
v entogeografsko-zaprti kohorti sloven-
skih Zensk viS§ja v primerjavi z genomsko
raznolikostjo HPV-53, ki je bila predho-
dno opredeljena na vzorcih, pridobljenih
iz sedmih geografskih, etnolosko lo¢enih
kohort (21). Pri 16 Zenskah s perzistentno
okuzbo s HPV-53 smo v prvem odvzetem
klini¢nem vzorcu in v vzorcu po 6 do 51
mesecih spremljanja na$li isto razli¢ico
HPV-53 (10).

NIZKORIZICNI GENOTIPI

HPV-6 in HPV-11

Na podrodju raziskovanja genomske razno-
likosti dveh medicinsko najpomembnej$ih
nizkorizi¢nih genotipov (HPV-6 in HPV-
11) je naSa raziskovalna skupina objavila
sedem raziskav, ki so pomembno prispeva-
le k boljSemu razumevanju (filo)genetske
raznolikosti HPV-6/-11, njune patogeneze
in molekularne evolucije (11, 14-19).

V prvi slovenski raziskavi na podrocju
genomske raznolikosti HPV-6 leta 2009
smo z analizo genomskih podrocij L1,
LCR, E6, E2, E5a in E5b na 77 HPV-6-po-
zitivnih vzorcih iz anogenitalnega prede-
la in predela glave in vratu opredelili 36
razli¢ic HPV-6, med katerimi so ne glede
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na anatomsko mesto okuzbe prevladovale
ne-prototipske razli¢ice (tabela 1) (11). Po-
trdili in odkrili smo nove nukleotidne in
aminokislinske spremembe ter napake v
referen¢nih nukleotidnih zaporedjih HPV-
6.V raziskavi, ki je sledila, smo analizira-
li najbolj raznolike razli¢ice HPV-6 iz prej-
$nje raziskave in jim dolo¢ili CG (11, 15).
S to raziskavo smo do leta 2011 v gensko
banko GenBank prispevali najvecje Stevi-
lo CG HPV-6, naredili prvo filogenetsko
analizo na podlagi CG HPV-6 in pokaza-
li, da so nukleotidne spremembe najpogo-
stejSe v genih E4, E5a, E5b ter nekodirajo-
¢em podroc¢ju LCR.

V sodelovanju z raziskovalci iz 15 dr-
Zav s Sestih celin (Evropa, Azija, Sever-
na in JuZna Amerika, Avstralija ter Afri-
ka) smo nedavno opredelili tudi svetovno
genomsko raznolikost HPV-6 na do se-
daj najvec¢jem Stevilu HPV-6 klini¢no po-
membnih vzorcev (tabela 1) (19). V razi-
skavo smo vkljucili 530 HPV-6-pozitivnih
vzorcev iz anogenitalnega predela in pre-
dela glave in vratu ter podtipske razli-
¢ice HPV-6 analizirali v podro¢jih E5a,
E5b, L1 in LCR. Najbolj raznolikim raz-
li¢icam smo dolo¢ili CG in tako v gen-
sko banko GenBank prispevali 130 novih
CG HPV-6 (tabela 1). Na podlagi prve glo-
balne analize 190 CG HPV-6 (130 CG iz
naSe raziskave in 60 iz GenBank) in siste-
ma za poimenovanje genetskih (pod)linij
HPV-6/-11, ki ga je skupaj s sodelavci z
Univerze Alberta Einsteina v New Yor-
ku predlagala naSa raziskovalna skupi-
na, smo dolocili genetske linije in nove
genetske podlinije HPV-6: linija A in B
(razlikovanje v 1-10 % CQG) ter pet pod-
linij B1-B5 (razlikovanje v 0,5-1 % CG)
(14, 19). Dokazali smo tudi (pod)linijsko-
specifi¢ne polimorfizme posameznih nu-
kleotidov, opredelili najkrajSe nukleoti-
dno zaporedje, s pomocjo katerega lahko
podtipske razli¢ice HPV-6 umestimo v
obstojeCe genetske (pod)linije ter prvic
dokazali povezave med (pod)linijami

HPV-6, geografskim izvorom, spolom in
anatomskim mestom okuZbe (19).

NaSa raziskovalna skupina je oprede-
lila tudi genomsko raznolikost drugega
medicinsko najpomembnejSega nizkori-
zicnega genotipa - HPV-11. Z analizo 63
HPV-11-pozitivnih vzorceyv, ki so bili od-
vzeti slovenskim bolnikom iz razli¢nih
anatomskih mest okuZbe (anogenitalni
predel in predel glave in vratu), smo leta
2011 v podro¢jih L1, LCR, E6, E5a in E5b
opredelili 23 podtipskih razli¢ic HPV-11,
med katerimi so prevladovale ne-prototip-
ske razli¢ice (16). Desetim najbolj raznoli-
kim razli¢icam smo opredelili CG in tako
prispevali najvecje Stevilo CG HPV-11 v
gensko banko GenBank (tabela 1). S prvo
(filo)genetsko analizo CG HPV-11 smo po-
kazali, da je genomska raznolikost HPV-11
pomembno manj$a v primerjavi z do ta-
krat opredeljenimi genotipi HPV, vklju¢no
z njegovim najbliZjim sorodnikom HPV-6.

V raziskavi, ki je sledila, so Burk in so-
delavci iz naSega laboratorija (2011) na
podlagi analize CG HPV-6/-11 dolo¢ili kri-
terije za opredeljevanje in poimenovanje
genetskih (pod)linij HPV-6/-11 (14).

V letu 2013 smo raziskali raznolikost
razlicic HPV-6 v genomskih podrocjih L1,
E5a, E5b in LCR, v 45 tkivnih vzorcih so-
¢asno pojavljajo¢ih multiplih anogenital-
nih bradavic (AGB), odvzetih 18 sloven-
skim bolnikom (17). Pri 17/18 bolnikih
smo opisali prisotnost identi¢ne razlicice
HPV-6 in pri enem bolniku so¢asno okuZz-
bo z dvema razli¢icama HPV-6. Izsledki
raziskave so potrdili hipotezo, da socasno
pojavljajo¢e AGB povzroca ena sama iden-
ti¢na razlicica HPV-6. Podobno raziskavo
smo objavili tudi na podlagi analize ge-
nomskih podrocij E5a, LCR in/ali CG pri
70 slovenskih bolnikih s ponavljajocimi
papilomi grla, v kateri smo spremljali pri-
sotnost razli¢ic HPV-6/-11 v obdobju 1 do
22 let (18). V 67/70 (95,7 %) primerov smo
potrdili perzistentno prisotnost ene same
razlic¢ice HPV-6/-11 in s tem pokazali, da
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je ponoven zagon papilomov grla najver-
jetneje posledica dolgotrajne prisotnosti
ene same identi¢ne razli¢ice HPV-6/-11.
Do sedaj je naSa raziskovalna skupi-
na v gensko banko GenBank prispevala >

6 in 70 % (34/49) vseh CG HPV-11. Glede
na to, da trenutno raziskujemo tudi sve-
tovno genomsko raznolikost HPV-11, pri-
¢akujemo, da bomo v letu 2015 v gensko
banko prispevali pomembno Stevilo novih

90 % (177/190) vseh dostopnih CG HPV-  CG HPV-11.

Tabela 1. Pregled slovenskih raziskav genomske raznolikosti 11 klinicno pomembnih genotipov HPV glede
na raziskano genomsko podro¢je, tip klini¢nih vzorcev, pristopne Stevilke nukleotidnih zaporedij v genski
banki GenBank in celokupen prispevek opredeljenih nukleotidnih zaporedij. AGB - anogenitalne brada-
vice, bp - bazni par, CG - celotni genom, LCR - nekodirajoce, kontrolno podrocje, LP - papilomi grla, MV
- maternicni vrat, RMV - rak materni€énega vratu.

Genotip Raziskana Tip ; Ffristopne . St. prispevanih nukleotidnih zaporedij/ Leto
HPV genomska  klinicnih stewll.(e v genski st. zaporedij v GenBank glede na objave
(rod, vrsta) podroéja vzorcev  banki GenBank obravnavan genotip HPV (vir)
Delna zaporedja Celotni genomi
(~300-1.500 bp) (~8.000 bp)
53 LCR, E6, E7 brisi MV AM283253-462 210/498 (42 %) / 2007
(alfa, a6) (~1.400 bp) (10)
6 L1, LCR, E6, AGB, LP FM875941-999 462/1154 (40 %) / 2009
(alfa, a10) E2, E5a, E5b FM876000-210 (11)
(~3.800 bp) FM897006-197
38 L1, E6, E7 dlagni AMBS943405-443 117/134 (87 %) / 2009
(beta, B2) (~1.500 bp) mesicki® AM943898-975 (12)
16 (alfa,a9) LCR, E6, E7 RMV / 213 / 2010
18 (alfa, a7)  (~1.700 bp) (13)
33 (alfa, a9)
6 CG AGB, LP FR751320-338 / 19/190 (10 %) 20M
(alfa,010)  (~8.000 bp) (15)
1 L1, LCR, ES, analni FN870021-022 315/663 (48 %) 10/49 (20%) 20M
(alfa, a10) E5a, E5b  brisi, AGB, FN907957-964 (16)
(~3.200 bp) brisiMV®  FN870435-623
CG LP FN870625-750
(~8.000 bp)
6 (alfa, 010) CG LP HE599226-246 / HPV-6: 2013
11 (alfa, 010) (~8.000 bp) HE962026-032 28/190 (15%)  (18)
HE611258-274 HPV-11:
HES62023-025 24/49 (49 %)
HE962365-368
6 CGe brisi MV?3,  HG793809-938 / 130/190 (68 %) 2014
(alfa,010)  (~8.000 bp) AGB, LP (19)
40 (alfa, 1) L1, LCR,E6 analnibrisi HE793033-074 HPV-40: 42/75 (56 %) / 2014
42 (alfa, 8) (~2.800 bp) AGB HE820129-275 HPV-42:147/205 (72 %) (20)
43 (alfa, 0.8) brisi MV®  HES62401-430 HPV-43: 30/55 (55 %)
44 (alfa, a1) HES63117-221 HPV-44/-44s:

39/95 (41%)/66/114 (58 %)

@ Brisi MV z opredeljenim citoloskim/histoloskim izvidom.

® Dlagni mesicki dlak iz podrogja pubisa, skrotuma, perianalnega predela in obrvi.

© HPV-6-pozitivni vzorci iz 15 drzav (Slovenija, Hrvagka, Cegka, Neméija, Svica, Litva, Velika Britanija, Japonska,
Hong Kong, Malezija, ZDA, Kanada, Argentina, Avstralija, Juzna Afrika).
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HPV-40, HPV-42, HPV-43 in HPV-44
Nedavno smo opredelili tudi genomsko
raznolikost genotipov HPV-40, HPV-42,
HPV-43 in HPV-44, in sicer v treh genom-
skih podro¢jih: L1, LCR in E6. V raziskavo
smo vkljucili 108 klini¢nih vzorcev (anal-
ne brise, tkivne vzorce AGB in histolosko
opredeljene brise MV) (tabela 1) (20). Do-
lo¢ili smo 9 razli¢ic med 14 vzorci HPV-
40, 30 razli¢ic med 49 vzorci HPV-42, 3
razlic¢ice med 10 vzorci HPV-43 ter 8 raz-
li¢ic HPV-44 in 11 razli¢ic podtipa HPV-
-44s (HPV-55) med 35 vzorci HPV-44. Z
navedeno raziskavo smo prvic¢ dolo¢ili ge-
nomsko raznolikost nizkorizi¢nih genoti-
pov HPV-40, HPV-42 in HPV-43 ter poka-
zali, da je genomska raznolikosti HPV-44
na naSem geografskem podroc¢ju podobna
genomski raznolikosti HPV-44 na svetov-
nem nivoju (20, 22). V gensko banko Gen-
Bank smo prispevali > 70 % (147/205)
vseh nukleotidnih zaporedij HPV-42,
58 % (66/114) vseh zaporedij HPV-44s,

56 % (42/75) vseh zaporedij HPV-40, 55 %
(30/55) vseh zaporedij HPV-43 ter 41 %
(39/95) vseh zaporedij HPV-44.

GENOTIP HPV-38 1Z RODU BETA
Genomsko raznolikost genotipa HPV-38,
ki ga povezujemo z nastankom koZne-
ga raka, smo leta 2009 analizirali na 39
HPV-38-pozitivnih vzorcih, pridobljenih
od 31 imunokompetentnih, zdravih mo-
8kih, katerim so odvzeli dlake iz razli¢nih
predelov telesa (pubis, skrotum, perianal-
ni predel in obrvi) (tabela 1) (12). Do za-
cetka omenjene raziskave je bilo predho-
dno opredeljenih le pet razli¢ic HPV-38.
Opredelili smo 12 novih slovenskih raz-
li¢ic HPV-38 in v §tirih vzorcih so¢asno
prisotnost vsaj dveh razli¢ic HPV-38, kar
nakazuje moZnost soasne okuZbe z raz-
linimi razli¢icami HPV-38. S to raziska-
vo smo v gensko banko GenBank prispe-
vali > 80 % (117/134) vseh nukleotidnih
zaporedij HPV-38.
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Kdaj in zakaj uporabljamo HPV test?
When and Why Are We Using the HPV Test?
IZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: ¢loveski papilomavirusi, HPV, rak materni¢nega vratu, presejalni program, testiranje
na HPV

Dolgotrajna okuZzba s ¢loveskimi papilomavirusi (angl. human papillomaviruses, HPV) je
nujen, ne pa tudi zadosten vzrok za nastanek raka materni¢nega vratu, etiolosko je po-
vezana tudi s pomembnim deleZem raka zadnjika, noZnice, penisa, Zenskega zunanje-
ga spolovila (vulve) in raka ustnega dela Zrela. Za rutinsko dokazovanje okuzbe s HPV
lahko uporabljamo izklju¢no klini¢no preverjene teste HPV, ki izpolnjujejo dogovorje-
ne mednarodne standarde za klini¢no obcutljivost, klini¢no specifi¢nost ter znotraj- in
medlaboratorijsko ponovljivost. V Sloveniji se test HPV uporablja le kot pomo¢ pri od-
locitvi, ali Zenska potrebuje kolposkopski pregled ali ne (triaZni test HPV). Trenutne in-
dikacije za uporabo triaZnega testa HPV v Sloveniji so: (i) atipi¢ne ploScate celice, ne-
opredeljene; (ii) ploScatoceli¢na intraepitelijska neoplazija nizke stopnje, pri Zenskah,
starih 35 let ali ve¢; (iii) atipi¢ne Zlezne celice, neopredeljene; (iv) spremljanje Zensk s
cervikalno intraepitelijsko neoplazijo prve stopnje; (v) sledenje po zdravljenju s koniza-
cijo, diagnosti¢no ekscizijo z elektri¢no zanko, krioterapijo ali lasersko ablacijo zaradi
cervikalne intraepitelijske neoplazije. Po skoraj pet-letni uporabi triaZnega testa HPV
v Sloveniji lahko zaklju¢imo, da ima triaZni test HPV ob upoStevanju priporocenih in-
dikacij pomembno vlogo pri zmanjSevanju nepotrebnih kolposkopij in pri bolj varne-
mu vracanju Zensk v redni presejalni program ter na drugi strani pri prepoznavi Zensk
s povecanim tveganjem za predrakave in rakave spremembe, ki potrebujejo zdravljenje.
V nasprotju z uveljavljeno in priporoceno uporabo testa HPV pri Zenskah, je morebitna
korist rutinskega testiranja na HPV pri mos$kih nejasna in jo trenutno odsvetujejo vsa
svetovna strokovna zdruZenja.

ABSTRACT

KEY WORDS: human papillomavirus, HPV, cervical cancer, screening program, HPV testing

Persistent infection with human papillomaviruses (HPV) is a necessary but not suffici-
ent factor for the development of cervical cancer as well as for the significant propor-
tion of cancers of anus, vagina, penis, vulva and oropharynx. Only clinically validated
HPV tests which meet the criteria of international standards for clinical sensitivity, cli-
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nical specificity and intra- and interlaboratory reproducibility should be used in clini-
cal practice. In Slovenia, the HPV test is reimbursed according to national guidelines
for the following five indications: (i) triage of women with atypical squamous cells of
undetermined significance; (ii) triage of women above 35 years with low grade squa-
mous intraepithelial lesions; (iii) triage of women with atypical glandular cells not
otherwise specified; (iv) for triage of women with cervical intraepithelial neoplasia gra-
de 1 and for (v) prediction of the therapeutic outcome after treatment of cervical intra-
epithelial neoplasia. Based on five-year experience with HPV triage tests in Slovenia,
there is already substantial evidence that HPV testing significantly reduces the num-
ber of women referred to colposcopy and enables their safe return to the screening pro-
gram. It also plays an important role for the identification of women with higher risk
for premalignant and malignant cervical lesions that require treatment. In contrast to
the well established role of HPV testing in cervical cancer screening, the potential be-
nefit of HPV testing in males is still unclear and HPV tests are at present not recom-

mended to be used in males.

uvoD

Cloveski papilomavirusi (angl. human pa-
pillomaviruses, HPV) so DNA-virusi, vzroc-
no povezani z nastankom razli¢nih beni-
gnih, predrakavih in rakavih sprememb
sluznice in koZe pri ¢loveku. Na osnovi
podobnosti v genomu je ve¢ kot 199 do
sedaj znanih genotipov HPV razvr§cenih
v pet rodov, imenovanih alfa, beta, gama,
mu in nu (1, 2). Za ¢loveka so najpomemb-
nejsi virusi iz rodu alfa, in sicer pribliZzno
40 genotipov, ki jih imenujemo tudi slu-
znic¢ni ali anogenitalni genotipi HPV (1).
Visokorizi¢ni genotipi HPV iz rodu alfa
(12 genotipov; najpomembnejSa sta HPV-
16 in HPV-18) so odgovorni za nastanek
skoraj vseh primerov raka materni¢nega
vratu in raka zadnjika ter njegovih predra-
kavih predstopenj visoke stopnje, povzro-
¢ajo pa tudi pomemben deleZ raka noZni-
ce, penisa, Zenskega zunanjega spolovila
(vulve) in raka ustnega dela Zrela (1, 3, 4).

OSNOVNI KONCEPT DIAGNOSTIKE
OKUZBE Z IZBRANIMI GENOTIPI
HPV IZ RODU ALFA

Za klini¢ne namene vse trenutno veljavne
smernice priporoc¢ajo rutinsko doloc¢anje
prisotnosti le 12-14 visokorizi¢nih geno-

tipov HPV iz rodu alfa, dokazovanje osta-
lih genotipov iz rodu alfa in iz ostalih ro-
dov HPV je priporoceno le v raziskovalne
namene (5-7). HPV dokazujemo skorajda
izklju¢no z molekularnimi metodami (7).
OkuzZbo s HPV je sicer mogoce dokazati
tudi z opazovanjem znacilnih citopatskih
sprememb epitelnih celic s svetlobnim
mikroskopom, z opazovanjem virusnih
delcev s pomocjo elektronskega mikro-
skopa ali z dokazovanjem virusnih struk-
turnih beljakovin z uporabo poliklonskih
protiteles z imunohistokemi¢no metodo,
vendar se zaradi nizke obcutljivosti in ne-
zmoZnosti dolo¢anja genotipa HPV te me-
tode ne uporabljajo v rutinski diagnostiki
okuzb s HPV (7, 8).

Smernice, ki narekujejo uporabo testov
HPYV, temeljijo izklju¢no na uporabi klini¢-
no preverjenih testov (5, 9, 10). Po nasih
podatkih je bilo na svetovnem trZis¢u ob
koncu leta 2014 vsaj 145 razlicnih komer-
cialno dostopnih testov za dokazovanje
HPV iz rodu alfa in vsaj 90 njihovih razli-
¢ic (7). Kljub tako velikemu Stevilu testov,
smo po nedavnem natancnem pregledu
objav v medicinskih ¢asopisih ugotovili,
da le zelo omejeno Stevilo testov HPV na

trZiS¢u (manj kot desetina) zadovoljuje mi-
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nimalne kriterije za varno uporabo v Kkli-
ni¢ne namene za vsaj eno od dogovorjenih
klini¢nih indikacij. Poleg tega za ve¢ kot
tri Cetrtine testov HPV, ki so trenutno ko-
mercialno dostopni, kljub obseZnemu pre-
gledu literature, nismo nasli niti ene same
objave v recenziranih znanstvenih revijah.
Enoten zakljucek vseh strokovnjakov je, da
tako komercialno dostopnih testov HPV
kot tistih, razvitih v laboratoriju (angl. in-
house tests), ki niso bili ustrezno klini¢no
preverjeni, ne smemo uporabljati v klini¢-
ni praksi. Zaradi pomanjkanja predpisov in
Sibke kontrole na tem podro¢ju se na Za-
lost po vsem svetu v vsakdanji praksi upo-
rabljajo Stevilni testi HPV, ki niso klini¢no
preverjeni. To se na sreco v Sloveniji zaen-
krat ne dogaja in mo¢no upamo, da bo tako
ostalo tudi v prihodnje (5, 7).

Podobno kot drugi mikrobioloski te-
sti, ki jih uporabljamo v medicini, mora
vsak nov test HPV, ki naj bi ga uporablja-
1i v klini¢ni praksi, izpolnjevati dogovor-
jene standarde za klini¢no specifi¢nost in
obcutljivost. Da bi olajSali uvedbo novih
komercialno dostopnih testov HPV, so ne-
davno objavili mednarodna strokovna pri-
porocila o tem, kako ustrezno ovrednotiti
novo razvite teste HPV predvsem za var-
no uporabo v primarnem presejalnem te-
stiranju za zgodnje odkrivanje raka ma-
terni¢nega vratu ter za druge Kklini¢ne
indikacije. Mednarodna priporocila teme-
ljijo na tem, da morajo testi HPV izpolnje-
vati vse dogovorjene standarde za klini¢-
no obcutljivost, klini¢no specifi¢nost in
znotraj- in medlaboratorijsko ponovlji-
vost, medtem ko se lahko razlikujejo gle-
de na tehnologijo testiranja, stopnjo avto-
matizacije, materialne stroSke testiranja
in sposobnost analize razli¢no velikega
Stevila vzorcev (7, 11).

Testiranje na HPV za boljSe prepozna-
vanje Zensk z vedjim tveganjem za raka
materni€nega vratu se bistveno razliku-
je od molekularnega testiranja na druge
medicinsko pomembne viruse, ker viso-

ka analiti¢na obcutljivost testa ni glav-
ni kriterij za njegovo dobro klini¢no upo-
rabnost. Kljub temu dejstvu ima ve¢ kot
tri Cetrtine komercialno dostopnih testov
HPV, ki se trenutno uporabljajo po svetu,
previsoko analiti€no obcutljivost, ki vodi
v prekomerno odkrivanje prehodnih Kkli-
ni¢no nemih in produktivnih okuZb (s ¢i-
mer naraS¢a Stevilo nepotrebnih kolpo-
skopij in biopsij), slabo korelacijo testa
HPV s histologijo, nepotrebno zdravljenje
in posledi¢no v zdravnikovo nezaupanje
pozitivnim rezultatom testa HPV (5, 7).

Druga posebnost testov HPV v pri-
merjavi z drugimi mikrobioloSkimi testi
je ta, da je za boljSe prepoznavanje Zensk
z ve€jim tveganjem za raka maternicne-
ga vratu potrebno uravnovesiti in zmanj-
Sati Stevilo tar¢nih genotipov HPV v te-
stu. Tako je pri na¢rtovanju novega testa
HPV, ki naj bi se uporabljal za dogovor-
jene klinicne indikacije, potrebno zelo
dobro pretehtati, kako uskladiti klini¢-
no obcutljivost s klini¢no specificnostjo
za odkrivanje predrakavih sprememb. Z
vkljucitvijo genotipov HPYV, ki so pogosti
pri nemih okuzbah ali predrakavih spre-
membah nizke stopnje in le redko ali iz-
jemoma povezani z rakom materni¢nega
vratu (npr. HPV-53 ali HPV-60), tvega-
mo zelo velik padec klini¢ne specifi¢no-
sti testa HPV ob zanemarljivi izboljSavi
obcutljivosti. Prav tako je potrebno ime-
ti v mislih, da ne glede na najvi$jo moZzno
analiti¢no obcutljivost testa HPV, s ka-
terim izvedemo presejalno testiranje na
rak materni¢nega vratu, negativni izvid
ni nikoli popolno zagotovilo za odsotnost
bolezni, zaradi mnogih drugih, od testa
HPV-neodvisnih dejavnikov, kot so npr.
nekvalitetno odvzet bris, za bris nedosto-
pna sprememba, zamenjan vzorec, nepri-
meren transport vzorca, prisotnost biolo-
Skih in nebiolo8kih zaviralcev v vzorcu,
napaka izvajalca testiranja, zamenjava iz-
vida ali neprimerno razumevanje rezulta-
ta testa (7, 12).
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Glavni cilji za nadaljnje izboljSave te-
stov HPV so avtomatizacija, bolj$a klini¢na
obcutljivost in vi§ja klini¢na specifi¢nost.
Raziskave razumevanja mehanizmov pa-
togeneze napredovanja predrakavih spre-
memb do raka materni¢nega vratu ostajajo
prednostna naloga, saj bi lahko rezultati ta-
kSnih raziskav privedli k odkritju novih bi-
oloskih oznacevalcev za cervikalno intrae-
pitelijsko neoplazijo 3. stopnje (CIN3)/rak
materni¢nega vratu, ki bi jih lahko upora-
bili kot nove tarce v obstojecih triaZnih te-
stih ali presejalnih programih (7, 13).

INDIKACIJE ZA UPORABO TESTA

HPV V SLOVENI]I

Indikacije za uporabo testa HPV v Slove-

niji, problemi povezani z nekriti¢no upo-

rabo ali neuporabo testa HPV ter obravna-
va Zensk z indikacijo za triaZni test HPV

v nasi drZavi, so podrobno opisani v pri-

spevkih Urske Ivanus in Maje Primic Za-

kelj, objavljenih v Zborniku Obnovitve-

nega kolposkopskega tecaja 2013 in v

Zborniku Obnovitvenega kolposkopskega

tecaja s poudarkom na prakti¢nih veSci-

nah 2014, ki sta prosto dostopna na sple-
tu (14, 15). V nadaljevanju bomo zato le
na kratko predstavili indikacije za upora-
bo testa HPV v Sloveniji, vse podrobno-
sti lahko bralec najde v navedenih virih
ali originalnih smernicah DrZavnega pro-
grama zgodnjega odkrivanja predraka-
vih sprememb materni¢nega vratu (DP

ZORA) (14-17).

V Sloveniji se test HPV uporablja le
kot pomoc¢ pri odlocitvi, ali Zenska potre-
buje kolposkopski pregled ali ne (triaZni
test HPV). Trenutne indikacije za uporabo
triaZnega testa HPV v Sloveniji so (14-17):
- atipi¢ne ploScate celice, neopredeljene

(APC-N),

+ ploScatoceli¢na intraepitelijska neo-
plazija nizke stopnje (PIL-NS), pri Zen-
skah, starih 35 let ali ve¢,

- atipicne Zlezne celice, neopredeljene
(AZC-N),

- spremljanje Zensk s cervikalno intra-
epitelijsko neoplazijo prve stopnje
(CIN1) in

+ sledenje po zdravljenju s konizacijo, di-
agnosti¢no ekscizijo z elektri¢no zan-
ko (angl. large loop excision of the trans-
formation zone, LLETZ), krioterapijo ali
lasersko ablacijo zaradi cervikalne in-
traepitelijske neoplazije (CIN).

TriaZni test HPV skupaj s kontrolnim bri-
som materni¢nega vratu (BMV) (razen pri
spremljanju CIN1) opravimo 6 do 12 me-
secev po diagnozi, ki priporoca testiranje.
Pozitiven triaZni test HPV vodi v dodatno
obravnavo - kolposkopijo in morebitno
biopsijo. Pri Zenskah s patoloSkimi spre-
membami visoke stopnje (patoloSke spre-
membe Zleznih celic, atipi¢ne ploScate
celice visoke stopnje (APC-VS), ploScato-
celi¢na intraepitelijska neoplazija viso-
ke stopnje (PIL-VS) ali vec¢) privzamemo,
da so HPV pozitivne, in jih le na podla-
gi izvida kontrolnega BMV napotimo ne-
posredno v kolposkopsko ambulanto brez
testa HPV. Glede na dosedanje izkuSnje s
triaZnim testom HPV v Sloveniji se je de-
leZ Zensk, ki potrebujejo dodatno obravna-
vo, zaradi patoloSkega presejalnega brisa,
pomembno zmanjSal, tako celokupno kot
tudi po posameznih indikacijah.

V letu 2014 sta bili najpogostejsi in-
dikaciji za uporabo triaZnega testa HPV v
Sloveniji APC-N in CIN po zdravljenju, ki
sta skupaj predstavljala okoli 80 % tria-
Znega testiranja na HPV v tem letu. Sko-
raj 60 % Zensk z indikacijo APC-N je bilo
HPV-negativnih pri triaZnem testiranju in
so se tako lahko varno vrnile v presejanje
brez nadaljnje diagnosti¢ne obravnave. V
letu 2014 je imelo 83 % Zensk, ki so bile
zdravljene zaradi cervikalne intraepitelij-
ske neoplazije 2. stopnje ali ve¢ (CIN2+),
negativen izvid triaZnega testa HPV. Tako
se je zaradi uvedbe triaZnega testa HPV
znatno skrajSal tudi ¢as sledenja Zensk,
ki so bile zdravljene in so se lahko var-
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neje in hitreje vrnile v redno presejanje.
Pri indikaciji PIL-NS pri Zenskah, starej-
§ih od 35 let, je bil v letu 2014 deleZ Zensk
z negativnim rezultatom triaZnega testa
HPV bistveno manjsi kot pri ostalih indi-
kacijah (pribliZno 40 %), vendar je tudi pri
tej indikaciji triaZni test HPV pomembno
zmanjsal potrebo po dodatni diagnosti¢ni
obravnavi Zensk. Prav tako bo le pribliZzno
30 % Zensk z diagnozo CIN1 potrebovalo
nadaljnjo diagnosti¢no obravnavo (HPV-
pozitivne), ostale bodo po 12 mesecih vr-
njene v redni program presejanja.

Po skoraj pet-letni uporabi triaZnega
testa HPV v Sloveniji in ob upoStevanju
priporocenih petih indikacij lahko zaklju-
¢imo, da ima triaZni test HPV pomembno
vlogo pri zmanj$evanju nepotrebnih kol-
poskopij in pri bolj varnem vracanju Zen-
sk v redni presejalni program ter na drugi
strani pri prepoznavi Zensk s poveCanim
tveganjem za predrakave in rakave spre-
membe, ki potrebujejo zdravljenje.

TESTIRANJE NA HPV PRI MOSKIH
Za razliko od uveljavljene uporabe te-
sta HPV pri Zenskah, trenutno vsa vodil-
na svetovna strokovna zdruZenja odlo¢no
odsvetujejo uporabo testa HPV pri moskih
(18-20). Ameriski Center za preprecevanje
in obvladovanje bolezni (angl. Centers for
Disease Control and Prevention, CDC) v svo-
jih zadnjih smernicah iz leta 2010 nedvo-
mno navaja, da test HPV ni priporo¢ljiv za
presejalno testiranje za zgodnje odkriva-
nje raka materni¢nega vratu pri mlajSih
Zenskah in za presejalno testiranje ostalih
s HPV-povezanih rakov ali genitalnih bra-
davic, tako pri moskih kot pri Zenskah (18).
Test HPV naj se torej ne uporablja za
(18):
+ presejalno testiranje moskih,
presejalno testiranje partnerjev HPV-
-pozitivnih Zensk in HPV-pozitivnih
moskih,
presejalno testiranje mlajSih Zensk in

+ presejalno testiranje drugih s HPV-po-
vezanih bolezni, ki niso rak materni-
¢nega vratu, vkljuéno z genitalnimi
bradavicami.

International Union against Sexually Tran-

smitted Infections (IUSTI) je leta 2012 izda-

la smernice za obvladovanje anogenital-
nih bradavic, v katerih navajajo naslednja

priporocila (19):

+ Genotipizacija HPV (dokazovanje po-
sameznih genotipov HPV) v primeru
anogenitalnih bradavic ni klini¢no po-
membna in se zato ne priporoca.

+ Kljub temu, da nekateri zdravniki pri
postavljanju diagnoze subklini¢nih
okuZb s HPV uporabljajo test z ocetno
kislino, je njegova uporaba v diagnosti-
ki in pri obvladovanju genitalnih bra-
davic Se vedno sporna.

+ Ob prvem pojavu anogenitalnih brada-
vic bi morali bolnikom v skladu z lo-
kalnimi smernicami obvezno predla-
gati tudi presejalno testiranje na ostale
spolno prenosljive bolezni.

Pri AmeriSki agenciji za hrano in zdravila
(angl. Food and Drug Administration, FDA)
trenutno ni registriranega testa za ugo-
tavljanje anogenitalne okuZzbe s HPV pri
moSkih.

Za razliko od Zensk so namre¢ pri mo-
Skih Kkoristi testiranja na HPV nejasne.
Tudi ¢e pri moSkem dokaZemo okuZbo s
HPV, ga ne moremo zdraviti, preden lezija
ne postane klini¢no vidna in ni jasno, ali
sploh zahteva zdravljenje. To pomeni, da
kliniéno pomembnih lezij pri moSkem v
naravnem poteku bolezni s testiranjem na
HPV ne odkrijemo nic¢ prej, kot bi jo tudi
sicer. Tudi ni jasno, kako naj HPV-pozitiv-
ne moske brez klini¢no vidnih lezij spre-
mljamo, Se posebej, ker so okuzbe s HPV
tudi pri mos8kih izjemno pogoste, a veci-
noma klini¢no nepomembne (20).
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Drzavni presejalni program za raka
materni¢nega vratu ZORA: zgodba o uspehu
National Cervical Cancer Screening Program ZORA: A Story of Success

1ZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: presejanje za raka materniénega vratu, organiziran presejalni program, pregledanost,

izvidi citoloskih brisov

V Sloveniji imamo organizirani populacijski presejalni program za zgodnje odkriva-
nje predrakavih sprememb materni¢nega vratu ZORA Ze od leta 2003. Vanj so vkljuce-
ne Zenske, stare 20-64 let, ki se na presejalni pregled enkrat v treh letih lahko narocijo
same ali pa jih nanj povabi izbrani ginekolog ali koordinacijski center. Slovenske Zen-
ske so presejalni program ZORA dobro sprejele in ve¢ kot 70 % se jih redno udeleZuje
presejalnih pregledov. Slovenija se lahko pohvali, da se je v desetih letih delovanja dr-
Zavnega programa ZORA incidenca raka materni¢nega vratu skoraj prepolovila, kar je
tudi v evropskem merilu velik uspeh. Prispevek prikazuje nastajanje in delovanje pro-
grama ZORA, osnovne kazalnike delovanja programa v letih 2003-2013 in izzive za na-
slednje desetletje.

ABSTRACT

KEY WORDS: cervical cancer screening, organised screening program, coverage, smear reports

Organised, population-based, nationwide cervical cancer screening programme ZORA
was implemented in Slovenia in 2003 with a three-year screening interval and call/re-
call system that insures complete coverage of the target population (women aged 20-
64). The program is well accepted by Slovenian women and more that 70% regularly
attend for screening. In the 10-year period, the incidence of cervical cancer decreased
nearly by half, which is a great success even for the European criteria. In this article,
we present the development of the program in the period 2003-2013 together with ba-
sic performance indicators and future challenges.
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uvoD

Presejanje za raka je javnozdravstveni
ukrep, pri katerem s preprostimi preiska-
vami med ljudmi, ki §e nimajo nobenih
klini¢nih teZav, iS€emo tiste, pri katerih je
mozZno, da Ze imajo raka ali njegove pred-
stopnje. Vsakemu pozitivhemu testu mo-
rajo slediti diagnosti¢ne preiskave. Vsi
presejalni programi za raka so namenjeni
temu, da se zmanj$a umrljivost za tistim
rakom, ki mu je namenjeno presejanje.
Pri programih, pri katerih se odkrivajo
in zdravijo predrakave spremembe, kot je
rak materni¢nega vratu, pa je cilj zmanj-
Sati tudi zbolevnost za rakom (1). Seve-
da je mogoce te kazalce spremljati le, ce
so na voljo ustrezni podatki, ki jih zbira-
jo registri umrlih in registri raka. V Slo-
veniji je register umrlih del standardne
zdravstvene statisti¢ne sluZbe na Nacio-
nalnem inStitutu za javno zdravje, podat-
ke o novih primerih raka pa zbira Register
raka Republike Slovenije, ki na Onkolo-
Skem inStitutu Ljubljana deluje Ze od leta
1950 (2, 3). Pohvalimo se lahko tudi s tem,
da imamo enega najstarejSih drZavnih re-
gistrov raka v Evropi.

Prav redno spremljanje podatkov o in-
cidenci, tj. Stevilu novih primerov raka
materni¢nega vratu pri nas, je omogocilo
spoznanje, da se je Stevilo novih primerov
konec devetdesetih v Sloveniji vztrajno
vecalo in da smo bili po incidenci v zgor-
nji tretjini lestvice evropskih drzav (3). To
pa je bila spodbuda, da smo v sodelova-
nju z Ministrstvom za zdravje in Zavo-
dom za zdravstveno zavarovanje pred sko-
raj 20 leti zacrtali organizirani presejalni
program in ga zaceli preverjati s pilot-
sko Studijo (4). Izku$nje drugih in Stevilne
raziskave so dokazovale, da le tak pristop
lahko zveca ucinkovitost dotlej spontane-
ga, priloZnostnega presejanja, uveljavlje-
nega pri nas vec desetletij (5).

Napori za obvladovanje raka maternic-
nega vratu imajo dolgo zgodovino. Prve
raziskave, ki so pokazale vpliv dobro or-

ganiziranih, kakovostnih presejalnih pro-
gramov z uporabo citoloSkega brisa ma-
terni¢nega vratu (BMV) na incidenco raka
maternicnega vratu, so bile objavljene v
Sestdesetih in sedemdesetih letih prej-
Snjega stoletja. Kazale so bodisi manjSo
incidenco ploS¢atoceli¢nega raka mater-
ni¢nega vratu med redno presejanimi Zen-
skami v primerjavi s tistimi, ki na prese-
janje niso hodile, ali pa manjSo incidenco
raka materni¢nega vratu po uvedbi pre-
sejalnega programa v primerjavi s tisto
pred tem. Ocenili so, da se v presejani po-
pulaciji ob primerni udelezbi in kakovo-
sti programa incidenca raka maternicne-
ga vratu lahko zmanjSa za 80 % ali ve¢ (0).
Bistveno za uspeh programov pa sta viso-
ka udeleZba ciljne skupine Zensk in kako-
vost vseh postopkov, kar je mogoce doseci
le z organiziranimi populacijskimi progra-
mi. Povsod tam, kjer nista bila izpolnjena
oba pogoja, do bistvenega zmanj$anja in-
cidence raka materni¢nega vratu ni prislo,
kljub razSirjenemu priloZnostnemu prese-
janju (7, 8). Ceprav priloZnostno (spontano,
oportunisticno) presejanje lahko prinese
dobrobit posameznim Zenskam, so uspehi
na populacijski ravni bistveno manjsi. Po-
leg tega lahko tako ostanejo nekatere po-
pulacijske skupine popolnoma nepreseja-
ne, pri drugih pa je poraba brisov bistveno
vedja, kot je potrebno.

Prve presejalne programe so v Sest-
desetih letih prejSnjega stoletja zaceli na
Finskem, v delu NorvesSke in na Nizozem-
skem (5). V zacetku devetdesetih let je v
okviru programa Evropa proti raku zace-
lo delovati Evropsko presejalno mreZje za
raka materni¢nega vratu, ki je povezalo
petnajsterico drZav tedanje Evropske zve-
ze (9). V okviru tega mreZja so leta 1993
nastale prve Evropske smernice za zago-
tavljanje kakovosti v presejanju za raka
materni¢nega vratu (10). Postavile so te-
melje organiziranim presejalnim progra-
mom, ki veljajo Se danes, in vzpostavile
koncept zagotavljanja kakovosti (10). Leta
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2008 so iz8le prenovljene Evropske smer-
nice za zagotavljanje kakovosti v preseja-
nju za raka materni¢nega vratu (11).

PRESEJANJE ZA ODKRIVANJE
RAKA MATERNICNEGA VRATU

V SLOVENIJI

DrZzavni program zgodnjega odkriva-
nja predrakavih sprememb materni¢ne-
ga vratu (ZORA) je organizirani presejalni
program, ki smo ga v Sloveniji vzpostavili
leta 2003 (4). Od leta 1960 je pri nas sicer
teklo priloZnostno presejanje v okviru gi-
nekoloSke dejavnosti, vendar se u¢inkovi-
tost tako organizirane preventive od leta
1986 ni vec odraZala v incidenci raka ma-
terni¢nega vratu (3). Z uvedbo presejalne-
ga programa je na OnkoloSkem inStitutu
Ljubljana zacel delovati tudi koordinacij-
ski center s centralnim informacijskim
sistemom, Register ZORA. V Registru
ZORA se iz citolo8kih in histolo$kih labo-
ratorijev mesecno zbirajo podatki o izvi-
dih brisov materni¢nega vratu (BMV) in
o izvidih histoloskih preiskav zaradi cer-
vikalne patologije, od leta 2010 pa tudi iz-
vidi triaZnega testa za humani papiloma
virus (HPV). Citoloski izvidi in izvidi tria-
Znega testa HPV so poenoteni in prihaja-
jo v elektronski obliki, medtem ko za po-
rocanje histoloskih izvidov enotna shema
Se ni dolocena; vecino izvidov prispe v Re-
gister ZORA v papirni obliki. Se vedno ¢a-
kamo na nadaljnjo informatizacijo progra-
ma, ki bi morala v zakljucen krog zbiranja
podatkov nujno povezati kolposkopski in
histoloski izvid, izvid testa HPV ter podat-
ke o zdravljenju (12).

Povezava izvidov BMV s Centralnim
registrom prebivalstva (CRP) in Regi-
strom prostorskih enot omogoca spremlja-
nje stopnje pregledanosti ciljne skupine
(Zenske, stare 20-64 let) ter identifikaci-
jo tistih, ki v zadnjih Stirih letih nimajo
zabeleZenega izvida BMV. Tem poSljemo
na naslov stalnega prebivali§¢a vabilo na
preventivni ginekolo$ki pregled z odvze-

mom BMV. Letno tako iz Registra ZORA
poSljemo okrog 60.000 vabil, manj kot en
odstotek vabil se zaradi neustreznega po-
datka o stalnem prebivali§¢u ali vitalnem
stanju iz CRP vrne. Zaradi posebnosti pri-
marnega zdravstvenega varstva Zenk pri
nas (izbrani ginekolog), se Zenske namrec
na presejalne preglede v dolocenih inter-
valih lahko narocijo tudi same ali pa jih je
po treh letih od zadnjega pregleda dolZan
povabiti ginekolog (13).

Pomembna naloga koordinacijskega
centra od vsega zacetka je tudi priprava in
izdajanje strokovnih smernic v sodelova-
nju s strokovnjaki za posamezna podro¢ja.
V zagetku je bilo najve¢ pozornosti posve-
cene ureditvi citopatoloSke dejavnosti. Po-
drodje citologije je tisto podrocje v progra-
mu ZORA, ki ima najbolj dodelan sistem za
zagotavljanje in nadzor kakovosti. Elemen-
ti tega sistema so enotna citoloSka napo-
tnica in izvid s poenoteno terminologijo,
centralna registracija podatkov v Registru
ZORA, standardi in navodila za delo v cito-
patoloskih laboratorijih, vsakoletna revizi-
ja brisov materni¢nega vratu tistih Zensk,
ki so na novo zbolele za rakom maternic-
nega vratu (RMV), in redna, sistemati¢na
izobraZevanja. Uvedba teh elementov je
nujna tudi na drugih podrocjih delovanja
programa ZORA, kot sta npr. kolposkopija
in histopatologija, katerih kakovost je sku-
P3j z uvedbo triaZnega testa HPV v obrav-
navo Zensk s predrakavimi spremembami
pomembna za to, da bo prekomerna inva-
zivna diagnostika ¢im manjsa.

Na podro¢ju ginekoloSke citopatologi-
je je bila z letom 2006 opuScena stara kla-
sifikacija izvida po Papanicolaouu in uve-
dena nova, ki se je pribliZala klasifikaciji
Bethesda. Glavna sprememba je bila raz-
delitev izvida v dve kategoriji: negativen
bris in patolo8ki bris. Negativen bris vse-
buje samo normalne celicne elemente,
brez neoplasti¢nih sprememb, ali pa reak-
tivne spremembe, ki so benigne narave in
lahko nastanejo iz razli¢nih vzrokov (pri
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vnetjih, vstavljenem materni¢nem vloz-
ku, po obsevanjih in kot posledica drugih
nespecifi¢nih povzrociteljev). V letu 2011
je bila v citologiji dokon¢no sprejeta iz-
vorna klasifikacija po Bethesdi 2001 (14).
Tako je po novem uporabnost brisa razde-
ljena le v dve skupini, in sicer na uporabni
in neuporabni bris. Med patoloskimi spre-
membami plo3catih celic je nova skupina
APC-VS (atipi¢ne ploscate celice, pri kate-
rih ni mogoce zanesljivo izklju€iti plos¢a-
toceli¢ne intraepitelijske lezije visoke sto-
pnje — PIL-VS). Pri Zleznih spremembah je
nova delitev atipi¢nih Zleznih sprememb
na AZC-N (atipi¢ne Zlezne celice, neopre-
deljene) in na AZC-VN (atipi¢ne Zlezne ce-
lice, verjetno neoplasti¢ne) (15).

Glede na to, da mora posameznim
spremembam slediti tudi pravilno ukre-
panje ginekologa, so bile v ¢asu delovanja
programa veckrat posodobljene smernice
za obravnavo Zensk s predrakavimi spre-
membami in navodila ginekologom za
delo v programu ZORA, zadnji¢ leta 2011
(16, 17). Prenovljene smernice priporocajo
triaZni test HPV, ki je z dodatnimi indika-
cijami v letu 2011 postal del diagnostic-
nega postopka pri Zenskah z neoprede-
ljenimi atipi¢nimi plo§¢atimi in Zleznimi
celicami, s CIN 1 in po zdravljenju CIN ter
pri ploSc€atih intraepitelijskih lezijah niz-
ke stopnje pri Zenskah, starih 35 let in vec.
Poleg tega pa nove smernice Ze vkljucuje-
jo dodatne celi¢ne spremembe v brisu, kot
jih vsebuje klasifikacija po Bethesdi.

Slovenski podatki kaZejo, da program
ZORA po desetih letih delovanja na drZav-
ni ravni Ze daje javnozdravstvene ucinke,
ki se kaZejo v veliki udeleZbi Zensk v pre-
sejanju in v zmanjSevanju bremena raka
maternicnega vratu v naSem prebivalstvu.

PREGLEDANOST ZENSK IN

1ZVIDI PRESEJALNIH BRISOV
MATERNICNEGA VRATU
Pregledanost ciljne populacije je odsto-
tni deleZ Zensk v starosti 20-64 let, ki so

v treh letih, kolikor je priporo€eni inter-
val med presejalnimi pregledi, opravile
vsaj en pregled brisa materni¢nega vratu.
V zadnjem obdobju (2011-2014) pregle-
danost v Sloveniji presega 70 %. Ce pre-
racunamo pregledanost na pet let, kot je
presejalni interval na Finskem in v Veli-
ki Britaniji, v drZavah torej, ki so drugim
v Evropi vzgled, pri nas ta stopnja presega
80 % in je viSja kot v teh drZavah. Tako vi-
soke stopnje zagotovo ne bi bilo mogoce
doseci brez prizadevanja Stevilnih gine-
kologov v primarnem zdravstvenem var-
stvu Zensk. Pregledanost v zadnjem trile-
tju dosega 70 % v vseh slovenskih regijah,
razen v zdravstvenih regijah Murska So-
bota, Koper, Maribor in Novo mesto. Pre-
gledanost presega ciljnih 70 % v starostni
skupini 20-49 let, to je v obdobju, ko je
Stevilo novih bolnic najvecje, medtem ko
je v starosti 50-64 let Se vedno niZja od
Zelene.

V starostni skupini 20-64 let, ki je cilj-
na skupina programa, je bilo v obdobju
2003-2013 odvzetih in pregledanih blizu
2 milijona presejalnih BMV. Na vrsto izvi-
da sta po eni strani vplivali obe spremem-
bi klasifikacij, pa tudi boljSa usposoblje-
nost presejalcev in citopatologov, saj je
bila prav kakovosti dela na tem podrocju
od zacetka programa posvecena najvecja
pozornost. Ve¢ji kakovosti odvzema bri-
sa in njegovi fiksaciji pa lahko pripiSemo
vztrajno vecanje deleZa uporabnih, kako-
vostnih BMV. Med patolo$kimi spremem-
bami, ki jih je od leta 2011 Ze manj kot
5 %, so vsa leta prevladovale spremembe
ploScatih celic, predvsem atipije in lezije
nizke stopnje. Ker je teh sprememb vec v
primerjavi z ostalimi in ker so prav zara-
di teh potrebni pogostejsi kontrolni pre-
gledi, manjSanje njihovega deleZa pome-
ni tudi manjSo obremenitev ginekologov
zaradi kontrolnih pregledov. Predvideva-
mo, da bo k temu Se dodatno prispevala
$irSa raba triaZnega testa HPV v skladu z
indikacijami.
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RAK MATERNICNEGA VRATU

V SLOVENI)I DO LETA 2013 IN
PREGLED ZGODOVINE BRISA
MATERNICNEGA VRATU BOLNIC,
ZBOLELIH V LETIH 2006-2011

Rak materni¢nega vratu je bil e v zacetku
Sestdesetih let 20. stoletja v Sloveniji dru-
gi najpogostejsi rak pri Zenskah, v zadnjih
letih pa je na desetem mestu ali Se redke;jsi
(3). To je posledica dolge tradicije zgodnje-
ga odkrivanja in zdravljenja predrakavih
sprememb in organiziranega presejalnega
programa v zadnjem desetletju. V zadnjih
letih v Sloveniji odkrijemo in zdravimo
okoli 1.500-2.000 predrakavih sprememb
visoke stopnje in okoli 120-130 novih pri-
merov RMV. Od uvedbe organiziranega
drZavnega presejalnega programa se je in-
cidenca skoraj prepolovila; z 211 novih pri-
merov leta 2003 se je zmanjSala na 122 no-
vih primerov leta 2013 (18). To je tudi za
evropska merila odli¢en doseZek.

Pregled zgodovine BMV pri bolnicah,
zbolelih v letih 2006-2008 in 2009-2011
kaZe, da je od zbolelih v zadnjem obdobju
vec¢ kot polovica takih, ki se presejalnih
pregledov niso udeleZevale. Te bolnice so
v povprecju starejSe, bolezen pa jim je od-
krita v bolj napredovali obliki, zato se ob
manjSanju incidence RMV veca deleZ bol-
nic, diagnosticiranih s stadijem FIGO 2 ali
vec. Bolnice, ki so v obdobju 6 do 42 me-
secev pred diagnozo imele pregledan vsaj
en BMV in jih je iz drugega obdobja le do-
bra tretjina, so izziv stroki; brez natancne-
ga pregleda citolo$kih izvidov in njihove
klini¢ne obravnave je teZko ugotoviti, kje
in ali je pri njih presejanje zatajilo. Spod-
budno pa je, da je pri ve¢ kot 80 % bole-
zen odkrita v stadiju FIGO 1, pri 50 % pa
FIGO 1a (12).

Umrljivost za rakom materni¢nega
vratu, ki je dodaten kazalec uspeSnosti
presejanja, pri nas nikoli ni bila tako veli-
ka kot v drZavah s podobno incidenco; za-
gotovo tudi na racun vecjega deleZa rakov,
odkritih v zgodnejSih stadijih. Predvsem

pa je tako pri nas kot tudi drugod oprede-
ljevanje te bolezni kot vzroka smrti pro-
blematicno (19). Zaradi te bolezni je v za-
cetku tega tisocletja po uradnih podatkih
pri nas letno umrlo med 40 in 50 Zensk, v
zadnjih letih pa med 30 in 40 (2).

ZAKLJUCEK

Program ZORA wuspe$no deluje pred-
vsem zaradi dobrega dela Stevilnih gine-
kologov v primarnem zdravstvenem var-
stvu Zensk, presejalcev, citopatologov in
patologov v laboratorijih in vseh drugih
strokovnjakov, ki sodelujejo v multidisci-
plinarnem postopku presejanja in zdra-
vljenja predrakavih in rakavih sprememb
materni¢nega vratu. Razvoj novih tehno-
logij pa prina8a tudi v presejalne progra-
me Stevilne novosti, ki jih bomo morali
upostevati tudi pri nas.

Dognanja o vlogi okuZbe s HPV pri
nastanku RMV nakazujejo, da se bo nacin
obvladovanja raka materni¢nega vratu v
prihodnosti spremenil. V primarni pre-
ventivi je uvedba cepljenja pred okuZbo
z onkogenimi HPV odprla novo poglavije.
Kljub cepljenju pa bo Se vedno potrebno
tudi presejanje, saj cepljenje trenutno ne
prepreci okuZb z vsemi genotipi HPV (20).

V sekundarni preventivi za primarno
presejanje raziskujejo uporabo testa HPV
pri Zenskah, starejSih od 30 let. Pri mlaj-
$ih je okuZba s HPV prevec razsirjena in
samo prehodna, tako bi z dodatnimi pre-
gledi po nepotrebnem obremenjevali pre-
ve¢ Zensk s prehodno okuZbo. V Stevilnih
evropskih drZavah Ze potekajo raziska-
ve primarnega presejanja s testom HPV.
Prednost testa HPV v primerjavi s citolo-
Skim presejanjem je namre¢ v tem, da je ta
test bolj obcutljiv za odkrivanje predraka-
vih sprememb visoke stopnje (cervikalne
intraepitelijske neoplazije visoke stopnje,
CIN 2+). Ceprav je test HPV bolj ob&utljiv,
je manj specificen, zato je nujno potrebna
nadaljnja triaZa HPV-pozitivnih Zensk, da
se izdvoji tiste, ki potrebujejo zdravljenje,
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in s pregledi po nepotrebnem ne obreme-
njuje Zensk s prehodno okuzbo (21).

Raziskave so trenutno usmerjene
predvsem v iskanje bolj specifi¢nih triaz-
nih testov. Med njimi proucujejo citolo8ki
pregled BMV, genotipizacijo HPV ter Ste-
vilne proteinske (na primer imunohistoci-
tokemic€no barvanje p16™¥4 ali p16/Ki67)
in molekularne (metilacijski status razli¢-
nih virusnih in humanih genov) oznace-
valce (22).

V vseh programih se srecujemo tudi
z Zenskami, ki se presejalnih pregledov iz
razli¢nih razlogov ne udeleZujejo. Vzorec
za test HPV si z razli¢nimi testerji, ki jih
razvijajo Stevilni proizvajalci, lahko vza-
mejo Zenske tudi same doma, kar odpira

dodatne moZnosti za povecanje udeleZbe
Vv presejanju (23).

V vec evropskih drZavah (npr. v Italiji,
na Svedskem, v Veliki Britaniji in na Ni-
zozemskem) Ze tecejo raziskave primarne-
ga presejanja s testom HPV. Predvidevajo,
da bodo v teh drZavah Ze v naslednjih pe-
tih letih privzeli ta nacin presejanja, ker
je bolj obcutljiv za spremembe visoke sto-
pnje. Samoodvzem bo v zacetku verjetno
metoda izbora za neodzivnice, morda pa
ga bodo kasneje lahko izbrale vse Zenske.
Do takrat pa bodo potrebne raziskave, ki
bodo pokazale najprimernejSe metode za
neposredno molekularno triaZo. Na vse te
spremembe se bo treba pripraviti tudi v
slovenskem presejalnem programu.
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Vaccination Against HPV Infections

IZVLECEK
KLJUCNE BESEDE: rak maternitnega vratu, anogenitalne bradavice, HPV, cepivo

Okuzba s ¢loveskim papilomavirusom (HPV) je najpogostej$a spolno prenosljiva okuz-
ba. Visokorizi¢na genotipa HPV-16 in HPV-18 povzrocata vec kot 70 % rakov maternic-
nega vratu, nizkorizi¢na genotipa HPV-6 in HPV-11 pa sta odgovorna za ve¢ kot 90 %
anogenitalnih bradavic. Proti okuZbam s HPV sta trenutno za splo$no uporabo odobre-
ni dve ucinkoviti in varni cepivi, §tirivalentno in dvovalentno. Programi cepljenja proti
okuZbam s HPV Ze potekajo v Stevilnih drZavah in ponekod Ze kaZejo rezultate na rav-
ni populacije. V Sloveniji se program cepljenja proti okuzbam s HPV za 11-12 let sta-
re deklice s Stirivalentnim cepivom izvaja od Solskega leta 2009/2010 dalje. Preceplje-
nost znasa okrog 50 %.

ABSTRACT

KEY WORDS: cervical cancer, anogenital warts, HPV, vaccine

Human papillomavirus (HPV) is the most common sexually transmited infection. High-
-risk HPV types 16 and 18 cause more than 70 % of cervical cancers, and low-risk types
6 and 11 are responsible for more than 90 % of anogenital warts. Two effective and safe
HPV vaccines are currently available for general use, quadrivalent and bivalent. Vacci-
nation programs against HPV infections are underway in many countries and are in
some cases already showing results on population level. In Slovenia, HPV vaccination
program for 11-12 year old girls with the quadrivalent vaccine was introduced in the
school year 2009/2010. Vaccination coverage is around 50%.
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uvoD
Okuzbe s ¢loveskimi papilomavirusi (HPV)
so najpogostejSe spolno prenosljive okuz-
be in vec€ina spolno aktivnih oseb se tekom
svojega Zivljenja okuZi s HPV (1). Perzi-
stentna okuZba z vsaj enim izmed visoko-
riziénih genotipov HPV je potreben, ven-
dar ne zadosten vzrok za nastanek raka
maternicnega vratu, znaten deleZ vaginal-
nih in analnih rakov ter rakov penisa, vul-
ve in ustnega dela Zrela (2, 3). Raka ma-
terni¢nega vratu najpogosteje povzroca
HPV-16, sledi mu HPV-18. Skupaj povzro-
cata vec kot 70 % svetovnega bremena te
bolezni (4).

Nizkorizi¢na genotipa HPV-6 in HPV-
11 povzrocata vec kot 90 % anogenitalnih
bradavic, ki niso smrtna bolezen, so pa po-
goste in povezane s psihosocialnimi teZa-
vami obolelih ter z velikimi stro8ki zdra-
vljenja, ki je dolgotrajno (5, 6).

CEPIVA PROTI OKUZBAM S HPV

Razvoj cepiv, ki preprecujejo okuZzbe z naj-
pogostejSimi genotipi HPV, se je zacel
pred ve¢ kot 20 leti (7). Antigene za ce-
pivi proti HPV, ki sta trenutno v uporabi,
proizvajajo s pomocjo rekombinantne teh-
nologije. Gre za L1 glavne proteine ovoj-
nice HPV, ki se zdruZujejo v virusu podob-
ne delce - ti ne vsebujejo virusne DNA,
zato ne morejo povzro€iti okuzbe in niso
onkogeni (8). Stirivalentno cepivo vsebu-
je virusom podobne delce genotipov HPV-
6, HPV-11, HPV-16 in HPV-18 (9). Dvova-
lentno cepivo vsebuje virusom podobne
delce genotipov HPV-16 in HPV-18 (10).
Cepivi se razlikujeta tudi v adjuvansu, 3ti-
rivalentno cepivo vsebuje klasicen adju-
vans amorfni aluminijev hidroksifosfat
sulfat, dvovalentno cepivo pa unikaten
adjuvans ASO4 (9, 10). U¢inkovitost obeh
cepiv je bila potrjena v dobro nac¢rtovanih
randomiziranih, dvojno slepih in s place-
bom kontroliranih raziskavah (11, 12). V
teh raziskavah se je pokazalo, da sta ce-
pivi visoko ucinkoviti pri Zenskah, ki Se

niso bile okuZene z genotipi, vsebovanimi
v cepivuy, in neucinkoviti pri prepreceva-
nju bolezni, povzro€enih z genotipi, vse-
bovanimi v cepivu, s katerimi so bile Zen-
ske Ze okuZene v ¢asu cepljenja.

Evropska agencija za zdravila (angl.
European Medicines Agency, EMA) je po-
trdila indikacije za cepljenje s Stirivalen-
tnim cepivom, ki je namenjeno za uporabo
od 9. leta starosti dalje za prepreceva-
nje predrakavih sprememb (na maternic-
nem vratu, zunanjem spolovilu, noZnici
in zadnjiku), raka materni¢nega vratu in
zadnjika, ki so vzro¢no povezani z dolo-
¢enimi onkogenimi genotipi HPV, ter bra-
davic na spolovilih, ki so vzro¢no poveza-
ne s specifi¢nimi genotipi HPV. Indikacije
temeljijo na dokazu ucinkovitosti Stiriva-
lentnega cepiva pri Zenskah, starih od 16
do 45 let, in moskih, starih od 16 do 26
let, ter dokazu imunogenosti Stirivalen-
tnega cepiva pri 9 do 15 let starih otro-
cih in mladostnikih (9). Prav tako je EMA
potrdila indikacije za cepljenje z dvova-
lentnim cepivom od starosti 9 let dalje, ki
je namenjeno preprecevanju predrakavih
genitalnih sprememb (na materni¢nem
vratu, zunanjem spolovilu in noZnici) in
raka maternic¢nega vratu, ki so posledica
okuZbe z dolocenimi onkogenimi genotipi
HPV. Indikacija temelji na dokazu klini¢-
ne ucinkovitosti v populaciji Zensk v sta-
rosti od 15 do 25 let in na dokazu imuno-
genosti cepiva v skupini Zensk, starih od 9
do 55 let. Klini¢na uc¢inkovitost cepiva pri
moskih ni bila ovrednotena (10).

Za obe cepivi je EMA potrdila shemo
cepljenja z dvema ali s tremi odmerki ce-
piva glede na starost ob zacetku cepljenja
(9, 10). S &tirivalentnim cepivom so lah-
ko posamezniki od 9. do vklju¢no 13. leta
starosti cepljeni z dvema odmerkoma (0
in 6 mesecev) ali s tremi odmerki (0, 2 in
6 mesecev). Posamezniki, stari 14 let ali
ve¢, se cepijo s tremi odmerki cepiva (O,
2 in 6 mesecev) (9). Z dvovalentnim cepi-
vom se posamezniki od 9. do vklju¢no 14.
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leta starosti cepijo z dvema odmerkoma
(0 in 6 mesecev). Posamezniki, stari 15
let ali veg, se cepijo s tremi odmerki cepi-
va (0, 1 in 6 mesecev) (10). Cepljenje proti
okuzbi s HPV s §tirivalentnim ali dvova-
lentnim cepivom se lahko opravi istoca-
sno z drugimi cepljenji (9, 10).

Kontraindikacija za cepljenje je preob-
cutljivost na zdravilne ucinkovine ali ka-
terokoli pomoZno snov v cepivu in ¢e se
ta pojavi po predhodnem odmerku istega
cepiva. Previdnost pri cepljenju je potreb-
na pri osebah, ki imajo teZjo akutno bo-
lezen z zviSano telesno temperaturo, pri
teh je potrebno cepljenje odloZiti do iz-
boljSanja. V primeru blage okuZbe zgor-
njih dihal cepljenja ni potrebno odloZiti.
Pri mladostnikih se lahko kot psihogeni
odziv na injiciranje pojavi sinkopa (ome-
dlevica) z nevroloSkimi znaki (prehodne
motnje vida, parestezija, toni¢no-klonic-
ni gibi udov), zato je treba cepljene ose-
be po cepljenju opazovati pribliZzno 15-20
minut (9, 10, 12).

PROGRAM CEPLJENJA PROTI
OKUZBAM S HPV V SLOVENIJI

V Sloveniji je samoplacniSko cepljenje
proti HPV s Stirivalentnim cepivom na vo-
ljo od konca leta 2006 in z dvovalentnim
cepivom od leta 2007. V Solskem letu
2009/2010 je bil nacionalni Program ce-
pljenja in zaS¢ite z zdravili razSirjen z ru-
tinskim neobveznim brezpla¢nim ceplje-
njem proti HPV s Stirivalentnim cepivom
za deklice, stare od 11 do 12 let, ob sis-
tematskem pregledu v 6. razredu osnov-
ne Sole (13). V Solskem letu 2011/2012
so se lahko ob sistematskem pregledu v
8. razredu prvic brezplacno cepile tudi za-
mudnice, stare 13 do 14 let. Za cepljenje
teh deklic se uporablja Stirivalentno ce-
pivo. Do sedaj so bile deklice cepljene s
tremi odmerki cepiva. Izsledki nedavno
objavljenih raziskav kaZejo, da sta za za-
§¢ito pred izbranimi genotipi HPV pri tej
starosti dovolj dva odmerka, takSno she-

mo pa je odobrila tudi EMA in priporocila
Svetovna zdravstvena organizacija (SZO),
zato bodo deklice (mlajSe od 14 let) v Sol-
skem letu 2014/2015 cepljene z dvema
odmerkoma cepiva namesto s tremi (14).

V Solskem letu 2009/2010 je prece-
pljenost slovenskih deklic v 6. razredu s
tremi odmerki cepiva znaSala 48,7 %, v
Solskem letu 2010/2011 se je preceplje-
nost povisala na 55,2 %, v Solskem letu
2011/2012 je znaSala 54,9 %, v Solskem
letu 2012/2013 pa se je zniZala na 48,9 %.
Precepljenost se med posameznimi zdra-
vstvenimi regijami v Sloveniji pre-
cej razlikuje, tako je bila v Solskem letu
2012/2013 najviSja precepljenost v koro-
8ki regiji s 79,3 %, najniZja pa v ljubljan-
ski regiji s 32,9 % (15).

Ob koncu prvega leta (2010) izvaja-
nja Programa cepljenja proti HPV smo na
Nacionalnem inStitutu za javno zdravje
(NIJZ) izvedli evalvacijo, pri kateri je so-
delovalo 96 Solskih zdravnikov, ki so po-
krivali skupaj 351 osnovnih 3ol in 584
Sestih razredov. Glavni razlogi, ki so jih
star$i najpogosteje navajali zdravnikom,
da se niso odlo¢ili za cepljenje proti HPV,
so bili: deklice so cepljene prezgodaj gle-
de na starost, za cepljenje se bodo odlo¢i-
li kasneje, cepljenje se jim ne zdi potreb-
no, ne zaupajo cepivom na sploh, cepivo
ni dovolj raziskano, cepivo ni varno, in-
formacije o Skodljivostih cepiva (zlasti in-
ternet), strah pred stranskimi u¢inki, ni Se
dovolj podatkov o varnosti in zanesljivosti
cepiva in da gre le za zasluZek farmacevt-
skih firm, cepljenje je S8kodljivo in so jim
ga odsvetovali zdravstveni delavci (10).

PROGRAMI CEPLJENJA PROTI
OKUZBAM S CLOVESKIMI
PAPILOMAVIRUSI V SVETU

S programom cepljenja deklic proti okuZz-
bam s HPV so prvi zaceli v letu 2006 v ZDA
(7). Po podatkih SZO je bilo do konca leta
2013 cepljenje proti okuzbam s HPV uve-
deno v drZavne programe cepljenja v 55
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drzavah po svetu (17). Podatki Evropske-
ga centra za preprefevanje in obvladovanje
bolezni (angl. European Centre for Disease
Prevention and Control, ECDC), ki spremlja
31 drZzav v Evropi, pa kaZejo, da trenutno
v 25 drZavah potekajo programi cepljenja
deklic proti okuZbam s HPV z zagotovlje-
nim (ali delnim) financiranjem ali pa ima-
jo vsaj nacionalna priporocila za cepljenje
(18). V letu 2013 so v ZDA in v Avstraliji za-
Celi tudi z rutinskim cepljenjem deckov, v
Evropi pa imajo nacionalna priporocila za
cepljenje deckov samo v Avstriji (12, 18).
Precepljenost deklic proti okuZbam s
HPV s tremi odmerki cepiva v drZavnih
programih cepljenja se po posameznih
evropskih drZavah, za katere so za zadnja
leta objavljeni podatki, zelo razlikuje. Tako
je v Franciji v letu 2013 za posamezne roj-
stne kohorte znasala le 20-28 % (19). Ne-
koliko viSjo precepljenost beleZijo na Ni-
zozemskem, ta je v letu 2013 znaSala 58 %
(20). O zelo uspednih programih ceplje-
nja z visoko precepljenostjo pa porocajo
iz Svedske (80 % z vsaj enim odmerkom
v letu 2013), Danske (posamezne rojstne
kohorte 81-82 % v letu 2012) in Anglije
(86 % v Solskem letu 2012/2013) (21-23).
Zelo uspeSen program z visoko precep-
ljenostjo imajo v Veliki Britaniji, kjer so v
program cepljenja proti okuZzbam s HPV
primarno vkljucene 12-13 let stare dekli-
ce, cepljenje po Solah pa izvajajo medicin-
ske sestre. Pred cepljenjem starS$i prejme-
jo obvestilo z informacijami o cepivu in
privolitveni obrazec za cepljenje (24). Za
promocijo programa so pripravili spletno
stran (ki omogoca uporabo socialnih medi-
jev) z informacijami o cepivu in boleznih,
ki jih povzroca okuZba s HPV (25). Spletna
stran je bila le del obseZne komunikacij-
ske kampanje z usklajeno vsebino in eno-
tnimi sporocili, kamor so vkljucili Se tele-
vizijo, radio, oglase v Casopisih, letake in
plakate. K uspehu promocije programa je
prispeval tudi ve€inoma pozitiven odnos
medijev, ki se je tekom izvajanja programa

Se krepil in je vplival na sprejemljivost ce-
pljenja proti HPV v javnosti (24).

Programi cepljenja proti okuZbam s
HPV po svetu se Ze kaZejo kot uspe3ni tudi
na ravni populacije. Iz razli¢nih drZav po
svetu, ki so uvedle cepljenje, tako porocajo
o zniZevanju prevalence okuZb maternic-
nega vratu z genotipi, vsebovanimi v ce-
pivu, in zniZevanju pojavnosti predrakavih
sprememb materni¢nega vratu pri mladih
Zenskah ter zniZevanju anogenitalnih bra-
davic tako pri mladih Zenskah kot mladih
moskih (26-35).

V Avstraliji, kjer beleZijo ve¢ kot 80 %
precepljenost, so 6 let po zacetku progra-
ma cepljenja proti HPV (Stirivalentno ce-
pivo) zaznali znatno zniZanje prevalence
okuZb materni¢nega vratu z genotipi HPV
(vsebovanimi v cepivu) med mladimi Zen-
skami, ki so bile cepljene, v primerjavi z
mladimi Zenskami pred uvedbo cepljenja.
Poleg tega so zaznali tudi niZjo prevalen-
co okuZb med necepljenimi Zenskami, kar
nakazuje kolektivno imunost (26). Tudi v
ZDA so kljub nizki precepljenosti (okrog
30 %) po 4 letih izvajanja programa cep-
ljenja (Stirivalentno cepivo) zaznali, da se
je prevalenca okuZb materni¢nega vratu z
genotipi HPV (vsebovanimi v cepivu) med
mladimi Zenskami prepolovila (27). Po-
membno zniZanje v prevalenci okuZb ma-
terni¢nega vratu z genotipi HPV (vsebova-
nimi v cepivu) med mladimi Zenskami so
po zaletku programa zaznali tudi na Skot-
skem (dvovalentno cepivo, 90 % preceplje-
nost), kjer pa rezultati podobno kot v Av-
straliji nakazujejo tudi moZnost navzkrizZne
za8Cite pred okuZzbo materni¢nega vratu z
genotipi HPV-31, -33 in -45 (26, 28).

Poleg tega iz Avstralije po Stirih ozi-
roma petih letih izvajanja programa cep-
ljenja porocajo Se o uspeSnosti Stirivalen-
tnega cepiva pri zniZevanju pojavnosti
predrakavih sprememb materni¢nega vra-
tu med mladimi Zenskami, ki so bile ce-
pljene. Pojavnost predrakavih sprememb
materni¢nega vratu visoke stopnje je bila
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med cepljenimi tako skoraj za polovico
niZja v primerjavi z necepljenimi (29, 30).
Tudi na Danskem Sest let po zacetku izva-
janja programa cepljenja s Stirivalentnim
cepivom v populaciji opaZajo, da imajo
cepljene mlade Zenske statisti¢no znacil-
no manjSe tveganje za pojav atipi¢nih (ali
hujsih) sprememb materni¢nega vratu in
cervikalne intraepitelijske neoplazije 2 ali
3 (CIN 2/3) (31). Druga raziskava je poka-
zala znatno zniZanje incidence atipi¢nih
(ali huj8ih) sprememb materni¢nega vra-
tu in CIN 2 (ali huj8ih sprememb) v staro-
stnih kohortah, ki so bile vklju¢ene v pro-
gram cepljenja, kar kaZe na zgodnji uc¢inek
cepljenja proti HPV (32).

Na Svedskem so §tiri leta po uvedbi cep-
ljenja s Stirivalentnim cepivom spremljali
populacijo mladih Zensk in ugotovili, da se
je tveganje za pojav anogenitalnih brada-
vic najbolj zniZalo med Zenskami, ki so bile
cepljene s tremi odmerki cepiva v primer-
javi z necepljenimi. NiZje tveganje so opa-
zili tudi med Zenskami, ki so prejele dva
odmerka cepiva (33). V Avstraliji so pet let
po zaletku izvajanja programa cepljenja
primerjali pojavnost anogenitalnih brada-
vic med pacienti ustanov za spolno zdrav-
je v obdobju pred in po zacetku cepljenja.
Ugotovili so, da se je pojavnost anogenital-
nih bradavic med mladimi Zenskami zniZa-
la za ve€ kot 90 %, med mladimi heterose-
ksualnimi mo38kimi pa za vec kot 80 %, kar
kaZe na ucinek kolektivne imunosti (34).
Podobno so na Danskem pet let po zacet-
ku izvajanja programa v populaciji primer-
jali incidenco genitalnih bradavic v obdo-
bju pred in po uvedbi cepljenja. Incidenca
anogenitalnih bradavic se je med mladi-
mi Zenskami za vsako leto programa skoraj
prepolovila. Kolektivne imunosti in zniZa-
nja incidence anogenitalnih bradavic med
mladimi moSkimi pa niso zaznali, kar je
morda odraz obsega dopolnilnega (angl.
catch-up) cepljenja, ki je na Danskem vklju-
Cevalo deklice do 15. leta starosti, v Avstra-
liji pa Zenske do 26. leta (35).

VARNOST CEPIV PROTI OKUZBAM
S HPV

Podatki o varnosti obeh cepiv izhajajo iz
Stevilnih klini¢nih raziskav, opravljenih
preden sta bili cepivi na voljo za Siroko
uporabo in v katere je bilo vkljucenih ve¢
10.000 Zensk. Na podlagi njihovih rezul-
tatov je EMA zakljucila, da so koristi obeh
cepiv vecje od z njimi povezanih tveganj,
in jim na podlagi tega izdala dovoljenje
za promet v Evropski uniji. V teh raziska-
vah so bili najpogostejsi neZeleni ucin-
ki (opaZeni pri ve€ kot eni osebi od dese-
tih) glavobol, reakcije na mestu cepljenja
(rdeCina, bolec¢ina in oteklina), mialgija in
utrujenost (9-11).

V ZDA poteka od leta 2006 obseZno
pasivno spremljanje varnosti Stirivalen-
tnega cepiva. Do marca 2014 je bilo raz-
deljenih okrog 67 milijonov odmerkov.
Spremljanje ni pokazalo kak$nih novih
varnostnih zadrZkov v zvezi s cepivi proti
HPV. Prijavljenih je bilo okrog 25.000 ne-
Zelenih dogodkov po cepljenju, od tega jih
je bilo 7 % razvrS€enih kot resnih - med
temi so najpogosteje porocali o glavobo-
lu, slabosti, bruhanju in poviSani telesni
temperaturi (12).

Globalni svetovalni odbor za var-
nost cepiv (angl. Global Advisory Commit-
tee on Vaccine Safety, GACVS) pri SZO je
pregledal posodobljene varnostne podat-
ke o cepivih proti HPV po tem, ko je bilo
po svetu razdeljenih ve¢ kot 175 milijo-
nov odmerkov obeh cepiv. Zaklju€uje, da
je na voljo vedno ve¢ podatkov o varno-
sti obeh cepiv, saj vse ve¢ drZav ceplje-
nje vkljuCuje v svoje cepilne programe.
Poleg tega so bili v ¢asovni povezavi s
cepljenjem v tem obdobju prijavljeni ne-
kateri resni neZeleni dogodki, kot so Gu-
illian-Barre-jev sindrom, kr¢i, moZgan-
ska kap, venska tromboza, anafilaksija in
druge alergicne reakcije. Ti dogodki so
bili podrobno raziskani, vendar povezava
s cepljenjem ni bila potrjena. Prav tako
spremljanje izidov nosecnosti pri Zen-
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skah, ki so bile med nose¢nostjo nehote
cepljene, ni pokazalo povecanja neZele-
nih izidov (36).

V ZDA so izvedli veliko raziskavo o
varnosti Stirivalentnega cepiva, v kate-
ro je bilo vkljucenih skoraj 190.000 Zensk
vseh starosti, ki so prejele vsaj en odme-
rek Stirivalentnega cepiva (skupaj skoraj
350.000 odmerkov). Preucevali so more-
bitno povezavo med 16 razli¢nimi vnaprej
opredeljenimi avtoimunskimi bolezni-
mi, kot so razli¢na revmatoloska, endokri-
na, nevroloska ali oftalmolo$ka avtoimu-
na obolenja, vklju¢no z multiplo sklerozo.
Rezultati niso pokazali nobenih opozoril-
nih signalov glede varnosti za nobeno od
proucevanih bolezni (37).

V Evropi je bila izvedena velika razi-
skava varnosti Stirivalentnega cepiva na
Svedskem in Danskem. Ta je vkljuceva-
la skoraj 1 milijon deklic (10-17 let), med
katerimi jih je bilo skoraj 300.000 ceplje-
nih proti HPV. Raziskovali so, ali je ceplje-
nje povezano s povecanim tveganjem za
avtoimunske, nevroloSke ali tromboem-
bolicne dogodke. Rezultati raziskave niso
pokazali nikakrSne povezave med ceplje-
njem in omenjenimi dogodki (38). Podob-
no tudi kasnejSa raziskava varnosti Stiri-
valentnega cepiva, izvedena na Danskem,
v katero je bilo vklju€enih ve¢ kot 4.000
bolnic z vensko trombozo (iz populacije
1,6 milijona Zensk, 30 % cepljenih), ni po-
kazala povezave med vensko trombozo in
cepljenjem (39).

V Sloveniji se podatki o neZelenih
ucinkih po cepljenju zbirajo na NIJZ v Re-
gistru neZelenih uc¢inkov po cepljenju, v
katerega so dolZni porocati vsi zdravni-
ki, ki ugotovijo neZelene ucinke. Pri nas
je bilo v obdobju 2008-2013 razdeljenih
skoraj 90.000 odmerkov cepiva proti HPV.
V tem obdobju smo v Register neZele-
nih uéinkov po cepljenju prejeli 119 pri-
jav neZelenih ucinkov po cepljenju proti
HPV. Zdravniki so najpogosteje porocali o
bolecini, oteklini, rdecini na mestu ceplje-

nja, poviSani telesni temperaturi, slabo-
sti, glavobolu, utrujenosti in omedlevici.
Vsako leto je prijavljenih tudi nekaj resnih
neZelenih ucinkov - vse hospitalizacije
namrec Stejejo za resne neZelene ucinke.
Dve osebi sta bili hospitalizirani zaradi
omedlevice, ena zaradi hujSe lokalne re-
akcije, slabosti, utrujenosti in tonzilitisa,
ena zaradi slabosti, utrujenosti in vrtogla-
vice, ena oseba zaradi glavobola, ki je bil
opredeljen kot migrenska epizoda ter ena
zaradi slabega pocutja in poviSane telesne
temperature. Vsi neZeleni u€inki so izzve-
neli v nekaj dneh brez posledic (40).

ZAKLJUCEK
Trenutno sta v svetu za sploSno upora-
bo odobreni dve ucinkoviti in varni cep-
ivi proti okuZbam s HPV. Programi cep-
ljenja proti okuZbam s HPV Ze potekajo
v Stevilnih drZavah in ponekod Ze kaZejo
rezultate na ravni populacije. V Sloveniji
se od Solskega leta 2009/2010 izvaja pro-
gram cepljenja za 11-12 let stare deklice.
Precepljenost je e vedno nezadovoljiva in
zna$a le okrog 50 %. Eden izmed prepo-
znanih razlogov, da se starSi ne odlocajo
za cepljenje svojih deklic, je strah pred ne-
Zelenimi ucinki, ¢eprav vsi podatki do se-
daj kaZejo, da sta cepivi varni.

Za izboljSanje precepljenosti bi mora-
li v Sloveniji bistveno ojacati promocijo
cepljenja, ki bi poudarjala koristi za dekli-
ce kasneje v Zivljenju, varnost cepljenja in
ucinkovitost, ki se je Ze pokazala na rav-
ni populacije v nekaterih drZavah z dobro
precepljenostjo. Promocijo bi (poleg star-
Sev) lahko razsirili tudi na deklice (pred-
vsem zamudnice), vkljuene v program
cepljenja. Cepljenje bi bilo smiselno omo-
gociti tudi starej§im zamudnicam (starim
15 let ali vec), ki za cepljenje ne potrebu-
jejo privolitve starSev. Vsi zdravstveni de-
lavci bi morali biti osveS¢eni o pomenu
cepljenja proti okuZzbam s HPV in ceplje-
nja na sploSno ter ostati/postati njegovi
pomembni zagovorniki.
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